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RESUMO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera a dispersdo de genes de resisténcia entre
bactérias como um dos principais e mais graves problemas de satde publica global. E crescente
0 nimero de microrganismos nos ambientes aquaticos que carregam genes diretamente ligados a
resisténcia a antimicrobianos resultantes da pressdo exercida por atividades e acdes
antropogénicas. A ocorréncia de residuos de substancias antibidticas no ambiente acaba por
favorecer a selecdo de linhagens bacterianas resistentes aos agentes antibiticos e maior
circulacdo de genes de resisténcia nas matrizes ambientais. Além do uso ndo responsavel de
antimicrobianos, outros estressores antropicos podem contaminar o solo e as aguas superficiais
e contribuir com perfis de resisténcia das comunidades bacterianas. Assim, o objetivo principal
da pesquisa foi caracterizar os fenétipos de resisténcia bacteriana relacionados a agua e
sedimento ao longo da bacia do Rio Jaguaribe, no Ceard, correlacionando com as atividades
antrdpicas presentes em seu entorno. Foram realizadas coletas de 4gua e de sedimento em
seis pontos distintos ao longo do rio. DiluicBes das amostras foram inoculadas em meio de
cultura convencional Agar Padrdo para Contagem (PCA) utilizando a técnica de Pour Plate. Em
seguida, as unidades formadoras de col6nias foram quantificadas, isoladas, identificadas e
submetidas ao teste de antibiograma e cura de plasmideo. Foram testados oito antibioticos:
Tetraciclina, Doxiciclina,  Sulfazotrim,  Eritromicina,  Azitromicina, Levofloxacina,
Cloranfenicol e Ampicilina. A contagem de bactérias foi expressa em unidades formadoras de
coldnias (UFC) e variou de 7,88 x 10° a 1,67 x 107 UFC/ml para as amostras de agua e de 2,09 x
10* a 1,96 x 10° UFC/g para as amostras de sedimento. Entre as culturas bacterianas, as
bactérias Gram-positivas foram mais frequentemente isoladas do que as Gram-negativas. Do
total de isolados, 82% apresentaram resisténcia a um ou mais antimicrobianos e 18%
mostraram-se sensiveis a todos os antibidticos testados. Os fendtipos de resisténcia mais
frequentes entre os isolados bacterianos foram frente as substdncias Ampicilina (54%),
Doxiciclina (34%) e Tetraciclina (28%) e o maior nimero de isolados expressando
resisténcia foi detectado nas amostras de dgua. A origem genética da resisténcia foi, em sua
maioria, potencialmente cromossdmica. Os percentuais de resisténcia antimicrobiana
observados na bacteriota de trechos da bacia do Rio Jaguaribe indicam efeito da pressao seletiva

relacionado as atividades do seu entorno.

Palavras-Chave: Resistoma. Antimicrobianos. Comunidade bacteriana. Ambiente
aquatico.



ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) considers the spread of resistance genes among
bacteria to be one of the main and most serious global public health problems. The
number of microorganisms in aquatic environments that carry genes directly linked to
resistance to antimicrobials resulting from the pressure exerted by anthropogenic
activities and actions is increasing. The occurrence of residues of antibiotic substances
in the environment ends up favoring the selection of bacterial strains resistant to
antibiotic agents and greater circulation of resistance genes in environmental matrices.
In addition to the irresponsible use of antimicrobials, other anthropogenic stressors can
contaminate soil and surface waters and contribute to resistance profiles of bacterial
communities. Thus, the main objective of the research was to characterize the bacterial
resistance phenotypes related to water and sediment along the Jaguaribe River basin, in
Ceara, correlating with the anthropogenic activities present in its surroundings. Water
and sediment were collected at six different points along the river. Dilutions of the
samples were inoculated into conventional culture medium Standard Counting Agar
(PCA) using the Pour Plate technique. Then, the colony-forming units were quantified,
isolated, identified and subjected to antibiogram and plasmid cure tests. Eight
antibiotics were tested: Tetracycline, Doxycycline, Sulfazotrim, Erythromycin,
Azithromycin, Levofloxacin, Chloramphenicol and Ampicillin. Bacterial counts were
expressed in colony forming units (CFU) and ranged from 7.88 x 10° to 1.67 x 107
CFU/ml for water samples and from 2.09 x 10* to 1.96 x 10 CFU /g for sediment
samples. Among bacterial cultures, Gram-positive bacteria were more frequently
isolated than Gram-negative bacteria. Of the total isolates, 82% were resistant to one or
more antimicrobials and 18% were sensitive to all antibiotics tested. The most frequent
resistance phenotypes among bacterial isolates were against the substances Ampicillin
(54%), Doxycycline (34%) and Tetracycline (28%) and the largest number of isolates
expressing resistance was detected in water samples. The genetic origin of resistance
was, for the most part, potentially chromosomal. The percentages of antimicrobial
resistance observed in the bacteriota of sections of the Jaguaribe River basin indicate the

effect of selective pressure related to the activities in its surroundings.

Keywords: Resistome. Antimicrobials. Bacterial community. Aquatic environment.
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1 INTRODUCAO

Os antimicrobianos sdo de grande importancia para o tratamento de diversas
infecgBes na medicina humana e veterinria, porém, seu uso abusivo e indiscriminado
aumentou bastante nas Ultimas décadas, resultando na selecdo de bactérias resistentes a esses
farmacos (OLIVEIRA; PEREIRA; ZAMBERLAM, 2020).

O surgimento de resisténcia antimicrobiana entre patdgenos humanos e animais €
uma questdo preocupante, sendo considerada pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude)
como um dos dez eventos mais ameacadores a salude publica global. O uso ndo responsavel de
farmacos, juntamente com outros fatores de pressdo seletiva, implica na maior frequéncia e
dispersdo de genes de resisténcia no ambiente e em matrizes ambientais, como 0 solo e as
aguas superficiais (LAXMINARAY AN, 2014; GRENNI; ANCOVA; CARACCIOLO, 2018;
SOUSA et al., 2018; UNEP, 2022). Resultados de investigacdo preveem a ocorréncia de
pools de resisténcia antimicrobiana associados principalmente as atividades antrdpicas, alem
de fatores ambientais (CZATZKOWSKA et al., 2022).

O Microbioma bacteriano, ou bacterioma, pode ser entendido como o conjunto
dos genomas presentes em determinado ambiente ou amostras, enquanto que o conjunto de
todos o0s genes de resisténcia a antimicrobianos entre microrganismos patogénicos e
comensais presentes na microbiota de variados ecossistemas € conhecido como resistoma e
costuma ser impactado por atividades antropicas. O microbioma ambiental tem como
caracteristica marcante uma alta variedade de genes de resisténcia. A agua, o solo e outros
nichos ecoldgicos fornecem um pool genético mais diverso que a microbiota humana e
animal, contribuindo ativamente para a evolucdo da resisténcia antimicrobiana
(NOWROTEK, et al., 2019; SANTOS, 2019; LARSSON; FLACH, 2022).

A entrada de antimicrobianos e seus metabolitos no ambiente se da por varias
vias, principalmente, por meio de efluentes hospitalares e aguas residuais ndo tratadas, lodos
de esgoto, descarga de residuos municipais, de agropecuaria e aquicultura, além de efluentes
dos fabricantes desses farmacos. Estacdes de tratamento (ETES) ndo sdo projetadas para
remover residuos de antibioticos, portanto, ndo sdo capazes de eliminar completamente essas
substancias. Uma vez no ambiente, os antimicrobianos sdo capazes de alterar comunidades
microbianas naturais responsaveis por desempenharem processos ecoldgicos fundamentais
para manutencdo da qualidade da &gua e do solo. Embora os antibidticos estejam presentes no
meio ambiente, ndo ha qualquer tipo de monitoramento por parte das autoridades nacionais ou

internacionais que possa fornecer indicagdes Uteis para futuras regulamentacoes e legislacfes
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ambientais. Comparativamente, a resisténcia ambiental recebeu menos foco do que a
resisténcia antimicrobiana na satide de humanos e animais, mesmo que o ambiente natural
seja um importante reservatdrio de resisténcia (UNEP, 2022; GRENNI, 2022).

A resisténcia antimicrobiana deve ser um assunto tratado com urgéncia na satde
publica, na producdo animal, agricola e no meio ambiente. Sua prevaléncia pée em risco o
tratamento eficaz de infecgdes causadas por bactérias, fungos, virus e parasitas, resultando em
enfermidades mais prolongadas e com maior mortalidade, a0 mesmo tempo em que pde em
risco a sustentabilidade dos sistemas agroalimentares e, consequentemente, a seguranca
alimentar (OPAS, 2020).

O Rio Jaguaribe € 0 maior e mais importante curso hidrico do Ceara e exerce um
papel de destaque no desenvolvimento socioecondémico do estado (PANTALENA; MAIA,
2014; CEARA, 2018). E comum a presenca de atividades antropogénicas ao longo da bacia
do Rio Jaguaribe, no entanto, ndo ha registros de como a poluicdo causada por fatores
antropicos afeta a dindmica do resistoma ambiental dessa regido. Este é um trabalho pioneiro
e por isso importante no combate a propagacdo da resisténcia antimicrobiana ao fornecer
informacGes de como diferentes atividades antropicas contribuem para o resistoma e
microbioma do Rio Jaguaribe.

Diante do exposto, € importante 0 entendimento da evolugdo da resisténcia
antimicrobiana e a disseminacdo de genes de resisténcia no ambiente e suas consequéncias
ambientais. Desse modo, o objetivo principal da pesquisa foi caracterizar os fenotipos de
resisténcia bacteriana relacionados a agua e ao sedimento em pontos ao longo de um trecho da
bacia do Rio Jaguaribe, no Ceard, correlacionando com as atividades antropicas presentes em

Seu entorno.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bacia do Rio Jaguaribe

Localizado na regido leste do estado do Ceara, o Rio Jaguaribe é o maior e 0 mais
importante curso hidrico do estado. Possui mais de 600 km de extensdo e banha onze cidades,
tendo sua foz desaguando no Oceano Atlantico, nas divisas dos municipios de Aracati e
Fortim (CEARA, 2018; COSTA et al., 2020).

A Bacia hidrografica do Rio Jaguaribe abrange uma area de drenagem de cerca de
80.000 km? e ocupa mais da metade do territorio cearense. Juntamente com os rios Salgado e
Banabuit, formam as bacias do Alto, Médio e Baixo Jaguaribe (GODOY, 2011;
PANTALENA; MAIA, 2014). Por estar localizado no semiérido do Nordeste, em que ha
predominio de periodos de estiagem, o Rio Jaguaribe, por muito tempo, ficou conhecido
como o maior rio seco do mundo (COSTA et al., 2020).

Apesar da irregularidade hidrica do Ceara, o Rio Jaguaribe exerce um papel de
destaque no desenvolvimento do estado. No entanto, atividades antrépicas mais intensas tém
contribuido para a degradacdo ambiental, comprometendo a integridade funcional do
ecossistema estuarino desse corpo hidrico (PANTALENA; MAIA, 2014).

2.2 Atividades antropicas ao longo da bacia do Rio Jaguaribe

Desde o inicio do processo de colonizacéo do estado do Ceard, as margens do Rio
Jaguaribe foram palco de diferentes atividades econdmicas e sociais. Porém, a falta de
planejamento, o crescimento desordenado, juntamente com 0s varios ciclos econdmicos e as
acOes antropicas resultantes dessas atividades, implicaram em impactos ambientais na bacia
do Jaguaribe (PANTALENA; MAIA, 2014).

O semiarido do Ceard, devido as suas particularidades, possui recursos naturais
comumente mais frageis as acbes antropicas. Na bacia do Jaguaribe, atividades como
urbanizacdo, construcbes civis, desmatamento, agropecudaria, aquicultura, erosdo e
assoreamento de rios, mineragéo, turismo, dentre outras, estdo relacionadas com a degradacéo
dessa regido (FREIRE et al., 2013). Dos impactos comumente observados em bacias
hidrograficas, a maioria esta relacionada ao uso da agua e poluicio dos ecossistemas (PENA-
GUZMAN et al.,2019).
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A agricultura responde pela maior ocupacdo do solo, a pecuéria é uma atividade
paralela & agricultura e possui uma distribuicdo difusa ao longo da bacia do Jaguaribe,
enquanto que a aquicultura é uma atividade de destaque devido a sua importancia econémica
(PAULA; MORAIS; PINHEIRO, 2006).

O estuario do Rio Jaguaribe, situado no baixo curso da bacia, sofre intensa
intervengdo antropogénica e tem como atividade de destaque o extrativismo, com captura de
crustaceos e moluscos. Por serem ecossistemas comuns ao redor do mundo e que apresentam
condi¢cdes favoraveis para a instalacdo de cidades, portos e industrias, 0s estuarios sdo,
historicamente, ambientes bastante utilizados, sendo fundamentais para o desenvolvimento
social, urbano e econdmico das cidades que os cercam. Suas atividades econdmicas, bem
como sua diversidade biologica, representam quase 80% da valoracdo de ambientes costeiros
(PAULA; MORAIS; PINHEIRO, 2006; DUAVI et al., 2015; PEREIRA; GOMES, 2021).
Porém, por desempenharem importante papel socioecondémico e ambiental, os ambientes
estuarinos sofrem uma forte pressdo antrdpica, tendo como consequéncia uma mudanca
significativa na sua integridade ecologica e no seu equilibrio natural (COSTA, 2013;
PEREIRA; GOMES, 2021).

A poluicdo nessa area ndo muda do interior para a costa, mas pode variar com a
mistura das marés e de acordo com as descargas pontuais de residuos (HO et al., 2021).
Portanto, € comum que atividades antropicas contribuam de maneira significativa para
alteracdes da microbiota, promovendo, por exemplo, a propagacdo de genes de resisténcia
entre as bactérias desses ambientes (MANJUSHA; SARITA, 2013). Uma vez que muitas
atividades antropicas fazem uso de antimicrobianos, agrotoxicos, detergentes e outras
substancias quimicas, além dos insumos de efluentes de estacGes de tratamentos de esgoto
(ETES) e aguas residuais, que também estdo relacionados a prevaléncia e selecdo de bactérias
resistentes e a transmissdo de seus genes de resisténcia no ambiente (AMOS et al., 2015;
CABELLO et al., 2016).

2.3 Uso de Antibioticos e Resisténcia Antimicrobiana

Os antimicrobianos sdo os principais farmacos utilizados no combate de doencas
infecciosas, diminuindo, consideravelmente, a morbimortalidade de origem bacteriana.
Porém, seu uso constante ndo afeta somente quem os utiliza, mas também altera, de forma
expressiva, o ambiente ao interferir na ecologia microbiana (BRASIL 2007; DO PRADO

SOUZA et al., 2021). Dentre os antibidticos mais popularmente utilizados estdo aqueles
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pertencentes as classes dos P-Lactdmicos, Quinolonas, Macrolideos, Tetraciclinas,
Aminoglicosideos e Sulfonamida (CZATZKOWSKA et al., 2022).

Além de serem usados como medicamento humano no tratamento e prevencdo de
doengas, os antibidticos sdo bastante utilizados na veterinaria, em cria¢des de animais, como
promotores de crescimento pecuario, agricultura e também na aquicultura. Contudo, essas
substancias sdo descartadas de maneira inadequada no ambiente e sua remocao se da de forma
incompleta, causando danos a satde humana e animal (LI, 2014).

A principal via de entrada dos antibiéticos no meio ambiente se da através de
efluentes provenientes de atividades antropicas, que trazem consigo diversos contaminantes
organicos e inorganicos que podem se associar as particulas de sedimento e interagir com a
matéria organica, interferindo no transporte e na disponibilidade desses compostos de forma a
persistirem no ambiente (HUGUET et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2021). O tratamento
ineficiente desses efluentes faz com que eles atuem como uma fonte importante de genes de
resisténcia (AL SALAH; LAFFITE; POTE, 2019).

O uso indiscriminado e excessivo de antimicrobianos e sua ocorréncia no
ambiente representa um fator significativo para o surgimento de bactérias resistentes, visto
que essas substancias tendem a favorecer o surgimento da resisténcia antimicrobiana (MAIA
et al., 2021). Vale ressaltar que os antibioticos ndo sdo capazes de induzir a resisténcia
antimicrobiana, eles apenas selecionam individuos resistentes ja presentes em uma populacao
bacteriana (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

A presenca de antibidticos age de maneira seletiva na evolucédo e disseminacao de
genes de resisténcia, alterando, significativamente, a microbiota natural. Embora o aumento
da resisténcia esteja ligado ao uso de antibioticos, acredita-se também que essa resisténcia
seja um fendbmeno antigo, natural, geneticamente rico e que faz parte do genoma microbiano
(BHULLAR et al., 2012).

A resisténcia antimicrobiana pode ser intrinseca ou adquirida. O resistoma
antibiotico intrinseco é considerado um fendémeno natural, podendo estar presente em todas as
espécies bacterianas e que antecede a quimioterapia antibiotica (COX; WRIGHT, 2013).
Configura-se como um carater hereditario, transmitido verticalmente e comandado por genes
cromossdmicos que alteram a célula bacteriana, determinando a presenca de mecanismos e
estruturas que impedem a acdo do antimicrobiano, a auséncia de receptores para acdo da
droga ou a producdo de enzimas que inibem o antibiotico (TAVARES, 2014).

A resisténcia adquirida acontece quando bactérias, originalmente sensiveis a

determinados antibioticos, passam a apresentar resisténcia a esses mesmos antimicrobianos.
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Isso ocorre devido a modificagcBes na estrutura ou no funcionamento das células bacterianas,
com o surgimento de uma nova carateristica expressa, muitas vezes devido as mutacfes e
transferéncia de material genético e devido a exposicdo a antibioticos residuais (TAVARES,
2014; CULYBA; MO; KOHLI, 2015; LIMA; BENJAMIN; SANTOS, 2017).

Podemos definir a resisténcia antimicrobiana como a capacidade, herdada ou
adquirida, que permite a sobrevivéncia, a evolugdo e multiplicagdo dos microrganismos na
presenca de antibiéticos (UNEP, 2022). Quando uma bactéria desenvolve resisténcia a mais
de um agente antimicrobiano, elas passam a ser conhecidas como superbactérias. Podem ser
subdivididas em multirresistentes, quando possuem resisténcia a antibioticos de trés ou mais
classes distintas; em extensamente resistentes, quando apresentam resisténcia a uma ou duas
classes; e bactérias pan-resistentes, quando séo resistentes a todos os antimicrobianos, de
todas as classes, ndo havendo mais farmacos eficientes (SILVA, 2017).

Embora o uso antrépico desses antimicrobianos exerca um papel relevante para a
propagacao da resisténcia antimicrobiana, ha relatos de bactérias pertencendo a microbiomas
isolados ou pouco afetados por acdes humana que apresentaram multirresisténcia, provando

que esse fenotipo pode ser um fator natural da bactéria (BHULLAR et al., 2012).

2.4 Resisténcia Antimicrobiana, genes de resisténcia e 0 Meio Ambiente

O ambiente natural configura-se como um importante reservatorio de resisténcia
antimicrobiana. Microrganismos resistentes estdo presentes em humanos, animais, em
alimentos e nas matrizes ambientais, como agua, solo e ar. Em locais em que o abastecimento
de agua, o saneamento e a higiene sdo inadequados, € comum que a agua, e potencialmente o
solo, atuem para o desenvolvimento e a disseminacdo da resisténcia antimicrobiana. A
presenca de compostos de antibioticos no meio ambiente, em contato com comunidades
bacterianas naturais e bactérias resistentes, estimula a evolucdo bacteriana e o aparecimento
de estirpes mais resistentes (UNEP, 2022).

A deteccdo de genes de resisténcia a antibidticos € frequente e constante em
ecossistemas, constituindo um problema de saude publica, mas também um problema
ecoldgico. A presenca de antimicrobianos e outros cofatores de resisténcia potencializa a
ocorréncia desses genes nos cromossomos e em elementos méveis de bactérias ambientais e a
transferéncia para pessoas, animais e patdégenos clinicamente importantes. O meio ambiente
possui um reservatorio genético consideravelmente maior e tem como principal fonte de

novos genes de resisténcia bactérias ambientais capazes de carregar 0S genes e Se mover
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livremente do ambiente para outras microbiotas (HUIJBERS; FLACH; LARSSON, 2019;
LARSSON; FLACH, 2022).

Bactérias ambientais possuem uma grande diversidade genética e capacidade
metabdlica, agindo na ciclagem biogeoquimica e na degradacdo de contaminantes organicos.
Antimicrobianos no ambiente podem dificultar o funcionamento e a estrutura dessas
comunidades bacterianas, causando efeitos diretos e indiretos a curto e a longo prazo, agindo
como bactericidas ou bacteriostaticos e causando o desaparecimento de algumas populacbes
microbianas e seu funcionamento ecolégico (GRENNI, 2022).

A ocorréncia de resisténcia antimicrobiana no ambiente também acontece devido
a estressores nao antibidticos, tais como biocidas, metais pesados, conservantes quimicos,
microplasticos e outros micropoluentes presentes no ambiente através da co-resisténcia,
quando o microrganismo abriga dois genes de resisténcia diferentes, ou através da resisténcia
cruzada que ocorre quando um gene é responsavel pela resisténcia ao antibiotico e outra
substancia poluente. Ativacdo da bomba de efluxo, inducdo de mutagdes genéeticas e inibicao
de poros da membrana sdo alguns dos mecanismos associados a co-selecdo de bactérias
resistentes a antibidticos (QIU et al., 2022; CZATZKOWSKA et al., 2022).

A ocorréncia de genes de resisténcia também pode ser de maneira natural em
microrganismos ambientais, € o chamado resistoma ambiental. Além da presenca de
plasmideos e outros elementos que transportam a resisténcia entre bactérias (VAZ-
MOREIRA; NUNES; MANAIA, 2014; GRENNI, 2022). O conceito de resistoma foi
desenvolvido recentemente e pode ser definido como o conjunto de todos 0s genes, tanto 0s
cromossdmicos, responsaveis pela resisténcia inata, quanto os adquiridos através de alteracGes
gendmicas ou via transferéncia horizontal de genes e que contribuem para a propagacdo da
resisténcia antimicrobiana entre bactérias ambientais e clinicamente importantes (BELLO-
LOPEZ et al., 2019).

Genes de resisténcia podem ser transferidos de bactérias ambientais para vegetais
e até para o intestino humano. Por ser mais rapida do que mutacdes espontaneas, a
transferéncia horizontal de genes tornou-se um dos fatores mais importantes na propagacéo de
resisténcia entre bactérias, mesmo as que sdo filogeneticamente distantes (LIM; CHO; RHO,
2018; BELLO-LOPEZ et al., 2019; ZHANG et al., 2019; LERMINIAUX; CAMERON,
2019).

A resisténcia a antibioticos pode ser transmitida entre humanos e animais, direta
ou indiretamente, através do meio ambiente. Sabe-se que a presenga de bactérias resistentes

influencia diretamente na prevaléncia da resisténcia em humanos, sendo o ambiente um



23

facilitador para essa transmissibilidade (LEPPER; WOOLHOUSE; VAN BUNNIK, 2022). A
transferéncia de bactérias resistentes e de genes de resisténcia também pode ocorrer entre
ambientes aquaticos e terrestres e resulta em efeitos negativos para a salde humana, animal e
para o ecossistema (SANTOS, 2019).

Fatores que melhorem ou promovam a presenca de genes de resisténcia no
ambiente ou em patdgenos animais podem afetar a salde humana, ja que seres humanos
vivem no ambiente e estdo estritamente ligados a ele (WALTON 2017; HUIJBERS; FLACH,;
LARSSON, 2019).

A resisténcia antimicrobiana representa, portanto, uma grave ameaca global a
salde humana, animal e ambiental, despertando uma crescente preocupacdo por parte da
OMS. Essa estreita ligacao entre resisténcia antimicrobiana com a satude humana, de animais
e com o0 meio ambiente foi reconhecida como uma questdo de One Health, que consiste em
uma abordagem integrada e centralizadora, cujo objetivo € equilibrar a satde de pessoas,
animais e ecossistemas de forma sustentavel, abordando o problema da resisténcia
antimicrobiana de maneira multisetorial e multidisciplinar (UNEP, 2022).

Desde 2010, hd um compromisso entre a Organizacdo das Na¢des Unidas para a
Alimentacdo e Agricultura (FAO), a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OMSA) e
a Organizagdo Pan Americana da Saude (OPAS)para o combate da resisténcia
antimicrobiana, com a implementacdo de um projeto denominado “Trabalhando juntos para
combater a resisténcia aos antimicrobianos” visando mitigar 0s riscos na saude publica,
animal e meio ambiente, sob o enfoque que reconheca a multidimensionalidade e a

necessidade de uma resposta intersetorial que este problema exige (OPAS, 2020).

2.5 Analise bibliométrica sobre o tema

Através da realizacdo de uma pesquisa bibliométrica da literatura foi possivel
coletar, selecionar e analisar estudos que contribuiram para a construcéo de uma base teorica.
De acordo com Quevedo-Silva et al. (2016), a pesquisa bibliométrica tem como objetivo
principal apresentar e divulgar a producédo e o conhecimento cientifico. Como estratégia para
elaboracdo da revisdo bibliométrica foram utilizadas algumas etapas, tais como: escolha do
banco de dados, uso de palavras-chave e critérios de incluséo.

A busca dos estudos se deu na base de dados Scopus, considerando o titulo do
artigo, o resumo e as palavras-chave. Foram escolhidos como palavras-chave os termos:

resistome, antimicrobials, resistance genes, environment combinados com o termo booleano
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AND, a fim de restringir a pesquisa. Adotaram-se como critérios de incluséo artigos originais
e de revisdo, publicados em periddicos, no periodo compreendido entre 2015 a 2023, tendo
como idioma selecionado o inglés e estando na subarea de Ciéncia Ambiental.

Desta forma, inicialmente, foram encontrados um total de 291 publicacGes e, apds
a inclusdo dos critérios de elegibilidade, foram entdo pré-selecionados 100 artigos. A partir da
leitura de titulos e resumos, 74 artigos foram selecionados para leitura na integra, sendo
descartados aqueles que ndo atenderam aos critérios pré-estabelecidos.

A Figura 1 representa o fluxograma correspondente ao processo de selecdo das

publicacdes.

Figura 1 — Fluxograma do processo de selecdo das publicagdes sobre
resistoma na base de dados Scopus.
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O Gréfico 1 apresenta o numero de estudos publicados entre 2015 e 2023, com

um aumento do numero de publicagdes nos Ultimos trés anos.

Gréfico 1 — Numero de artigos sobre resistoma publicados por
ano, no periodo entre 2015 e 2023.
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Fonte: Autora, baseado em dados da base Scopus.

A figura 2 mostra os paises que mais publicaram os artigos sobre o tema
pesquisado. Quanto mais intensa a cor, maior o nimero de publicagdes. No caso, a maioria
dos artigos selecionados € oriundo da China, Estados Unidos e Brasil. A linha avermelhada
presente na Figura 2 mostra as colaboracdes feitas entre os paises, com relacdo as

publicacoes.

Figura 2 - Paises que mais publicaram artigos sobre resistoma.

Fonte: Autora, baseado em dados da base Scopus.
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A Figura 3 apresenta a nuvem com as palavras mais relacionadas ao tema da

busca no Scopus, sendo “antibiotic resistance” o termo mais citado nos artigos.

Figura 3 — Nuvem com as palavras mais relacionadas ao tema

resistoma.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral da dissertagéo

Caracterizar os fenotipos de resisténcia bacteriana relacionados a agua e
sedimento ao longo da bacia do Rio Jaguaribe, no Ceara, correlacionando com as atividades

antrpicas presentes em seu entorno.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar os parametros fisico-quimicos da agua no momento da coleta;

2. Quantificar, isolar e identificar as caracteristicas morfotintoriais das estirpes a
partir da &gua e do sedimento da bacia do Rio Jaguaribe;

3. Determinar o perfil fenotipico de resisténcia a antibidticos entre os isolados
bacterianos através de teste de antibiograma;

4. Estabelecer a potencial origem genética dos perfis de resisténcia;

5. Correlacionar os perfis de resisténcia na bacteriota com as atividades antropicas

no entorno.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Georreferenciamento e descri¢cdo dos pontos de coleta

Foi realizada uma coleta em novembro de 2021, em seis pontos distintos,
previamente selecionados e distribuidos ao longo da bacia do Rio Jaguaribe, no litoral leste do
estado do Ceard, mais especificamente nos municipios de Fortim, Aracati e Itaicaba. Em cada
ponto foram coletadas amostras de dgua e de sedimento.

As coordenadas referentes a cada um dos pontos de coleta foram obtidos através
do uso do equipamento de geolocalizagcdo (GPS) da marca Garmin Colorado 400d e sdo elas:
(P1) Fortim: 4° 48> 78 S; 37° 79° 08” W; (P2) Aracati: 4° 52° 94°” S; 37° 78> 92> W; (P3)
Aracati: 4° 56 73.3”* S; 37° 77’ 74> W, (P4) Aracati: 4° 63’07 S; 37° 81’ 01> W; (P5)
Itaicaba: 4° 67° 13° S; 37° 81 93*” W; (P6) Itaicaba: 4° 67 15°° S; 37° 81’ 06> W.

Os seis pontos foram escolhidos por possuirem distintas composicdes de areas,
tais como: infraestrutura urbana, vegetacdo nativa, agricultura, pastagem, aquicultura e
barragens (MAPBIOMAS, 2021), como mostra a Figura 4.

Sendo P1 o ponto de coleta localizado mais proximo ao mar, na foz do rio, tendo
seu entorno constituido principalmente por areas de florestas e manguezais e utilizado para
atividades de agricultura, pecuaria e aquicultura. O P2 é formado por areas de pastagem,
agricultura e areas de formacdo natural ndo florestal, como: apicum, salgado e afloramento
rochoso.

O P3 tem como diferencial o maior aporte de nutrientes advindo de esgoto
sanitario devido a sua localizacdo esta dentro da cidade de Aracati. O P4 esta localizado
principalmente proximo a fazendas de aquicultura, uma das atividades mais relacionadas com
a degradacdo dos ecossistemas de manguezais.

Por fim, os pontos P5 e P6 estdo inseridos em semelhantes areas de infraestrutura
urbana, vegetacdo, aquicultura, agricultura e pecuaria, porém uma estrutura fisica (barragem)

0s separa, deste modo, em um lado do rio ha agua salgada (P5) e no outro ha dgua doce (P6).
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Figura 4 - Mapa de Localizacdo dos pontos de coleta das amostras de agua e de
sedimento ao longo da bacia do Rio Jaguaribe.
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Fonte: Lima, 2022 (Adaptado).

4.2 Procedimentos de Coleta

4.2.1 Coleta das Amostras

Em cada ponto foram coletados trés litros de dgua em garrafas esterilizadas de
vidro @mbar. O volume coletado foi entdo filtrado em um chumaco de gaze esterilizada de um
metro de comprimento e embebido em &gua do mar diluida & concentracdo de 10ppm. O

sedimento foi coletado com a ajuda de um coletor de sedimento, em profundidades que
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variaram de acordo com os pontos de coleta, e foram guardados em sacos plasticos estéreis.
Em seguida, as amostras foram armazenadas em caixa isotérmica e levadas ao Laboratério de
Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) no Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR/UFC) onde foram processadas.

4.2.2 Determinacdo dos Parametros fisico-quimicos

No momento da coleta, foram medidas a temperatura e a salinidade da 4gua, com
ajuda de um termémetro da marca INCOTERM e de um refratdmetro da marca ATAGO
S/MILL, respectivamente.

4.3 Diluicéo e Processamento das Amostras

4.3.1 Amostras de Agua

O recipiente com agua do mar a 10ppm, contendo o chumaco de gaze com a 4gua
filtrada, foi agitado em temperatura ambiente para promover a suspensdo do material. Em
sequida, foi retirada uma aliquota de 1ml da solugdo. Esta correspondeu a diluicdo10? e, a
partir dela, foram feitas diluicdes decimais até a diluicdo 10°, utilizando como diluente agua
do mar a 10ppm, em uma propor¢éo de 1:9.

Em seguida, foi feito plaqueamento em Agar PCA (Agar Padrdo para Contagem)
com o intuito de quantificar as populacdes de bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC). O
procedimento foi realizado em triplicata e aplicada a técnica de Pour Plate.

As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 48h (DOWNES; ITO, 2001) e,
apos esse periodo, foi realizada a contagem utilizando um contador de colénias da marca
Phoenix e o0s resultados expressos em Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro da
amostra (UFC/ml) (Figura 5).
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Figura 5- Fluxograma das dilui¢fes e processamento das amostras de agua.
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Fonte: Autora.

4.3.2 Amostras de Sedimento

Foram pesadas 10g das amostras de sedimento e diluidas em 90ml de 4gua do mar
a 10ppm. A solucdo foi mantida em agitagdo magnética por 30 minutos e correspondeu a
diluicdo 102 A partir dela, foram feitas diluicdes decimais até a diluicdo10°. Em seguida,

aliquotas de 1ml foram inoculados em meio Agar PCA (Agar Padrdo para Contagens) para
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quantificacdo das populacdes de bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC) por meio da
técnica de Pour Plate. O procedimento foi realizado em triplicata.

As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 48h e ap0s as contagens, 0S
resultados foram expressos em UFC/g de sedimento (Figura 6).

Figura 6- Fluxograma das diluigdes e processamento das amostras de sedimento.
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Fonte: Autora.
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4.4 Isolamento Bacteriano

As coldnias crescidas no meio de cultura Agar PCA, foram analisadas quanto a
sua morfologia, coloracdo e tamanho com objetivo de isolamento e purificacdo. As colonias
selecionadas foram repicadas em meio de cultura Agar Triptona Soja (TSA) e incubadas em
estufa a 35°C por 24h.

Todos os meios de cultura utilizados foram preparados usando agua do mar com
salinidade ajustada a 10ppm como diluente, a fim de imitar as caracteristicas do ambiente

natural e favorecer o crescimento bacteriano.

4.5 Andlise morfotintorial das estirpes isoladas

A caracterizacdo morfoldgica das células e a composicdo de parede das estirpes
isoladas foram determinadas pela técnica de coloracdo de Gram, como descrito por Tortora,
Case e Funke (2016) (Figura 7).

Figura 7- Fluxograma da técnica de coloracdo de Gram.
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Fonte: Autora.
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4.6 Teste de antibiograma

As estirpes isoladas e divididas em Gram-positivas e Gram-negativas foram
testadas frente a oito antimicrobianos pertencentes a seis diferentes classes, com diferentes
sitios de acdo e sendo todos os antimicrobianos de amplo espectro. Séo eles: Tetraciclina
30ug, Doxiciclina 30ug, Sulfazotrim 25ug, Eritromicina, 15ug, Azitromicina 15ug,
Levofloxacina 5ug, Cloranfenicol 30pug ¢ Ampicilina 2ug. Os antimicrobianos, suas
respectivas classes, sitios de acdo e concentracdo dos discos estdo expostos na Tabela 1.

O antibiograma foi realizado pelo método de difusdo em disco, de acordo com a
metodologia proposta por Kirby-Bauer (BAUER; KIRBY; SHERRIN, 1966), e seguiu as
recomendacdes estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2022) e

os discos de antimicrobianos utilizados sdo da marca LABORCLIN.

Tabela 1- Antimicrobianos utilizados, suas classes e sitios de acéo.

Classe Antimicrobianos Sitio de acdo Concentracéo dos
discos
Tetraciclina (TET) 30ug
Tetraciclinas Inibicdo da sintese proteica
Doxiciclina (DOX) 30ug
Sulfonamida Sulfazotrim (SUT) Inibigao ,d(.) met,apollsmo do 25ug
acido folico
Eritromicina (ERI) 15ug
Macrolideos Inibicdo da sintese proteica
Azitromicina (AZI) 15ug
Quinolonas Levofloxacina (LVX) Inibicdo da sintese de DNA Sug
Cloranfenicol Cloranfenicol (CLO)  Inibicao da sintese proteica 30ug

Interferéncia na sintese do )
peptideoglicano HE

B-Lactamicos Ampicilina (AMP)
A partir das culturas crescidas em TSA a 35°C por 24h, parte do inéculo foi
homogeneizada em agua do mar 10ppm até conseguir uma turvacdo equivalente a turbidez
padrdo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/ml). A absorbancia foi aferida em um
espectrofotbmetro (Micronal B542), considerando o intervalo de 0,08 a 0,10, com

comprimento de onda de 625nm.
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Com a ajuda de um swab de algoddo estéril, as culturas foram inoculadas em
placas de Petri contendo Agar Muller-Hinton. Os discos de antimicrobianos foram,
individualmente, depositados na superficie do 4gar com o auxilio de pingas esterilizadas. As
placas foram invertidas e incubadas em estufa a 35°C por 24h. Apés esse periodo, foi
realizada a leitura do didmetro dos halos de inibicéo.

De acordo com o resultado da medicdo dos halos, as estirpes foram classificadas
em resistentes (R), Intermediarias (1) e Sensiveis (S), segundo as recomendacdes do Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2022), do European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST, 2022) e do Manual de Antibiograma do fabricante dos
discos (LABORCLIN, 2019) (Figura 8).

Figura 8- Fluxograma do teste de antibiograma.
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Fonte: Autora.
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4.7 Determinacdo dos indices de resisténcia (IRA) e de multipla resisténcia (MRA) aos

antimicrobianos

Os resultados do antibiograma foram utilizados para obtencdo dos indices de
resisténcia das cepas aos antimicrobianos testados (IRA) (JONES et al., 1986) e o de multipla
resisténcia (MRA) (KRUMPERMAN, 1983).

IRA=—— (1) onde:

y= total do nimero de resistentes
n= numero de isolados

X = ndmero de antimicrobianos testados
a
MRA = (2) onde:

a= numero de antimicrobianos aos quais o isolado foi resistente

b= nimero de antimicrobianos aos quais o isolado foi testado
4.8 Técnica da cura de plasmideo

As estirpes que apresentaram resisténcia a um ou mais antibiéticos testados e
aquelas classificadas como intermediarias foram submetidas a técnica de cura de plasmideo,
de acordo com Molina-Aja et al. 2002, a fim de determinar a origem da resisténcia, se
plasmidial ou potencialmente cromossdmica. Para isso, foi utilizado caldo LB (Luria-Bertani -
Difco) acrescido de 50ug/ml do agente curagénico acridine orange (AO) (SIGMA- A 6014).
As estirpes crescidas nesse meio, a 35°C por 24h, foram novamente submetidas ao teste de
antibiograma descrito no item 4.6 frente aos antimicrobianos aos quais se mostraram

resistentes (Figura 9).
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Figura 9- Fluxograma da técnica de cura de plasmideo.
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4.9 Analise estatistica

Os dados de contagens das bactérias heterotroficas cultivaveis (BHC) e da
resisténcia aos antimicrobianos foram submetidos a analise estatistica descritiva e inferencial.
Para realizacdo dos testes ndo paramétricos, foi utilizado o programa Statistical Package for
Social Science for Windows (SPSS). O teste de Kruskal-Wallis foi usado para verificar se
houve diferenca entre os pontos de coleta, no crescimento de BHC das amostras de agua e de
sedimento. O teste U de Mann-Whitney analisou a diferenca de crescimento das BHC entre as
amostras de agua e de sedimento e a diferenca nos perfis de resisténcia entre as mesmas
amostras, para cada antibiético (FAVERO; LUIZ P., 2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros fisico-quimicos da agua

Os resultados dos parametros fisico-quimicos da agua nos pontos de coleta estéo
apresentados na Tabela 2. A temperatura variou entre 30°C e 31°C em todos os pontos. A
pouca variabilidade na temperatura € um resultado esperado, visto que a area em estudo
apresenta caracteristicas de climas tropicais oceénicos. No Brasil, ¢ comum que 0S corpos
hidricos apresentem pouca variacdo de temperatura devido ao clima tropical da regido, com
valores entre 12°C e 30°C, fazendo com que as aguas sejam permanentemente quentes
(LIBANIO, 2010; COSTA et al., 2017).

Tabela 2- Parametros fisico-quimicos da dgua ao longo do trecho da bacia do Rio Jaguaribe
medidos durante a coleta.

_Pardmetros P1 P2 P3 P4 P5 P6
flSlCO'qU|m|COS
Temperatura ~ 31°C  30°C  30°C 31°C 30°C 31°C

Salinidade 42ppm  45ppm  52ppm 48pmm 48ppm 1ppm

A salinidade apresentou valores semelhantes, sendo a maior variacdo observada
entre os pontos P3 e P6. A forte influéncia do mar faz com que as aguas estuarinas
mantenham um grau de salinidade praticamente constante. Além disso, € comum que
estuarios no Nordeste brasileiro apresentem caracteristicas de hiper salinidade devido a alta
taxa de evapotranspiracdo, principalmente no periodo seco (PEREIRA, 2018). Esperava-se
que o P1, por se tratar do ponto referente a foz do Rio Jaguaribe, apresentasse o0 maior valor
de salinidade. Os impactos da intensa atividade antropica e da aquicultura presentes no P3
podem justificar a alta salinidade observada nesse ponto, visto que atividades desse tipo
tendem a modificar a dindmica do ambiente, intensificando a salinizacdo. O fato de o P6
apresentar o menor valor de salinidade € devido a presenca da barragem no rio, além de ser o
ponto mais distante da foz e, consequentemente, ndo sofrer grande influéncia das aguas

oceanicas.
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5.2 Quantificacdo de bactérias heterotroficas cultivaveis

A Tabela 3 apresenta a quantificacdo das bactérias heterotroficas cultivaveis

(BHC) das amostras de agua e de sedimento.

Tabela 3- Média e desvio padrdo das populacBes de bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC)
isoladas das amostras de gua e de sedimento ao longo do trecho da bacia do Rio Jaguaribe.

AMostras Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
P1 | P2 | P3 | P4 | P5 | P6
Agua (ml) 1,64x10°+ 1,18x10’+ 1,00x10"+ 9,80x10%°+ 7,88x10%°+ 9,00x 10°+
1,06 x 10°  2,20x10° 1,13x10° 1,19x10® 9,23x10° 8,33 x10°

209x10*+ 240x10*+ 1,25x10°+ 6,60x10*+ 6,60x10°+ 1,96 x 10°+

Sedimento () 5h9x102° 17x10°  603x10° 500x10°  7,02x10° 180 x 10°

A contagem de BHC nas amostras de agua variou de 7,88 x 10° UFC/ml no P5 a
1,64 x 10" UFC/ml no P1, enquanto que, nas amostras de sedimento, a variaco foi de 2,09 x
10* UFC/g no P1 a 1,96 x 10° UFC/g no P6. As maiores contagens de BHC em amostras de
agua podem estar relacionadas as altas temperaturas e ao periodo seco, no qual a coleta foi
realizada, ja que as chuvas exercem um papel diluidor sobre a microbiota de corpos aquaticos,
em estuarios da costa cearense (PEIXOTO, 2012). Para Stabili e Cavallo (2011), existe uma
influéncia positiva da temperatura sobre a quantificagdo de BHC em aguas costeiras. De
acordo com Hatha et al. (2013), as condi¢gdes na coluna d’agua sdo bastante dindmicas,
especialmente em ambientes quentes, podendo alterar a salinidade e estressar a comunidade
microbiana.

Neste caso, as altas taxas de salinidade verificadas em, praticamente, todos 0s
pontos, ndo interferiram no crescimento bacteriano. Carvalho (2013) encontrou correlacéo
positiva entre a salinidade e a populacdo de bactéria do género Vibrio, na regido de Aracati,
municipio referente ao P3 deste estudo e que apresentou a maior taxa de salinidade, provando
que as populacdes de bactérias, tanto para as amostras de dgua quanto para as amostras de
sedimento, ndo tiveram seu crescimento inibido.

O P1 foi o ponto que apresentou o maior indice de gquantificacdo bacteriana para
as amostras de agua e o menor indice para as amostras de sedimento. Este resultado contraria
0 que foi encontrado por Martins (2015), em estudo semelhante realizado no estuario do Rio
Jaguaribe, ao mostrar que a maior densidade de BHC para as amostras de agua e menor
densidade para as amostras de sedimento foram encontradas no ponto referente a barragem e

ndo a foz do rio, como aconteceu no presente estudo. Oliveira et al. (2021) também
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observaram maior quantidade de bactérias na regido da foz do rio Coreal, Ceara, mostrando
que o estresse osmotico da salinidade na regido de entre marés nao limitou a abundéancia de
bactérias.

A quantificacdo de BHC foi maior no P6, para as amostras de sedimento. Tal
resultado € esperado, visto que esse é 0 ponto anterior a barragem, com intensa atividade
urbana no seu entorno, capaz de alterar a comunidade microbiana, ao promover o alto teor de
matéria organica total, resultando em uma maior abundancia de BHC. Em ambientes
marinhos, é comum que bactérias estejam aderidas as particulas de sedimento devido a grande
quantidade de nutrientes organicos encontrados nessa matriz (ANDRADE, 2017).

Estatisticamente, a contagem de BHC apresentou diferenca entre os pontos, para
cada amostra. Como p < 0,05, rejeitamos a hipdtese nula, o0 que nos permite concluir, ao nivel
de confianca de 95%, que ha diferenca em pelo menos um dos pontos de coleta, tanto para as
amostras de agua quanto para as amostras de sedimento. Também foi possivel observar
diferenca na quantidade de BHC entre as amostras de dgua e de sedimento. Como p < 0,05, a
hipdtese nula é rejeitada, 0 que nos permite concluir, ao nivel de confianca de 95%, que
existem diferencas entre os resultados das amostras da agua e de sedimento.

A diferenca observada nas populacdes de BHC entre os pontos de coleta e entre as
amostras pode ter a ver com a distancia entre os pontos, as atividades variadas no entorno de
cada um, além dos ja mencionados fatores fisico-quimicos, que também interferem no
crescimento bacteriano.

Para Gimenes, Da Cunha-Santino e Bianchini (2010), por serem parte importante
da comunidade biotica de ecossistemas, as bactérias heterotroficas desempenham um papel
necessario no estudo dos impactos ambientais.

Um total de 240 estirpes foram isoladas, contudo, 25 foram consideradas como
viaveis, mas ndo cultivaveis (VNC), ndo sendo possivel manter sua culturabilidade apds o
isolamento. S&o bactérias incapazes de crescer em meio de cultura, embora permanecam
ativas metabolicamente. Alguns fatores ambientais adversos podem inibir o crescimento
bacteriano e induzir o estado de VNC por longos periodos de tempo, podendo ser revertido
quando em condicGes favoraveis de crescimento (FERNANDES, 2013; LUCENA, 2019).

Das 215 estirpes que permaneceram viaveis e cultivaveis, 114 sdo provenientes

das amostras de agua e 101 provenientes das amostras de sedimento.
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5.3 Caracteristicas morfotintoriais das estirpes isoladas

Do total de estipes isoladas, 97% apresentaram morfologia de bastonetes e 3%
morfologia de cocos. Com relacdo a coloracdo de Gram, 60% dos isolados foram classificados

como Gram-positivos e 40% como Gram-negativos (Gréfico 2).

Gréfico 2- Percentual de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas do total de
estirpes isoladas das amostras de agua e de sedimento ao longo do trecho da
bacia do Rio Jaguaribe.

B Gram-positivas ~ H Gram-negativas

O predominio de bactérias com caracteristicas Gram-positivas se da pelo fato de
que essas bactérias possuem propriedades morfoldgicas, fisiolégicas e metabolicas que
permitem seu crescimento nos mais variados ambientes. Sua capacidade de produzir esporos
Ihes confere uma maior resisténcia diante de estresse ambiental (NARANCIC et al., 2012).

De acordo com Stabilli e Cavallo (2011), a maior predominancia de bactérias
Gram-positivas € um fator comum em ambientes costeiros tropicais. Martins (2015), em
estudo semelhante, também encontrou maior abundancia de bactérias Gram-positivas no
estuario do Rio Jaguaribe. Contrariando os resultados observados no presente estudo, Wu et
al. (2014), ao analisarem sedimento do estuario do rio Pearl, na China, encontraram
dominancia de bactérias Gram-negativas. Montes Plascencia (2013), em outro estudo, afirma
gue em ambientes marinhos, a abundancia de bactérias Gram-positivas € menos observada do

que bactérias Gram-negativas.
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A menor predominancia de bactérias Gram-negativas pode ser devido a alta
salinidade da &rea de estudo, que pode ter atuado como fator limitante para o crescimento
dessas bactérias. Wahg e Wang (2018), em pesquisa realizada no rio Jiyun, no norte da india,
constatou uma diminuicdo da proporcdo de bactérias Gram-negativas com o aumento da
salinidade.

O Gréafico 3 apresenta a frequéncia das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e sua morfologia distribuidas por pontos de coleta, ao longo o trecho da bacia do
Rio Jaguaribe.

Gréafico 3 — Distribuicdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas isoladas
das amostras de agua e de sedimento e sua morfologia distribuidas por pontos de
coleta, ao longo do trecho da bacia do Rio Jaguaribe.
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Os pontos P1 e P4 apresentaram em sua maioria bactérias na forma de bastonetes
Gram-negativos com 52% e 59%, rspectivamente. A maior concentracdo de bactérias com
caracteristicas de bastonetes Gram-positivos foi observada nos pontos P3 (84%), seguido dos
pontos P5 (59%) e P6 (55%). Ja o P2 apresentou a mesma proporcdo (50%) para bastonetes
Gram-positivos e bastonetes Gram-negativos. Com excecdo do P2, todos os outros pontos
apresentaram bactérias com morfologia de cocos Gram-positivos, sendo a maior concentragdo
observada no P3 (5%).

O Grafico 4 apresenta a porcentagem de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas para as amostras de agua e de sedimento. A maior concentracdo de bactérias Gram-
positivas (86%) foi observada nas amostras de sedimento, enquanto que as amostras de agua

apresentaram maior concentracao de bactérias Gram-negativas (64%).
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Gréfico 4- Percentual de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas para as amostras de
agua e de sedimento ao longo do trecho da bacia do Rio Jaguaribe.
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Alguns estudos relatam maior frequéncia de bactérias Gram-negativas em
ambientes aquaticos. Dos Santos et al. (2016) encontraram maior nimero de bactérias Gram-
negativas presentes em amostras de adgua no estuario do rio Pacoti, no Ceara. Nascimento e
Araujo (2013) e Nascimento, Maia e Aradjo (2016) também encontraram maior prevaléncia
de bactérias Gram-negativas em amostras de agua isoladas de duas bacias hidrograficas do
nordeste brasileiro. No entanto, Ghaderpour et al. (2014) detectaram um maior nimero de
bactérias Gram-positivas em sedimento estuarino do que nas aguas superficiais. Os trabalhos
supracitados corroboram os resultados encontrados nesse estudo.

Bactérias Gram-positivas estdo presentes em ambientes aquaticos e podem
compreender 14% do total de células bacterianas em &gua, enquanto que em amostras de
sedimento, chegam até 25% (TANG et al., 2020). Zampieri (2015) afirma que em sedimentos
marinhos brasileiros ha uma maior abundancia e diversidade de bactérias Gram-positivas do

que bactérias Gram-negativas.
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5.4 Suscetibilidade das estirpes isoladas frente aos antimicrobianos

Do total de estirpes isoladas, 82% mostraram-se resistentes a um ou mais
antimicrobianos e 18% mostraram-se sensiveis a todos o0s antibidticos testados.

A expressdo da resisténcia bacteriana no ambiente é uma consequéncia do uso
indiscriminado de antibi6ticos. Esses farmacos exercem uma pressao seletiva sobre a bactéria,
promovendo uma evolugdo genética frente ao estresse ambiental (SCHIMIDT, 2017). Outra
possibilidade que justifica a presenca de bactérias resistentes é a existéncia de populacdes
bacterianas possuidoras de resisténcia intrinseca.

Atividades antrépicas como as que estdo presentes ao longo da bacia do Rio
Jaguaribe, tais como aquicultura, agricultura e pecuéria, e lancamento de efluentes contribuem
para a contaminacdo do ambiente em questdo com residuos de antibioticos. Outros
contaminantes, como pesticidas, residuos industriais e de mineracdo e efluentes também
atuam como fator de pressao seletiva sobre bactérias resistentes a antibidticos e auxiliam na
propagacdo de genes de resisténcia, por isso a maior incidéncia de estirpes resistentes foi
observada na microbiota do Rio Jaguaribe.

O perfil de suscetibilidade antimicrobiana das estirpes isoladas esta disposto no
Grafico 5. O fendtipo de resisténcia mais frequente entre os isolados bacterianos foi frente aos
antimicrobianos pertencentes a classe dos B-Lactamicos: ampicilina (54%) e Tetraciclinas:

doxiciclina (34%) e tetraciclina (28%).
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Gréfico 5- Perfil de suscetibilidade do total de estirpes isoladas das
amostras de &gua e de sedimento ao longo do trecho da bacia do Rio
Jaguaribe frente aos antimicrobianos testados.
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TET- Tetraciclina; DOX- Doxiciclina; SUT- Sulfazotrim; ERI- Eritromicina; AZI- Azitromicina; CLO-
Cloranfenicol; AMP- Ampicilina

Os B-Lactamicos séo a classe de antimicrobianos mais amplamente utilizada em
tratamentos de infeccOes bacterianas. A resisténcia a esses antibidticos acontece,
principalmente, devido a capacidade de algumas bactérias produzirem a enzima [-lactamase,
que ao hidrolisar o anel B-lactamico inativa a acdo do farmaco (BUSH; BRADFORD, 2016).
Algumas bactérias Gram-negativas possuem resisténcia intrinseca aos [-Lactamicos,
associada a bomba de efluxo, além da expressdo cromossdmica da [-lactamase
(GASTALHO; SILVA; RAMOS, 2014). As pB-lactamases que conferem resisténcia a
ampicilina sdo comumente transportadas por plasmideos e podem atribuir o fenétipo de f-
lactamase de Espectro Estendido (ESBL). Essas enzimas propagaram-se em ambientes
clinicos e ambientais dificultando a agdo dos B-lactdmicos de espectro mais amplo (MORITZ
et al., 2020; CARCIONE et al., 2021).

Martins (2015), ao analisar a suscetibilidade de BHC isoladas de agua e
sedimento do estuario do Rio Jaguaribe, também observou o maior perfil de resisténcia a
ampicilina. Resultado semelhante foi apresentado por Menezes (2011), ao observar maior
resisténcia a ampicilina em bactérias do género Vibrio, isoladas de quatro estuarios do Ceara.

Antibioticos da classe das Tetraciclinas sdo classificados como bacteriostaticos de
amplo espectro e apresentam eficacia frente a diversas bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO; 2010). Relatos de bactérias resistentes as

Tetraciclinas sdo cada vez mais frequentes, ja que muitas bactérias apresentam mecanismos
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de resisténcia a esses antimicrobianos ao inibirem a sintese proteica (FABIAN et al., 2014;
ROCHA, 2016). A tetraciclina é frequentemente utilizada em cultivos de organismos como
promotores de crescimento e para tratamento de infec¢fes de origem animal, porém sem o
devido controle, jA que no Brasil ndo ha autorizacdo para o uso deste antimicrobiano em
cultivos de organismos aquaticos, embora seja um dos antibidticos mais utilizados
mundialmente na aquicultura (GUIDI et al., 2016; ROCHA, 2016).

A doxiciclina é também um dos compostos tetraciclinicos mais utilizados, sendo
comum sua aplicacdo na saude e na industria agropecuaria para o tratamento de diversas
infecOes bacterianas. E um antimicrobiano mais recente, apresenta maior biodisponibilidade
oral e penetragdo tecidual, sendo considerada uma Tetraciclina de segunda geracéo (SILVA,
2015; EISEN, 2017). Ahmadi (2021), em um trabalho de revisdo, aponta que a resisténcia as
tetraciclinas € relativamente alta em todo o mundo, principalmente, entre bactérias de V.
cholerae.

Carvalho (2012) e Carvalho (2013), ao testarem bactérias do género E. coli e
Vibrio, respectivamente, provenientes de estuarios no Ceara, encontraram maior percentual de
resisténcia a ampicilina e tetraciclina. Tao et al. (2010), ao analisarem a resisténcia a
antimicrobianos de bactérias isoladas do rio Pearl, no sul da China, também observaram maior
resisténcia para os antimicrobianos das classes dos B-lactamicos e Tetraciclinas.

Apesar do baixo percentual de resisténcia aos outros antimicrobianos testados,
eritromicina (8%), azitromicina (6%) e levofloxacina (3%), sua presenca indica a ocorréncia
desses antibidticos no ambiente.

A tetraciclina foi o antibiotico que apresentou o maior fenotipo de resisténcia
intermediaria seguido pela eritromicina. Grise (2016), em estirpes de E. coli isoladas de agua
estuarina, obteve apenas perfil intermediario. Rocha (2016), em estirpes isoladas de agua e
sedimento de ambiente de -carcinicultura, também achou perfil intermediario para a
tetraciclina. Peixoto (2012), em cepas isoladas de ambiente aquatico, detectou o maior perfil
de resisténcia intermediaria para a eritromicina. De acordo com o autor, a presenca da
resisténcia intermediaria em uma populacdo bacteriana indica a diminui¢do da eficacia do
antibiotico sobre a microbiota alvo, sendo necessaria uma dose maior do farmaco para o
combate de infeccBes. Parte da populacdo bacteriana se mostra sensivel ao antimicrobiano, ao
mesmo tempo em que outra parte j& ndo responde a acdo do farmaco, prejudicando a
profilaxia médica humana e veterinaria (CARVALHO, 2012; CARVALHO, 2013).

Os antimicrobianos sulfazotrim e cloranfenicol, pertencentes as classes

Sulfonamida e Cloranfenicol, respectivamente, foram 0s que apresentaram a maior eficacia
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contra os isolados. O sulfazotrim apresentou (99%) de eficécia e o cloranfenicol (98%). Este
resultado é similar aos encontrados por Martins (2015) e Peixoto (2012), em que 0s dois
antimicrobianos citados se mostraram 100% eficazes.

As Sulfonamida tém como acdo a inibicdo da sintese de acido fdlico e o
Cloranfenicol é responsavel pela inibicdo da sintese de proteinas bacterianas, ao se ligar a
subunidade 30S do ribossomo, impedindo a formagcéo de ligacdes peptidicas (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010). O cloranfenicol tem ampla distribuicdo, mas devido a sua alta
toxicidade, tem uso limitado. Foi proibido em animais destinados ao consumo humano devido
a evidéncias toxicoldgicas de efeitos adversos, o que pode justificar a pouca presenca no
ambiente estudado e, consequentemente, um perfil de resisténcia pouco expressivo.

A porcentagem da resisténcia antimicrobiana, de acordo com as caracteristicas de
parede dos isolados, estd exposta no Grafico 6. Do total de estirpes resistentes, 54% sao

bactérias Gram-positivas e 46% Gram-negativas.

Grafico 6- Distribuicdo da frequéncia de resisténcia antimicrobiana entre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas isoladas de amostras de agua e sedimento ao longo de um
trecho da bacia do Rio Jaguaribe.
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Bactérias com caracteristicas Gram-positivas apresentam alta capacidade genética
de obter e desenvolver resisténcia a praticamente todos os antibidticos disponiveis. Sua
espessa camada de peptideoglicano funciona como glicopolimeros ani6nicos conhecidos
como &cidos teicdicos de parede que desempenham papel importante na patogénese e na
resisténcia aos antimicrobianos (BROWN; SANTA MARIA JR; WALKER, 2013).
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Em uma lista divulgada pela OMS, as bactérias Gram-positivas estdo entre as
bactérias mais perigosas resistentes aos tratamentos atuais e que requerem a descoberta de
novos antibidticos para o combate de doengas. Seus mecanismos de resisténcia incluem a
modificacdo do sitio ativo do antibidtico ao alterar as proteinas de ligacdo a penicilina, efluxo
da droga por expressdo de bombas de efluxo ou através de modificacbes de estruturas
bacterianas, como alteracbes da estrutura ribossomica ou espessamento da parede de
peptideoglicano, impedindo o farmaco de se ligar ao seu alvo (JUBEH; BREINYEH,;
KARAMAN, 2020).

O surgimento de resisténcia em bactérias Gram-negativas tem sido uma
preocupacao crescente. Sao bactérias que evoluiram e passaram a desenvolver resisténcia aos
B-lactdmicos ao produzirem enzimas p-lactamases e carbapenemases, tornando-se uma
ameacga iminente a saude publica (MORITZ et al., 2020). Além disso, bactérias Gram-
negativas possuem uma membrana externa a parede celular, agindo como mecanismo de
resisténcia intrinseco, e por isso, apresentam permeabilidade limitada aos antibioticos
(LAMEIRA, 2020).

Evidéncias genémicas e funcionais mostram que integrons, que antes eram
considerados exclusivos de bactérias Gram-negativas, podem estar presentes em bactérias
Gram-positivas. Embora ndo se saiba ao certo como esses elementos agem no
desenvolvimento de resisténcia em bactérias Gram-positivas, sabe-se que ha um
favorecimento de transferéncia de genes de resisténcia de bactérias Gram-positivas para
bactérias Gram-negativas, porém, essa troca nao é reciproca (DAVIES; DAVIES, 2010).

No Grafico 7 esta representado os percentuais de resisténcia das estirpes isoladas,

referente aos pontos de coleta.
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Gréfico 7- Percentual de resisténcia das estirpes isoladas das amostras de agua e de
sedimento de um trecho da bacia do Rio Jaguaribe frente aos antimicrobianos testados, por
ponto de coleta.
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TET- Tetraciclina; DOX- Doxiciclina; SUT- Sulfazotrim; ERI- Eritromicina; AZI- Azitromicina; CLO-
Cloranfenicol; AMP- Ampicilina

Em todos os pontos, foi possivel observar maior frequéncia de fendtipos de
resisténcia a antibidticos para a ampicilina. Embora ndo seja um antibidtico comumente
utilizado em atividades de aquicultura, como as que estdo presentes ao longo da bacia do Rio
Jaguaribe, a disponibilidade e o baixo custo em paises em desenvolvimento fazem com que
seja bastante utilizada na terapéutica de humanos e animais e como consequéncia observa-se 0
aumento das taxas de resisténcia a esses antimicrobianos (BANERJEE et al., 2012;
KAUSHIK et al., 2014).

A maior frequéncia de resisténcia para a tetraciclina (40%) foi encontrada no P1.
Este é o ponto referente a foz do rio e tem como atividades principais em seu entorno a
aquicultura e pecudria, atividades em que o uso de antimicrobianos para fins terapéuticos e de
profilaxia € uma préatica bastante comum. Antimicrobianos da classe das Tetraciclinas tem
sido bastante utilizado na aquicultura e a presenca em ambientes marinhos e estuarinos de
bactérias resistentes a esses antibidticos comprova o seu uso recente, 0 que justifica o0 maior
indice de resisténcia observado (MACKIE, et al., 2006; ROCHA, 2016). Além disso, de
acordo com Gastalho, Silva e Ramos (2014), por ser um antimicrobiano ndo biodegradavel
em ambientes aquaticos, a tetraciclina pode permanecer nas matrizes ambientais por longos

periodos de tempo.
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O uso de antibidticos em producdo animal, como promotor de crescimento, para
prevencdo e tratamento de infeccGes é bastante recorrente e sua administracdo impacta o meio
ambiente ao favorecer o aparecimento de resisténcia antimicrobiana em bacterias comensais
ou ambientais (GASTALHO; SILVA; RAMOS, 2014). Manivasagan et al. (2010), ao
estudarem o ambiente de manguezal na costa sudeste da india, perceberam que Vibrios spp.
resistentes eram mais comuns em area de descarga de carcinicultura. Pesquisas apontam que o
uso de antibidticos em sistemas aquaticos de producdo de pescados esta relacionado com a
disseminag&o de resisténcia antimicrobiana por organismos patogénicos (VIEIRA; PEREIRA,
2017).

O P3 e P4 foram os pontos que apresentaram o menor fendtipo de resisténcia para,
praticamente, todos os antibioticos testados. Por ser o ponto com a maior area urbana e,
consequentemente, 0 maior aporte de esgoto sanitario e contaminacdo por atividades
antropogeénicas, esperava-se que o P3 apresentasse uma maior porcentagem de resisténcia. Em
estudo no Rio Code, na Indonésia, Muurinen et al. (2022) mostraram que as areas de
amostragem com perfil urbano apresentaram maior presenca de genes de resisténcia como
resposta as pressdes de atividades humanas. O P4 mesmo sendo o ponto que, além de
pastagem, possui a mais intensa area de aquicultura, ndo apresentou fenotipos de resisténcia
tdo significativos, embora atividades de producdo de animais serem conhecidamente
propagadoras da resisténcia antimicrobiana.

O P5 apresentou o maior fenétipo de resisténcia para a ampicilina (84%) e
doxiciclina (56%), além de ser o Unico ponto que apresentou resisténcia para o sulfazotrim
(3%). Este é o ponto a jusante da barragem e tem como atividade mais expressiva a
agricultura e pastagem. A maior resisténcia a doxiciclina ser observada neste ponto pode estar
relacionada ao fato de ser um antimicrobiano utilizado em medicina veterinaria e selecionar
genes de resisténcia em ambientes animais. Esses genes atingem compartimentos aquéaticos
através da contaminacdo de estrume e escoamento de atividades pecuarias e agricolas
(FIORITI et al., 2021). A agropecuaria € um dos maiores consumidores de antibidticos e por
iSso se torna um importante ponto de prevaléncia da resisténcia antimicrobiana (GAO et al.,
2023). Muurinen et al. (2022) encontraram maior abundancia de genes de resisténcia em
locais de amostragem rurais comparado com locais de amostragem de cidades.

A maior taxa de resisténcia para a eritromicina foi observada no P6 (38%). Esse
resultado ndo era esperado ja que, assim como o P5, o P6 tem maior presenca de agricultura e
pastagem e a eritromicina € um dos antibiéticos mais utilizados na aquicultura (SERRANO,

2005). Além disso, desde 2012, teve seu uso proibido pelo Ministério da Agricultura e
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Pecuaria como promotor de crescimento animal (BRASIL, 2012). Alguns produtos
estressores ndo antibidticos, como os pesticidas, bastantes utilizados na agricultura, quando
lancados no ambiente auxiliam no desenvolvimento e dispersao da resisténcia antimicrobiana
em bactérias através de mecanismos de co-selecdo (QIU et al., 2022). Podendo ser esse um
dos motivos para a resisténcia da eritromicina no referido ponto.

O uso de poluentes ambientais em exploracdes agricolas intensifica a abundancia
e diversidade dos resistomas e auxilia na propagacdo de agentes patdgenos para 0 meio
ambiente provocando prejuizos para a saude de humanos e organismos aquaticos (SEONG,
2021).

No Gréfico 8 esta representado o percentual de resisténcia aos antimicrobianos

testados por pontos de coleta e por amostras.



52

Gréfico 8- Percentual de resisténcia das estirpes bacterianas isoladas de amostras de &gua de
um trecho da bacia do Rio Jaguaribe, por amostras e por pontos de coleta.
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De um modo geral, as estirpes isoladas das amostras de agua apresentaram 0s
maiores fendtipos de resisténcia, em todos os pontos, e para, praticamente, todos 0s
antibioticos testados, especialmente para ampicilina (94%) no P5, tetraciclina (65%) no P1 e
doxiciclina (61%) também no P5. He et al. (2023) também detectarem maior abundancia de
genes de resisténcia a B-lactamicos e Tetraciclinas em aguas costeiras na China. Kitiyodom et
al. (2010), em isolados de Vibrio ssp., em area de carcinicultura também acharam resisténcia

a ampicilina, eritromicina e tetraciclina. Para os autores, 0 uso de antibi6ticos em aquicultura
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gera uma pressdo seletiva em microrganismos da microbiota aquética, selecionando bactérias
resistentes e promovendo a transferéncia lateral de genes de resisténcia.

A é&gua funciona, ndo somente, como um meio de dispersdo de bactérias
resistentes a antibiéticos, mas também a via pela qual genes de resisténcia sdo introduzidos
nos ecossistemas naturais, possibilitando o surgimento de bactérias multirresistentes e
alterando a microbiota ambiental (RESENDE; LUCIA DA SILVA; DINIZ, 2020). De acordo
com Moritz et al. (2020), as &guas costeiras sobrecarregadas com presenca de areas povoadas,
poluicdo ambiental urbana e limitada infraestrutura de 4gua e saneamento tendem a apresentar
altas taxas de bactérias resistentes.

Ecossistemas aquaticos impactados antropogenicamente recebem bactérias de
diferentes fontes, como cidades, industrias, agricultura, que se misturam com nutrientes e
outros poluentes tais como metais, agroquimicos, residuos de antibidticos e por isso 0s corpos
hidricos podem ser dispersores de bacterias resistentes (MUURINEM et al., 2022).

A microbiota das amostras de agua em P5 e P6 apresentou notaveis fendtipos de
resisténcia para os antimicrobianos: ampicilina, eritromicina, doxiciclina e tetraciclina. Areas
proximas de rios e que sdo utilizadas como terrenos agricolas e para pastagem, como € o caso
dos pontos citados, costumam contribuir para a disseminacdo da resisténcia no ambiente
através das aguas residuais de exploracdo pecuarias e escoamento de terras agricolas
(CZATZKOWSKA et al., 2022).

Os isolados das amostras de sedimento apresentaram a maior frequéncia de
resisténcia para a ampicilina em todos os pontos, com excecdo do P6. No entanto, a
microbiota das amostras de sedimento no P6, apresentou o Unico perfil de resisténcia ao
sulfazotrim observado. Radu et al. (2021) mostraram que baixas concentracdes de sulfazotrim
apresentaram efeito limitado no resistoma apenas em amostras de agua e nenhum impacto
relevante em sedimento. Chen et al. (2019), ao analisarem sedimento de um rio urbano em
Pequim, observaram que atividades antropicas contribuiram de maneira intensa para a
resisténcia a ampicilina. Bhattachryya et al. (2019), em estudo com bactérias resistentes a
ampicilina e tetraciclina em estuario costeiro, na india, afirmaram que a distribuicio de
bactérias resistentes a antimicrobianos e genes de resisténcia em sedimentos estuarinos sdo
fortemente influenciados pelos efeitos das intervencdes humanas.

Martins (2015), ao analisar amostras de agua e sedimento do estuario do Rio
Jaguaribe, encontrou maior indice de resisténcia a antimicrobianos nos isolados das amostras
de sedimento, diferindo do que foi encontrado neste estudo. Czatzkowska et al. (2022)

afirmam que antibidticos, bactérias resistentes e genes de resisténcia podem acumular-se no
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solo e a exposicdo do sedimento a substancias antimicrobianas induz uma vantagem seletiva
de bactérias resistentes no ambiente. Lu et al. (2021), ao analisarem areas de carcinicultura,
observaram alto gradiente de poluicdo por antibidticos em sedimentos, promovendo a
diversidade de estruturas comunitarias de genes de resisténcia.

De um modo geral, sedimentos funcionam como um repositério de bactérias
resistentes oferecendo muito mais estabilidade e um ambiente protegido para a sobrevivéncia
dessas (HATHA et al., 2013).

A Tabela 4 apresenta os testes estatisticos para os antibidticos testados entre as

amostras de agua e de sedimento e seus resultados.

Tabela 4 — Testes estatisticos para 0s antibioticos testados entre as amostras de agua e
sedimento isoladas do trecho da bacia do Rio Jaguaribe.

Test Statistics® TET | DOX | SUT | ERI | AZI | LVX | CLO | AMP
Mann-Whitney U 000 3500 15000 9,500 13,000 15500 15,000 17,000
Wilcoxon W 21,000 24,500 36,000 30,500 34,000 36,500 36,000 38,000
y 2,939 -2334 -1000 -1,417 -846 -527 -1,000 -162
Asymp. Sig. (2-tailed) 003 020 317 157 397 598 317 871

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ~ ,002° 015> 699"  ,180° 485"  699°  ,699° 037"

a. Grouping Variable: Tratamento; b. Not corrected for files

A andlise estatistica revelou que existe diferenca entre os resultados da resisténcia
antimicrobiana das amostras de dgua e de sedimento para a tetraciclina e a doxiciclina (p <
0,05). No entanto, ndo houve nenhuma diferenca entre os resultados da resisténcia entre as
bactérias presentes nas amostras de dgua e sedimento com relacdo aos outros antimicrobianos
(p > 0,05), inclusive a ampicilina, embora tenha sido o antimicrobiano com maior fen6tipo de
resisténcia observado na pesquisa.

Na Tabela 5 estdo dispostos os perfis de resisténcia e multirresisténcia das estirpes
isoladas das amostras de agua e sedimento ao longo da bacia do Rio Jaguaribe e seus

respectivos indices de resisténcia (IRA) e de multipla resisténcia aos antimicrobianos (MRA).
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Tabela 5 — Perfis de resisténcia e multirresisténcia das estirpes isoladas das amostras de agua e de
sedimento ao longo da bacia do Rio Jaguaribe e seus respectivos indices de resisténcia (IRA) e de

multipla resisténcia aos antimicrobianos (MRA). (Continua)
Amostras | Pontos | N° de estirpes Perfil de resisténcia | IRA | MRA
1 TET 0,007 -
1 DOX 0,007 -
2 AMP 0,007 -
1 DOX, AMP 0,014 -
1 TET, DOX 0,014 -
1 TET, AZI 0,014 -
P1 1 TET, ERI 0,014 -
2 TET, DOX, ERI 0,021 -
1 TET, ERI, AZI 0,021 -
2 TET, DOX, AMP 0,021 -
1 TET, DOX, ERI, AZI 0,028 -
3 TET, DOX, ERI, AMP 0,028 0,5
1 TET, DOX, ERI, AZI, AMP 0,035 0,63
2 TET 0,007 -
2 DOX 0,007 -
1 LVX 0,007 -
P2 7 AMP 0,007 -
5 TET, DOX 0,014 -
1 DOX, AMP 0,014 -
2 TET, DOX, AMP 0,021 -
Agua 1 TET 0,007 i
2 DOX 0,007 -
3 ERI 0,007 -
1 LVX 0,007 -
P3 2 TET, DOX 0,014 -
1 TET, ERI 0,014 -
2 TET, DOX, AMP 0,021 -
1 TET, DOX, ERI 0,021 -
1 AZl, LVX, CLO, AMP 0,028 0,5
1 TET 0,007 -
2 DOX 0,007 -
7 AMP 0,007 -
P4 2 TET, DOX 0,014 -
2 DOX, AMP 0,014 -
1 TET, AMP 0,014 -
2 TET, DOX, ERI 0,021 -
1 TET, DOX, AMP 0,021 -
6 AMP 0,007 -
1 TET, DOX 0,014 -
P5 1 TET, AMP 0,014 -
2 DOX, AMP 0,014 -
4 TET, DOX, AMP 0,021 -
1 TET, DOX, ERI, AMP 0,028 0,5
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Tabela 5 — Perfis de resisténcia e multirresisténcia das estirpes isoladas das amostras de agua e de
sedimento ao longo da bacia do Rio Jaguaribe e seus respectivos indices de resisténcia (IRA) e de

multipla resisténcia aos antimicrobianos (MRA). (Continuagao)
Amostras | Pontos | N°de estirpes | Perfil de resisténcia | IRA | MRA
3 TET, DOX, ERI, AZI, AMP 0,035 0,63
1 ERI 0,007 -
1 AMP 0,007 -
5 ERI, AMP 0,014 -
Agua PG 2 DOX, AMP 0,014 i
2 TET, DOX, AMP 0,021 -
2 TET, DOX, ERI 0,021 -
1 TET, DOX, ERI, AMP 0,028 0,5
1 DOX, ERI, AZI, AMP 0,028 0,5
1 DOX 0,007 -
7 AMP 0,007 -
1 ERI, AMP 0,014 -
P1 1 TET, AMP 0,014 .
1 AZl, LVX 0,014 -
1 DOX, AMP 0,014 -
1 TET, DOX, AMP 0,021 -
1 TET, ERI, AMP 0,021 0,38
1 AZl 0,007 -
1 LVX 0,007 -
9 AMP 0,007 -
P2 2 DOX, AMP 0,014 -
1 TET, ERI 0,014 -
1 ERI, LVX 0,014 -
Sedimento 1 DOX, ERI 0014 -
1 TET 0,007 -
1 ERI 0,007 -
P3 7 AMP 0,007 -
1 DOX, AMP 0,014 -
1 TET, AMP 0,014 -
6 AMP 0,007 -
P4 3 TET, AMP 0,014 -
2 DOX, AMP 0,014 -
1 TET 0,007 -
3 AMP 0,007 -
1 SUT, AMP 0,014 -
P5 1 TET, LVX 0,014 .
1 DOX, ERI 0,014 -
8 DOX, AMP 0,014 -
2 TET, DOX, AMP 0,021 -
1 TET, ERI, LVX, AMP 0,028 0,5
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Tabela 5 — Perfis de resisténcia e multirresisténcia das estirpes isoladas das amostras de agua
e de sedimento e seus respectivos indices de resisténcia (IRA) e de multipla resisténcia aos

antimicrobianos (MRA). (Concluséo)
Amostras | Pontos N°de estirpes |  Perfil deresisténcia | IRA | MRA
1 AMP 0,007 -
Sedimento P6 1 TET, AZI 0,014 -
1 TET, ERI, AZI 0,021 0,38

O indice de resisténcia a antimicrobianos (IRA) das amostras variou de 0,007 a
0,035. Tais valores sugerem que as estirpes bacterianas podem agir como veiculos de
propagacdo de resisténcia antimicrobiana no ambiente. O indice de maltipla resisténcia
(MRA) das estirpes variou de 0,5 a 0,63. Os resultados mostraram que 8% das estirpes
apresentaram multirresisténcia, com perfis variados, sendo o maior perfil de multirresisténcia
(TET, DOX, ERI, AZI, AMP) observado nas bacterias isoladas das amostras de &gua, nos
pontos P1 e P6. Resultados maiores ou iguais a 0,2 sdo um indicativo de multipla resisténcia.
A presenga de bactérias multirresistentes no ambiente tornou-se um grande problema de saude
e esta relacionado com a transferéncia de genes de resisténcia a outras bactérias, inclusive
entre espécies (CAUMO et al., 2010).

A distribuicdo das estirpes que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos

testados e referentes as amostras esta descrita na Tabela 6.

Tabela 6 - Quantidade de estirpes isoladas de amostras de agua e de sedimento do trecho da
bacia do Rio Jaguaribe, resistentes aos antimicrobianos testados.

NUmero de estirpes resistentes
Antimicrobianos Total ] Por amostra
Agua Sedimento

Tetraciclina (TET) 59 48 11
Doxiciclina (DOX) 73 55 18
Sulfazotrim (SUT) 1 0 1
Eritromicina (ERI) 28 24 4
Azitromicina (AZI) 13 9 4
Levofloxacina (LVX) 5 2 3
Cloranfenicol (CLO) 1 1 0
Ampicilina (AMP) 117 60 57

E comum a presenca de bactérias resistentes em agua e sedimento, visto que
residuos de antibidticos podem persistir nessas matrizes ambientais por tempo consideravel.
Ambientes aquaticos atuam como reservatorio de bactérias e como meio de dispersdo de

organismos resistentes a antibidticos. Ha uma facilidade para a troca de material genético
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entre bactérias ambientais e patogénicas, promovendo a disseminacdo de genes de resisténcia
e mudancas no resistoma ambiental (DE CASTRO; DE CASTRO; LIMA, 2022).

Bactérias ambientais sdo importantes indicadores de resisténcia antimicrobiana,
além de agirem como reservatérios dessa resisténcia podendo compartilhar patdégenos
bacterianos entre humanos e o0 meio ambiente (MORITZ, et al., 2020).

5.5 Origem genética da resisténcia

Do total de estirpes classificadas como intermediarias ou resistentes e que
foram submetidas a técnica de cura de plasmideo, 65% apresentaram resisténcia de origem
potencialmente cromossomica e 35% resisténcia de origem plasmidial frente aos
antimicrobianos aos quais foram testadas.

Vasconcelos et al. (2020) também encontraram maior porcentagem de resisténcia
cromossdmica em estirpes de E. coli isoladas de um corpo hidrico em Fortaleza, enquanto que
Carvalho (2012), ao analisar estirpes de E. coli de estuario no Ceard, verificou que a maioria
das estirpes apresentaram resisténcia plasmidial, mostrando que a resisténcia foi perdida apos
a exposicao a um agente curagénico.

Genes que codificam resisténcia a antimicrobianos podem estar presentes tanto
nos cromossomos, quanto nos plasmideos das bactérias. O DNA cromossémico costuma ser
mais estavel que o DNA plasmidial, ja que este é facilmente transportado por linhagens
diferentes através de conjugacdo bacteriana, possibilitando a transferéncia de genes de
resisténcia a antimicrobianos conhecidos como plasmideos R (HOLMES; JOHNSON;
HOWDEN, 2012; NEVES et al., 2022;). Os plasmideos podem estar integrados ao
cromossomo da bactéria, transferindo genes cromossdmicos ou podem ser considerados
promiscuos, ou seja, sdo capazes de passar o gene de resisténcia para espécies bacterianas nao
aparentadas geneticamente (LODDER, 1996).

Enguanto a resisténcia cromossdmica ou intrinseca é resultado de um processo
evolutivo da bactéria e ocorre de maneira natural, com uma taxa relativamente baixa de
transferéncia de genes, a resisténcia plasmidial ou adquirida € resultado da pressdo seletiva
exercida pelo uso indiscriminado de antimicrobianos, com ocorréncia de mutacfes genéticas
que originam genes de resisténcia que sdo transferidos entre espécies bacterianas (MOTA;
OLIVEIRA; SOUTO, 2018).
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O maior indice de estirpes com resisténcia cromossdmica foi observado nos
pontos P1 (69%) e P4 (73%), enquanto os pontos P2 (43%) e P3 (44%) apresentaram maior
frequéncia de estirpes com resisténcia plasmidial (Gréfico 9).

Gréfico 9 — Frequéncia de resisténcia potencialmente cromossémica e plasmidial das
estirpes isoladas de 4gua e sedimento do trecho da bacia do Rio Jaguaribe, por pontos
de coleta.
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Na Tabela 7 estdo dispostos os resultados do procedimento de cura de plasmideo

de acordo com 0 numero de estirpes, 0s antimicrobianos testados e as amostras.

Tabela 7- Caracterizacdo da origem da resisténcia dos isolados das amostras de agua e de
sedimento do trecho da bacia do Rio Jaguaribe.

Total de Caracterizagdo da resisténcia
Antimicrobianos estirpes Cromossémica Plasmidial
(R+1) Agua | Sedimento | Agua | Sedimento
Tetraciclina (TET) 125 61 26 17 21
Doxiciclina (DOX) 96 41 9 25 21
Sulfazotrim (SUT) 3 1 0 0 2
Eritromicina (ERI) 80 25 21 25 9
Azitromicina (AZI) 17 4 2 6 5
Levofloxacina (LVX) 15 1 3 7 4
Cloranfenicol (CLO) 4 2 0 2 0
Ampicilina (AMP) 127 54 52 13 8

R — Resistentes; I- Intermediarias

Os antimicrobianos que apresentaram maior frequéncia de resisténcia de origem
potencialmente cromossémica foram ampicilina (83%), tetraciclina (70%), eritromicina

(58%) e Doxiciclina (52%). Enquanto que a levofloxacina (73%), o sulfazotrim (67%), a
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azitromicina (65%) e o cloranfenicol (50%) foram os antimicrobianos que apresentaram a
maior frequéncia de resisténcia plasmidial. Peixoto (2012) e Carvalho (2013), em estirpes de
Vibrio e BHC isoladas de estuario e ambiente aquéatico no Ceard, também encontraram maior
frequéncia de resisténcia cromossdmica a ampicilina, concordando com os resultados
encontrados neste estudo. As amostras de agua apresentaram a maior frequéncia de bactérias
com resisténcia potencialmente cromossémica e plasmidial para, praticamente, todos o0s
antimicrobianos testados. Contrariando os resultados desta pesquisa, Rocha (2016) encontrou
resisténcia plasmidial para os isolados de amostras de agua e resisténcia exclusivamente
cromossdmica para os isolados de sedimentos.

A presenca de resisténcia plasmidial em isolados de amostras de dgua é um fator
preocupante, devido a facilidade de disseminagéo de elementos de resisténcia (ROCHA,
2016). No entanto, alguns estudos relatam que a microbiota de corpos aquaticos possui um
grande nimero de bactérias com fenotipos de resisténcia intrinsecos, podendo essa resisténcia
natural ocorrer em ambientes com impactos antropicos reduzidos ou nulos. Porém, ainda nao
se sabe em que circunstancias as bacterias da dgua atuam como fontes de novos mecanismos
de resisténcia a antibidticos ou como auxiliam na propagacdo dessa resisténcia (VAZ-
MOREIRA; NUNES; MANAIA, 2014).
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6. CONCLUSOES

e Bactérias Gram-positivas foram mais frequentemente isoladas do que as Gram-

negativas e a maioria apresentou morfologia de bastonetes.

e Um alto indice de resisténcia bacteriana foi observado entre os isolados,
mostrando que a microbiota da bacia do Rio Jaguaribe sofre pressédo seletiva por
parte dos antimicrobianos utilizados nas atividades do entorno.

e Os perfis de resisténcia mais frequentes entre os isolados foram frente aos
antimicrobianos: ampicilina (54%), doxiciclina (34%) e tetraciclina (28%) e o
maior namero de isolados com fen6tipo de resisténcia foi detectado nas amostras
de &gua.

e A predominancia de genes de origem potencialmente cromossémica que
codificam resisténcia aos antimicrobianos mostra uma estabilidade desses
elementos genéticos dentro da bacterioma ambiental no trecho da bacia do Rio

Jaguaribe.

e Perfis de resisténcia a antibidticos da classe das Tetraciclinas (tetraciclina e a
doxiciclina) foram mais frequentes em bactérias isoladas da dgua do que aquelas

agregadas ao sedimento.
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