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REFERENCIAL TEORICO

1-FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE
1.1 - Escherichia coli

A enterobactéria Escherichia coli € um dos microrganismos mais bem estudados
e muito conhecidos na area cientifica, no que se refere a infeccGes gastrointestinais.
Descrita em 1885, com a denominacdo Bacillus coli comune, por Theodore Escherich,
médico alemdo que observou através de estudos sua alta prevaléncia na microbiota
intestinal de individuos saudaveis e a sua capacidade de causar sérios danos a saude
humana quando inoculadas em regides extraintestinais'. Alguns estudos revelaram que
existem geralmente 3 ou 4 linhagens de E. coli que formam uma composi¢cdo no
intestino humano, sendo uma delas residente e as outras transitdrias, as residentes

permanecendo no organismo humano por meses, € as transitorias por algumas semanas?.

Na década de 1920, surgiu a suspeita de que a E. coli era causadora de infecgdes
intestinais, quando foram analisados alguns biotipos fermentativos denominados
Dyspepsie coli, raros em criangas normais, porém bastante frequentes em criangas com
dispepsia. A partir dessa descoberta, esses biotipos fermentativos foram

subclassificados em 6 grupos diferentes®.

Em 1950, a nomenclatura E. coli ganhou conformidade e classificacdo a partir
de um esquema desenvolvido por estudiosos da €poca, esse esquema consistia em
sorotipagem, técnica também utilizada para diferenciar as variedades soroldgicas de
Salmonella enterica, sendo adaptado para as cepas de E. coli. Desse modo, os isolados
foram distinguidos uns dos outros por seus antigenos: somaticos (O); flagelares (H) e os

capsulares (K)*®.

1.1.1. Caracteristicas Morfolégicas e Bioquimicas da Escherichia coli.

Pertencem a familia Enterobacteriacea, o género Escherichia engloba as espécies
Escherichia coli, Escherichia blattae, Escherichia fergusonii, Escherichia hermanii,

Escherichia vulneris. Dentre elas, a principal espécie de importancia clinica ¢ a E. coli®.

Séo, portanto, bastonetes Gram-negativos, ndo esporulados, sendo a maioria

movel com a presenga de flagelos, medem de 1,1 a 1.5 pm por 2 a 6 um. Possuem



metabolismo anaerobico facultativo, fermentam acucares como lactose, manose,
maltose, produzem gas e acidos’®. Com relagéo as caracteristicas bioquimicas, algumas
delas estdo exemplificadas no quadro 1. As E. coli apresentam também atividades

enzimaéticas para as enzimas p-galactosidase e p-glucoronidase®.

Quadro 1 — Caracteristicas bioquimicas da Escherichia coli nos testes para diagndstico.

Agar MacConkey (+) Lactose (+) (em 90%)

Oxidase (-) Glicose (+) (acido e gas)
Indol (+) Manitol (+)
Vermelho de metila (+) Dulcitol (V)
Catalase (+) Sacarose (V)
Gas Suffidrico (H2S) (-) Salicina (v)
Motilidade (V) Adonital (-)
Nitrato > nitrito (+) Inositol (-)

Agar tergitol (+) Sorbitol (+)
Voges-proskauer (-) Malonato (-)
Citrato (Simmons) (-) Celobiose (-)

Urease (-) Meio com KCN (-)
Lisina descarboxilase (+) Agar EMB (+)
Omnitina descarboxilase (v) Fenilalanina desaminase (-)

(Fonte: Cunha et al., 2014).

Os isolados de E. coli podem ser associados a patogenicidade, possuindo
mecanismos de viruléncia especificos para cada amostra patogénica que podem estar
ligados a genes adquiridos por plasmideos ou por componentes estruturais da prépria
bactéria, determinando assim a classificacdo das linhagens da espécie de Escherichia

coli em pat6tipost®2,

Os patdtipos consistem em dois grupos: linhagens diarreiogénicas, responsaveis
por infecgbes intestinais e as linhagens extraintestinais (EXPEC), causadoras de
infeccbes fora do trato intestinal. O grupo diarreiogénico pode ser subdividido em
classes de acordo com os fatores de viruléncia: EPEC (E. coli enteropatogénica), ETEC

(E. coli enterotoxigénica), STEC/EHEC (E. coli produtora da toxina de Shiga ou



enterohemorragica), EIEC (E. coli enteroinvasora), EAEC (E. coli enteroagregativa) e

DAEC (E. coli difusa aderente)!3* Essas classificaces estdo listadas na figura 1.

Escherichia coli

Comensais / Pat J:é .
/ atog nu:a-s\*

Diarreiogénicas Extra-intestinais (ExPEC)

| |

EPEC (Escherichia coli enteropatogénica) APEC (Escherichia coli patogénica para

ETEC (Escherichia coli enterotoxigénica) aves)
EHEC (Escherichia coli enterohemorragical UPEC (Escherichia coli uropatogénica)
EIEC (Escherichia coli enteroinvasoral MMEC (Escherichia coli causadora de

EAEC (Escherichia coli enteroagregativa) meningite necnatal)

DAEC (Eschenichia coli difusa aderente)

Figura 1 — Distribuicdo dos patétipos de Escherichia coli.
(Fonte: Cunha et al., 2014).

As E. coli sdo também importante indicadores de contaminacdo fecal da agua e
de alimentos. Fazem parte do grupo dos coliformes (totais e termotolerantes) que
integra outras espécies da familia das enterobactérias, como a Klebsiella sp;
Enterobacter sp e Citrobacter sp. Ressalta-se aqui que no grupo dos coliformes, apenas

a E. coli confirma presenca de contaminacéo fecal'°.

Destaca-se que as precarias condi¢fes de acesso a agua potavel no pais sdo um
dos fatores associados com os elevados indices de infeccBes gastrointestinais ou
entéricas de origem bacteriana, em particular nas criancas menores de cinco anos,
residentes em areas onde ha deficiéncia do servico de saneamento. E o tratamento da
infeccdo intestinal de origem bacteriana, muitas vezes requer o uso de antibacterianos,

como os beta-lactamicos®®18.

1.2.1 - Os Beta-lactamicos

Os beta-lactamicos caracterizam-se por possuirem o anel beta-lactamico, que é
responsavel pelas fungdes de inibi¢do da sintese de peptidoglicano; possuem uma baixa
toxicidade ao homem devido ndo haver a estrutura alvo da parede celular bacteriana nas
células humanas, ou seja, possuem um alto tropismo para as bactérias, séo constituidos

por 3 atomos de carbono e um de nitrogénio (figura 2)7.
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Figura 2 — Estrutura do anel beta-lactamico.

(Fonte: http://www.cram.com/flashcards/antibacs-i-anaerobes-opporinfections-3059782).

O grupo dos beta-lactdmicos engloba quatro familias que se diferem nas suas
estruturas quimicas e podem conter diferentes tipos de cadeias lineares. Sendo assim, a
familia dos beta-lactamicos € formada por: cefalosporinas, penicilinas, monobactamicos

e carbapenémicos (figura 3)*1°,

Penicilinas Cefalosporinas
I
R c NH R—C NH s
I )
N /'—N =
0/ COOM ()/ "
COOH
Monobactams Carbapenems
2 R
0
|
R e w—NH R / S——R
zZ "
r
—N C=—=0
"3 |
O SOH OH
R = cadeia lateral

Figura 3 — Estrutura dos antibidticos que formam a familia dos Beta-lactdmicos.
(Fonte: Williams, 1999).

A utilizacdo dessas drogas permitiu uma revolucdo em relacdo a preservacgdo e ao
tratamento de diversas infeccbes de origem bacteriana. Entretanto, o uso intensivo
desses antimicrobianos gerou uma pressdo seletiva aos microrganismos, e
consequentemente uma grande dificuldade para seu uso, devido a resisténcia bacteriana

que € um problema persistente até os dias atuais®.



1.2.2 - Resisténcia bacteriana aos beta-lactamicos.

A resisténcia aos antibacterianos ndo é um evento recente e sdo muitos oS
processos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos, no caso dos beta-lactimicos esses
processos podem ter quatro mecanismos como: a alteragdo do alvo antibacteriano;
presenca de mecanismos enzimaticos destruidores do anel beta-lactamico; mutacdes nos
canais de porina, promovendo assim, um mecanismo de efluxo; alteragdes na
permeabilidade, o que provoca na reducdo da entrada dos antibacterianos (figura 4).
Esses processos que conferem resisténcia podem ser provenientes de enzimas
denominadas beta-lactamases, que hidrolisam o anel beta-lactamico pela quebra da

ligacdo amida®'-?2,

ALTERAGAO DE | MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE

aA™M
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Figura 4 — Representacdo esquematica dos principais mecanismos de resisténcia
bacteriana aos antibioticos.

(Fonte: http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_web/modulo3/mec_animacao.htm).
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PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIBACTERIANOS DE Escherichia
coli ISOLADAS DA AGUA DE CONSUMO E DE RIO DA RESERVA
EXTRATIVISTA (RESEX) MARINHA DE TRACUATEUA, PARA.

Profile of antibacterial susceptibility of Escherichia coli isolated from
drinking water and Extractive Reserve — Tracuateua RESEX - PARA

Karla Tereza Silva Ribeiro
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do
Para, Belém, Par4, Brasil

Fabricio da Silva Lopes
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal do Para, Belém, Para, Brasil

RESUMO

A gqualidade da agua é um fator determinante para a manutencdo da satde publica e sua preservagédo €
atribuicéo relevante do VIGIAGUA. No Brasil, a Portaria N°2.914 de 12 de Dezembro de 2011 do
Ministério da Salde, determina normas para a potabilidade da agua na qual deve estar isenta de
coliformes totais e Escherichia coli. InfeccOes gastrointestinais provenientes de microrganismos
bacterianos tais como linhagens diarreiogénicas de Escherichia coli constituem-se em um sério
problema de salde ainda na atualidade e o que determinou o objetivo deste trabalho foi a resisténcia
frente aos antibacterianos da classe dos beta-lactamicos dos isolados E. coli em &gua de consumo e de
rio nas comunidades do entorno da RESEX Estuarina de Tracuateua, Estado do Para. Para consolidar
esses dados, as amostras de agua foram coletadas em dois periodos (Junho/2016 e Agosto/2016) e
posteriormente foram encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia Ambiental da Universidade
Federal do Pard, para pesquisa dos indicadores sanitarios, seguindo o isolamento e identificacdo de E.
coli e teste do perfil de sensibilidade aos antibacterianos. Foram selecionadas, de forma aleatoria, 20
isolados de E. coli de cada periodo de amostragem. Foi possivel observar nos resultados da analise que
tanto na dgua de consumo quanto na de rio, houve presenca de E. coli e concomitantemente resisténcia
bacteriana em alguns antibacterianos testados, dentre eles, houve maior percentagem de resisténcia
bacteriana ao antibacteriano ampicilina. Enquanto que nos 40 isolados, houve sensibilidade bacteriana
a ceftriaxona, sulfazotrim, gentamicina e cefepime. Baseando-se nestes resultados e de acordo com a
legislagdo vigente no pais, destaca-se que a qualidade da 4gua estava imprépria para o consumo devido
presenca de E. coli, que é considerado o principal indicador sanitario, assim como, a agua de rio. Os
isolados de E coli apresentaram perfil resisténcia a diferentes antibacterianos, revelando riscos da
circulacédo de linhagens resistentes no ambiente aquatico.

Palavras — chave: Agua; Escherichia coli; Resisténcia bacteriana

de Dezembro de 2011 do Ministério de Saude,
toda dgua destinada ao consumo humano que

INTRODUGAO atenda o padrdo de potabilidade deve estar

A &gua é de extrema importancia em todos os
segmentos da vida, em uma escala mundial
aproximadamente 97,5% ¢é salgada e impropria
para 0 consumo humano, restando apenas uma
pequena parcela disponivel para consumo em
rios, lagos e outros recursos hidricos®. No
Brasil, de acordo com a Portaria N°2.914 de 12

isenta de coliformes totais e Escherichia coli.
Sobre as competéncias dos municipios, esta
portaria infere que haja a execugdo de acOes
estabelecidas no VIGIAGUA e quando for
detectada qualquer falha que seja relativa a
qualidade dos servicos de abastecimento, deve-
se manter articulagbes com as entidades de
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regulacdo, bem como inspecionar, executar
diretrizes e realizar procedimentos de analises
microbioldgicas completas?.

Desse modo, a preservacdo da qualidade
da agua distribuida para a populagio €
atribuicdo relevante do VIGIAGUA, visando a
prevencdo das doencas de veiculacdo hidrica.
No entanto, algumas atividades humanas
promovem alteracbes na qualidade e na
composicdo de diversos recursos hidricos.
ContaminacOes por fatores de origem quimica
ou biologica, tais como: esgotos, aterros
sanitarios e produtos tdxicos agricolas,
contribuem na ma qualidade da agua distribuida
para a populagao®*.

Ressalta-se ainda que quanto maior o
nivel de contaminacdo da &gua, maior serd o
risco de infeccbes gastrointestinais  por
enteropatdgenos como  Vibrio  cholerae,
Salmonella typhi, Giardia lamblia, Virus da
hepatite A, entre outros agentes que colonizam
o trato intestinal. E na impossibilidade de se
identificar todos os enteropatdgenos na agua, foi
estabelecido, na portaria acima citada, a
pesquisa de indicadores sanitarios. Entre os
indicadores destaca-se o grupo dos coliformes,
que incluem os géneros Klebsiella sp,
Enterobacter sp, Citrobacter sp e a espécie
Escherichia coli, que sdo membros da familia
Enterobactereacea®.

De acordo com a Portaria N°2.914/2011
os coliformes totais sdo bacilos Gram-negativos,
anaerobios facultativos, ndo formadores de
esporos, capazes de fermentar a lactose a 35°C.
Entretanto,0 Ministério da Saude, por meio da
Resolugdo N°12, de 2 de janeiro de 2001, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) adotou a denominagdo coliformes a
45°C (considerando os padrdes de coliformes
termotolerantes e de origem fecal) ao invés de
coliformes fecais, devido nédo ser correta a
relacdo direta da presenca de coliformes
termotolerantes na agua ou alimento com
origem fecal, visto que bactérias como
Klebsiella e Enterobacter também podem ser
encontradas em outros ambientes tais como o
solo e vegetais. Os coliformes termotolerantes

apresentam-se como subgrupos das bactérias do
grupo coliforme, fermentam lactose a 44,5°C em
24 horas, tendo como o principal bioindicador
de %rgigem fecal presente na dgua a Escherichia
coli®®,

Destaca-se que a E. coli sdo bactérias
classificadas como anaerdbias facultativas,
Gram-negativas, presentes na microbiota
entérica animal e humana. A espécie comensal
que reside no intestino ndo é patogénical®ll.
Entretanto, existem variedades patogénicas de
E. coli que apresentam perfis diferentes das
linhagens comensais, sendo classificadas em
seis categorias: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli produtora da toxina de Shiga
(STEC), também chamada enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enterotoxigénica(ETEC),E.coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli de aderéncia disfusa (DAEC).
Destaca-se que essas linhagens causam
infecgBes instestinais ou entéricas nos seres
humanos'?'®,  Sdo também  consideradas
importantes no desenvolvimento da resisténcia
aos antibacterianos, possuindo uma alta
capacidade para adquirir ou transmitir genes de
resisténcia a bactérias  filogeneticamente
distantes.

Um mecanismo que confere resisténcia
aos antibacterianos ocorre por meio da enzima
beta-lactamase que é sintetizada por linhagens
de E.coli e Klebsiella sp., em particular, e outras
bactérias produtoras de beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL). Esta enzima
hidrolisa a ligacdo amida dos antibacterianos
beta-lactamicos inibindo sua acdo®®. Os beta-
lactdmicos sdo de grande importancia clinica e
engloba quatro familias:  cefalosporinas,
penicilinas, monobactamicos e carbapenémicos.
Outro exemplo de mecanismo de resisténcia é
ocasionado por plasmideos e transposons, que
proporcionam modificacBes geneéticas, bem
como alteracbes no sitio alvo  dos
antibacterianos, efluxo rapido e inativacdo da
drogat®l’,

A utilizagdo de medicamentos em
producdo animal com fins terapéuticos de
profilaxia, o iodo de esgoto e excretos de

9



animais com a finalidade de adubacéo,
contribuem na disseminacdo de residuos de
antibioticos no meio ambiente. Desse modo,
esses residuos podem acumular-se nos solos,
sofrer a acdo da lixiviagio ou serem
transportados para os corpos hidricos®®,

Considerando que linhagens bacterianas
multirresistentes podem ser encontradas na dgua
e oferecem sérios riscos a saude publica, o
presente trabalho objetivou analisar o perfil de
resisténcia aos antibacterianos de isolados de
Escherichia coli da agua de consumo e de rio
utilizada pelas comunidades habitantes do
entorno da RESEX de Tracuateua, estado do
Para.

METODOLOGIA

a) Area de estudo: A Reserva Extrativista
(RESEX) Marinha de Tracuateua é uma
Unidade de Conservacdo Federal de Uso
Sustentavel, localizada no municipio de
Tracuateua, estado do Pard, criada pelo Decreto
Presidencial s/n® de 20/05/2005. A reserva
apresenta uma area total aproximada de
27.153,670 ha, sendo 8.113,802 ha de espelho
d’dgua e os demais 19.039,868 ha com
manguezais (especialmente), restingas, praias,
campos alagados e ilhas. A base principal da
atividade extrativista é a pesca artesanal (peixes,
crustdceos e moluscos), beneficiando 53
comunidades agroextrativistas, organizadas em
sete polos e que congregam um universo
aproximado de 2.100 familias, totalizando cerca
de 6.500 pessoas.

Figura 1-Reserva Extrativista (RESEX) Marinha de
Tracuateua-PARA.

b) Desenho de estudo: O presente estudo é do
tipo descritivo, transversal e esta vinculado ao
projeto “RESEX Tracuateua: uma abordagem
ambiental, socioeconbmica €  sanitaria”,
aprovado no Edital 005/2014/ FAPESPA-
Tema: Sociedade e Sustentabilidade
Urbano/Rural.

c) Coleta do material:

c.1. Coleta de Agua de Consumo e de Rio: No
més de Junho/2016 foi realizada visita em trés
comunidades da RESEX. Na ocasido das visitas
foram coletadas amostras de 4agua nos
domicilios, em escolas (torneira/bebedouro) e
de solucbes alternativas coletivas (SAC) e
individuais (SAI), localizadas nas comunidades
do entorno da RESEX. Foi recolhido volume de
100mL de é&gua das torneiras e de beber
(garrafas PET, filtros e outros) em bolsas
plasticas estéreis (Thio Bag). Na tabela abaixo
estdo listadas as comunidades visitadas na
RESEX.
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Tabela 1 - Visita nas comunidades da RESEX no
més de Junho/2016, Tracuateua-PA.

Comunidade NUmero de
Amostras
Comunidade Ferreira Pinto 14
Comunidade Cocal 5
Comunidade Santa Maria 3

Foi realizada em agosto de 2016 a coleta de
agua em oito pontos de amostragens no rio
Tracuateua. Volumes de 100 mL foram
recolhidos em bolsas plasticas estéreis (Thio
Bag) para  andlise  laboratorial.  Os
procedimentos de coleta, armazenamento e
transporte seguiram as recomendacdes do Guia
Nacional de Coleta e Preservacdo de Amostras
de Agua (CETESB/ANA, 2011)°.

d) Analise Laboratorial:

d.1. Andlise Laboratorial da Agua de Consumo:
As amostras de agua coletadas foram enviadas
ao Laboratorio de Microbiologia Ambiental
localizado na Universidade Federal do Para
(UFPA) para pesquisa dos indicadores sanitarios
atraveés da Técnica do Substrato Cromogénico
Definido ONPG-MUG (INDEXX/Colilert ®),
de acordo com o Standard Methods for the
Examination of Water and Waster water
(APHA, 2005)?°. Em cada amostra coletada foi
adicionado um flaconete contendo o reagente
enzimatico, seguindo breve homogeneizacao, e
transferéncia para a cartela Quanti-Tray /2000
com 97 cavidades, visando a quantificacdo de
Coliformes totais e E. coli. As cartelas foram
lacradas na seladora e incubadas por 24 horas a
35+2°C. Os resultados foram verificados com a
mudanca de cor nas cavidades da cartela,
considerando positividade para Coliformes
totais as cavidades de tonalidade amarela. E a
presenca de E. coli foi confirmada através da
fluorescéncia das cavidades quando submetidos
a luz UV de 365nm. Os resultados eram
quantificados e comparados na tabela para
NMP/100mL que acompanha a cartela Quanti-
Tray/2000.

d.2. Anélise Laboratorial da Agua Superficial:
A &gua superficial foi coletada em oito pontos
de amostragem no rio Tracauteua (PA), no dia

agosto/2016. Foi realizada a pesquisa dos
indicadores sanitarios através da Técnica do
Substrato Cromogénico Definido ONPG-MUG
(INDEXX/Colilert®), de acordo com o
Standard Methods for the Examination of Water
and Waster water (APHA, 2005)%°. Para a
determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP)
foi utilizada a agua bruta e diluida (10° e 10%),
onde foi adicionado, em cada 100 mL da
amostra de &gua, 0 reagente enzimaético,
seguindo breve homogeneizacao, e transferéncia
para a cartela Quanti-Tray/2000 com 97
cavidades, visando a quantificacdo de
Coliformes totais e E. coli .As cartelas foram
lacradas na seladora e incubadas por 24horas a
35+2°C. Os resultados foram verificados com a
mudanca de cor nas cavidades da cartela,
considerando positividade para Coliformes
totais os pocos de tonalidade amarela. A
presenca de E. coli foi confirmada através da
fluorescéncia dos pocos da cartela quando
submetidos a luz UV de 365nm. Os resultados
eram quantificados e comparados na tabela para
NMP/100mL que acompanha a cartela Quanti-
Tray/2000.

d.3.Isolamento e ldentificacdo de Escherichia
coli: Foram semeadas aliquotas do cultivo das
cartelas Quanti-Tray em Agar Eosina Azul de
Metileno (EMB), seguindo incubacdo por 24
horas na estufa a 35+2°C. Ap6s o periodo de
incubacdo, foram selecionadas de 3 a 5 coldnias
de cada placa e submetidas aos testes de
identificacdo fenotipica, entre o0s quais o
comportamento  metabolico verificado nos
seguintes meios de cultivo: Agar Actcar Triplo
Ferro (TSI), Fermentacédo da Glicose, Vermelho
de Metila, Indol, Motilidade, Citrato de
Simmons, Agar Lisina Descarboxilase e Agar
Fenilalanina (Winn et al., 2008)%!. Os isolados
de E. coli confirmados foram estocados em
meio de conservacao.

e) Perfil de Sensibilidade aos
Antimicrobianos: De modo aleatorio foram
selecionadas 20 isolados de Escherichia coli
procedentes de amostras de agua coletadas nas
comunidades da RESEX (consumo e beber) e
20 isolados da agua superficial (rio), para a
realizacdo do teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos, a qual seguiu a técnica de
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disco difusdo em agar (BRASIL, 2013)%. Desse
modo, foi preparada uma suspensao bacteriana
em solucdo salina esterilizada, e o aspecto da
turvacédo foi comparado ao tubo 0,5 da escala de
Mc Farland. Em seguida o material foi semeado
com auxilio de swab estéril em placa contendo
Agar Mueller Hinton. Ao final foram
depositados  os  seguintes  discos  de
antibacterianos: Ampicilina 10ug; Imipenem
10ug; Ciprofloxacin 5ug; Aztreonama 30ug;
Ceftriaxona 30ug; Sulfazotrim 30pug; Cefoxitina
30ug; Gentamicina 10pg; Cefepime 30ug;
Amoxicilina 10ug; Amicacina 30ug;
Ceftazidima 30ug. Apds a incubacdo a35+2°C
por 24 horas, foi realizada a leitura dos halos de
inibicdo, seguindo a interpretagéo dos resultados
de acordo com os critérios estabelecidos pelo
Clinical and Laboratory Standarts Institute
(BRASIL, 2003)%.

e) Armazenamento dos dados: Os dados foram
armazenados no programa Microsoft Excel,
versdo 2013, para analise e elaboragdo de
gréaficos e tabelas.

f) Aspectos Eticos: Destaca-se que o projeto foi
registrado no Sistema de Autorizacdo e
Informac&o em Biodiversidade — SISBIO, com
registro N° 6297364, e coleta de &gua nos
domicilios foi possivel apds autorizacdo dos
gestores da RESEX.

RESULTADOS

A tabela 2 mostra que no periodo de
Junho/2016, dos 20 isolados de E. coli
procedentes de agua de consumo, € possivel
observar 4/20 isolados bacterianos resistentes
em pelo menos um antibacteriano, 6/20 isolados
bacterianos intermediarios em pelo menos um
antibacteriano e 10/20 isolados sensiveis aos 12
antibacterianos. Ja na agua coletada em
agosto/2016 no rio Tracuateua (PA), dos 20
isolados, é possivel observar 11/20 isolados
bacterianos resistentes em pelo menos um ou
mais antibacterianos, 5/20 isolados
intermediarios em pelo menos um ou mais
antibacterianos e apenas 4/20 isolados sensiveis
aos 12 antibacterianos utilizados.

Tabela 2- Perfil de resisténcia aos antibacterianos
dos isolados de E. coli por periodo de coleta.

Periodo N R | S
Junho/2016 20 4 (20%) 6 (30%) 10 (50%)
agua de
consumo
Agosto/2016 20 11 (55%) 5(25%) 4 (20%)
agua de rio
Total 40 15(37,5%) 11(27,5%) 14 (35%)

Resistente (R); Intermediério (1); Sensivel (S); Nimero de cepas (N).

Dentre os isolados procedentes da agua
de rio, 4 foram multirresistentes em pelo menos
dois antibacterianos, sendo possivel observar na
tabela 3.

Tabela 3 — isolados de E. coli multirresistentes
em pelo menos dois antibacterianos.

N AMP IPM CIP ATM CRO SUT CFO GEN CPM AMC AMI CAZ

1 s X i
) i X

3 X X

§ 1

Ampicilina (AMP); Imipenem (IMP); Ciprofloxacin (CIP); Aztreonama
(ATM); Ceftriaxona (CRO); Sulfazotrim (SUT); Cefoxitina (CFO);
Gentamicina (GEN); Cefepime (CPM); Amoxicilina (AMC); Amicacina
(AMI); Ceftazidima (CAZ).

Em uma analise dos percentuais do perfil
de resisténcia aos antibacterianos dos isolados
procedentes da agua de consumo, observa-se na
figura 2 que houve resisténcia bacteriana
somente aos antibacterianos ampicilina e
imipenem.

Aguade Consumo

120%
100%
§0%
60%
40%
20%

0%

AMP | IPM | CIP |ATM |CRO | SUT | CFO GEN CPM|AMC) AMI CAZ
UR| 10% 10%
- W% - - - - - % - %
US| 00%  80% |100%|100% 100% 100% 100%) 100% 100%| 9%  100% 95%

Figura 2 — Percentual do perfil de resisténcia aos
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antibacterianos em amostras de agua de consumo no
periodo de 17/06/2016.

Para as amostras de rio, a figura 3 revela o
maior percentual de resisténcia bacteriana a
ampicilina (40%), valores altos de resisténcia
bacteriana também foram observados para
cefoxitina e amoxicilina, sucessivamente.

Aguade Rio

120%
100%
§0%
60%
0%
0%
0%

AMP|IPM | CIP |ATM CRO |SUT CFO |GEN CPM | AMC| AMI|CAZ

WRIg0% % | - | - - - (W% - - 1% %

BL 1% - 0% 5% - | - | - | - - 1% - | %

US| 45% 95% | 90% | 95% 100% 100% 80% 100% 100% 75% 95% | 95%

Figura 3 — Percentual do perfil de resisténcia aos
antibacterianos em amostras de agua de rio no periodo de
30/09/2016.

Em uma analise dos percentuais
distribuidos para os 12 antibacterianos nos 40
isolados de E. coli, houve sensibilidade
bacteriana aos antimicrobianos ceftriaxona,
sulfazotrim, gentamicina e cefepime. Porém, a
figura 4 mostra mais uma vez valores de
resisténcia bacteriana evidentes a ampicilina, em
comparagédo aos demais.

Perfil de resisténcia aos antibidticos nas 40 cepasisoladas

100%
80%
60%
40%
0%

0%

AMP | IPM | CIP ATM CRO | SUT | CFO | GEN | CPM |AMC | AMI | CAZ

HS| 67% | 87% | 95% 97% 100% 100%| §7% [100% 100% | 87% | 97% | 97%

1| 8% 3% | 5% 3% @ - - % - - 5% - | 3%

HR|25% 8% | - - - - | 10% | - - 8% | 3%

Figura 4- Perfil de resisténcia aos antimicrobianos nos
40 isolados de E. coli procedentes da agua de consumo e
de rio.

DISCUSSAO

Corroborando com os resultados descritos
anteriormente, um estudo realizado em um

tratamento de aguas residuais e de rio com o
objetivo de analisar a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos de isolados de E. coli, houve
maior indice de resisténcia bacteriana ao
antibacteriano ampicilina (82%)%*. E possivel
comparar os resultados descritos acima também
com outro trabalho, que revelou um percentual
de 96% de resisténcia bacteriana a ampicilina
em amostras de agua de origem animal, humana
e ambiental, reforcando mais uma vez o0s
resultados do presente estudo®.

Destaca-se que o perfil de resisténcia dos
isolados de E. coli aos antimicrobianos
observados neste trabalho, assemelha-se de
forma corroborativa com os resultados de outras
pesquisas realizados tanto no Brasil como em
outros paises, tal como o obtido em um sistema
de abastecimento de agua em Sé&o José do Rio
Preto-SP onde foram detectados 44,4% de
isolados resistentes a amoxicilina e 13,8%
resistentes a ampicilina, 2,77% a cefepime,
8,33% para o0 imipenem e 1,38% a gentamicina.
Entretanto, neste trabalho ndo houve resisténcia
para cefepime e gentamicina. Ja na localidade
de Mmabatho, provincia noroeste da Africa do
Sul, em diferentes fontes de agua de consumo,
demonstrou que todos os isolados testados
foram resistentes a tetraciclina (5% - 95%),
ampicilina (10% - 80%), Cloranfenicol (5% -
80%). Destes antibacterianos, apenas a
ampicilina foi utilizada no atual estudo, o que
comprova também a veracidade descrita nesta
presente pesquisa®®?’.

Para resultados em agua de consumo, é
possivel encontrar valores que confrontam com
0s descritos anteriormente. Em 2014, uma
pesquisa realizada em Maringd-PR sobre a
resisténcia bacteriana como consequéncia do
uso inadequado de antibiéticos, analisou as
atividades de ciprofloxacina e estreptomicina
em diferentes concentracbes para andlise de
resisténcia de coliformes e E. coli em agua de
consumo. Em concentragbes de 2 mg/L a 6
mg/L de ciprofloxacina observou-se uma
prevaléncia elevada entre 20,9% e 9% para E.
coli e concentragdes intermédias (8 mg/L a 40
mg/L) valores entre 36% e 1,9%.
Concentragbes acima de 60 mg/L mostrou
reducdo quase total das bactérias de um total de
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7812 colbnias e destas 262 eram de E. coli. Em
comparagdo a este estudo, o presente trabalho
utilizou ciprofloxacina 5ug e foi possivel
observar halos de inibicdo intermediarios em
apenas 10% dos isolados e nenhum halo de
inibicdo resistente!’,

Por sua vez, Carvalho (2013) que
também coletou dgua de consumo para analise
de resisténcia bacteriana, detectou percentuais
maiores de resisténcia a penicilina, aztreonam,
amoxicilina e cefoxitina, enquanto que a
cefepime, ciprofloxacina e  gentamicina
apresentaram baixos percentuais de isolaodos
resistentes. Dentre os antibacterianos utilizados
no presente estudo, os isolados foram mais
resistentes a penicilina, sensiveis a ciprofloxacin
e um baixo percentual de resisténcia a
gentamicina e cefepime.?®,

Em nivel mundial, as enterobactérias
possuem alta resisténcia para ampicilina, tendo
em vista a prevaléncia de diferentes genes
promotores  destas  resisténcias a nivel
molecular®. E a ma qualidade de ambientes
hidricos contaminados por bactérias que se
mostram resistentes aos antimicrobianos nédo é
um problema de salde publica recente. A agua
ndo sO dissemina essas bactérias resistentes
entre as populacbes humanas, mas também
permite que genes de resisténcia sejam
introduzidos em outras bactérias ambientais e
no ecossistema, alterando assim a sua
potabilidade e microbiota ambiental®®3L,

A elevada quantidade de farmacias e
drogarias ( aproximadamente 82.204 no Brasil),
namero superior que a OMS recomenda, é um

outro fator que contribui para o indice de
resisténcia bacteriana através do uso inadequado
dos antibacterianos, bem como nas vendas sem
a precricdo médica o que dificulta as inspecoes
pelos agentes sanitarios. O erro nas prescrices
dos antimicrobianos quanto as  suas
administracbes pde em risco a seguranca de
muitos pacientes e também contribui para a
resisténcia microbiana®?33,

CONCLUSAO

Baseando-se nos fatores estudados,
conclui-se que a populacgéo residente na area da
RESEX de Tracuateua, localizada no estado do
Pard, apresentam no aspecto geral, condicGes
precarias de habitacdo, renda e nivel de
escolaridade baixo, assim como deficiéncia na
infraestrutura do saneamento bésico. Ressalta-se
ainda que a manipulacdo da agua no domicilio e
praticas higiénicas e sanitarias inadequadas
favorece a contaminacdo da agua de consumo
nos domicilios, sendo considerada impropria
para 0 consumo, de acordo com a legislacdo
brasileira, devido presenca de Coliformes Totais
e Escherichia coli. Por fim, o perfil de
resisténcia dos isolados de E. coli de amostras
de agua de consumo e de rio (superficial) aos
antimicrobianos, constitui-se em risco a salde
publica, uma vez que o ambiente, em particular
0 aquatico, estd servindo de depositario e
disseminador de linhagens de bactérias
resistentes a diferentes antibiéticos.
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Profile of antimicrobial susceptibility of Escherichia coli isolated from
drinking water and Extractive Reserve — Tracuateua RESEX - PARA

ABSTRACT

Water quality is a determining factor for the maintenance of public health and its preservation is the
relevant attribution of VIGIAGUA. In Brazil, Ordinance No. 9214 of December 12, 2011 of the
Ministry of Health, establishes standards for the potability of water in which it must be free of total
coliforms and Escherichia coli. Gastrointestinal infections from bacterial microorganisms such as
diarrheogenic strains of Escherichia coli constitute a serious health problem still today and what
determined the objective of this work was the resistance to the antibacterial class of the beta-lactams of
the E. coli To consume water and water in the communities around the Estuarine Estuary of
Tracuateua, State of Pard. To consolidate this data, water samples were collected in two periods (June /
2016 and August / 2016) and later sent to the Laboratory Of Environmental Microbiology of the
Federal University of Para, to investigate the sanitary indicators, following the isolation and
identification of E. coli and test of sensitivity profile to antibacterials. Twenty isolates of E. coli from
each sampling period were randomly selected. It was possible to observe in the results of the analysis
that in both drinking water and water, there was presence of E. coli and concomitantly bacterial
resistance in some antibacterials tested, among them, there was a higher percentage of bacterial
resistance to the antibacterial ampicillin. While in the 40 isolates, there was bacterial sensitivity to
ceftriaxone, sulfazotrim, gentamicin and cefepime. Based on these results and according to the current
legislation in the country, it is highlighted that the water quality was unfit for consumption due to the
presence of E. coli, which is considered the main sanitary indicator, as well as, river water . The
isolates of E coli showed resistance profile to different antibacterials, revealing risks of the circulation
of resistant strains in the aquatic environment.

Key - words: Water; Escherichia coli; Bacterial resistance
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