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RESUMO

A poluicdo da agua doce é um problema ambiental e de sadde publica. Os corpos d’agua quando poluidos
podem trazer varios problemas & saide humana. De acordo com dados do Sistema Unico de Saude (SUS), 80%
das internacdes hospitalares no Brasil, estdo relacionadas com a ma qualidade da dgua dos mananciais. Dentre
0s micro-organismos que podem fazer parte da microbiota do ecossistema aquatico, destacamos a
Pseudomonas spp. Essa bactéria apresenta-se vastamente distribuida no ambiente e possui caracteristicas
peculiares, tais como: tolerancia por longos periodos em ambientes adversos e capacidade de desenvolver
resisténcia a diferentes tipos de agentes antimicrobianos. Assim, o presente estudo teve como objetivo
principal estabelecer a susceptibilidade e os perfis de resisténcia a diferentes antimicrobianos em Pseudomonas
spp., isolados de amostra de agua do acgude Forquilha, Ceara, Brasil. A determinacdo da susceptibilidade
antimicrobiana foi realizada através teste de disco-difusdo em agar. Para a pesquisa foram utilizadas 51 estipes
de Pseudomonas spp. Os antimicrobianos IMP, GEN e ATM mostraram-se entre 96,1% a 100% eficientes
contra as estirpes testadas. Em relacdo a resisténcia, os maiores percentuais foram para os seguintes farmacos:
AMP, CFO, CFL, NAL, SUL e ERI (96,1%, 80,4%, 66,7%, 58,8%, 56,9% e 54,9%, respectivamente).
Verificou-se multirresisténcia em 92% (47) das estirpes e foram detectados 21 perfis. De acordo com 0s
resultados, a resisténcia apresentada pelas estirpes pode estar relacionada com a presenca de residuos farmacos
dentro do ambiente. Portanto, 0 monitoramento de substancias antimicrobianas em afluentes urbanos é de
extrema importancia para se estabelecer leis que limitem a concentracdo dessas drogas.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos, resisténcia bacteriana, resisténcia multipla, micro-organismo.

INTRODUCAO

A poluigdo hidrica é um problema muito comum nos dias de hoje e isso causa inimeros problemas na
sociedade atual, principalmente nos locais onde ndo existe saneamento basico. Em cidades com certo grau de
desenvolvimento, a falta de fiscalizagdo adequada sobre a correta disposi¢do dos esgotos domésticos, vem
prejudicando a qualidade dos corpos hidricos (BON, 2013).

Os dejetos de esgoto hospitalar, doméstico e aguas de rios contaminados podem conter micro-organismos que
podem carrear genes de resisténcia. Dentre 0s micro-organismos que podem ser isolados nesses ambientes, a
presenca de Pseudomonas spp. em corpos hidricos vem chamando a atengdo da comunidade cientifica. Essa
bactéria é ubiquitaria da dgua e do sedimento, podendo formar biofilmes em algumas superficies ou substratos.
Este micro-organismo é pertencente & microbiota normal da superficie de plantas, pele do homem e animais,
porém sua significancia esta relacionada ao seu papel como patdgeno oportunista, ocasionando infecgdes e
reduzindo os mecanismos de defesa do hospedeiro (MAIA et al., 2009).
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Por ser uma bactéria que esta associada a frequentes infecges no homem, representa um sério problema de
saude publica, pois apresentam elevada morbidade e mortalidade e estdo no centro das preocupagbes da
comunidade médica (MOLINA-CABRILLANA et al., 2006).

Quando presente no ambiente aquatico, essa bactéria é capaz de persistir por longos periodos em ambientes
adversos e desenvolver resisténcia a agentes antimicrobianos, podendo carrear plasmidios de resisténcia e
genes que lhe conferem multirresisténcia. Por tal razdo, se constitui em um dos paradigmas da resisténcia
bacteriana, pois é um micro-organismo para a qual facilmente podem confluir todos os mecanismos de
resisténcia (GALES; REIS; JONES, 2001; CRESPO, 2002).

O trabalho foi executado em duas etapas. A primeira conduzida em laboratério com o intuido de caracterizar
fenotipicamente dos isolados no género Pseudomonas spp. e verificar através do teste de susceptibilidade
antimicrobiana se as estirpes isoladas apresentariam resisténcia e/ou sensibilidade aos antimicrobianos
testados. Na segunda etapa, baseando-se nos resultados obtidos na primeira, verificou-se os perfis de
resisténcia dos isolados, assim como, calculado o indice de maltipla resisténcia a antimicrobianos (MAR).

Considerando as informacGes supracitadas, o presente estudo teve como objetivo principal estabelecer a
susceptibilidade e os perfis de resisténcia a diferentes antimicrobianos em Pseudomonas spp., isolados de
amostra de 4gua do acude Forquilha, Ceard, Brasil.

MATERIAIS E METODOS

As bactérias pertencentes ao género Pseudomonas spp. apresentam um amplo espectro de resisténcia, podendo
conter resisténcia a diferentes grupos de antimicrobianos, tais quais: cefalosporinas de terceira e quarta
geracdes e carbapenémicos (como imipenem e meropenem). A presenca de micro-organismos multirresistentes
no ambiente aquatico estabelece um desafio substancial para a terapia antimicrobiana, trazendo ao cenario
atual a inevitavel necessidade de identificar essas bactérias multirresistentes no afluente urbano e avaliar sua
contribuicéo para a disseminacédo da resisténcia em amostras ambientais.

O monitoramento de residuos fArmacos no ambiente aquatico realizado através de testes em laboratério sdo de
extrema importancia, pois representa uma etapa preliminar na deteccdo de mudancgas na susceptibilidade a
antimicrobianos desses patdgenos no ambiente e além disso, pode-se estabelecer leis que limitem a
concentragdo dessas drogas no ecossistema aquatico.

As duas etapas de trabalho serdo descritas a seguir:

PRIMEIRA ETAPA: ESTUDOS EM LABORATORIO

Origem e preparagdo das estirpes

Cinquenta e uma estirpes de Pseudomonas spp. utilizadas no presente estudo foram isoladas e identificadas de
amostras de agua do acude Forquilha. Uma vez identificadas como pertencentes ao género Pseudomonas
(FUENTEFRIA et al., 2008) foram armazenadas em tubos com Agar Triptona de Soja (TSA) e incubadas em
estufa B.O.D. a 23°C. Para a identificagdo até espécie. Para a realizacdo do antibiograma, foi checada,
inicialmente, a pureza das culturas em meio Agar cetrimide (DIFCO) e logo ap6s, procedeu-se a observacio
em microscopio do indculo corado, pelo método de Gram (SOARES; CASIMIRO; ALBUQUERQUE, 1991).

Antibiograma

Para o teste de susceptibilidade antimicrobiana foi utilizado o Agar Mueller-Hinton (Difco) indicado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010). Os discos de antimicrobianos (LABCLIN, PR,
Brasil) foram mantidos sob refrigeracdo numa temperatura de aproximadamente 20C a 8°C e utilizados dentro
do prazo de validade. Antes de serem testados, foram deixados a temperatura ambiente por aproximadamente
duas horas. Foram utilizados discos de sensibilidade a antimicrobianos pertencentes as seguintes familias: a) -
lactamicos: Ampicilina-AMP (10pg), Aztreonam-ATM (30pg), Cefoxitina-CFO (30ug), Cefalotina-CFL
(30ug); b) Tetraciclina: Tetraciclina-TET (30ug); c) Aminoglicosideos: Gentamicina-GEN (10ug);
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Estreptomicina-EST (10ug); d) Cloranfenicol: Cloranfenicol-CLO (30ug); Flofenicol-FLF (30ug); e)
Macrolideos: Eritromicina-ERI (15pg); f) Nitrofurano: g) Nitrofurantoina-NIT (300pg); h) Carbapenémicos:
Imipenem-IMP (10ug); i) Sulfonamidas: Sulfazotrim -SUT (30ug); j) Quilononas: Acido Nalidixico-NAL
(30pg), seguindo a orientagdo técnica ditada pelo CLSI (2010). O inéculo inicial foi padronizado por
espectrometria (Micronal modelo B542) em 625 nm e entdo inoculado sobre a superficie do Agar Mueller -
Hinton formando um tapete sobre o qual eram colocados os discos de antibiéticos. O resultado foi visualizado
apos 24h de incubacdo a 35°C. Quando presentes, os halos de inibicdo foram medidos com paquimetro. A
estirpe Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785 foi utilizada como controle dos resultados (CLSI, 2010).

RESULTADOS DA PRIMEIRA ETAPA

Das 126 estipes isoladas no presente estudo, foram escolhidas aleatoriamente 51 estirpes com caracteristicas de
Pseudomonas spp. A confirmacdo do género sé foi possivel através provas bioquimicas convencionais, como:
coloracdo de Gram, citocromo-oxidase, e, crescimento em caldo simples a 42°C, motilidade, producéo de H,S,
prova do citrato de simmons, hidrolise da caseina, teste de hemolise, voges proskauer, producao de pioverdina.

1000 a =

90,0 1
80,0
70,0

60,0 -
50,0 -
400
30,0

200
10,0
0,0

L ) __. ) — 1
AMP | CFO | EST | FLF | NIT | ERI | TET | IMP | SUT | NAL CLO | GEN | CFL | ATM
R 941 | 804 | 78 | 373 | 294 | 549 | 333 | 00 | 569 | 588 | 294 | 00 | 667 | 00
I| 0 | 137 | 333 | 294 | 176 | 215 | 255 39 | 39 | 78 | 255 | 00 | 235 | 00
S| 59 | 59 | 569 | 333 | 529 | 176 412 | 961 | 392 | 333 | 451 | 1000 98 | 1000

Figura 1- Percentuais de susceptibilidade antimicrobiana das 51 estirpes de Pseudomonas spp. isoladas
da amostra de dgua do acude Forquilha, Ceara. Brasil

Apos a identificacdo fenotipica dos isolados, estes foram submetidos ao teste de susceptibilidade
antimicrobiana. Os resultados da susceptibilidade das estirpes de Pseudomonas spp. aos antimicrobianos
empregados estdo dispostos na figura 1.

Ampicilina-AMP, Cefoxitina-CFO, Estreptomicina-EST, Flofenicol-FLF, Nitrofurantoina-NIT, Eritromicina-
ERI, Tetraciclina-TET, Imipenem-IMP, Sulfazotrim-SUT, Acido Nalidixico-NAL, Cloranfenicol-CLO,
Gentamicina-GEN, Cefalotina-CFL, Aztreonam-ATM. S- sensivel, | —Intermediério, R — Resistente

Das 51 estirpes de Pseudomonas spp. testadas, 4 (7,8 %) apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
antimicrobianos utilizados. Os antimicrobianos IMP, GEN e ATM mostraram-se entre 96,1% a 100%
eficientes contra as estirpes testadas (Figura 1).

No que concerne a resisténcia dos isolados, 0s maiores percentuais foram para os seguintes farmacos: AMP,
CFO, CFL, NAL, SUL e ERI (96,1%, 80,4%, 66,7%, 58,8%, 56,9% e 54,9%, respectivamente) (Figura 1).

Na pesquisa, foi observada a presenca de estirpes com resisténcia intermediaria para os agentes: EST, FLF,
ERI, CLO, TET, CFL, NIT, CFO, NAL, IMP e SUT (33,3%, 29, 4%, 27,5%, 25,5%, 25,5%, 23,5%, 17,6%,
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13,7%, 7,8%, 3,9%, 3,9%, respectivamente). A presenca desses micro-organismos com esse perfil pode estar
relacionada a alguma mutagdo que pode favorece-los a sobreviver no ambiente.

Bactérias ambientais que apresentada resisténcia a diferentes tipos de farmacos gera um risco para a sadde
publica, principalmente quando isoladas de &guas que sdo destinadas para consumo e uso recreacional. E
sabido que bactérias ambientais sdo filogeneticamente semelhantes as clinicas e isso torna a profilaxia
terapéutica prejudicada, quando estas se tornam resistentes através da presenga de residuos farmacos no
ambiente.

Assim, a resisténcia a agentes antimicrobianos € vista como um problema ecologico, devido a poucas
informacGes sobres os efeitos que essas drogas podem gerar no ecossistema aquatico.

SEGUNDA ETAPA: PERFIS DE MULTIRRESISTENCIA CALCULO DO MAR

Perfis de Multirresisténcia

Os resultados obtidos, em laboratério, permitiram estabelecer os perfis de multirresisténcia dos isolados. A
multirresisténcia deve ser vista com aten¢do, pois uma bactéria pode carregar uma variedade de genes de
resisténcia a antimicrobianos.

A aquisicao da resisténcia por transferéncia de genes por conjugacao, transdugdo e transformagéo constitui um
grave problema de sadde publica, gerando restrigdes no tratamento terapéutico. No Brasil, ainda falta estudos
mais aprofundados sobre a disseminacédo de bactérias multirresistentes no ambiente.

Determinacéo do indice de Multipla Resisténcia a Antimicrobianos (MAR)

As estirpes que apresentaram multirresisténcia a diferentes familias de antimicrobiano, foi calculado o indice
de maltipla resisténcia a antimicrobianos (MAR) de acordo com Krumperman (1983). O indice MAR acima de
0,2 é um sinal de que essas estirpes tiveram contato de alguma forma com os farmacos testados.

RESULTADOS DA SEGUNDA ETAPA

Na pesquisa, foi verificada multirresisténcia em 92% (47) das estirpes e foram detectados 21 perfis (Figura 2).
Os perfis de multirresisténcia dos isolados foram diversificados, com a maior frequéncia para (AMP, CFO,
FLF, ERI, TET, SUL, NAL, CLO, CFL), seguido de (AMP, CFO, FLF, ERI, TET, SUT, NAL, CLO); (AMP,
CFO, NIT, SUT, NAL, CFL); (AMP, CFO, CFL); (AMP, CFO, EST, FLF, ERI, SUT, NAL, CLO, CFL); e
(AMP, CFO, NIT, SUT, NAL) (Figura 2).

Os perfis das estirpes de Pseudomonas spp. frente aos antimicrobianos e a respectiva frequéncia de ocorréncia
de resisténcia estdo contidos na Figura 2.
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Figura 2- Perfis de multirresisténcia das estirpes de Pseudomonas spp. isoladas de amostra de 4gua do
acude Forquilha, Ceara, Brasil.

O indice MAR entre as estirpes resistentes, a pelo menos, dois antimicrobianos, variou de 0,14 a 0,64; o MAR
acima de 0,2 caracteriza multirresisténcia.

As diferencas observadas nos perfis dos isolados podem ser atribuidas ao uso indiscriminado dos agentes
antimicrobianos, o que tem favorecido o surgimento de estirpes de resisténcia mdltipla.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

A resisténcia apresentada pelas estirpes pode estar relacionada com a presenca de residuos farmacos dentro
do ambiente aquético.

A presenca de estirpes com perfil de resisténcia intermediaria pode estar relacionado com algum processo
mutagénicos que esses micro-organismos estejam passando para sobreviver no ambiente.

O perfil de multirresisténcia com mais prevaléncia nos isolados foi (AMP, CFO, FLF, ERI, TET, SUL, NAL,
CLO, CFL). Sua presenca em 35% das estirpes chama atencdo, devido ao fato de conter antimicrobianos
utilizados na pratica médica humana e veterinéria, dificultando assim a profilaxia

Portanto, faz-se necessario o monitoramento de substancias antimicrobianas em afluentes urbanos a fim de
estabelecer leis que limitem a concentragdo dessas drogas.
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