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Resumo

A resisténcia a agentes antimicrobianos e metais pesados € resultado da consequéncia natural
da adaptacdo celular bacteriana a exposicdo desses contaminantes no ambiente. A
investigacdo da sensibilidade bacteriana a contaminantes ambientais € necessaria
especialmente devido ao reconhecimento dos impactos que esses podem causar. O presente
trabalho isolou cepas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae de diferentes ambientes
aquaticos da Bacia do Salgado - CE e avaliou a sua sensibilidade a antimicrobianos e metais

pesados. Doze cepas bacterianas foram isoladas e identificadas e a sensibilidade foi avaliada
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pelo método de microdiluicdo em caldo, com as concentraces variando entre 0,49 — 250
pug/mL para os metais pesados cobre e cromo e 0,25 — 128 ug/mL para os antimicrobianos
imipenem, meropenem e ceftriaxona. As cepas de Klebsiella pneumoniae demonstraram
sensibilidade a acdo do imipenem e meropenem, j& para a ceftriaxona constatou-se que as
cepas provenientes das aguas de abastecimento apresentaram maior resisténcia para esse
antimicrobiano. O meropenem foi o antimicrobiano para o qual as bactérias demonstraram
maior sensibilidade. Em relacdo aos metais pesados, as cepas de E. coli de agua de
abastecimento apresentaram ser mais resistentes que as demais. As cepas de K. pneumoniae
demonstraram maior tolerancia que as de E. coli para os metais. Além disso, todas as estirpes,
de ambas as espécies, apresentaram concentracdo inibitoria minima inferiores aos valores
reportados pela literatura para o cobre e cromo. A menor tolerancia aos metais pesados se
refletiu na sensibilidade para os antimicrobianos. Os resultados desse estudo exibem perfil de
sensibilidade a antimicrobianos e metais pesados adequados sob a perspectiva da saude
publica, todavia, requer atencdo sobre a microbiota aquatica desses ambientes.

Palavras-chave: Agua; Metais; Antibi6ticos; Resisténcia bacteriana.

Abstract

Resistance to antimicrobial agents and heavy metals results from the natural adaptation of the
bacterial cell to environmental contaminants. Different bacterial strain sensitivity to water
contaminants is still not well understood. In the present study, we isolated Escherichia coli
and Klebsiella pneumoniae strains from aquatic sources in the Salgado Basin in Ceara state,
Brazil and, evaluated their sensitivity to antimicrobials and heavy metals. We identified and
tested twelve bacterial strains for their sensitivity for copper and chromium using the broth
microdilution method (0.49 - 250 pg / mL). We also tested the antimicrobials imipenem,
meropenem, and ceftriaxone (0.25 - 128 ug / mL). Klebsiella pneumoniae was highly
sensitive to imipenem and meropenem. Other strains, from a private water supply, were more
resistant to ceftriaxone. Meropenem was the antimicrobial with higher sensitivity. Some
strains of E. coli (collected from the water supply) are resistant to heavy metals. K.
pneumoniae strains showed enhanced tolerance for metals. Noteworthy, all strains of both
species studied here have a minimum inhibitory concentration (for copper and chromium)
lower than the values reported in the literature. These results suggest that water-collected
bacterial strains, sensitive to antimicrobials and heavy metals, is appropriate from the
perspective of public health, however, require attention to the aquatic aquatic microbiota.

Keywords: Water; Metals; Antibiotics; Bacterial resistance.
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Resumen

La resistencia a los agentes antimicrobianos y los metales pesados es el resultado de la
consecuencia natural de la adaptacion de las células bacterianas a la exposicion a los
contaminantes del medio ambiente. La investigacion de la sensibilidad bacteriana a los
contaminantes ambientales es necesaria sobre todo por el reconocimiento de los impactos que
pueden causar. El presente trabajo aislo cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae de
diferentes ambientes acuaticos en la Cuenca Salgado - CE y evalud su sensibilidad a
antimicrobianos y metales pesados. Se identificaron e identificaron doce cepas bacterianas y
se evaluo la sensibilidad mediante el método de microdilucion en caldo, con las variaciones
apropiadas entre 0.49 - 250 pg / mL para metales pesados cobre y cromo y 0.25 - 128 pg / mL
para antimicrobianos imipenem, meropenem Yy ceftriaxona. Las cepas de Klebsiella
pneumoniae mostraron sensibilidad a la accion del imipenem y meropenem, mientras que
para la ceftriaxona se encontré que las cepas del suministro privado de agua eran mas
resistentes a este antimicrobiano. EI meropenem fue el antimicrobiano para las bacterias que
mostraron mayor sensibilidad. En relacion con los metales pesados, estas cepas de suministro
de agua de E. coli son mas resistentes que las demas. Las cepas de K. pneumoniae mostraron
mayor tolerancia a los metales que la E. coli. Ademas, todas las cepas, de ambas especies,
tienen una concentracion inhibitoria minima inferior a los valores reportados en la literatura
para el cobre y el cromo. La menor tolerancia a los metales pesados se reflej6 en la
sensibilidad a los antimicrobianos. Los resultados de este estudio muestran un perfil de
sensibilidad a los antimicrobianos y los metales pesados apropiados desde la perspectiva de la
salud publica, sin embargo, requiere atencion a la microbiota acuética acuatica en estos
ambientes.

Palabras clave: Agua; Metales; Antibioticos; Resistencia bacteriana.

1. Introducéo

A 4gua é um bem limitado, essencial para existéncia da vida na terra e para o
desenvolvimento das sociedades. Dos 3% de agua doce do planeta, somente um quarto é
proveniente de rios, lagos e fontes subterraneas, sendo fundamentais para a evolugcdo das
cidades e para a qualidade de vida. No entanto, a poluicdo dos recursos hidricos se constitui
como um dos problemas mais sérios da atualidade, ja que a 4gua € um dos importantes
veiculos de disseminacdo de enfermidades de natureza infecciosa, o que torna primordial a
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avaliacdo de sua qualidade microbioldgica (Barros et al., 2014; Hahn et al., 2015; Dias, 2016;
Wagner, 2018).

Entre os micro-organismos de veiculacdo hidrica, destaca-se a bactéria Escherichia
coli, espécie gram-negativa da familia Enterobacteriaceae, anaerdbia facultativa e que faz
parte da microbiota intestinal de animais de sangue quente. Pode ainda, apresentar-se de
diversas formas na natureza, incluindo cepas comensais, patogénicas de animais e humanos
ou ambientais, sendo sua presenca no ambiente aquatico relacionada a contaminacao
microbiana de origem fecal. Algumas estirpes dessa bactéria podem causar doencas, pois
abrigam genes de viruléncia, como as cepas das linhagens Difusamente Aderentes (DAEC),
Enteroagregativas (EAEC), Enteroinvasivas (EIEC), Enteropatogénicas (EPEC),
Enterotoxigénicas (ETEC), Produtoras de Toxina Shiga (STEC) e Enterohemorragicas
(EHEC) (Barros et al., 2014; Barros, 2017; Wagner, 2018).

Outra bactéria gram-negativa pertencente a familia Enterobacteriaceae e que pode ser
propagada através da agua é a Klebsiella pneumoniae, sendo essa, a espécie bacteriana de
maior notoriedade dentro do género Klebsiella, e assim como as demais espécies desse
género, encontra-se de maneira ubiqua na natureza, distribuida em corpos hidricos, esgoto,
solo e vegetacdo. Também pode ser encontrada colonizando a pele, a nasofaringe e,
principalmente, o trato gastrointestinal de humanos e outros animais. Ademais, por ser um
micro-organismo saprofito da microbiota humana torna-se um tipico patégeno oportunista,
que afeta principalmente pessoas com sistema imunolégico enfraquecido e tendem a causar
infeccdes nosocomiais (Aires, 2017).

Diante disso, € importante a investigacdo da sensibilidade bacteriana a contaminantes
presentes em concentracdes traco no meio ambiente, tais como antimicrobianos e metais
pesados, especialmente devido ao reconhecimento dos seus efeitos, como: toxicidade
aquatica, bioacumulacdo e biomagnificacdo, genotoxicidade, perturbacdo enddcrina em
animais, selecdo de bactérias patogénicas resistentes, entre outros (Aquino et al., 2013).

A utilizag8o excessiva ou inadequada de antibidticos em humanos e animais tem sido
uma preocupacdo emergente no contexto da salde publica, pois acelerou o aparecimento e
propagacdo de bactérias resistentes a essas drogas, visto que, o uso indiscriminado de
antibidticos aumenta a pressdo seletiva e, também, a oportunidade das bactérias serem
expostas aos mesmos, facilitando, dessa forma, a aquisicdo de mecanismos de resisténcia
(Barros et al., 2014; Portugal, 2015).

A maioria dos antibidticos é pouco metabolizada pelos seres humanos e animais apds

ingestdo, onde 25% a 75% séo excretados na forma inalterada apos o seu consumo. Como as
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estacOes de tratamento de esgotos, geralmente ndo sdo equipadas para lidar com residuos de
antibioticos, esses sdo liberados no ambiente aquatico e continuam a exercer uma pressao
seletiva nos micro-organismos ai presentes, potenciando a resisténcia bacteriana, bem como
toxidade em determinados organismos (Verlicchi et al., 2012; Portugal, 2015; Balakrishna et
al., 2017).

Os metais pesados amplamente utilizados na industria, muitas vezes, chegam ao
ambiente através de efluentes industriais sem um tratamento adequado para a remocao desses
compostos, gerando alto grau de poluicdo e impacto ambiental, sendo transportados via cadeia
alimentar para diversos niveis tréficos. A presenca constante de metais pesados no ambiente,
como poluentes faz com que micro-organismos desenvolvam mecanismos de resisténcia a
esses compostos. Como as vias de resisténcia a metais e antimicrobianos muitas vezes sao
iguais ou semelhantes, os micro-organismos podem desenvolver resisténcia a um ou outro ou
ambos e, normalmente, essa resisténcia esta associada a plasmideos (Hahn et al., 2015).

Tendo em vista que determinantes genéticos tém sido observados em organismos de
ambientes naturais expostos a esses poluentes, aumenta-se a preocupacao sobre o0s riscos que
isso pode configurar para a salde publica e ecoldgica. Dessa forma, o presente trabalho
objetivou isolar cepas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae de diferentes fontes de
agua do Cariri Cearense, Brasil, e avaliar a sua sensibilidade a antimicrobianos e metais

pesados.

2. Metodologia

O presente estudo faz uso de uma metodologia que pode ser caracterizada como uma

pesquisa laboratorial e de abordagem quantitativa (Pereira et al., 2018).

2.1 Pontos Amostrais

Para realizacdo do estudo foram coletadas amostras de &gua do sistema de
abastecimento de uma comunidade rural no municipio de Missdo Velha — CE, que possui
como manancial de captacdo uma fonte subterranea. Essas amostras foram coletadas em trés
diferentes pontos (Figura 1A), sendo uma amostra representativa de cada. Ainda, coletou-se
uma amostra em cada um dos seguintes ambientes aquaticos do municipio de Juazeiro do
Norte — CE (Figura 1B): Rio Salgado, Lagoa do Parque Natural Municipal das Timbaubas e
Efluente bruto do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceard (IFCE) —
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Campus Juazeiro do Norte. Assim, foi analisado um total de seis amostras no presente estudo.

Figura 1. Pontos amostrais.

*(A) Comunidade rural no municipio de Missdo Velha — CE; (B) Juazeiro do Norte — CE. Residéncias — EX 01
(7°24'0.32"S, 39°9'0.44"W), EX 02 (7°24'0.31"S, 39°8'55.11"W), EX 03 (7°23'57.97"S, 39°8'44.86"W); IF 01 —
Efluente bruto do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Ceard, Campus Juazeiro do Norte
(7°14'40.32"S, 39°18'24.20"W); PT 01 — Lagoa do Parque Natural Municipal das Timbaudbas (7°14'4.67"S,
39°18'30.97"W); RS 01 — Rio Salgado (7°11'43.78"S, 39°17'21.27"W).

Fonte: Elaborado no Google Earth Pro (2020).

As coletas foram realizadas em outubro de 2019 seguindo as orientagdes estabelecidas
pelo Guia nacional de coletas e preservacdo de amostras (Branddo et al., 2011) e
encaminhadas para o Laboratorio de Microbiologia Ambiental (LAMAM) do IFCE — Campus
Juazeiro do Norte para realizacdo das analises necessarias ao isolamento e identificacdo das

cepas bacterianas.
2.2 Isolamento das Cepas Bacterianas

Para isolamento da E. coli e K. pneumoniae nas amostras de agua de abastecimento,
seguiu-se a determinacdo de Coliformes Totais (CT) pelo método dos Tubos multiplos, com
teste presuntivo em Caldo Lactose seguido de teste confirmativo em Caldo Verde Bile
Brilhante 2%. Os tubos que apresentaram crescimento de CT no Caldo Verde foram
repassados para Placas de Petri com agar Eosin Methylene Blue (&gar EMB) para isolamento e
identificacdo das referidas cepas bacterianas, onde a E. coli apresentou um reflexo verde
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metalizado e a K. pneumoniae produziu colbnias rosadas com centro negro, de aparéncia
brilhante, com consisténcia mucoide devido a producdo de capsula proeminente formada de
polissacarideos (APHA et al., 2012).

O isolamento e identificacdo das cepas bacterianas coletadas do Rio Salgado, Lagoa
do Parque Natural Municipal das Timbaubas e efluente bruto do IFCE - Campus Juazeiro do
Norte foi realizado através da determinacdo de Coliformes Termotolerantes (CTT) pelo
método dos Tubos multiplos com teste confirmativo em Caldo A1 Medium. Os tubos que
apresentaram crescimento de CTT foram repassados para Placas de Petri com dgar EMB para
iIsolamento e identificagdo da E. coli e K. pneumoniae (APHA et al., 2012).

Na Figura 2, apresenta-se o fluxograma metodoldgico para isolamento e identificacéo

das cepas bacterianas de E. coli e K. pneumoniae.

Figura 2. Fluxograma metodoldgico para identificacdo e isolamento das cepas bacterianas.

Amostra

Corpos Hidricos Superficiais

Agua de Abastecimento e Efluente

Teste Presuntivo de Coliformes Totais
(Caldo Lactose)

Teste Confirmativo de Coliformes
Termotolerantes (Caldo AL Medium)

Teste Confirmativo de Coliformes
Totais (Caldo Verde Bile Brilhante 2%)

Confirmacéo de E. coli e K. pneumoniae
(Agar Eosin Methylene Blue)

Fonte: Autores (2020).

2.3 Antibioticos

Os antibidticos usados foram imipenem (ABL Antibiéticos do Brasil, Sdo Paulo,
Brasil), meropeném (Novafarma, Goias, Brasil) e ceftriaxona (Momenta, Sdo Paulo, Brasil),
por serem antibidticos com grande utilidade no tratamento de infecgbes bacterianas, pois

possuem um amplo espectro de atividade contra muitos organismos aerobios e anaerdbios,
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gram-positivos e gram-negativos (Kabbara et al., 2015; Anuhya et al., 2017; Durham et al.,
2017).

Todas as drogas antimicrobianas foram testadas, frente a forma bacteriana planctonica,
nas concentragbes de 0,25 — 128 upg/mL. Tais valores foram escolhidos por abranger
concentragcdes extremas, dentre elas os valores delineados pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI (CLSI, 2012). Os diluentes utilizados foram os determinados pela
norma M100-S22 (CLSI, 2012). Assim, uma solugdo de 512 pg/mL foi preparada com agua
destilada estéril como diluente para todas as drogas utilizadas nesse estudo, sendo que essas
diluicbes foram realizadas separadamente, de modo que cada uma apresentava-se quatro
vezes mais concentrada em relag@o ao valor desejado para o primeiro pogo (128 pg/mL), visto
gue a juncdo da solucdo antimicrobiana com o Caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 10%
resulta no decaimento de 50% da concentracdo inicial da droga, e a adicdo do indculo

bacteriano implica no declinio de 50% dessa concentracdo anterior (ver item 2.6).

2.4 Metais Pesados

Os metais pesados utilizados no estudo foram o cobre e o cromo nas formas de Sulfato
de Cobre (CuSO4) e Cromato de Potassio (K2CrOs), respectivamente, por serem reportados
com frequéncia nos estudos realizados na Bacia do Salgado, Ceara (Leite et al., 2013; Oliveira
etal., 2015; Sabia et al., 2015; Melo et al., 2018).

Todos os metais pesados foram testados, frente a forma bacteriana planctdnica, nas
concentragdes de 0,49 — 250 upg/mL. Tais valores foram escolhidos por abranger
concentragOes extremas, dentre elas as encontradas em corpos hidricos da Bacia do Salgado,
Cearéa (Leite et al., 2013; Sabia et al., 2015).

Uma solug@o de 1000 pg/mL foi preparada com agua destilada estéril como diluente
para todos os metais pesados utilizados neste estudo, sendo que essas diluicbes foram
realizadas separadamente, de modo que cada uma, assim como 0s antimicrobianos,
apresentava-se quatro vezes mais concentrada em relacdo ao valor desejado para o primeiro

pogo (250 pg/mL).

2.5 Preparo do In6culo Bacteriano para o Teste de Sensibilidade

Apos o isolamento e identificacdo, as estirpes bacterianas foram cultivadas em agar

Brain Heart Infusion (BHI) por 18-24 horas a 35°C. Em seguida, fragmentos das coldnias
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foram suspensos em solucéo salina estéril, a fim de atingir o padréo 0,5 da escala McFarland,
equivalente a uma concentracdo de aproximadamente 1 x 102 unidades formadoras de col6nia
por mL (UFC/mL). Tal suspensdo foi diluida na proporcado de 1:10 em caldo BHI a 10%,
resultando em uma solugdo de 1 x 10" UFC/mL. Ao acrescentar 100 pL desse indculo & placa
de microdiluicéo (ver item 2.6), obtém-se a concentragéo final de 5 x 10° UFC/mL (NCCLS,
2003).

2.6 Testes de Sensibilidade

Os testes de sensibilidade foram realizados seguindo a técnica de Microdiluicdo em
caldo delineada pela norma M7-A6, com modificacBes, fornecida pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI/NCCLS (NCCLS, 2003), sendo utilizado o Caldo
Brain Heart Infusion (BHI) a 10%. As placas de microdiluicdo tiveram inicialmente seus 96
pocos preenchidos com 100 uL. do caldo BHI a 10%. Feito isso, as placas destinadas aos
testes de sensibilidade com os antimicrobianos receberam 100 pL da droga nos trés primeiros
pocos relativos a primeira coluna (triplicata) e as placas designadas para os testes com 0s
metais pesados seguiram essa mesma orientacdo. Foram feitas diluicGes sucessivas a partir
desta concentragéo inicial, resultando no decaimento de 50% da concentracdo em relacdo ao
poc¢o anterior. Em seguida, acrescentou-se 100 puL do indculo bacteriano em cada pogo da
placa de microdiluicdo, que atinge a concentragdo de 5 x 10° UFC/mL, além disso a
concentracdo dos metais pesados e antimicrobianos decaiu mais 50%, resultando, assim, nos
valores requeridos para andlise da sensibilidade.

Utilizou-se das duas ultimas colunas da placa de microdiluicdo como controle positivo
(100 uL de BHI a 10 % acrescido de 100 puL do indculo bacteriano) e negativo (100 pL de
BHI a 10% adicionado de 100 pL da substincia teste) de crescimento bacteriano. Para
controle de qualidade do teste de sensibilidade preconizado pela norma M7-A6 (NCCLS,
2003), empregou-se a cepa da American Type Culture Collection, Escherichia coli ATCC
25922.

2.7 Determinacao da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM)
Ap0s 48 horas de incubacdo a 37°C adicionou-se em cada pogo, 25 uL de resazurina

sodica (Sigma-Aldrich, Sternheim, Alemanha) preparada em &gua destilada estéril na

concentracdo de 0,01%. Decorrido um periodo de uma hora a temperatura ambiente, por meio
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da interpretacdo visual do ensaio colorimétrico foi determinada a inibi¢do bacteriana, onde a
cor rosa indica crescimento microbiano e a cor azul inibig&o do crescimento (Caldas, 2018). A
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) é a menor concentracdo do composto capaz de inibir
100% da atividade bacteriana.

Com intuito de legitimar os resultados, foi realizada a leitura de CIM da Escherichia
coli ATCC 25922, onde todos os valores apresentados atenderam aos limites recomendados
pelo CLSI, assegurando assim a veracidade dos resultados encontrados.

Foi utilizada a norma interpretativa do Teste de CIM para Enterobacteriaceae
fornecida pela M100-S22 (CLSI, 2012) com intuito de verificar o grau de sensibilidade
bacteriana frente aos antimicrobianos (Tabela 1). Quanto aos metais pesados, ndo foi possivel
determinar o perfil de sensibilidade bacteriana frente a esses compostos, pois nao existem

normas interpretativas disponiveis, sendo observados apenas os valores de CIM.

Tabela 1. Interpretacdo do Teste de CIM para Enterobacteriaceae.

Norma Interpretativa — CIM (ng/mL)

Agente Antimicrobiano

Sensivel Intermediéria Resistente
Imipenem <1 2 >4
Meropenem <1 2 >4
Ceftriaxona <1 2 >4

Fonte: Adaptado da norma M100-S22 (CLSI, 2012).
3. Resultados e Discusséo
3.1 Isolamento das Cepas Bacterianas
Foram isoladas e identificadas 12 cepas bacterianas, sendo seis de Escherichia coli e

seis de Klebsiella pneumoniae, uma estirpe de cada espécie em cada ponto amostral (Tabela
2).

10
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Tabela 2. Isolados bacterianos.

Cepa Origem Local i dcéﬁ?ilf?c?a?;go
E. coli RS Juazeiro do Norte — CE Ec RS 01
E. coli PT Juazeiro do Norte — CE Ec PT 01
E. coli IF Juazeiro do Norte — CE Ec IFO01
E. coli EX 01 Misséo Velha — CE EcEX 01
E. coli EX 02 Missdo Velha — CE Ec EX 02
E. coli EX 03 Missdo Velha — CE Ec EX 03
K. pneumoniae RS Juazeiro do Norte — CE Kp RS 01
K. pneumoniae PT Juazeiro do Norte — CE Kp PT 01
K. pneumoniae IF Juazeiro do Norte — CE Kp IF 01
K. pneumoniae EXO01 Misséo Velha — CE Kp EX 01
K. pneumoniae EX 02 Misséo Velha — CE Kp EX 02
K. pneumoniae EX 03 Missao Velha — CE Kp EX 03

*RS (Rio Salgado); PT (Lagoa do Parque Natural Municipal das Timbaubas); IF (Efluente bruto do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara — Campus Juazeiro do Norte); EX 01 (Agua de
abastecimento — Ponto 01); EX 02 (Agua de abastecimento — Ponto 02); EX 03 (Agua de abastecimento — Ponto
03).

Fonte: Autores (2020).

Por ser uma bactéria que habita o aparelho intestinal de animais de sangue quente, a E.
coli tem sido utilizada como indicador universal de contaminacdo fecal em agua. Assim,
observando a Tabela 2, ver-se que a 4gua de abastecimento em todas as coletas realizadas esta
contaminada, uma vez que se verificou a presenca de E. coli, estando isso relacionado a um
possivel tratamento ineficaz da agua. Além disso, estd fora dos padrGes de potabilidade
estabelecidos pelo Anexo XX da Portaria de Consolidacdo n° 5, de 28 de setembro de 2017
(Brasil, 2017), onde se exige a auséncia dessa bactéria na agua destinada ao consumo
humano.

A presenca de E. coli nas amostras coletadas do Rio Salgado e Lagoa do Parque
Natural Municipal das Timbalbas pode ser justificada, principalmente, pelo lancamento de
efluente, contendo material fecal nesses corpos hidricos, fato esse que também justifica a
existéncia de E. coli na amostra de efluente proveniente do IFCE — Campus Juazeiro do
Norte. Ainda, também pode ser decorrente do carreamento de dejetos animais, e até mesmo
humanos, pelas dguas das chuvas para esses ambientes.

A identificacdo de K. pneumoniae em todas as amostras analisadas pode ser explicada
pela variedade de ambientes que essa bactéria habita, ja que segundo Diniz & Santos (2019),

ela pode ser encontrada na agua, solo, plantas e esgoto.
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3.2 Sensibilidade Bacteriana

Submetendo as cepas isoladas a testes de sensibilidade com antimicrobianos e metais

pesados foram obtidas as concentragdes inibitorias minimas presentes na tabela a seguir:

Tabela 3. Concentracdo Inibitdéria Minima (ug/mL) de antimicrobianos e metais pesados

frente as cepas de E. coli e K. pneumoniae.

Espécie/ldentificacdo

Antimicrobianos

Metais Pesados

Imipenem  Meropenem  Ceftriaxona Cobre Cromo

Ec RS 01 <0,25 <0,25 <0,25 <049 <049

EcPT 01 1,00 <0,25 0,50 <049 <049

§ Ec IF 01 <0,25 <0,25 <0,25 <049 <0,49
L Ec EX 01 1,00 <0,25 0,50 3,91 1,95
Ec EX 02 <0,25 <0,25 <0,25 3,91 15,63
Ec EX 03 <0,25 <0,25 <0,25 3,91 3,91

o Kp RS 01 <0,25 <0,25 <0,25 <049 <0,49
-g Kp PT 01 <0,25 <0,25 1,00 3,91 1,95
= Kp IF 01 1,00 <0,25 0,50 15,63 31,25
§ Kp EX 01 1,00 <0,25 32,00 31,25 31,25
;' Kp EX 02 1,00 <0,25 32,00 7,81 7,81
Kp EX 03 1,00 1,00 32,00 <049 <0,49

Fonte: Autores (2020).

Analisando a tabela anterior, percebe-se que o meropenem foi o antibiético para o qual

as bactérias, de ambas as espécies, demonstraram maior sensibilidade. As cepas de K.

pneumoniae se apresentaram mais resistentes que as de E. coli para os dois metais estudados.

Comparando os resultados de CIM obtidas para os antimicrobianos (Tabela 3), com os

valores interpretativos da Tabela 1, verificou-se o perfil de sensibilidade das cepas bacterianas

utilizadas no presente estudo (Grafico 1).
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Gréfico 1. Perfil de sensibilidade das cepas bacterianas frente aos antimicrobianos.
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Fonte: Autores (2020).

Pela andlise da Tabela 3 e do grafico anterior, ver-se que as cepas bacterianas de
Klebsiella pneumoniae oriundas de dgua de abastecimento demonstraram perfil de resisténcia
a ceftriaxona. Para o imipenem e meropenem, as cepas de E. coli e K. pneumoniae atestaram
sensibilidade.

Resultados semelhantes foram encontrados por Martinhago et al. (2008) e por Barros
et al. (2014), que analisaram cepas de E. coli isoladas do Lago Municipal de Cascavel no
Parana e das Praias da cidade de Sdo Luis no Maranhdo, respectivamente. Chagas (2011)
analisando cepas de K. pneumoniae isoladas de efluente hospitalar no Rio de Janeiro verificou
que 95,5% dos isolados apresentavam sensibilidade ao imipenem, assim como, Resende et al.
(2009), que obteve 90% das estirpes de K. pneumoniae sensiveis a acdo desse carbapenémico.

As cepas, de ambas as espécies bacterianas, foram sensiveis a agdo do meropenem,
tendo sido esse o antimicrobiano mais efetivo contra as bactérias. Wagner (2018) também
observou em sua pesquisa que todos os isolados de E. coli e K. pneumoniae do Rio Tubaréo
(Santa Catarina) eram sensiveis ao meropenem, bem como, Chagas (2011), que encontrou
97,7% dos isolados de K. pneumoniae sensiveis a esse antimicrobiano. Chen et al. (2017),
analisando a acdo de antibidticos sobre cepas de E. coli isoladas de dgua de abastecimento na
cidade de Hangzhou (China), constataram que todas as estirpes eram sensiveis tanto ao
meropenem, quanto ao imipenem.

Os carbapenémicos, classe da qual o imipenem e meropenem fazem parte, séo
antibidticos B-lactdmicos, ou seja, possuem em suas estruturas quimicas o anel B-lactamico
associado a um anel de cinco membros. Esses antibioticos possuem acdo ao nivel da sintese

do peptideoglicano, atuando através da inibicdo da transpeptidase, assim, o polimero linear
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ndo é transformado em polimero cruzado e ndo se forma a parede celular bacteriana (Portugal,
2015; Guerreiro, 2018).

Dentre os B-lactdmicos, os carbapenémicos sdo 0s que possuem o mais amplo espectro
de atividade e maior poténcia contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. Essas
caracteristicas sdo devidas, ndo apenas por suas propriedades quimicas que favorecem a
penetracdo através dos canais de porinas das células bacterianas, mas também devido & sua
elevada estabilidade face a degradagdo pelas B-lactamases e a sua forte ligacao as Proteinas de
Ligacdo a Penicilina — PBPs. Apds penetrar a parede celular bacteriana através dos canais de
porinas, 0s carbapenémicos atravessam o espaco periplasmatico e finalmente atuam através da
acilacdo irreversivel das PBPs inibindo as transpeptidases. Como a formacgdo da parede
celular € um “processo tridimensional” dinamico, com formagdo e autolise ocorrendo ao
mesmo tempo, quando as PBPs sdo inibidas, a autOlise continua. Eventualmente, o
peptideoglicano enfraquece e a célula explode devido a pressdo osmotica (Papp-Wallace et
al., 2011; Codjoe & Donkor, 2018; Guerreiro, 2018).

Verificou-se pelo Gréafico 1, que todas as cepas de E. coli se mostraram sensiveis para
a ceftriaxona. Resultados similares foram observados por Hahn et al. (2015) em que 92,93%
das cepas de Escherichia coli isoladas do Rio dos Sinos (Rio Grande do Sul) apresentaram
sensibilidade a essa cefalosporina de 3° geracdo. Resende et al. (2009), analisando a agéo de
antimicrobianos sobre bactérias gram-negativas isoladas de efluente hospitalar e da Estacao
de tratamento de esgoto da cidade de Goiania (Goias), também observaram que todas as cepas
de E. coli eram sensiveis a acao da ceftriaxona.

Conforme Guerreiro (2018), as cefalosporinas de terceira geracdo, classe da qual a
ceftriaxona faz parte, também sdo antibidticos B-lactamicos. Nesses antimicrobianos, ha uma
substituicdo do anel furano presente na estrutura quimica das oximino-cefalosporinas pelo
anel aminotiazol que melhora a penetracdo destas cefalosporinas através da membrana externa
de bactérias gram-negativas. Isso pode aumentar a afinidade do farmaco pela transpeptidase
bacteriana, dessa forma, as cefalosporinas de terceira geracdo possuem uma atividade
acrescida sobre bactérias gram-negativas.

As cepas de K. pneumoniae, as oriundas de dgua de abastecimento, foram resistentes a
ceftriaxona, enquanto as demais foram sensiveis. Prado (2007), avaliando a resisténcia
microbiana de isolados de efluente hospitalar da cidade do Rio de Janeiro verificou que
27,9% das estirpes eram resistentes a acdo dessa cefalosporina de 3° geragdo, assim como
Wagner (2018), verificou que 66,67% das cepas de K. pneumoniae isoladas do Rio Tubardo

(Santa Catarina) apresentaram resisténcia a ceftriaxona. No entanto, Resende et al. (2009)
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observaram sensibilidade em todas as cepas dessa espécie bacteriana utilizada na sua
pesquisa, bem como Barcelos et al. (2016), em que todas as estirpes de K. pneumoniae
isoladas de pocos tubulares na regido serrana do Espirito Santo foram sensiveis para a
ceftriaxona e meropenem.

De acordo com Prado (2007), as cefalosporinas de terceira geragdo, foram
originalmente desenvolvidas como [-lactimicos capazes de acabar com as resisténcias
causadas pelas B-lactamases comuns. Entretanto, em poucos anos, 0s bacilos gram-negativos,
como Klebsiella pneumoniae e outras, comecaram a produzir versdes que se mostraram
resistentes a acdo dessas cefalosporinas, sendo esse aumento associado com 0 USO
indiscriminado destes antibidticos na cura das infeccdes.

Para Moreira & Freire (2011), a K. pneumoniae € a espécie entre as
Enterobacteriaceae que apresenta a maior diversidade de fenotipos de resisténcia associados a
producéo de Beta-Lactamase de Espectro Estendido (ESBL), e onde estas enzimas s&o mais
comumente encontradas. Fontes (2012) cita que bactérias produtoras de ESBL estdo
frequentemente sendo isoladas ndo s6 em hospitais, mas também em outros ambientes. Ao
verificar a resisténcia a antimicrobianos em Enterobacteriaceae isoladas de ambientes
aquaticos no estado de Sdo Paulo, Fontes (2012), observou que 10 cepas de K. pneumoniae
eram produtoras de ESBL.

A resisténcia a ceftriaxona das trés cepas de K. pneumoniae isoladas da &gua de
abastecimento, pode estar relacionado a uma possivel producdo de ESBL, j& que, essas
enzimas sdo capazes de hidrolisar as cefalosporinas de terceira geracao, sem afetar a acdo dos
carbapenémicos, fato que foi observado, uma vez que essas cepas se apresentaram sensiveis
ao meropenem e imipenem (Pereira, 2012; Paula et al., 2016; Diniz & Santos, 2019). Além
disso, conforme Aires (2017), a capsula produzida usualmente por isolados de K. pneumoniae
além de representar o principal mecanismo de viruléncia desta espécie, possui como funcgéo
neutralizar a atividade antibacteriana.

Os resultados encontrados para 0s antimicrobianos sao satisfatérios sob a Optica da
salde publica, uma vez que as bactérias aqui estudadas, em sua grande maioria,
demonstraram ser sensiveis. No entanto, do ponto de vista ecoldgico, essa sensibilidade
observada pode sinalizar para eventuais efeitos adversos a vida e a qualidade ambiental dos
ecossistemas, uma vez que esses contaminantes podem causar efeitos imediatos (toxicidade
aguda) ou toxidade croénica, sobre as comunidades de bactérias, algas, peixes e zooplancton,
gue desempenham um papel significativo no ambiente aquético (Bisognin et al., 2018; Felis et
al., 2020).
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No Gréfico 2, é possivel observar a média das ConcentracGes Inibitérias Minimas dos

metais pesados cobre e cromo frente as cepas de E. coli e K. pneumoniae.

Grafico 2. Médias das CIMs de metais pesados para as cepas de E. coli e K. pneumoniae.
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Fonte: Autores (2020).

Nota-se pelo Grafico 2, que o cobre foi metal para o qual as estirpes bacterianas de E.
coli e K. pneumoniae apresentaram menor tolerancia e ao comparar as duas espécies de
bactérias, a K. pneumoniae demonstrou maior tolerancia que a E. coli para ambos 0s metais
utilizados no estudo.

Diante do cobre, as cepas de E. coli provenientes do Rio Salgado, Lagoa do Parque
Natural Municipal das Timbalbas e Efluente bruto do IFCE — Campus Juazeiro do Norte,
apresentaram CIM inferiores a 0,49 pug/mL (Tabela 3), j& que nessa concentracdo ndo foi
observado crescimento bacteriano. Para as estirpes de E. coli advindas da &gua de
abastecimento, foi observada concentragdo inibitéria minima de 3,91 pg/mL para esse metal
pesado.

Para as cepas de K. pneumoniae Kp RS 01 e Kp EX 03 n&o foi observada atividade
microbiana frente ao Cu na menor concentracao testada no presente estudo (0,49 pug/mL). As
demais estirpes dessa espécie bacteriana demonstraram ser mais tolerantes ao cobre, com uma
cepa, a Kp EX 01, apresentando a maior CIM (31,25 pg/mL). Esses resultados de
concentracdo inibitéria minima para o cobre, de ambas as espécies bacterianas estudas, estdo
bem abaixo de alguns valores de CIM reportados para bactérias na literatura, como por
exemplo, Azam et al. (2018) com 500 pg/mL; Cardonha et al. (2004) com 250 pg/mL; Hahn
et al. (2015) com CIM variando entre 127,31 pg/mL e 891,17 pug/mL e, Gongalves & Sand
(2015) com variacéo entre 1200 pg/mL e 9600 pg/mL.
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Conforme Zampieri (2015), o cobre é um metal que esta associado a toxicidade aguda
e cronica em bactérias, e que afeta fortemente o sistema enziméatico e metabolismos celulares
essenciais. Além disso, Portugal (2015) cita que o mecanismo desse metal pesado, pode estar
relacionado com as suas alteracbes nos locais ativos de enzimas, com a mudanca da
integridade estrutural da membrana celular e com a degradagéo do DNA.

Frente ao cromo, observou-se que as estirpes de E. coli Ec RS 01, Ec PT 01 e Ec IF
01, bem como as K. pneumoniae Kp RS 01 e Kp EX 03 ndo apresentaram crescimento na
menor concentracdo testada de 0,49 pg/mL. As demais cepas de Escherichia coli obtiveram
CIM variando entre 1,95 pg/mL e 15,53 pg/mL, sendo essa a maior concentracdo inibitoria
observada para 0 cromo entre as cepas dessa espécie. Para a K. Pneumoniae notou-se que as
estirpes com maiores CIM foram as Kp IF 01 e Kp EX 01, ambas com 31,25 pug/mL. Da
mesma maneira que o cobre, esses resultados sdo inferiores aos valores de CIM para o cromo
divulgados em outros estudos, como o0s observados por Azam et al. (2018) com 125 pg/mL e
Hahn et al. (2015) com CIM variando entre 176,76 e 1060,56 pg/mL.

Segundo Zampieri (2015), o cromo é facilmente transportado através de membranas
bioldgicas, como resultado da atividade de transportadores inespecificos de fosfato ou sulfato,
quando dentro da célula, através de varias reacfes quimicas e por meio de diversos agentes
redutores o cromo pode sofrer reducdo formando cromo hexavalente que é conhecido como
um agente carcinogénico e mutagénico por ser capaz de formar ligacbes com RNA e DNA ou
proteinas e induzir mutacao.

Analisando a presenca de metais pesados no Rio Salgado, Leite et al. (2013),
observaram que as concentragdes de cromo variaram entre 0,015 e 0,765 pg/mL, enquanto
gue o cobre esteve entre 0,605 e 1,134 pug/mL. Sabié et al. (2015), também observaram cromo
e cobre no Rio Salgado, sendo essas concentracdes variando respectivamente entre 0,405 -
0,587 ug/mL e 0,595 - 0,625 pg/mL.

Alguns estudos reportam correlagdo entre tolerancia a metais pesados e resisténcia a
antimicrobianos, ja que os genes que conferem resisténcia a ambos, na maioria das vezes,
estdo localizados no mesmo plasmideo. Entdo, quando metais pesados estdo presentes no
ambiente, muitos micro-organismos desenvolvem mecanismos de resisténcia a esses
poluentes. Como as vias de resisténcia sdo iguais ou semelhantes, esses micro-organismos
tornam-se resistentes também aos antimicrobianos mesmo na auséncia desses (Hahn et al.,
2015; Kumar et al., 2019).

Para Wagner (2018), os elementos mdveis, como os plasmideos, transposons e

integrons sdo importantes no processo de resisténcia, porque possuem funcdes de replicacéo

17




Research, Society and Development, v. 9, n. 9, e404997327, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i9.7327

do genoma, bem como a facilidade de dispersdo de genes de resisténcia. Os plasmideos séo
bastante significativos nesse processo devido a sua capacidade e possibilidade da troca de
material genético entre varias bactérias, levando a resisténcia até mesmo para diferentes
géneros bacterianos. Assim, quando os genes transferidos sdo resistentes, 0 micro-organismo
pode codificar diferentes mecanismos bioquimicos a fim de impedir o0 mecanismo de acéo do
antimicrobiano.

Para o presente estudo observou-se que a cepa de K. pneumoniae Kp EX 01 que
apresentou as maiores CIM para os metais pesados cobre e cromo demonstrou resisténcia a
ceftriaxona, podendo isso est4 relacionado ndo s6 a uma possivel producdo de ESBL pela
cepa, mas também com a sua maior tolerdncia aos metais pesados como mencionado por
Hahn et al. (2015) e Kumar et al. (2019). Além disso, foi possivel observar que o perfil
sensivel das estirpes de E. coli e K. pneumoniae para 0s metais pesados, também foi
verificada para os antimicrobianos analisados, sugerindo que a sensibilidade a antimicrobiano

esta ligada & menor tolerancia ao metal pesado.

4. Considerac0es Finais

As cepas bacterianas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae isoladas de
ambientes aquaticos do Cariri Cearense, Brasil, demonstraram ser, em sua grande maioria,
sensiveis a acdo dos antimicrobianos e metais pesados utilizados nesse estudo, sendo isso
adequado sob a perspectiva da salude publica, todavia, pode-se utilizar como indicativo para
efeitos danosos sobre a microbiota aquéatica desses ambientes.

Sugere-se para futuros trabalhos a analise da capacidade dessas cepas bacterianas aqui
estudadas para formar biofilme, uma vez que a formagéo desse agregado bacteriano contribui
para a criacdo de um ambiente estavel e protegido, que tende a auxiliar o micro-organismo a
sobreviver em condi¢fes ambientais diversas, além de ser um fator determinante para a

tolerancia bacteriana aos antibioticos e metais pesados.
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