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Resumo

A &gua é um dos maiores recursos naturais que existe, apesar de estar em fase de
escassez em todo planeta. Os rios além de possuirem um carater histérico, tém
importancia socioeconémica e permitem a manutencao hidrica local. A gestao adequada
dos recursos hidricos deve ser feita de modo a assegurar que as aguas provenientes
de rios e lagos estejam préprias para banho ou consumo. Falhas apresentadas tanto no
manuseio e controlo microbiolégico da agua, quanto no uso inadequado e falta de
saneamento basico, podem contribuir para o aparecimento de doencas e comorbidades
provenientes do contacto e utilizacao dessas fontes de agua.

O presente trabalho teve como principal objetivo analisar e caracterizar a presenca de
Enterobacteriaceae produtoras de [B-lactamases de espectro alargado (ESBL), B-
lactamases do tipo AmpC e carbapenemases, nas aguas do rio Douro. Foram
analisados 92 isolados de 10 areas de colheita diferentes. As amostras de agua colhidas
foram filtradas através do método de filtracdo por membrana, sendo posteriormente
estas semeadas em meio de cultura MacConkey, MacConkey com Ampicilina,
MacConkey com Cefotaxima e MacConkey com Meropenemo. As bactérias
fermentadoras de lactose que cresceram nos meios contendo os antibiéticos foram
sujeitas a avaliacdo da suscetibilidade aos antibidticos pelo método de difusdo em Agar.
Os halos de inibicdo de crescimento apresentados no antibiograma foram analisados e
avaliados de acordo com as guidelines do EUCAST. A identificacdo das bactérias
resistentes foi realizada através do meio Chromagar Orientation e APl 20 E. Os
antibiogramas que indicaram a presenca de isolados produtores de B-lactamases do
tipo ESBL foram submetidos a testes fenotipicos e moleculares (PCR). Os isolados que
apresentaram resisténcia aos carbapenemos foram submetidos ao teste de confirmacéo
através do método de inactivagdo de carbapenemos (CIM) e também por métodos
moleculares. Dos 92 isolados analisados, 79 foram caracteristicos de
Enterobacteriaceae, apresentando 53 isoldados de E. coli, 26 pertencentes ao grupo
KESC, 12 nao identificados e 1 Pseudomonas spp. Os resultados demonstraram que
70/92 isolados apresentaram resisténcia a cefotaxima, 69/92 a ceftazidima, 39/92 a
ciprofloxacina e 21/92 ao sulfametoxazol+trimetoprim. Setenta e sete dos isolados
apresentaram caracteristica de Enterobacteriaceae multirresistente (EMDR). O total de
isolados de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL foi de 12 sendo a maioria E. coli,
apresentando resisténcia a cefotaxima e ceftazidima.

As ESBL detetadas foram do tipo CTX-M, OXA e SHV, com predominio de CTX-M com
3 variantes detetadas, CTX-M grupo 1 (7/12), CTX-M grupo 2 (1/12) e CTX-M grupo 9



(2/12). Quanto as carbapenemases, em 15 isolados foram identificadas como KPC
havendo predominéncia de outros genes do tipo CTX-M, TEM e OXA, sendo CTX-M
grupo 1 (3/15), CTX-M grupo 2 (7/15), CTX-M grupo 8 (1/15), OXA (3/15), TEM (5/15).
Alguns isolados apresentaram acumulo de genes em um Unico isolado. Na analise de
transferéncia de genes de resisténcia por conjugacao nao foi detetado nenhum isolado
gue apesentasse essa caracteristica. A presenca de bactérias produtoras de
carbapenemases nas amostras analisadas da agua do rio foi um dos resultados mais
relevantes para o estudo no ponto de vista de saude publica. Foi possivel observar que
existe uma zona no concelho de Gaia onde ocorre uma contaminacdo focal. Os
resultados também sugerem um espelhamento da colonizacao instestinal da populacao
nas aguas do rio. A presenca de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL, AmpC e
carbapenemases configura um sério problema de saude publica, pois esses isolados
sdo capazes de tornar ineficaz a atuacdo de antibiéticos contra infeccdes decorrentes
dessas bactérias. Contudo, este trabalho vem ressaltar a relevancia do impacto que a
resisténcia aos antimicrobianos pode constituir em termos de ameaca para a saude
publica e também alertar que bactérias multirresistentes fora do seu contexto fisiolégico,
indicam contaminacdo, uma vez que as mesmas, com alteracdes genéticas adquiridas,
podem criar novos riscos de infecdo com capacidade de se instalar como agente

infeccioso e disseminar-se através do meio ambiente.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae; ESBL; Carbapenemases; Controlo

Microbiologico de 4gua; Multirresisténcia aos antibidticos; B-lactamamicos.
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Abstract

Water is one of the greatest natural resources that exists, despite being in a phase of
scarcity across the planet. Rivers are the main sources of water hydric resources, in
addition to having a regional historical character, they have socioeconomic importance
in addition to allowing local water maintenance. Proper management of water resources
must be carried out to ensure that water from rivers and lakes is suitable for bathing or
drinking. Failures presented both in the handling and microbiological control of water, as
in the inadequate use and lack of basic sanitation, can contribute to the appearance of
diseases and comorbidities arising from the contact and use of these water sources. The
main objective of the present work was to analyze and characterize the presence of
Enterobacteriaceae producing extended spectrum f-lactamases (ESBL), AmpC B-
lactamases and carbapenemases, in the waters of the Douro river. Ninety-two isolates
from 10 different harvest areas were analyzed. The water samples collected were filtered
by the membrane filtration method, and subsequently seeded in MacConkey,
MacConkey with Ampicillin, MacConkey with Cefotaxime and MacConkey with
Meropenem culture medium. Lactose fermenting bacteria that grew on the media
containing the antibiotics were subjected to antibiotic susceptibility assessment by the
agar diffusion method. Growth inhibition halos shown on the antibiogram were analyzed
and evaluated according to EUCAST guidelines. The identification of resistant bacteria
was performed using Chromagar Orientation and API 20 E. Antibiograms that indicated
the presence of ESBL were submitted to phenotypic and molecular tests (PCR). Isolates
that showed resistance to carbapenems were submitted to confirmation testing using the
carbapenem inactivation method (CIM) and by molecular methods. Of the 92 isolates
analyzed, 79 were characteristic of Enterobacteriaceae, with 53 isolates were E. coli, 26
belonging to the KESC group, 12 unidentified and 1 Pseudomonas spp. The results
showed that 70/92 isolates were resistant to cefotaxime, 69/92 to ceftazidime, 39/92 to
ciprofloxacin and 21/92 to sulfamethoxazole+trimethoprim. Seventy-seven of the
isolates showed characteristics of multiresistant Enterobacteriaceae (EMDR). The total
number of ESBL-producing Enterobacteriaceae isolates was 12, the majority being E.
coli, showing resistance to cefotaxime and ceftazidime. The ESBL detected were of the
CTX-M, OXA and SHYV type, with a predominance of CTX-M with 3 variants detected,
CTX-M group 1 (7/12), CTX-M group 2 (1/12) and CTX-M group 9 (2/12). For
carbapenemases, 15 isolates were identified as KPC producer’s presence of other genes
of the CTX-M, TEM and OXA type, being CTX-M group 1 (3/15), CTX-M group 2 (7/15),
CTX-M group 8 (1/15), OXA (3/15), TEM (5/15). Some isolates showed accumulation of
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genes in a single isolate. In the analysis of conjugation resistance gene transfer, no
isolate showing this characteristic was detected. The presence of carbapenemase-
producing bacteria in the analyzed samples of river water was one of the most relevant
results for the study from the point of view of public health. It was possible to observe
that there is an area in the municipality of Gaia where there is a focal contamination. The
results also suggest a mirroring of the intestinal colonization of the population in the river
waters. The presence of ESBL, AmpC and carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae represents a serious public health problem, as these isolates can
render ineffective the action of antibiotics against infections caused by these bacteria.
However, this work emphasizes the relevance of the antimicrobial resistance can
constitute in terms of threat to public health and alerts that multiresistant bacteria outside
their physiological context, indicate contamination, since they, with acquired genetic
alterations, can create new risks of infection with the capacity to establish itself as an

infectious agent and spread through the environment.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae; ESBL; Carbapenemases; Microbiological Control

of Water; Antibiotic Multiresistance; p-lactams.
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. Introducédo

1. Agqua

1.1 Aguas fluviais e 0 meio ambiente

A 4gua, apesar de estar em fase de escassez em todo planeta, € um dos maiores
recursos naturais que existe. E considerada um dos bens mais essenciais para a vida,
sendo dever do estado garantir o direito e o acesso a 4gua potavel tanto para consumo
préprio como para fonte recreativa (1).

Os rios sao as principais fontes de recursos hidricos naturais, além de possuirem
um carater histérico regional, tém importancia socioeconémica e permite a manutencao
hidrica local (2). A gestdo adequada dos recursos hidricos deve ser feita de modo a
assegurar que as aguas provenientes de rios e lagos estejam proprias para banho ou
consumo e que mantenham suas caracteristicas fisico-quimicas, biolégicas e naturais
adequadas. Falhas apresentadas tanto no manuseio e controlo microbioldgico da agua,
guanto no uso inadequado e falta de saneamento basico, podem contribuir para o
aparecimento de doencas e comorbidades provenientes do contacto e utilizacdo dessas
fontes de agua (3).

A 4gua ndo tratada, imprépria para consumo pdés tratamento, pode trazer riscos
a salde da populacéo que vive ao redor ou as margens desses rios, se tornando veiculo
de contaminacdo por diversos agentes bioldgicos e quimicos. Microrganismos
patogénicos ou substancias quimicas presentes no meio ambiente, principalmente em
aguas fluviais, podem causar doencas como doencas de veiculagdo hidrica (4).Ha
diversas fontes de contaminacéo que sdo escoados em rios e lagos inadequadamente
como ductos clandestinos, aterros sanitarios que atingem os lengois freaticos,
agrotoxicos que séo levados através das aguas pluviais para os rios e industrias que
muitas vezes utilizam os rios para descartar seus residuos toxicos (3,4). O descarte de
residuos tanto liquidos quanto sélidos de origem industrial ou urbana afetam
significativamente a qualidade da agua de rios, impactando diretamente na
disponibilidade de recurso natural que o rio oferece e gerando um impacto ambiental
dréstico (5,6). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima-se que
25 milhdes de pessoas no mundo sdo acometidas por doengas transmitidas pela agua,
causadas principalmente por microrganismos patogénicos de origem entérica, animal

ou humana, e transmitidos basicamente pela via fecal-oral (6).
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A andlise de microrganismos fornece informacdes sobre a qualidade da 4gua e
permite identificar a presenca destes nesses ambientes, além de conseguir monitorizar
o desenvolvimento e controlar a disseminagéo bacteriana (7).

Os principais microrganismos que sdo encontrados em aguas residuais séao
provenientes de origem fecal, e grande parte deles Gram-negativos, que estdo
intimamente ligados a microbiota intestinal (8). Estes microrganismos estdo cada vez
mais presentes no meio ambiente, e devido ao ao numero alarmante de infeccdes
causadas e uso incorreto de antibidticos, muitos desenvolveram entre eles resisténcia
a diferentes classes de antibi6ticos utilizados para o tratamento das infec¢des, tornando-
se assim multirresistentes. Essa resisténcia pode ser observada principalmente em

agentes patogénicos como as Enterobacteriaceae (9).

1.2 Controlo de Qualidade de aguas fluviais

A agua é considerada fonte essencial e possui varias utilidades, desde o uso
publico, industrial e agricola a producao de energia elétrica e recreacao. A recreacao
ultimamente tem ganhado bastante espaco quanto a balneabilidade das areas de
banho, visto que tem se alertado aos riscos a saude humana pela exposicao direta a
areas contaminadas com microrganismos patogénicos causadores de doencas de
veiculacdo hidrica (5). Diante desse cenéario, fez-se necessario o aprimoramento de
tecnologias que facilitem a realizacao de analises e controlo de 4guas fluviais de modo
a detetar precocemente a presenca de microrganismos patogénicos, evitando o
aparecimento de surtos e disseminagado microbiana (6).

As doencas de veiculacdo hidrica podem ser evitadas se medidas de
saneamento forem realizadas, como colheita e tratamento de residuos, analise
periddica da 4gua, e tratamento de aguas de abastecimento. Apesar do uso inadequado
de tecnologias utilizadas por indUstrias e rede alimenticia contribuirem para o aumento
de dejetos provenientes de esgotos sanitarios e industriais no meio ambiente, o
tratamento adequado de esgoto e aguas seria a medida mais relevante e apropriada
para minimizar ou até mesmo evitar o risco a salde publica (10).

A agua possui caracteristicas fisico-quimicas por isso ndo se encontra em seu
estado puro sempre. O tratamento de agua é realizado com base nos indices permitidos
de microrganismos contidos nela, e que apds analises e procedimentos, ela deve
apresentar boa qualidade bacteriolégica e quimica (11). A principal exigéncia para se
obter a qualidade da &gua, é proteger a populacédo e que a fonte ndo seja veiculo de
contaminacdo e risco a saude humana (12). Os critérios que s&o utilizados para

assegurar a qualidade tem como objetivo prover a base para o desenvolvimento de
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acOes implementadas junto a populagéo de modo a garantir a seguranca e qualidade
do fornecimento de &4gua com redugdo a concentracdo minima de constituintes e

microrganismos que sejam nocivos a saude (12).

1.3 Controlo de Qualidade das aguas e sua legislacéo

Definicao de Controlo no &mbito de qualidade: “Conjunto de ac¢des de avaliacao
da qualidade da agua realizadas com caracter regular pela entidade responsavel pela
gestao dos recursos hidricos em sistemas naturais ou pela entidade gestora do sistema
de abastecimento de agua, do sistema de tratamento de &aguas residuais ou da
instalacdo industrial, com vista a manutencdo permanente da sua qualidade em
conformidade com a norma ou padréo estabelecido legalmente” (13).

Um dos principais requisitos para garantir a seguranca da utilizacdo das aguas
balneares é o controlo de qualidade da agua. A qualidade das aguas balneares
representa ndo somente um fator de saude publica, mas também um importante
indicador de qualidade ambiental. Devido a essas questfes, a gestdo da qualidade
destas aguas € uma preocupacao para Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA) (13).

A Diretiva 2006/7/CE, de 15 fevereiro de 2006 responsavel por regular a gestao
das aguas balneares foi transferida para Decreto-Lei n.° 135/2009, de 3 de junho,
alterado pelo Decreto-Lei n.° 113/2012, de 23 de maio, que estabelece o regime de
identificacdo, monitorizacdo e classificagcdo da qualidade das aguas balneares e de
prestacéo de informacdo ao publico sobre as mesmas, tendo como principal objetivo a
prevencao da saude humana, preservacao, protecdo e melhoria do ambiente (13).

O Decreto-Lei n.° 236/98, de 1 de agosto estabelece normas, critérios e objetivos
de qualidade com a finalidade de proteger 0 meio aquatico e melhorar a qualidade das
aguas em funcéo dos seus principais usos, definindo os requisitos a observar na
utilizacdo das aguas para os seguintes fins: dguas para consumo humano, aguas para
suporte da vida aquicola, dguas balneares e 4guas de rega; assim como as normas de
descarga das aguas residuais na agua e no solo (14). Atribui competéncias a diversas
entidades relativas e especificamente a cada um daqueles dominios, ao licenciamento,
inspecao, fiscalizacao, vigilancia, classificagdo e inventario das aguas (14).

Em Portugal a frequéncia com que se efectua a colheita de amostras varia de
acordo com a categorizacdo da agua balnear: costeira, de transicao e interior. Também
€ avaliada a pressao que é exercida sazonalmente (14).

O método de avaliacdo das amostras € baseado na classificacdo em que se é
analisada amostra por amostra. A avaliacdo da qualidade da agua surgiu com a

necessidade do cuidado da saude da populagdo de modo a prevenir 0s possiveis riscos
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gue podem ser causados por poluicdo e situacdes atipicas nas aguas. O controlo de
gualidade da 4gua € composto por um conjunto de andlises e avaliacbes com base em
critérios e parametros biolégicos e fisico-quimicos que tem por finalidade garantir a sua
gualidade, potabilidade, balneabilidade e seguranca, tanto para consumo humano
guanto para recreagao (15).

1.4 Flora bacteriana da agua

A biodiversidade presente em rios, lagos e mares € composta por uma variedade
de espécies que fazem desses ambientes seu nicho e habitat natural. Nessas aguas
sdo encontrados microrganismos da flora microbiana autdctones, que ja estao ali pré
existentes antes mesmo de qualquer tipo de tratamento aquelas aguas. As principais
bactérias pertencente a esse grupo sdo do género das Pseudomonas, Alcaligenes,

Acinetobacter, Aeromonas, Xanthomonas, Micrococus, Flavobacterium e Bacillus (16).

As bactéria heterotroficas que se alimentam de nutrientes orgéanicos oriundas de
outros seres para sobreviverem, estdo presentes em diferentes ambientes como agua,
solo e alimentos, e a contagem delas deve ser feita com a finalidade de avaliar as

condicdes higiénico sanitarias e qualidade da agua (17,18)

O controlo da flora bacteriana das aguas tem como objetivo detetar e avaliar a
presenca também de microrganismos indicadores de contaminacdo fecal como
coliformes totais, coliformes fecais e/ou Escherichia coli, Enterococcus e Pseudomonas
aeruginosa (16). Além de determinar o grau de potabilidade e balneabilidade em que a
agua analisada se encontra, pois na maioria das vezes, as bactérias comensais
presentes na flora da 4gua ndo sdo consideradas patogénicas, sem o controlo periddico
destes locais algumas delas podem atuar como microrganismos patogénicos

oportunistas (19).

20



2. Microbiota Intestinal & Colonizacao bacteriana intestinal

2.1 Barreira Intestinal humana e de mamiferos

A mucosa gastrointestinal € formada por uma superficie revestida por células
epiteliais formando uma barreira dindmica composta por conexdes intercelulares que
separam o0 ambiente externo e meio interno, impedindo assim, a passagem de
substancias nocivas, caracterizando-a como essencial para a saude humana (20,21).

A barreira intestinal é constituida por varios componentes que lhe conferem a
caracteristica de multicamada capaz de realizar diversas fun¢cdes em cada regido
especifica. A degradacdo de bactérias e antigénios pelo acido gastrico e suco
pancreético por exemplo, ocorre no Ilumen intestinal, suscitando a inibicdo de
colonizacdo de agentes patogénicos através das bactérias comensais pela producéo de
substancias antimicrobianas (22). O microambiente do epitélio, consiste numa camada
de 4gua e uma camada de muco que impede a adesdo de bactérias, e contém
substancias antimicrobianas secretadas pelas células de Paneth e IgA pelos
enterdcitos. Abaixo dessas camadas ha células epiteliais que formam ligacdes homo e
heterotipicas de dominios extracelulares de proteinas (22).

As células epiteliais intestinais (IECs) também séo responsaveis pela absorcdo
de nutrientes e eletrélitos que provém do organismo, atuando como uma barreira
semipermedavel e seletiva as diversas substancias (21). Além disso, sdo responsaveis
pela manutencédo da homeostase do tecido (23).

A barreira intestinal funciona como um sistema que atua coordenadamente intra
e extracelularmente, de modo a impedir a passagem de toxinas, ou componentes
microbianos que venham afetar a barreira epitelial, preservando concomitantemente o
seu desenvolvimento, a atuagdo do sistema imunoldgico, o desenvolvimento da
microbiota intestinal e o balanceamento da tolerdncia aos antigénios (21). Qualquer
interferéncia nos mecanismos de defesa da fungdo da barreira podem fomentar a
propagacao de respostas imunes inadequadas gerando instabilidades ao organismo
(21,24,25).
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2.2 A influéncia da Microbiota Intestinal

A microbiota intestinal € composta por uma diversidade de bactérias que
influenciam diretamente a sadde do hospedeiro. Estima-se que ha presente cerca de
500 a 1000 espécies variaveis de bactérias em todo intestino humano, as quais
desenvolvem interacdes junto ao hospedeiro contribuindo para a maturacdo do sistema
imunoldgico (26). Esta relacao inicia-se desde o nascimento até a formagao de multiplas
colénias microbianas que induzem ao recrutamento de inUmeras células, contribuindo
junto ao epitélio intestinal a construgdo de uma barreira capaz de limitar os

microrganismos dentro do limen intestinal (27).

A microbiota intestinal saudavel e ativa é o principal motor para uma regulacao
imuno fisiolégica no intestino. A microbiota saudavel, como dito anteriormente,
desenvolve uma barreira impedindo a invasdo por microrganismos patogénicos,

potencializando os mecanismos de defesa do organismo (28,29).

As bactérias simbitticas além de proporcionarem beneficios metabdlicos ao
organismo, promovem a homeostase, a resposta imunolégica e a protecdo a
colonizacdo por organismos patogénicos (30). Os organismos patogénicos criam
diversas estratégias para suscitar sua proliferacdo dentro da microbiota intestinal, e
essas alteracdes, sejam por fatores externos ou genéticos, podem fomentar a infecao

causando o desenvolvimento de doencas inflamatorias (31).

2.3 Colonizacdo instestinal em termos de bactérias resistentes aos

antibioticos

E sabido que a microbiota intestinal € composta por diferentes espécies de
bactérias as quais pertencem a quatro filos especificos: Bacteroides, Firmicutes,
Proteobactéria e Actinobactéria. Fazem parte destes grupos espécies como Clostridium,
Lactobacillus, Estreptococos e varias outras Bacteroides que abrangem B. fragilis, B.
ovatus (26). As demais bactérias intestinais representam menos de 10% da populacéo
bacteriana, e estas pertencem ao género Proteobacteria, da qual faz parte a Escherichia
coli, Actinobacteria, que inclui a Bifidobacterium, Fusobactéria, Verrucomicrobia e
Cianobactéria. E importante ressaltar que a microbiota pode variar significativamente de
individuo para individuo, ocasionando mudancgas relevantes de acordo com fatores

intrinsecos e extrinsecos (32).
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As Enterobacteriaceae possuem uma grande suscetibilidade aos antibiéticos -
lactamicos e nao [B-lactamico. Nos ultimos anos as Enterobacteriaceae tém sido
apontadas como a principal familia resistente a essas classes de antibidticos (18). A
percentagem de Klebsiella pneumoniae resistente a agentes B-lactdmicos tem
aumentado gradativamente. A E. coli também tem estado constantemente presente
nesse cenario de bactérias resistentes. Apesar de ser um agente comensal intestinal,
guando adquirido fatores de viruléncia, alguns clones de E. coli acabam por se tornar
agentes patogénicos extraintestinais (EXPEC), que sdo 0s principais responsaveis por
infecdes graves e surtos mundialmente (33).

Ha diversos fatores que influenciam e impactam no equilibrio da microbiota
intestinal e um dos principais dele é o uso de antibiético. O desequilibrio da microbiota
pode induzir um ambiente pré-inflamatério acarretando o desenvolvimento de
inflamacbes intestinais crénicas em individuos susceptiveis (34). Friswell e
colaboradores (2010) revelaram que no processo de inflamacdo, ha um aumento no
namero de bactérias nocivas nas quais estao presentes as estirpes de Escherichia coli
e uma diminuicdo no namero e na biodiversidade de Firmicutes e Bacteroides (35).
Estas bactérias sdo encontradas no lumen intestinal e estabelecem variadas relacdes
com o hospedeiro de modo a atuar na preservacao imunitaria da barreira, integridade,
motilidade intestinal e absor¢cdo de nutrientes. Em condicbes normais, o hospedeiro
estabelece uma relacdo de simbiose com esses microrganismos, mas essa relacao
pode sofrer alteracdo caso haja algum desequilibrio dessas espécies comensais e
espécies patogénicas (35). A dishiose € um exemplo desse desequilibrio, que pode vir
a acarretar o crescimento e colonizacéo intestinal por microrganismos patogénicos.

A disseminacdo de bactérias e genes que codificam caracteristicas de
resisténcia aos antibioticos e fatores de viruléncia contribuem para um cenario
preocupante, uma vez que influencia diretamente a salde humana podendo gerar
graves danos e consequentemente contaminagcdo ambiental favorecendo a

disseminacao de bactérias multirresistentes no meio ambiente (36,37).

23



3. Enterobacteriaceae encontradas na agua

3.1 Principais géneros da familia Enterobacteriaceae encontrados no
estudo

As Enterobacteriaceae sdo uma familia caracterizada por serem bacilos Gram-
negativos e estarem presentes na flora intestinal de humanos e animais, uma vez que
as bactérias pertencentes a essa familia sdo as principais colonizadoras do trato
gastrointestinal. Em sua maioria sdo aerobios e anaerobios facultativos, podendo ser
imovel ou movel devido a presenca de flagelos peritricos. Possuem também como
particularidades serem fermentadores de glucose, produtores de catalase, nédo
produtores da citocromo C oxidase e sdo capazes de reduzir 0s nitratos a nitritos
(38,39).

Bactérias presentes nessa familia, apesar de pertecerem a microbiota instestinal
normal de humanos e animais, podem atuar como agentes de infecdo e causar danos

a saude do homem tanto em ambientes hospitalares quanto na comunidade (37,40).

Ha diversos meios e andlises bioquimicas para realizar a identificacdo e a
diferenciacdo de géneros e espécies pertencentes a essa familia, jA que as bactérias
incluidas nela séo de facil cultivo e ndo necessitam de muitos suplementos para seu
crescimento tanto em meio liquido ou sélido (18,39,41). As bactérias pertencentes a
familia Enterobacteriaceae sdo consideradas bactérias detetadas mais frequentemente

em processos infecciosos (18).

A principal bactéria representante dessa familia € Escherichia coli por
desempenhar papéis importantes para a manutencdo do equilibrio e homeostase
intestinal, além de promover e preservar a flora microbiana. Além dela ha também a
presenca de outras bactérias que desenvolvem atuagfes como agentes infecciosos no
organismo humano e animal e tém bastante relevancia clinica, como: Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Salmonella spp, Citrobacter, Serratia, Shigella, Yersinia

e Enterobacter cloacae (42).

Quanto a suscetibilidade aos antibidticos, no geral as bactérias pertencentes a
familia das Enterobacteriaceae sao suscetiveis a antibioticos B-lactamicos e nao B-
lactamicos. S&o sensiveis a ampicilina, cefalosporina, tetraciclinas, aminoglicosideos,
cloranfenicol, dentre outros, variando conforme a espécie. Devido ao uso indiscriminado

desses farmacos, tem se alastrado cada vez mais o desenvolvimento de resisténcia aos
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antimicrobianos por parte dessas bactérias, principalmente para as produtoras de B-

lactamases de espectro estendido (ESBL) e carbapenemases (41-43).

3.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli é caracterizada por ser uma bactéria Gram-negativa anaerébia
facultativa pertencente a familia das Enterobacteriaceae e estar presente em todo trato
gastrointestinal (TGI) de individuos saudaveis, além de ser considerada o principal

indicador de contaminacao fecal (44).

E também responsavel por causar infecgdes intestinais, no trato geniturinario e

septicemia tanto em ambiente hospitalar quanto na comunidade (45).

Existem cinco diferentes pat6tipos de E. coli das quais cada uma delas possui
suas caracteristicas de viruléncia: enteropatogénica (EPEC), enteroinvasivas (EIEC),
enterohemorragicas (EHEC), enteroagregativa (EAEC) e enterotoxigénicas (ETEC).
Todas essas estirpes expressam toxinas capazes de causar efeitos patogénicos nas

células hospedeiras (44).

A E. coli aderente-invasiva (AIEC) possui propriedades agressivas ao
hospedeiro, uma vez que consegue invadir e aderir as células epiteliais intestinais. Sao
patogénicas e colonizam lesdes nas porc¢oes ileais de pacientes. A adesao bacteriana
€ 0 primeiro passo para que seja iniciado o processo de colonizacdo do epitélio
intestinal, pois dessa forma ha maior resisténcia das bactérias ao deslocamento

mecénico ocasionado pela mobilidade das vilosidades do intestino (46).

E. coli é considerada um organismo patogénico que tanto pode causar doencas
diarreicas, como é o caso de algumas estirpes patogénicas intraintestinais, mas também
pode causar infe¢gfes extraintestinais como as E. coli extraintestinais (EXPEC), que séo
consideradas uma das principais causadoras de infe¢des no trato urinario (ITU), do

sistema nervoso central (SNC) e tecidos moles (9).

A bactéria possui diferentes genes de fatores de viruléncia que podem ser
adquidridos ao longo do tempo presentes em seu cromossoma ou nos elementos
genéticos moveis (40,47). Esses genes facilitam a aderéncia e a infegdo da bactéria no
organismo do hospedeiro. Os principais fatores de viruléncia da bactéria séo a produgéo
de toxinas, invasinas, seus lipopolissacarideos, cdapsulas, adesinas e outros.
Adicionalmente, a presenca de fimbrias e de outras estruturas relacionadas

desempenham um papel importante na viruléncia da bactéria. Para além disso, por
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apresentar uma estrutura antigénica capsular, flagelar e somatica, E. coli é facilmente

classificada como E. coli extraintestinal patogénica (36,45).

Devido ao numero alarmante de infec¢des extraintestinais por E. coli, muitas
desenvolveram entre elas resisténcia a diferentes classes de antibiéticos utilizados para
o tratamento das infecgOes, e essa resisténcia pode ser observada principalmente em
agentes patogénicos como as Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamase de
espectro alargado (ESBL) e algumas B-lactamases de classe C (AmpC) (44,48).

7

A B-lactamase mais comum na E. coli € a plasmidica, TEM-1, que é
caracterizada por condicionar alta resisténcia as penicilinas hidrolisaveis, como
ampicilina e amoxicilina (48). Sua caracteristica em meio MacConkey é bastante
especifica, apresentando col6nias uniformes e secas de coloragcdo rosada como mostra

a figura abaixo.

Figura 1: Imagem da cultura bacteriana de E. coli em meio MacConkey Agar
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3.1.2 Klebsiella

Klebsiella pneumoniae € uma das espécies mais reconhecida como agente
principal da pneumonia descrita por Carl Friedlander em 1882, sendo também mais
frequentemente detetada em quadros de infe¢do no intestino humano (49). Esta entre
as estirpes mais patogénicas comuns no mundo e uma das principais responsaveis por

causar sepsis neonatal (49).

Além de causar pneumonia lobar e em casos mais graves levar a quadros de
necrose nos lobos pulmonares, ocasionalmente pode estar associada a infe¢cdes no

trato urinario de pacientes, provocando endocardites e outras infe¢cdes oportunistas (50).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a Klebsiella
pneumoniae tem sido considerada uma estirpe que apresenta grande risco para a salde
publica, uma vez que suas caracteristicas de multirresisténcia a antibioticos tém
provocado altos indices de persisténcia em infecdes e mortes (49). Sua caracteristica
fenotipica é bastante particular, sdo produtoras de colénias com aspeto mucéide em
meio MacConkey, produtoras de urease e sao imdveis como apresentado na figura 2
abaixo. Apresenta resisténcia aos B-Lactadmicos devido a presenga da [B-lactamase

SHV-1, ressaltando sua resisténcia a ampicilina e amoxicilina (51,52).

Figura 2: Imagem da cultura bacteriana de Klebsiella em meio MacConkey Agar
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3.1.3 Enterobacter

O género Enterobacter antes classificado como Aerobacter é constituido por
varias espécies, sendo a principal delas Enterobacter cloacae. O Enterobacter nao é
considerado um agente de infecdo priméaria apesar de estar incluido na lista dos
microrganismos patogénicos mais comuns capazes de produzir uma variedade de
infecdes (53). Esses microrganismos sdo moveis e capazes de colonizar a mucosa de
mamiferos. Estdo presentes na flora humana principalmente de pacientes
hospitalizados. S&o capazes de colonizar o trato respiratorio, a pele, o trato urinario e
também o trato gastrointestinal (54).

Dentre as espécies mais patogénicas, destacam-se Enterobacter cloacae e
Enterobacter aerogenes, pois ambas estdo associados a surtos de infe¢cdes hospitalares
por acesso venoso e outras mais infecdes em ambiente hospitalar (55).

Espécies pertencentes a esse grupo sdo resistentes a diversos antibidticos
incluindo cefalosporinas de terceira geracdo (55). Sua identificacdo através do seu
crescimento em cultura no meio MacConkey nao é totalmente percetivel, uma vez que
pode ser confundida com outra espécie. Sa0 necessarios testes bioquimicos

complementares que comprovem a identificacdo de Enterobacter (54).

Figura 3: Imagem da cultura bacteriana Enterobacter em meio MacConkey Agar
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4 Resisténcia aos Antimicrobianos

4.1 Bactérias e sua resisténcia aos antibiéticos

O frequente uso indiscriminado de antibiéticos em ambientes hospitalares e na
comunidade tem sido alvo de constantes notificagdes na comunidade cientifica, uma
vez que bactérias resistentes tém aparecido no meio ambiente principalmente em
ambientes aquaticos, que acabam por constituir a principal via de de disseminacao de
resisténcia bacteriana para a comunidade que vive ao redor (56). As bactérias presentes
nesses ambientes podem configurar um reservatorio de resisténcia aos antimicrobianos
além de criar um meio de propagacéao e desenvolvimento de novos genes de resisténcia
(57,58).

Atualmente tem se observado um ndmero crescente de microrganismos
resistentes a uma ou mais classes de antibiéticos, assim como aqueles que apresentam
prefil de resisténcia como as produtoras de B-lactamase de espectro estendido (ESBL),
as [B-lactamase produtoras de AmpC e aquelas que apresentam resisténcia aos
carbapenemos. Essas bactérias sdo encontradas frequentemente em ambientes
hospitalares, mas também em niveis crescentes ha comunidade e no meio ambiente
(59).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana sdo multiplos e podem ser transferidos
entre populacBes bacterianas por conjugacdo. A gradual prevaléncia de bactérias
multirresistentes normalmente é associada a um elemento extra cromossémico ou
plasmideo que pode ser transferido entre bactérias da mesma espécie ou de espécies
diferentes (60).

Considerando o progresso da resisténcia aos antibiéticos, cada bactéria de
acordo com a sua classificacdo, apresenta diferentes mecanismos de resisténcia, tais
como: modificagcdo ou destruicdo enzimética do farmaco; alteragdes nas moléculas alvo
dos antibitticos, producado de outras moléculas alvo que ndo séo inibidas pelo antibiético

enquanto se mantém a producgéo de moléculas alvo originais (61).

Com a introducéo dos antibiéticos 3-lactamicos, a resisténcia a estes se tornou
um grande problema clinico para a comunidade cientifica, ja que se configurava a
transferéncia por plasmideo de genes de resisténcia que codificam [3-lactamases do tipo
(TEM) e (SHV). Mais para a frente, com a introducdo das cefalosporinas de terceira

geracao, pode-se perceber a disseminacdo dos genes codificados de TEM e SHV pela
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Escherichia coli, ressaltando a producéo de 3-lactamases de espectro alargado (ESBL)
sendo capaz de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de terceira geragao (ceftazidima -
cefalosporinas de largo espectro) e monobactamicos, sendo estas [R-lactamases
inibidas pelo &cido clavulanico (33).

Em seguida, surgiram as enzimas do tipo CTX-M que possuem atividade
hidrolitica alargada para a cefotaxima quando comparada com a ceftazidima. Diversos
microrganismos que produzem essas enzimas séo caracterizados como sendo 0s mais
prevalentes nos ultimos anos em diferentes partes do mundo, concentrando-se
principalmente na Europa e na América do Sul. Novas variantes da CTX-M ja podem
ser observadas com elevada atividade para ambos antibi6ticos, como, por exemplo a
CTX-M-15, CTX-M14, CTX-M-32 que possuem ampla presenca em ambiente hospitalar
(33,62).

Cada bactéria que traz consigo resisténcia a antibiéticos, tem por si sé
caracteristicas intrinsecas que definem sua interacdo com o hospedeiro. Com esse
recorte e tendo em vista a presenca de bactérias multirresistentes no meio ambiente e
principalmente nas aguas de rios, torna-se interessante avaliar a resisténcia aos
antibioticos em bactérias oriundas da agua do rio Douro, dado o risco que pode

representar para populacéo (57).

4.2 Antibidticos B-lactamicos

Os antibiéticos sdo considerados compostos naturais, quando produzidos por
fungos, bactérias ou sintéticos e sao capazes de interferir no crescimento bacteriano ou
levar a morte desses microrganismos. Sao denominados bactericidas quando causam
a morte de bactérias, e bacteriostaticos quando conseguem inibir apenas o seu

crescimento (63).

O primeiro antibiético descoberto foi a penicilina em 1928 por Alexander Fleming.
Foi o primeiro 3-lactamico desenvolvido e introduzido na terapéutica em humanos em
1940 (64).

Os antibiéticos 3-lactamicos sdo considerados a primeira escolha de tratamento
de infecdes, sendo a classe de antibiéticos mais utilizada em todo mundo devido ao seu
amplo espectro de acéo e baixa toxicidade para o individuo (64,65). S&o constituidos
por um anel R-lactdmico que representa a por¢do ativa do farmaco, responsével pela

acdo antibiética como apresentado na figura abaixo, contendo trés atomos de carbono
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e um de azoto com radicais (65,66). S&o subdivididos em quatro grupos: penicilinas,
cefalosporinas até a 52 geragdo, monobactamos e carbapenemos (65,67).

Figura 4: Estrutura quimica de um antibiético R-lactamico (evidenciando o anel R-lactamico)
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O principal mecanismo de acéo dos antibiéticos R-lactamicos consiste em inibir
a montagem das cadeias de peptidoglicano que formam a parede celular das bactérias,
atuando entdo na inativacaol/inibicdo da sintese da parede celular bacteriana. Sao
antibioticos comumente utilizados para o tratamento de infecdes graves e infecdes

hospitalares (68).

Os antibidticos oxiimino-R-lactamicos compreendem a cefuroxima
(cefalosporinas de 22 geracdo), 32 geracdo (cefotaxima e ceftazidima), 4% geracdo
(cefepime) e o monobactamico (aztreonam) caracterizado por apresentar um radical
oxiimino ligado ao anel B-lactamico, esse radical confere a molécula a capacidade de
resistir aos mecanismos de resisténcia da bactéria como sejam alguns tipos de B3-
lactamases. S&o amplamente utilizados no tratamento de infe¢cdes graves em ambiente
hospitalar (65,69).
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Figura 5: Estruturas quimicas dos antibioticos
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4.2.1 Principais classes de antibiéticos 3-lactamicos

Tabela 1: Principais classes de antibiticos B-lactamicos

Penicilinas

Esta classe de antibioticos € utilizada no tratamento de pneumonias, sinusites, faringites, infecdes
cutaneas, meningites bacterianas, infecdes do aparelho reprodutor, endocardites e profilaxias (64).

Aminopenicilinas

Benzilpenicilinas

Ampicilina
Amoxicilina

Penicilina G
Penicilina V

Penicilinas Penicilinas de
resistentes as | amplo
penicilinases espectro
Oxacilina Ticarcilina
Meticilina Piperacilina

R=— C——NH

COOH

Cefalosporinas

Subdividida em 5 categorias (70).

l2geracdo

Alta atividade
contra cocos
Gram-positivos.
Comumente
utilizadas em
infecgdes néo
complicadas de
pele e de tecidos
moles, provocadas
habitualmente por
Staphyilococcus e
Streptococcus.
Cefalotina,
Cefazolina,
Cefalexina e
Cefadroxila

2%geracéo

Sao ativas contra
cocos Gram-
positivos

Alguns bacilos
Gram-negativos.
cefoxitina,
cefuroxima e
cefaclor

3?geracédo
Sdo mais
potentes contra
bacilos Gram-
negativos tém
elevada
atividade
antimicrobiana
superior contra
Streptococcus
pneumoniae,
Streptococcus
pyogenes.
ceftazidima, a
cefotaxima e
ceftriaxona

42geracéo

Elavada acéo a
bactérias Gram-
negativas, e
apresentam
atividade contra
cocos gram-
positivos e sdo
resistentes as
B- lactamases.
cefepime

Monobactamicos

Caracterizado por apresentar um radical oxiimino ligado ao anel R-lactdmico. Possui atividade bactericida e
atua de forma similar as penicilinas e cefalosporinas, interferindo na sintese da parede bacteriana (70,71).

Aztreonam

Principal acao € a inibi¢cdo de bactérias Gram-negativas. Utilizado em quadros
de bacteremia, osteomielite e infec¢fes da pele. Também utilizado

s

{ W/NHZ
N
N—=
o] o]
o

principalmente para o tratamento de infe¢es do trato urinério, infe¢cdes cn
ZH . ~ . ;. o
pélvicas e infe¢des respiratoria. oH )

2
o “SO4H

z

Carbapenemos

Sao antibidticos de Ultima escolha por serem farmacos de amplo espectro e podem ser utilizados no
tratamento de infe¢des infe¢cdes causadas por organismos multirresistentes (71).

Meropenemo, doripenemo, ertapenemo e imipenemo R
O meropenemo € comumente utilizado contra bactérias Gram-negativas, ja 0
imipenemo apresenta atividade um pouco mais elevada contra Gram-
positivos.

o—~o
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4.3 B-lactamases

As B-lactamases sdo enzimas com caracteristicas complexas encontradas no
meio extracelular de bactérias Gram-positivas ou no espaco periplasmatico de bactérias
Gram-negativas. Seus genes podem variar conforme sua acao hidrolitica frente as
diferentes classes de antibiéticos B-lactamicos (BL) e também de acordo com sua
composicdo nucleotidica (72,73). Os genes codificadores dessas enzimas sé&o
encontrados no cromossoma bacteriano ou em plasmideos, que muitas vezes permitem
gue estes sejam transferidos entre espécies. Os plasmideos replicam-se de foma
independente do cromossoma e podem ser transferidos por conjugacdo, de uma
bactéria para outra. Além deste mecanismo de transferéncia, as bactérias também tém
a capacidade de transferir seu material genético através da transducéo e transformacao
(65).

As B-lactamases séo classificadas com base molecular (classe A a D) e com
base funcional e bioquimica (Grupo | a IV). A classificacido com base molecular esta
voltada para a composicdo nucleotidica dos genes e seus aminoacidos. J4 a
classificacdo funcional esta direcionada as caracteristicas funcionais das enzimas
(73,74). A tabela abaixo apresenta as diferentes classificacdes das B-lactamases de
acordo com a sua classe molecular e seus respectivos substratos e sensibilidade aos

inibidores das B-lactamases (74).

Tabela 2: Principais classes e grupos das B-lactamases

Classes Grupos Funcdo Hidrolitica
A Il Penicilinas e Cefalosporinas
B Il Carbapenemos
C I Cefalosporinas
D - Penicilinas e Cloxacilina
- v Penicilinases de
Pseudomonas estirpecia
Fonte: (74)
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Tabela 3: Classificagdo por grupo funcional e molecular das B-lactamases

Classificacéo por grupo Classificacdo molecular B-lactamases
funcional
1 C Escherichia coli,
AmpC,
P99, ACT-1, CMY-2, FOX-1,
MIR-1, DHA-1
le C GC1, CMY-37, SRT-1
2a A PC1 e outras Staphylococcus

penicilinases

2b A TEM-1, TEM-2, SHV-1
2be A ESBLs: TEM-3, SHV-2, CTX-M-
15, PER-1, VEB-
1, SFO-1
2br A IRTs: TEM-30, SHV-10, SHV-49
2ber A CMTs: TEM-50, TEM.68, TEM-
121
2c A PSE-1, CARB-3
2ce A RTG-4
2d D OXA-1, OXA-10
2de D ESBLs: OXA-11, OXA-
15, OXA-18
2df D OXA-23, OXA-48
2e A Estirpe
2f A KPC-2, GES-2, SME-1,
IMI-1, NMC-A, OXA-40
3a B1 IMP-1, NDM-1, VIM-1,
CcrA, Be-ll, IND-1
B3 L1, CAU-1, GOB-1,
FEZ-1
3b B3 CphA, Sfh-1

Fonte: (74)

As B-lactamases sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactamico de
diferentes classes de antibibticos principalmente penicilinas e cefalosporinas. Essas
enzimas possuem afinidades hidroliticas que variam conforme seus genes
codificadores, destacando-se entre elas as penicilinases, cefalosporinases (AmpC),
ESBL e carbapenemases (71,75). Bactérias produtoras de B-lactamases podem ser
encontradas na familia das Enterobacteriaceae, Vibrio cholearae, Pseudomonas

aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, e em algumas bactérias anaerébias (76).
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Os principais tipos de B-lactamases sédo as do tipo CTX-M, TEM, SHV, OXA,
KPC, CMY e as Metallo-B-lactamases (NDM, VIM e IMP). Ha outros tipos de -
lactamases, mas estas sao as mais comumente detetadas e algumas delas mantém sua
capacidade hidrolitica intacta como as CTX-M e as KPC. As outras podem variar essa
capacidade como algumas TEM (TEM-1 e TEM-52) que s&o penicilinases e
carbapenemases respectivamente, e outras OXA (73,74).

O principal mecanismo de resisténcia aos antibibticos B-lactamicos é a producao
de B-lactamases por parte dessas bactérias. As B-lactamases ao hidrolisarem o anel
B-lactamico dos BL acabam por inativa-lo impedindo que estes se liguem as proteinas

de ligacé@o a penicilina (PBPSs) (74).

4.3.1 pB-lactamases de espectro estendido (ESBL)

As Extend Spectrum [B-lactamases (ESBL) que traduzido para o portugués, B-
lactamases de espectro alargado recebem essa denominagdo por possuirem a
capacidade de hidrolisar o anel B-lactamico presente nos antibiéticos oxiimino-p-
lactamicos como as cefalosporinas de terceira, quarta e quinta geracao e o aztreonam,
inibindo a atuagao destes farmacos. Os principais inibidores de B-lactamase sdo o
tazobactam, sulbactam e o mais conhecido e utilizado é o acido clavulanico. Esses
farmacos possuem a estrutura molecular semelhante a penicilina, mas sua cadeia lateral
€ modificada tornando-se bloqueadores de B-lactamases e com isso promovendo sua
inibicdo (77,78). As ESBL conferem resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e aos

monobactamos e ndo atuam sobre os carbapenemos e cefamicinas (78,79).

Os principais tipos de ESBL sao das familias CTX-M, TEM e SHV. Sao os mais
presentes no meio ambiente e ambiente hospitalar (77,78). Além do aumento da
resisténcia aos antibioticos, ha também o aumento da disseminagédo de isolados
produtores de ESBL principalmente da familia CTX-M que contribui para essa
resisténcia. Esses isolados sdo caracterizados por possuirem grande capacidade de
hidrolisar a cefotaxima quando comparado com a ceftazidima e foram encontrados em
bactérias como Klebsiella pneumoniae e atualmente mais frequentemente em E. coli.
As ESBLs do tipo CTX-M causam grande preocupagdo na comunidade cientifica, uma
vez que estdo associadas a clones multirresistentes de Enterobacteriaceae (80,81). As
B-lactamases CTX-M-15 e CTX-M-14 s&o as mais frequentes e associadas a clones de
E. coli. H4 evidéncias cientificas que comprovam que esse aumento de resisténcia

também se da devido a propagacédo de um clone especifico da E. coli, E. coli ST 131
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(62,81). Muitos autores esmiligam as caracteristicas intrinsecas desse clone, de modo
a encontrar fundamentos que ratifiguem o sucesso da atuacao dele, tanto para dados
epidemiolégicos quanto microbioldgicos (62,82,83).

As bactérias produtoras de ESBL podem ser detetadas laboratorialmente através
da presenca do sinergismo caracteristico das ESBL. Caso esse sinergismo ndo seja
visivelmente observado, pode-se realizar o teste utilizando um disco contendo
antibiéticos oxiimino-B-lactamicos principalmente cefotaxima ou ceftazidima acrescido
de acido clavulanico e compara-lo com um disco contendo apenas um antibiético
oximino-B-lactamico (cefotaxima ou ceftazidima). Se for detetada a presenca de um
aumento do halo de inibicAo maior de 5mm, conforme os padrbes do EUCAST, o
resultado é considerado positivo para para produtoras de ESBL (84,85).

4.3.2 B-lactamases tipo AmpC

Quando se trata das B-lactamases do tipo AmpC, essas hidrolisam as
penicilinas, e as cefalosporinas até a terceira geracao, exceto o cefepime, que € uma
cefalosporina de quarta geragdo que possui mais estabilidade frente as AmpCs e néo
sdo inibidas pelos inibidores de B-lactamases. As B-lactamases AmpC séo codificadas
por genes de origem cromossomica denominados AmpC: blacwy, blaact, blaiar, blamr,
blarox, blamox, blapna, blaacc, blagi. O grupo de bactérias que possuem a caracteristica
de produtoras de AmpC é conhecido pela mnemaonica MYSPACE (Morganella, Yersinia,
Proteus, Providencia, Aeromonas, Citrobacter e Enterobacter), que quando expostas
aos farmacos das classes acima citadas, podem produzir a enzima e evidenciar

resisténcia a esses antibiéticos (79).

As B-lactamases do tipo AmpC tém por caracteristica ser cromossémica em
algumas espécies de bactérias como em Enterobacter spp., Citrobacter freundii,
Morganella morganii, Providencia stuartii, Providencia rettgeri, Pseudomonas
aeruginosa. Estas enzimas podem ser produzidas tanto por genes cromossomicos ou
plasmidicos. Os genes AmpC plasmidicos provém dos genes cromossémicos de
diferentes espécies da familia Enterobacteriaceae que foram mobilizados para
plasmideos facilitando a disseminacao (86). Estdo localizados em integrdes de classe |
em plasmideos os quais determinam a resisténcia a outros antibiéticos como as
guinolonas, aminoglicosideos e cloranfenicol. Estes genes disseminam-se rapidamente

através de transmissao horizontal e as estirpes produtoras de AmpC plasmidica sédo
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multirresistentes e encontram-se difundidas tanto em meio hospitalar como também no

meio ambiente (74).

4.3.3 Carbapenemases

Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemase (CPE) atualmente sé&o
encontradas frequentemente em ambientes hospitalares e na comunidade espalhadas
por todo mundo (38). Klebsiella pneumoniae produtora de KPC foi a primeira a surgir e
a se difundir mundialmente, se tornando endémica em paises como Israel, Grécia, Italia
e Estados Unidos (43,87). Recentemente, estudos evidenciaram que a
Enterobacteriaceae produtora de NDM e Klebsiella pneumoniae produtora de OXA-48
estdo sendo disseminadas no Sul da Asia e no Norte da Africa, respectivamente. Os
isolados que as produzem geralmente sao resistentes a todos os B-lactamicos, incluindo

carbapenemos e outras classes (67,85).

As carbapenemases sdo enzimas que conferem resisténcia aos antibidticos
carbapenemos e estdo presentes em bactérias Gram-negativas. Podem ser
subdivididas em carbapenemases de classe A, Metalo-B-lactamases (NDM) e
Oxacilinases de classe D (OXA) (38,88,89). As carbapenemases de classe A séo
enzimas como a KPC, NMC e SME, que sao consideradas serino-carbapenemases, que
tém por caracteristica hidrolisar diversos antibiéticos, incluindo carbapenemos,
penicilinas, ceflasporinas e o aztreonam. A KPC ¢ a principal carbapenemase presente
nesse grupo, além de possuir uma alta capacidade de disseminacdo devido aos seus
componentes moveis de resisténcia e localizacdo plasmidica, tém a capacidade de

hidrolisar ndo somente o meropenemo como o imipenemo (59,67,90,91).

A Metalo-B-lactamase (NDM) é conhecida nominalmente como metalo-B-
lactamase de Nova Delhi. E uma B-lactamase classe B, capaz de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas e carbapenemos mas nao hidrolisa monobactamicos como o aztreonam.
Recebe esse nome pois sua primeira apari¢do foi em bactérias como K. pneumoniae e
E. coli produtoras de NDM em um paciente indiano hospitalizado por infecdo de ferida
gue obteve em Nova Delhi em 2008 (38,92). Atualmente as subclasses de genes mais
conhecidas das MBLs sdo: IMP, VIM, SPM, e GIM, sendo IMP e VIM as mais
frequentemente encontradas globalmente, especialmente em bactérias pertencentes a
familia das Enterobacteriaceae e Pseudomonas aeruginosa. As MBL adquiridas séo
codificadas por genes localizados em integrdes que podem estar no cromossoma,

plasmideos ou transposdes (92,93).
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As oxacilinases de classe D s&o um grupo bastante diverso de B-lactamases que
conferem resisténcia as cefalosporinas, monobactamos, penicilinas e carbapenemos,
sendo que apenas algumas delas possuem a capacidade de hidrolisar carbapenemos.
Dentre as Enterobacteriaceae, o gene OXA-48 é um dos principais identificado em
Klebsiella pneumoniae com elevada agéo contra os carbapenemos (38). O gene OXA-
48 é geralmente codificado num plasmideo e pode se disseminar para outras espécies
de Enterobacteriaceae, freqientemente também produz uma B-lactamase de espectro
alargado. Esses isolados s&o resistentes a todos os [-lactamicos, incluindo as
cefalosporinas (94,95).

4.4 Antibidticos nao B-lactamicos

Os antibidticos nao B-lactamicos apesar de em sua maioria serem utilizados
como segunda escolha para tratamento, possuem tanta relevancia quanto os [-
lactamicos. No que concerne as Enterobacteriaceae, ha diversas classes de antibidticos
nao B-lactamicos utilizadas na terapéutica contra bactérias pertencentes a essa familia,
como por exemplo as fluroquinolonas (ciprofloxacina e levofloxacina), tetracilinas,
fenicois (cloranfenicol), 4cidos fosfénicos (fosfomicina), aminoglicosideos (fosfomicina,
netilmicina, gentamicina), sulfonamidas (sulfametoxazol) e nitrofuranos (nitrofurantoina)
(96).

As fluroquinolas séo a principal classe de antibidticos nao B-lactamicos escolhida
para tratamento principalmente quando ha resisténcia aos antibidticos B-lactamicos.
Isso se da devido ao amplo espectro de acao desse grupo e sua baixa toxicidade (97).
Em casos em que ha presenca de bactérias multirresistentes (MDR), ou seja, bactérias
resistentes a diversas classes de antibiéticos, sejam eles B-lactdmicos ou nao [3-
lactamicos, isso acaba tornando dificil a escolha de outras vias de tratamento. Os
aminoglicosideos se tornaram entdo a segunda alternativa para terapéutica em quadro
de infecdo por bactérias MDR, apesar dessa classe apresentar uma taxa de toxicidade

mais elevada (97).

Em paralelo as fluroquinolonas (levofloxacina e a ciprofloxacina), que sao
bastante utilizadas no tratamento de infec¢des do trato urinario, a fosfomicina também
aparece como sendo uma alternativa para infe¢des urinarias recorrentes (98,99). Outras
classes como sulfonamidas, fenicois e as tetraciclinas ndo sédo tdo indicadas para

tratamento de infe¢des por bactérias da familia da Enterobacteriaceae (98).
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4.5 Disseminagdo das B-lactamases nas bactérias da familia

Enterobacteriaceae

As Enterobacteriaceae tém a capacidade de apresentar resisténcia aos
antibiéticos, ou até mesmo adquirir essa capacidade ao longo do tempo. Elementos
genéticos maveis sao arcaboucos genéticos da bactéria que transitam entre ambientes
genéticos conferindo caracteristicas adicionais as bactérias que os instalam. Os
principais exemplos de elementos genéticos méveis sdo plasmideos, transposdes e
integrdes (100,101).

Os plasmideos sao elementos genéticos moveis constituidos por DNA
extracromossémico, podendo ser circular ou linear, com capacidade de replicacéo
autobnoma e transferéncia horizontal de genes de resisténcia aos antimicrobianos entre

bactérias seja ela da mesma espécie ou de espécies diferentes (102).

Os transposdes sdo elementos genéticos moveis constituidos por DNA com
habilidade de replicacéo e insercdo no genoma. Através da transposicao, realiza-se a

transferéncia de segmentos, no cromossoma ou em plasmideos (103).

Os integrdoes sdo elementos genéticos ndo transmissiveis com capacidade de
integrar varios genes de resisténcia aos antibioticos, podendo estar associados a

transposodes, ao plasmideos e ao cromossoma (103).
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5 Marcador epidemioldgico e ecoldgico

5.1 Bactérias multirresistentes no meio ambiente: marcador epidemioldgico

e ecoldgico

Uma das principais bactérias encontradas no meio ambiente € E. coli e é
considerada um dos mais importantes indicadores de contaminacdo fecal. Esse
microrganismo € utilizado para avaliar a qualidade de produtos, bem como agua e
alimentos (104).

Além de estar presente na flora intestinal humana, também é detetada em
alimentos e aguas, o que a torna indicador de contaminacao fecal nesses componentes
devido a contacto com fezes. Para ser considerada como indicador de contaminacao
fecal, a mesma deve atender a alguns desses requisitos como apresentar-se em grande
concentracdo em fezes humanas, ou em outros animais, em efluentes de aguas
residuais e ser exclusivamente de origem fecal (17,105).

Tendo em vista esse contexto, E. coli assim como outras bactérias
multirresistentes que sdo encontradas em aguas fluviais, possuem tamanha importancia
nao somente no ambito da salde publica mas também no meio ambiente, uma vez que
a presenca delas podem constituir além de um indicador de contaminacao fecal, no
caso da E. coli, um marcador epidemiolégico e ecoldgico, jA que esta pode ser
encontrada via aguas residuais descartadas na natureza. Uma vez evidenciada em
aguas de rios e mares, isso justifica uma investigacao mais aprofundada da origem da
estirpe, 0 que aponta para um cenario de colonizacao intestinal da populacao (17).

Diante dessas circunstancias, a contaminacdo de aguas e alimentos, afeta
inteiramente a salide humana gerando transtornos e doencas graves (106). Para alguns
autores, e principalmente para a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a recorréncia
de doencas entéricas é evidenciada pela presenca de E. coli em produtos de consumo
como agua e alimentos. Além de ser considerada uma bactéria endémica, o aumento
de surtos diarréicos causados por ela identificados mundialmente, leva a que seja
necessario um maior controlo epidemiol6gico (105).

As estirpes patogénicas de E. coli sdo consideradas um dos principais agentes
causadores de doencas entéricas em grandes territorios no mundo, como paises na
Europa e América do Norte. Algumas caracteristicas epidemiolégicas da infecdo por
esse microrganismo vém sendo elucidadas e identificados os principais meios de
contaminacéo e via de infecdo humana (17,105).

A andlise e caracterizacdo de marcadores epidemiologicos tém se tornado um

método bastante Gtil na tipagem desse microrganismo para estudos epidemiolégicos de
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surtos. Através de diferentes métodos de tipificacdo de alta sensibilidade e
especificidade, pode-se analisar as diferentes relagbes de patogenicidade que o
microrganismo pode causar ao individuo além da vantagem de permitir o rastreamento
da estirpe epidémica (106,107).

O desenvolvimento de bactérias da-se no organismo de humanos e animais, e
muitas vezes é eliminado no meio ambiente através das fezes e efluentes de aguas
residuais. Esse percurso até sua excrecao fisiolégica tem causado grandes transtornos
para saude publica, uma vez que a presenca de bactérias em aguas e alimentos
contaminados é considera como indicador de contaminacao, interferindo diretamente na
manutencéo do ecossistema (45). Diversos estudos relataram que algumas estirpes
especificas de E. coli podem sobreviver e reproduzir por um longo periodo em
ambientes extraintestinais, o que converge para uma maior relevancia na analise dessa
bactéria como marcador ecolégico (108).

Diversos fatores ambientais como temperatura, disponibilidade de agua, pH,
radiacao solar, a relacao da E. coli com outras bactérias, e aptiddo de se formar biofilme,
facilitam a propagacéo, o crescimento e manutencgdo da bactéria viva no meio ambiente
(45).

Anteriormente acreditava-se que nao fosse possivel que algumas bactérias
sobrevivessem a ambientes extraintestinais, mas diferentes estudos analisaram 0s
casos de surtos entre as estirpres de E. coli e comprovaram que as mesma podem
crescer e sobreviver em ambientes naturais e influenciar a qualidade da agua e de
alimentos, jA que podem permanecer nas fezes e nas superficies de alimentos
(109,110).

E importante ressaltar a relacdo que E. coli possui com a resisténcia aos
antibioticos, ja que se encontra frequentemente no trato grastrointestinal (TGI), e estes
antibiéticos ja sdo comumente utilizados para o tratamento das infec¢des. Diferentes
grupos filogenéticos de E. coli apresentaram diferentes graus de resisténcia aos
antibioticos e, que em ambientes naturais como solo e agua , tém-se revelado como
reservatorios da bactéria (111-113).

Diante desse quadro, e diversos estudos apontarem a presenca de bactérias
multirresistente encontradas no meio ambiente, tornou-se necessario a utilizagdo de
ferramentas, como marcadores ecoldgicos, uma vez que que indicam possiveis riscos
a saude publica (112,113).
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Objetivos

1. Objetivo Geral

Analisar e caracterizar a presen¢ca de Enterobacteriaceae produtoras de [3-
lactamases de espectro alargado (ESBL), produtoras de AmpC e

carbapenemases nas aguas do Rio Douro.

2. Objetivos Especificos

Selecionar bactérias fermentadoras de lactose que cresceram a partir das
amostras de agua em meios seletivos contendo antibiéticos;

Avaliar o perfil de suscetibilidade aos antibiéticos B-lactdmicos e nao [-
lactamicos dos isolados selecionados nos meios;

Identificar a presenca de ESBL, AmpC e carbapenemases com base em técnicas
fenotipicas e andlises bioquimicas;

Caracterizar as 3-lactamases através de metodologia molecular (PCR).
Analisar a capacidade de transferéncia dos mecénismos de resisténcia em

Enterobacteriaceae por ensaio de conjugacao.
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1. Metodologia

1. Local das Amostras de Agua

As amostras de agua foram colhidas a margem do Rio Douro em dez pontos
especificos com prévio indicios de contaminacdo pontual. Esses pontos foram
identificados no mapa e depois anotados em uma planilha conforme descrito abaixo na
Tabela 4. As aguas foram colhidas em frascos estéreis de 500mL e armazenadas em
frigorifico por ndo mais de 24hrs para posterior filtracao.

Figura 6: Mapeamento dos pontos de colheita de agua
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Tabela 4: Pontos de colheita de Agua do Rio Douro

Localizagéo Identificacéo Freguesia Data
das Amostras

Ribeira do Porto 1 1P Porto 21/11/2020

Ribeira do Porto 2 2 Porto 09/01/2021

Cais de Gaia 1 1G Gaia 21/11/2020

Cais de Gaia 2 2G Gaia 21/11/2020

Cais Cruzeiro de 1 Gaia 17/01/2021

Gaia 03/02/2021

18/02/2021

04/03/2021

19/03/2021

Capela Farol de S. 1A Porto (FOZ) 09/01/2021

Miguel o Anjo

ETAR 1B Porto (FOZ) 09/01/2021

Ribeira da Granja Porto (FOZ) 09/01/2021

Reserva Natural 4 Gaia 17/01/2021
Estuéario do Douro

Marina do Douro 5 Gaia 17/01/2021

2. Preparacéo dos meios de cultura

Os meios de cultura tém um papel fundamental para analise e identificacdo de
microrganismos. Para este trabalho foram utilizados os meios: Agar MacConkey que é
caracterizado por ser um meio seletivo e diferencial. Seletivo pois permite o crescimento
de alguns microrganismos (bactérias Gram-negativas) e inibigcdo de outros, e diferencial
por distinguir o crescimento de bactérias Gram-negativas fermentadoras ou ndo de
lactose.

Agar Mueller Hinton, meio de cultura utilizado para realizagdo de testes de
sensibilidade aos antimicrobianos (TSA); Agar UTI, caracterizado por ser um meio
cromogeénico utilizado para identificagdo presuntiva dos principais microrganismos
capazes de gerar infe¢&o no trato urinario. Esses meios de cultura foram preparados de
acordo com a concentracdo e pesagem necessaria para o crescimento das unidades
formadoras de colonia (UFC) conforme apresentado abaixo. Todos os meios foram
preparados do mesmo modo: pesou-se a quantidade do p6 em gramas dos respectivos

meios com auxilio de um matraz de 500mL em uma balanc¢a analitica. Apos a pesagem
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foi adicionado previamente 400mL de &gua destilada e posterior aquecimento da mistura
em microondas. Apdés aquecidos e com caracteristica limpida, os meios foram
autoclavados, deixados em banho até 50°C para o arrefecimento e posteriormente
plaqueados e armazenados a temperatura ambiente. Para o Meio de Agar MacConkey
foram introduzidos os antibidticos: Ampicilina, Cefotaxima e Meropenemo, apds o
arrefecimento com o auxilio de uma micropipeta. Esses antibiéticos foram inoculados
no meio para avaliar o possivel crescimento de colonias na presenca dos mesmos. Para
cada meio preparado foi realizado o controlo de qualidade utilizando a estirpe de E. coli
da ATCC (25922) (American Type Culture Collection).

Tabela 5: Preparacdo dos meios de cultura

Meio de Cultura Concentracédo (g/mL) (uL)
Agar MacConkey 20,69 --- 400mL H-O destilada
Agar Mueller Hinton 15,2g --- 400mL H.O destilada
UTI 12,989 --- 400mL H2O destilada
Agar MacConkey + Ampicilina 100pg/mL (400puL)
Agar MacConkey + Cefotaxima 2ug/mL (80uL)
Agar MacConkey + Meropenemo 2ug/mL (80uL)

(inicialmente)

Agar MacConkey + Meropenemo 0,5ug/mL (20uL)

Fonte: Autor

3. Filtracdo das Amostras e Incubacéo

As amostras foram filtradas utilizando um sistema de bomba de filtracédo a vacuo,
utilizando um filtro de aco inoxidavel e uma membrana filtrante de acetato de celulose
com porosidade 0,2um. O volume total a ser filtrado por cada amostra incialmente foi de
400mL, sendo 100mL para a placa contendo Agar MacConkey (utilizado como controle
de crescimento); 100mL para Agar MacConkey + Ampicilina; 100mL Agar MacConkey
+ Cefotaxima; 100mL Agar MacConkey + Meropenemo. Ao longo da analise, a placa
contendo Agar MacConkey + Ampicilina foi descartada, uma vez que o crescimento nos
outros antibidticos se tornou mais relevante para o estudo, reduzindo-se assim o volume
de amostra para 300mL. Apos a filtragdo, cada membrana filtrante foi colocada nos
respectivos meios de cultura conforme a figura abaixo e incubada em estufa por 24hrs

a uma temperatura de 37°C.
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Figura 7: Inoculagdo da membrana filtrante nas placas contendo meio cultura

MEMBRANA FILTRANTE
EM MEIOS DE CULTURA |NCUBA(;I~\O A 37°C 24HR

PROCES 80 DE FILTRAGAC
DAL AMOSTRAS

4. Obtencéo dos Isolados das Amostras

Apo6s 24hrs de incubacdo, as placas contendo a membrana filtrante foram
retiradas da estufa e analisadas quanto ao crescimento de colénias. As unidades
formadoras de colonia (UFC) foram separadas e avaliadas consoante suas
caracteristicas morfolégicas e semeadas para outras placas com o auxilio de ansas de
inoculacao de plastico estéreis de calibre de 1l . Foram selecionadas aleatoriamente e
repicadas aquelas que possuiam caracteristicas de uma bactéria fermentadora de
lactose independentemente da sua textura seca ou mucoide, mas que apresentassem
em sua coloragédo um tom rosado particular de uma fermentadora conforme apresentado

na figura 8.
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Figura 8: Crescimento das col6nias na membrana filtrante e repicagem de col6nias fermentadoras
de lactose

REPIQUE DAS COLONIA S FERMENTADORA S
DE LACTOSE PARA OS RESPECTIVOS MEIOS
DE CULTURA ’

MAC CONKEY

REPIQUE DAS COLONIAS FERMENTADORAS
DE LACTOSE PARA OS RESPECTIVOS MEIOS
DE CULTURA

CTX

REPIQUE DAS COLONIAS FERMENTADORA S
DE LACTOSE PARA OS RESPECTIVOS MEIOS
DE CULTURA ’

MEM

O numero de isolados na repicagem variou conforme a quantidade de coldnias
apresentadas na membrana filtrante de cada amostra, como mostra a figura 9 abaixo, e

cada um dos isolados foram nomeados em ordem crescente do alfabeto.
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Figura 9: Selecdo aleatoria das colonias fermentadoras de lactose na membrana filtrante para
posterior repicagem em meio respectivo ao seu crescimento

Cada uma das novas placas foram incubadas em estufa a 37°C no periodo de
24hr para a obtencédo do crescimento de novas colénias em cultura pura, de modo a

facilitar a diferenciacéo e identificacéo.

5. Antibiograma dos Isolados

Cada amostra originou um determinado numero de coldnias isoladas como
mostra a Tabela 6 abaixo. Para cada um desses isolados foi realizado o teste de

suscetibilidade aos antimicrobianos de acordo com os padrées EUCAST (114,115).
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Tabela 6: Numero de isolados por amostras

Localizagéo Identificacdo Isolados
das
Amostras

Ribeira do Porto 1 1P 10

Ribeira do Porto 2 2P 2

Cais de Gaia 1 1G 10

Cais de Gaia 2 2G 7

Cais Cruzeiro de Gaia 1 47

Capela Farol de S. Miguel 1A 3

ETAR 1B 2

Ribeira da Granja 3 2

Reserva Natural Estuario do 4 3
Douro

Marina do Douro 5 6

Total 92

Para o teste de suscetibilidade foi necessério realizar para cada um dos isolados
uma suspensao bacteriana em um tubo de ensaio contendo aproximadamente 2mL de
solucdo de soro fisiblogico e de duas a trés coldnias distanciadas de cada um dos
isolados. A quantidade de soro e de colénias variaram consoante o grau de turbidez
especificado na literatura correlacionado com o valor de McFarland. Caso o valor fosse
baixo adicionou-se um nimero maior de coldnias, caso o valor ultrapasse o permitido
adicionou-se maior quantidade de soro.

Apoés realizada a suspensdo de cada isolado e com o auxilio de swabs, os
mesmos foram mergulhados em cada um dos tubos contendo a suspensao e inoculados
em duplicado para placas contendo o meio Agar Mueller Hinton. A disposi¢éo dos discos
de antimicrobianos foi realizada manualmente e conforme a dete¢éo de sinergismo entre

cada um deles como mostra a figura 10 abaixo.
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Figura 10: Disposicdo dos discos nas placas de antibiograma

~7 AML10 ~7 ces
e £
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‘// MEM10 CTX30 Y NET10 LEV5

[| CAZ1D AMC30 CX30 [l TOB19 F300
DOR10 SXT25 C30

ATM30 FO200

Legenda: AML10: Amoxicilina 10p; MEM10: Meropenemo 10y; CAZ10: Ceftazidima 10y; DOR10: Doripenemo
10u; ATM30: Aztreonam 30p; CPM30: Cefepime 30u; CX30: Cefoxitina 30u; CTX30: Cefotaxima 30u; AMC30:
Amoxicilina + clavulanato 30y; CIP5: Ciprofloxacina 5u; NET10: Netilmicina 10y; TOB10: Tobramicina 10y;
SXT25: Sulfametoxazol+trimetoprima 25u; FO200: Fosfomicina 200y; C30: Cloranfenicol 30y; TE30:

Tetraciclina 30y; LEV5: Levofloxacina 5u; F300: Nanofurantoina 300

6. Classificacdo dos Isolados e Testes de Confirmacao

Apoés cada isolado ser semeado paras as placas do antibiograma, a analise da
suscetibilidade foi realizada visualmente de acordo com o método de difusdo avaliando
o sinergismo (DDST) entre eles e o crescimento bacteriano ao redor. Cada halo de
inibicdo de crescimento foi medido e classificado conforme os padrdes EUCAST (114).

Os in6culos com suspeita de serem bactérias produtoras de B-lactamase de
espectro alargado (ESBL) foram confirmados através do método de difusdo de disco
com inibidor utilizando os discos de cefotaxima (CTXs0) e disco cefotaxima + acido

clavulanico (CTLao) ou ceftazidima (CAZz) e Amoxicilina + 4cido clavulanico (AMCayo).
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Figura 11: Teste de confirmagao para indculos com suspeita de serem bactérias produtoras de 8-

lactamase de espectro alargado

Legenda: Teste de confirmagéo através do método de difuséo de disco com inibidor utilizando disco ceftazidima
(CAZs0) e Amoxicilina + acido clavulanico (AMCso) e embaixo cefotaxima (CTXzo) e disco cefotaxima + &cido

clavulanico (CTLao).

Para os in6culos com suspeita de serem produtores de AmpC, também foram
confirmados através de DDST utilizando a cefoxitina (CXso) e cefoxitina + cloxacilina
(FOCzso).
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Figura 12: Teste de confirmagao para inéculos com suspeita de serem bactérias produtoras de
AmpC

Legenda: Teste de confirmagao através do método de difuséo de disco com inibidor utilizando disco cefoxitina

(CXa0) e cefoxitina + cloxacilina (FOCa30)

A confirmacéo foi feita de acordo com a diferenca de tamanho entre os halos de
inibicdo ao redor de cada um dos discos. Com base nos guidelines EUCAST se a
diferenca de tamanho entre os halos de cefoxitina (CXzo) e de cefoxitina + cloxacilina
(FOC230) for menor que 5mm ndo se considera uma produtora de AmpC, caso a
diferenca seja maior que 5mm, considera uma produtora de AmpC. O mesmo
procedimento foi utilizado para a avaliagdo dos isolados suspeitos de produtores de

ESBLs com os discos de cefotaxima (CTX3) e cefotaxima + acido clavulanico (CTLao).

7. ldentificacdo presuntiva de bactérias em meio cromogénico UTI Agar

Com auxilio de uma ansa de plastico, cada coldnia presente em cada isolado foi
semeada para um placa contendo o meio UTI Agar e mantida durante 24hr em estufa a
temperatura de 37°C. Ap6s a incubacéo foi realizada a identificacéo presuntiva de cada
bactéria conforme sua caracteristica fenotipica.

Aquelas que apresentaram no meio UTI coloracdo rosa foi caracterizada
presuntivamente como E. coli complementando posteriormente com o teste de indol. As
gue apresentaram coloracdo azul foram classificadas como sendo do grupo KESC
(Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Citrobacter) inicialmente e depois analisadas com
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a galeria de identificacdo APl 20E. S6 ndo foram analisadas para esse estudo, as que
apresentaram colorag&o branca/amarela.

Figura 13: Teste de Identificagéo presuntiva de bactérias em meio cromogénico UTI Agar

Legenda: cor rosa: resultado presuntivo de E. coli; cor azul: classificadas como sendo KESC (Klebsiella,
Enterobacter, Serratia e Citrobacter); cor branca/amarela: isolado néo utilizado; mistura de cores: repeticdo do

teste para esse isolado

8. Teste CIM

Para a realizacdo do Carbapenem Inactivation Method (CIM) foi feita uma
suspenséo com auxilio de uma ansa de cultura de 10pl de inoculagao, retirada de uma
placa de Mueller-Hinton e imersa em 400pl de 4gua destilada em um tubo de ensaio.
Posteriormente foi inserido dentro dessa suspensao um disco de teste de suscetibilidade

contendo 10ug de meropenemo e incubado por um minimo de duas horas a 35°C.

Apb6s a incubacdo, o disco foi removido da suspensdo usando uma ansa de
inoculacéo e colocado em uma placa de Agar Mueller-Hinton inoculada com uma estirpe
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indicadora de E. coli suscetivel (ATCC 29522) e subsequentemente incubada a 35°C

por 24hrs. A inoculacéo da placa de Agar Mueller-Hinton com a estirpe indicadora ATCC

foi feita com uma suspensédo num valor de 0,5 na escala de McFarland espalhada em

trés dire¢cdes usando um swab estéril.

Para os isolados bacterianos que produziram carbapenemase foi observado o

crescimento da estirpe indicadora suscetivel ao redor do disco, uma vez que o disco de

meropenemo foi inativado permitindo o crescimento. Ja aqueles isolados que nao

continham carbapenemase, produziram uma zona de inibigéo clara.

Figura 14: Procedimento para o teste CIM

Add do disco
de meropeno

suspensao bacteriana
com agua

Incubacéo por
24hrs a 35°C

Fonte: Adaptada a referéncia (116).
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9. Teste SIM

O teste de mobilidade foi realizado para todos os isolados identificados no grupo
KESC e que foram analisados previamente com a galeria de identificagdo API 20E.
Com o auxilio de um fio de inoculacdo, cada coldonia analisada foi tocada e
inoculada por picada até uma distancia de 1cm do fundo do tubo que continha o meio
Agar SIM ja pronto.
Todos os indculos foram incubados em estufa bacterioldgica entre 35 °C a 37°C
por 24h. Com a picada em linha reta foi possivel observar se a bactéria inoculada era

imovel ou nado, auxiliando e complementando a identificacdo da bactéria.

Figura 15: Figura ilustrativa do teste de mobilidade

10. Galeria para identificacdo de bactérias (API 20E)

Apo6s a identificagéo presuntiva dos isolados por meio da analise do UTI, aqueles
gue apresentavam caracteristicas fenotipicas do grupo KESC foram separados para
realizacdo de identificagdo API20E conforme a instru¢éo de uso da Biomérieux.

Inicialmente foi preparado o inéculo com 5mL de soro fisiolégico num tubo de

ensaio estéril. Com um ansa bacterioldgica foi colhida uma Unica colonia isolada em
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meio Agar Mac Conkey preparada recentemente. Apdés a homogeneizacdo da
suspenséo previamente preparada, a mesma foi introduzida em cada tubo da galeria,
utilizando a mesma pipeta de modo a evitar a formacao de bolhas no fundo. Para os
testes: CIT (citrato), VP (piruvato sbédico) e GEL (gelatina), conforme descrito na
instrucao, foi enchido todo o tubo e a cupula com a suspensao. Para os teste de ADH
(L-Arginina), LDC (L-Lisina), ODC (L-Ornitina), H.S (Tiosulfato s6dico) e URE (Uréia),
encheu-se apenas os tubos e criou-se uma anerobiose enchendo a cupla com éleo de
parafina estéril.

A leitura foi realizada ap0@s 24hrs de incubacéo de cada uma das galerias, e para
algumas delas foram necessarias a utiliza¢do de reagentes, como por exemplo para o
teste de Indol em que se utilizou o reagente de Erlich, que ao configurar uma coloracdo
rosa, indicou uma reacgao positiva. Para o teste de VP, utilizou-se os reagentes VP1 e
VP2 e a coloragéo rosa ap6s 10 minutos, indicou uma reacao positiva. Também foi
utilizado para reacéo de reducéo dos nitratos em nitritos e em azoto, os reagentes NIT1

e NIT2, na qual uma coloracédo vermelha, indicou reacao positiva.

Figura 16: Resultado inicial e final das reagdes do teste bioquimico API20E para o isolado 5-CTXB
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11. Extracéo do DNA

Apos a identificagcao de cada isolado foi realizada a extracdo do DNA daquelas
bactérias identificadas como produtoras de carbapenemases, ESBL e AmpC. Para a
extracao foi utilizada 20pL da solugéo de lise ja preparada com 0,05M de NaOH, 0,25%
de SDS e agua e colocada em tubo de 0,2mL. Foram colhidas de cada isolado, 2 a 3
coldnias de bactérias e inseridas no tubo que continha a solucéo de lise. Apds o preparo
dessa suspensao, cada uma foi colocada no termociclador a 99°C durante 15 minutos.
Ao final do processo no termociclador, foram adicionados em cada tubo contendo as
suspensbes 180uL de solugcdo de TE 1x, homogeneizados e posteriormente

centrifugados a 12000rpm por 15 minutos. Os tubos foram recolhidos da centrifuga e
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retirado o sobrenadante colocando-o em novos tubos e armazenados a temperatura de
-20°C.

12. Teste de detecéo por PCR

12.1 KPC

Inicialmente foi preparada a solucdo contendo o primer KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase) e Master Mix Taq polimerase que ja possui todos o0s
substratos para o ensaio de PCR. As solucdes foram preparadas mediante a quantidade
de amostras analisadas para 23mL de solucéo. Inicialmente foi realizada a pesquisa da
presenca dos cinco genes mais prevalentes de carbapenemases: blanom, blaviv, blame,
blakec. Como foi apenas observado a presenca do gene blaxec, as analises seguintes
dos outros isolados foram feitas apenas utilizando o primer KPC. Foram utilizados
12,5uL de Master Mix Taq Polimerase, 1,5uL do primer de KPC Forward e 1,5uL do
primer de KPC Reverse como pode ser observado na tabela 7 ao final deste topico. Foi
adicionada a solucdo uma quantidade de agua para 23mL (7,5uL de &gua). A
guantidade dessa solucéo foi entdo multiplicada pela quantidade de amostras utilizadas,
acrescentando mais duas como margem de erro, mais o controlo positivo e o controlo

negativo.

12.2 ESBL

Inicialmente foi preparada a solu¢do contendo os primers para as ESBLs e
Master Mix Taq polimerase. As solucdes foram preparadas mediante a quantidade de
amostras analisadas para 23mL de solucdo. Para a pesquisa da presenca do gene
blacrx-m, foi realizado um PCR multiplex para os 5 diferentes grupos de B-lactamases do
tipo CTX-M. Foram utilizados 12,5uL de Master Mix Taqg Polimerase, 1,0uL de cada um
dos 5 primers (G1, G2, G9, G8, G25) Forward e 1,0uL de cada um dos 5 primers (G1,
G2, G9, G8, G25) Reverse. Foram adicionada a solu¢gdo uma quantidade de agua para
23mL (0,5uL de agua). A quantidade dessa solugdo foi entdo multiplicada pela
guantidade de amostras utilizadas, acrescentando mais duas como margem de erro,

mais o controlo positivo e o controlo negativo.
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12.3 ESBL e carbapenemase

Inicialmente foi preparada a solugdo contendo o primer para as ESBLs e
carbapenemases e Master Mix Tag polimerase. Para a pesquisa da presenca dos genes
blatem, blastv e blaoxa as solugdes foram preparadas mediante a quantidade de
amostras analisadas para 23mL de solugdo. Foram utilizados 12,5uL de Master Mix Taq
Polimerase, 1,5uL de cada um dos 3 primers (OXA, TEM e SHV) Forward e 1,5uL de
cada um dos 3 primers (OXA, TEM e SHV) Reverse. Foi adicionada a solugdo uma
guantidade de agua para 23mL (1,5uL de agua). A quantidade dessa solucao foi entéo
multiplicada pela quantidade de amostras utilizadas para as ESBLs e carbapenemases,
acrescentando mais duas como margem de erro, mais o controlo positivo e o controlo

negativo.

Tabela 7: Especificacdo dos primers utilizados nos ensaios de PCR de acordo com 0s genes e controlos
utilizados estudo

Gene B-lactamase Primer Controlos
blakPC KPC F +9
KPCR
blaTEM TEMF +1; +7
TEMR
blaNDM NDM F +4
NDM R
blaviIM VIM F +2
VIM R
blaIMP IMP F +5
IMP R
blaSHV SHV R +7; +8
SHV R
blaOXA OXAF +1
OXAR
blactx-mgrupo 1 CTX-MG1F +1
CTX-MG1R
blactx-mgrupo 2 CTX-M G2 F -
CTX-M G2 R
blactx-mgrupo 8 CTX-M G8 F -
CTX-M G8 R
blactx-mgrupo 9 CTX-M GO F +014
CTX-M GO R
blactx-wgrupo 25 CTX-M G25 F -
CTX-M G25R
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12.4 Transferéncia para os tubos de andlise e controlos

ApGs a preparacéo da solugéo dos primers e Master Mix, foram colocados 23uL
dessa solucdo em tubos de ensaio para PCR e acrescentou-se 2,0uL de extracdo de
DNA de cada amostra analisada e dos controlos. Os tubos de ensaio foram colocados
em termociclador nas condi¢cdes correspondendo ao controlo utilizado para:

e KPC: Desnaturacéo Inicial (94°C 10min), Desnaturagdo (94°C 30seg),
Anelamento (52°C 40seg), Extensao (72°C 50seg), Numero de ciclos (36x),
Extenséo Final (72°C 5min).

e G25, G1, G2, G9, G8: Desnaturacdo Inicial (94°C 5min), Desnaturacdo
(94°C 25seg), Anelamento (52°C 40seg), Extensao (72°C 50seg), Numero
de ciclos (30x), Extenséo Final (72°C 6min).

e OXA, TEM SHV: Desnaturacéo Inicial (94°C 7min), Desnaturacdo (94°C
40segq), Anelamento (57°C 40seq), Extensao (72°C 1min), Numero de ciclos
(30x), Extenséo Final (72°C 7min).

12.5 Preparacéo do gel de agarose

Para a preparacao do gel de agarose simplex para eletroforese foram pesados
0,5g de agarose e colocados em 33mL de TAE 1x, para a preparacdo multiplex foram
pesados 2,0g para 100mL de TAE 1x. A solucéo foi colocada em microondas até tornar-
se limpida. Colocou-se em banho a temperatura de 50°C para o arrefecimento lento.
Foram colocados 1,15uL (simplex) e 3,5 pL (multiplex) de Midori, corante nao
carcinogénico utilizado para corar os acidos nucléicos, homogeneizado e despejado em

placa para eletroforese.
12.6 Eletroforese em gel de agarose
Ja com o gel de agarose pronto e com o fim do processo no termociclador, foi
adicionado ao primeiro poco da eletroforese um 5uL do marcador de peso molecular.

Para os pogos seguintes, foram adicionados 8uL de cada controlo e amostras,

separando como mostra a figura abaixo.
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Figura 17: Esquema da eletroforese em gel de agarose
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Apos a colocacao de cada amostra em seus respectivos pogos, 0 processo de
eletroforese foi iniciado nas condigbes de 120W durante 30 minutos (simplex), 90W
durante 83min (multiplex). Com a finalizac&o da corrida, foi efectuada a leitura com UV
para verificar se alguma das amostras de extracdo de DNA continham os genes

pesquisados.

13. Avaliacao de Transferéncia de gene

Inicialmente para a avaliacao de transferéncia de gene, foram colocados 5mL de
TSB em tubos de ensaio para cada amostra identificada e confirmada como produtoras
de carbapenemase, ESBL e AmpC (dadoras) confirmadas. Nestes tubos foram
adicionadas uma UFC da dadora e incubado a 37°C por 24 horas. O mesmo
procedimento foi realizado com a amostra recetora (E. coli K802N).
O encontro da dadora com a recetora ocorreu em dois meios: liquido e sélido. Para
0 meio liquido, foi realizado em um tubo de ensaio contendo 10mL de TSB e foram
adicionados 800uL da suspensdo bacteriana em TSB da recetora e 200uL da
suspenséo bacteriana da dadora. O tudo de TSB foi incubado a 37°C por 24 horas. Para
0 meio sélido foi utilizado uma placa de Agar Mueller Hinton, onde foram adicionados
200uL de cada suspensdo bacteriana (dadora e recetora), seguido de suave
homogeneizagédo por movimentos circulares suaves. A placa foi incubada a 37°C por 24
horas.
A selecdo de possiveis transconjugantes foi realizada em meio MacConkey Agar
adicionado de Meropenemo (0,5ug/mL) e do antibiético ao qual a recetora apresentou
resisténcia e que a dadora era sensivel (Streptomicina a 100pg/mL). Na placa contendo

0 meio foram inoculados 200pL do encontro em TSB e espalhado utilizando uma pipeta
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Pasteur de vidro em forma (L). Para o encontro em Mueller Hinton, utilizou-se uma
zaragatoa estéril com uma quantidade de massa de crescimento suficiente que foi
semeada a superficie do agar de sele¢do. As placas foram incubadas a 37°C por 48
horas.

Apés a incubacao, as UFC nao fermentadoras da lactose foram repicadas, para
meio idéntico ao que foram selecionadas, com objetivo de confirmar a capacidade de
crescimento na presenca dos dois antibioticos, obtendo-se assim uma cultura pura. As
placas foram incubadas por 24 horas e 37°C.

Os potenciais transconjugantes com crescimento na repicagem foram submetidos
a um TSA. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Os transconjugantes selecionados, que apresentaram perfil de ESBL, AmpC
carbapenemase e resisténcia da recetora, foram submetidos a ensaio de PCR para a
confirmacédo da presenca dos mesmos genes de resisténcia presentes na dadora que
justificariam a resisténcia apresentada no transconjugante. Esta Ultima etapa é
imprescindivel para confirmar a capacidade de transferéncias dos genes de resisténcia

dos isolados testados.

14. Congelacao das amostras

A cada final das etapas escritas acima, os isolados foram congelados e

armazenados em tubos de ensaio em meio de TSB com glicerol.
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V. Resultado & Discussao

1. Amostragens e areas selecionadas para estudo

Foram colhidas dez amostras referentes aos pontos citados individualmente. Os
locais escolhidos ao longo do curso do rio foram baseados em critérios aleatorios mas
com viés critico no que tange respeito a qualidade local da dgua em determinados
pontos.

Em cada ponto de colheita, realizadas em dias diferentes, foram encontrados
diferentes tipos de bactérias, predominando a presenca de contaminacao por bactérias
pertencentes a familia das Enterobacteriaceae em pequeno volume de agua analisado,
demonstrando um indicativo de contaminacao fecal nas aguas do Rio Douro.

As bactérias pertencentes a esse grupo (coliformes fecais) estdo presentes no
TGI de humanos e animais, das quais muitas vezes séo eliminadas pelas fezes e tem
como principal caracteristica serem idicadoras de contaminacao fecal (117).

E. coli € uma das principais bactérias responsaveis por essa caracterizacao ja
gue sua presenca em aguas residuais indica contaminacdo de origem animal ou

humana, podendo agir como agente patogénicospara o ser humano (7,11).

2. Selecao dos Isolados

Foram selecionados aleatoriamente 92 isolados das dez amostras colheitadas.
Esses isolados foram selecionados a partir do crescimento na membrana filtrante com
base nos critérios fenotipicos de bactérias fermentadoras de lactose e crescimento nos
meios com antibidticos utilizados na selecdo. Destes 92 isolados, um total de 79 foram
caracterizados como Enterobacteriaceae, 53 apresentaram-se como E. coli, n&o
distante do que ja se esperava, uma vez que esta bactéria € a pricinpal represententante
das Enterobacteriaceae, e 26 isolados foram classificados como pertencentes ao grupo
KESC, sendo posteriormente identificados como: Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter
ou Serratia através da interpretacdo do CHROMagar orientation® e confirmac¢do com

as galerias do API20E Biomérieux®.

Aqueles isolados que nao apresentaram os critérios de andlise para esse estudo,
ou seja, ndo demonstraram caracteristicas fenotipicas de Enterobacteriaceae, ou

apresentaram cor diferente no teste de interpretacdo CHROMagar orientation®, néo
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foram submetidos aos testes complementares seguintes por se encontrarem fora do

objetivo do estudo.

Tabela 8: Isolados selecionados nos meios de selecéo contendo antibiéticos a partir das amostras de
agua do rio

NUumero de Isolados Grupo/Espécie
53 E. coli

26 KESC

1 Pseudomonas spp.

3. Resisténcia aos Antibidticos

Dos dez locais de amostras colectadas, foram analisados 92 isolados
aleatoriamente que apresentaram caracteristicas fenotipicas de fermentadores de
lactose e apresentara resisténcia a diferentes classes de antibidticos, mostrando uma
maior predominancia aos antibiéticos B-lactamicos.

Quanto aos principais B-lactamicos, setenta isolados mostraram resisténcia a
Cefotaxima, cinquenta e quatro a Cefoxitina, trinta e cinco ao Cefepime e sessenta e
nove a Ceftazidima. Para os carbapenemos foi observado que vinte quatro mostraram
resisténcia ao meropeno, sendo quinze desses com fendtipo correspondente a
produtores de carbapenemases. Alguns estudos demonstram que a prevaléncia de
estirpes resistentes aos carbapenemos encontrados no meio ambiente ainda é
considerado um assunto negligenciado mas que ainda assim novos casos tém ocorrido
consecutivamente e descrito em algumas estirpes encontradas nomeio ambiente (90).
Os altos valores de resisténcia aos B-lactamicos foram possivelmente condicionados
pela utilizacdo destes antibioticos (CTX e MEM) nos meios de selecdo. A presenca
desse elevado nimero de isolados resistentes aos antibidticos p-lactamicos nas aguas
do rio pode sugerir que a colonizag¢éo da populagéo esteja sendo espelhada pelas 4guas
do rio. A figura abaixo apresenta a resisténcia dos isolados de Enterobacteriaceae frente

aos B-lactamicos.
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Figura 18: Isolados que apresentaram resisténcia e resisténcia intermediaria aos antibiéticos B-lactamicos

das 92 amostras isoladas
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Legenda: AMP — Ampicilina, CTX — Cefotaxima, CX — Cefoxitina, CPM — Cefepime, CAZ — Ceftazidima, ATM —

Aztreonamo, AMC — Amoxicilina + Acido Clavulanico, MEM — Meropenem

Ao analisarmos a resisténcia aos nao p-lactamicos, nos deparamos com trinta e
nove isolados que mostraram resisténcia a ciprofloxacina, treze a levofloxacina,
dezanove a tetraciclina, vinte e um ao sulfametoxazol + trimetoprim e quinze ao
cloranfenicol. De facto os isolados apresentaram resisténcia aos [B-lactamicos, mas
ainda assim foi possivel observar um ndmero consideravel de isolados resistentes aos

nao B-lactamicos o que configura um perfil de multiresisténcia dos mesmos.
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Figura 19: Isolados que apresentaram resisténcia e resisténcia intermediaria aos antibidticos ndo f3-

lactamicos das 92 amostras isoladas
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Legenda: CIP — Ciprofloxacino, LEV — Levofloxacino, TE — Tetraciclina, STX — Sulfametoxazol+trimetoprima, C —

Cloranfenicol, FOT— Fosfomicina, NET — Netilmicina, TOB— Tobramicina, F- Nanofurantoina

Uma classe de antibi6ticos ndo -lactamicos que deve ressaltar-se no estudo por
sua larga utilizacdo terapéutica sdo as fluoroquinolonas, que apesar de terem sido
usadas no estudo com teor comparativo, apresentaram elevado numero de isolados
resistentes a essa classe. Também foi observado que treze isolados apresentaram
resisténcia tanto a ciprofloxacina (CIP) quanto a levofloxacina (LEV). A resisténcia a
esses principais antibioticos da classe das fluoroquinolonas torna a andlise preocupante
ja que os isolados também apresentaram alto nivel de resisténcia aos B-lactamicos,
tornando dificil a opcao terapéutica para o tratamento, uma vez que as fluoroquinolonas,
por terem um largo espectro de acdo, sdo utilizadas como segunda opc¢ao
medicamentosa. O grupo das sulfonamidas como o sulfametoxazol associado a
trimetoprim também chamou atencdo por sua alta prevaléncia de resisténcia (21/92) o
gue nos leva a pensar que aguas residuais que sao libetadas no rio, podem conter altas
concentracdes de antibidticos que por sua vez ndo sdo completamente metabolizados
ap6s o consumo (118). O rio, que por sua vez é propenso a se tornar reservatério de
microrganismos resistentes a antibidticos, favorecem a transferéncia vertical e
horizontal de genes, o que pode explicar a disseminacdo de de bactérias resistentes a

esses tipos de antibiéticos (119).
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4. Perfil de Multiresisténcia aos antibidticos

O alto indice de multiresisténcia a agentes antimicrobianos apresentado por
bactérias, tornou-se uma preocupante ameaca a saude publica, uma vez que se torna
escasso antimicrobianos eficazes e alternativos disponiveis para infec¢bes causadas
por essas bactérias (41). O grande numero de isolados de Enterobacteriaceae
resistentes aos B-lactamicos e ndo B-lactamicos trouxe a tona a este trabalho, a
presenca de isolados de Enterobacteriaceae multirresistentes aos antibiéticos (EMDR).

Dos 92 isolados de Enterobacteriaceae, 77 apresentaram caracteristicas de
EMDR. O perfil de multirresisténcia apresentado nesses 77 isolados foi apresentado

com base na variacao de resisténcia entre 3 e 10 categorias de antibiéticos.

Figura 20: Perfil de multirresisténcia aos antibiéticos de acordo com suas categorias

NUMERO DE CATEGORIAS DE ANTIBIOTICOS

0/ 0,
9,12% e 15, 20%

BMCAT3 mCAT4 CATS5 CAT6 MECAT7 mCAT8 ECATI10

As tabelas abaixo mostram o perfil de suscetibilidade aos antibiéticos dos
isolados de Enterobacteriaceae que apresentaram resisténcia as diferentes classes. As
classificagfes foram feitas conforme os valores apresentados nos testes de difusdo em
Agar. Os isolados que demonstraram resisténcia a algum antibiotico foram codificados
com a cor vermelha, os que apresentaram resisténcia intermédia, cor amarela e aqueles

sucetiveis aos antibiéticos, cor verde.
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Figura 21: Perfil de resisténcia dos isolados de Enterobacteriaceae multirresistente as classes de

antibioticos

Amostras Perfil de ibili 1D
Amost Frequest Coordenadas 6P AwP | ox | Fox DOR MRP | AMC TE SXT < FoT | NET F T8 | oone
mostras T rdenadas Data 10pg | 30ue | 30me 10ue 10pe | 30u 30ue | 25ug | 30ue | 200pg | 10pg | 100pg .
1p-AMP-A PORTO RIBEIRA DO PORTO 27/11/2020 4 28 23 13 25 A 2 21 19 27 27 21
1p-AMPB PORTO RIBEIRA DO PORTO 27/11/2020 3 26 21 23 28 2 28 22 2 28 28 2
1p-AMPD PORTO RIBEIRA DO PORTO 27/11/2020 5 26 18 30 29 20 s 3 3 41 21
1P-CTXB PORTO RIBEIRA DO PORTO 27/11/2020 6| 16| 6| NA 27| NA 24| 26| 19 28 26 19 23
1P-cx-D PORTO RIBEIRA DO PORTO 27/11/2020 s 22 28 29 6 28] na 24 16/na 18 23 15 29
1G-AMP-A GAIA CAIS DEGAIA 27/11/2020 5 50 20 A 50| na 23 23[na 21 a1 16 27
1G-AMP-C GAIA CAIS DEGAIA 27/11/2020 5 28 24 na 0| wa 23 17 24 20 2 15 24
1G-AMPD GAIA CAIS DEGAIA 27/11/2020 3 28 22 NA 1 26 2 28 ] 25 24 30 1 %
1G-AmPE GAIA CAIS DEGAIA 27/11/2020 5 27 21 31 23 25| 13| 25 10 28 &[na 5 25|
1G-AMP-F GAIA CAIS DE GAIA 27/11/2020 8| 18| 28 2 21 22| 22| 18| 22 2 28 13 17
16-Cica GAIA CAIS DEGAIA 27/11/2020 7 18 24 na NA na NA 23 20 1 19 30 18 28
16-Crxes GAIA CAIS DEGAIA 27/11/2020 10 22 20 na NA na NA 21 25 26[s8p [ 18 27
26-AMP-A GAIA CAIS DEGAIA 27/11/2020 5 26 18 29 19) 28 2 19) 17 27 19[na 13 20
2GAMP B (pésr| _ GAA CAIS DEGAIA 27/11/2020 | A NA NA [ NA NA NA NA [ NA NA 31
2G-CTiA GAIA CAIS DE GAIA 27/11/2020 5 & 20 30 22 31 22 8 & 25 21]nA 22
26-crics GAIA CAIS DE GAIA 27/11/2020 1 20 34 31 15 51 wa 22 18 8 19 36 28
2G-CiicClposre]  GA CAIS DEGAIA 27/11/2020 11 21 30 29 16 52[ na 25 19 8 23 52 27
26.ccn GAIA CAIS DEGAIA 27/11/2020 5 10 5 32 6 20 2 24 22 s1[sep ssp 15 25
1P-AMP-C (pésr{__PORTO RIBEIRA DO PORTO 27/11/2020 3 27 2 29 19) 29 21 % 6 31 25 30 16 20
1P-AMPD (pésr| _PORTO RIBEIRA DO PORTO 27/11/2020 5 31 21 [ 2 EIT 12 6 6 20 42 17 28
1P-CTX-A (pés re[  PORTO RIBEIRA DO PORTO 27/11/2020 6| 16| 6| NA 11 37| 29| NA NA NA NA 20 29
1P-CTXC (pés re]__PORTO RIBEIRA DO PORTO 27/11/2020 5 12 21 39 16 ERT 24 22 15 29(nA 17 26
1G-AMP-5 (posr{ oA CAIS DEGAIA 27/11/2020 5 29 13 na NA A NA 21[na [ A na 17]na
1GCTxClpssre] Gam CAIS DEGAIA 27/11/2020 8 18 25 = 23 20| wa 25 28 25 33 17|na
PORTO RIBEIRA DO PORTO 27/11/2020 -
1p-mEM-A 5 17 5 29 17 14 19 18 51 26 22 12 14 25 16 s
GAIA CAlS DEGAIA 27/11/2020 = .
16 MEMA 5 1s 5 50 15| 15 12| 17 2 20 23 18 28 20 5
GAIA CAIS DEGAIA 27/11/2020 . -
2G-MEM 5 23 12 31 19) 19) 13 23 35 28 17 18 s s 19 [
1-crxA GAIA DEGAIA | 17/01/2021 5 5 15 BT s 25 23 25 20 7 7 s 5| » 23
1-cncs. GAIA CAIS CRUZEIRO DE GAIA__|_17/01/2021 5 10 21 BT 16 27 28 17 1 21 23 6 13) 1% 21
1cxc GAIA CAIS CRUZERO DEGAIA__ | 17/01/2021 3 3 2 P 3 ) 19 =1 21[NA 31 17 25 6] KesC
1-cTxD GAIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 17/01/2021 & 7 25 1 13 7 25 20 21 8 2 16 21 16| Ecoll
1-crcE GAIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 17/01/2021 6 11 5 15 sl - 6 13 18 21 25 2 15 17 25 16] misTURADO
1-cTxF [ CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 17/01/2021 6 12 5 28 FEY 11 32 21 28 20 z 23 17 18 16] wisTURADO
Kiebsiella
GaIA CAIS CRUZERODEGAIA | 17/01/2021 - .
1-CTXF(2) 5 12| 9 13 7 5 20 14 21 19) 20 24 23] 20 15 17 17| pneumoniae
1-mEVA GAIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 17/01/2021 6 7 5 s ol = 6 ) 1 20 23 18 17] 23 16 18 15| E ol
1- M-8 [ CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 17/01/2021 6 ] 5 11 ol - 3 10 13 18 17| 25 2 18 13 20 27 1] Econ
1-mEMC GAIA CAIS CRUZERO DEGAIA | 17/01/2021 6 17 3 21 23 [ 6 3 15 3 12 18 7 10 27 16 12 16| kesc
Kiebsiella
GAIA CAIS CRUZEIRO DE GAIA 17/01/2021 -
1-mEM-D 6 ] 7 10 5 6 12 17 19) 19 22 19 25 15 16 15| peumoniae
1-MEM-D(2) GAIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 17/01/2021 6 1| ol - 15 17 16 25 30 17 12|na A 15| Econ
1a-cica PORTO | CAPELA FAROL DESMIGUEL | 08/01/2021 6 16 % 15[ 15 20 20 % 26 21 16 28 18] Ecoll
1acnce PORTO | CAPELA FAROLDESMIGUEL | 08/01/2021 6 14 % 20 [ 6 20 15 30 25 20 15 27 18] E coli
1A-CTX-C PORTO CAPELA FAROL DE S.MIGUEL | 09/01/2021 8| 23 29| 27 = 13| 30 24| 26 21 17 28 17| Ecoli
PORTO ETAR 09/01/2021 -
18-cx-A 6 1 7 25 13 5 30 % 26 24 6 25 2 31 18 26 17| s
16-cxB PORTO. ETAR 05/01/2021 6 20 3 25 - 11 27 16 21 19) 24 31 21[na 16 26 18] E coli
2-CTX-A PORTO RIBEIRA DO PORTO 09/01/2021 6| 31 19 33 = 16| 34|NA 19| 23| 23 26|NA 18 27 20| Ecoli
28 PORTO RIBEIRA DO PORTO 05/01/2021 3 E] 13 12[BS E] 34]na 23 17 15 51 18 31 18] E con
s o8 PORTO. RIBEIRA DA GRANIA 09/01/2021 6 15 5 21 [ 6 26 18 2 21 25 10[na 16 19 17| Econ
3cc PORTO. RIBEIRA DA GRANIA 05/01/2021 6 13 3 e 6 28 20 20| 21 30 15[na 14 18 15| _Ecoll
e GAIA ESTUARIO DO DOURO 17/01/2021 6 11 20 21 [ 13 32 34 57 5 23[NA 25 17nA 17| _E coli
acrxB GAIA ESTUARIO DO DOURO 17/01/2021 5 12 1a[e 6 23 18 23 2a[nA 5 25 20 30 19| Econ
a-cTx-C [ ESTUARIO DO DOURO 17/01/2021 6 s 20 B 16 23 21 34 8 26 15[na 16 22 £ Coll
5cca GaIA MARINA DO DOURO 17/01/2001 6 6 3 25 - 13 33 29 29 27 20 25 19 15[na E_Coll
5-CTcAfR) GAIA MARINA DO DOURO 17/01/2021 6 15 3 32 [ 12 20 e 25 17 22 23 3 16 28 KESC
Enterabacter
aIA MARINA DO DOURO 17/01/2021 = .
s-crx8 6 6 5 10 7 2 17 28 2 20 30 20 28 16 18 17| _doacae
5-MEMA GaIA MARINA DO DOURO 17/01/2001 6 13 3 17 [ 16 29 15 27 2 18 8 11 13 P T
EEVEYE) GAIA MARINA DO DOURO 17/01/2021 6 19 3 25 [ 25| 34 ] 26 2| 14 29 18 23 10| kesc
5-MEM-C GAIA MARINA DO DOURO 17/01/2021 11 34| 7 31 = 14| 25 A 30 27| 16| 2 13 1s 28 17| Ecoli
102)-CT-A GAIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 03/02/2021 [ 7 20 16 - 1 2 2 28 2 3 2a 15 16 17 KEsC
1(2)-CTx-5 GAIA CAIS CRUZERODEGAIA__| 03/02/2021 3 3 5 s 12 - 3 25 2 14 11 10 37 15 25, 15 E_Coll
121-cnect GAIA CAIS CRUZERO DEGAIA__|_03/02/2021 3 9 3 25 19 = 3 ES 31 20 21 7 % i 17 27 16 E_Coll
12)-cnec2 GaIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA__| 03/02/2021 6 7 12 13 16 - 1 23 2a 15 7 2 7 3 15 1a 13 E coll
12)-CTD GAIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 03/02/2021 | 1. 15 10 21 16 = 15 30 % 28 19 27 21 23 19 1s 21 £ Coll
1(2)-cncD1 GAIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA__|03/02/2021 3 1 23 6 17 = 11 31 23 25 19 29 2 23 6 2s 15 E_Coli
1(2)-€Tx-D2 GAIA CAIS CRUZEIRO DE GAIA 03/02/2021 9 14 11 17 14 = 15 27 24 27 20 23 16 17 16 10 18 E Coli
Kiebsiella
1(2)-MEM-A A CAIS CRUZERODEGAIA | 03/02/2021 6 1a 1 14 8 - 6 19 18 7 6 n 26 15 20 17
1[2) MEM B GAIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA__|03/02/2021 3 13 10 5 7 = 3 12 12 18 21 18 3 21 23 5 19 16| MISTURADO
Kiebsiella
1(2)-MEM-C GAIA CAIS CRUZEIRO DE GAIA 03/02/2021 6 14 9 16 6 - 6 18 12 29 27 13 19 16 NA 19 T
Kiebsiella
1(2)-MEMD GaIA CAIS CRUZERODEGAIA | 03/02/2021 6 o 6 s 6 - 6 13 13 s a 20 18 8 27 15 s 15
pneumoniae
1(2)-MEM-EL GAIA CAIS CRUZEIRO DE GAIA 03/02/2021 6 14 12 15 7 = 6 18 1 18 22 17 6 20 29 19 15 MISTURADO
Kiebsiello
1@rvEMEZ | GAIA CAIS CRUZERODEGAIA | 03/02/2021 6 12 10 13 6 - 6 14 12 7n 22 18 6 20 32 16 2 18
A(3).CIcA GAIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA__|_18/02/2021 3 12 22 ED) = 13 28 25 25 2 3 3 27 ) 6 25 18 Ecou
UTICOR
1(3)-MEM-A GaIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 18/02/2021 6 16 6 - 16 26 1 30 28 23 16 17 26 6 30 RANA
1(3)-MEVE GaIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA__| 18/02/2021 3 15 13 15 1s = 3 19 2 26 2 23 11 2 20 22 8 33 E Coll
Kizbsiello
1(3}MEM-C A CAIS CRUZERO DEGAIA | 18/02/2021 6 17 15 9 - 6 17 17 19 5 26 23 23 20 23 1| comonice
Kiebsiello
1(3)-MEM-D A CAIS CRUZERO DEGAIA | 18/02/2021 6 20 19 2 16 - 6 18 2 19 na 2a A na A na
Kicbsiella
1EMEMEL | GAIA CAIS CRUZERODEGAIA | 18/02/2021 6 24 10 2 26 - 6 17 23 19 18 20 1 2 19 20 23 17
UTICOR
(a)-CTA A CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 04/03/2021 | 11 s 1 28 - 30 30 1 27 28 5 2 15 20 15 17 nAnCA
1(a)-CxB GAIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA__|08/03/2021 3 1 3 2 10 = 6 31 21 3 20 7 18 2 23 6 E Coli
1(4)-CTx-C GAIA CAIS CRUZEIRO DE GAIA 04/03/2021 6 20 19 26 17 = 14 35 24 27 22 25 26 28 23 16 E Coli
Kiebsiello
1(a)-MEM-A A CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 04/03/2021 6 15 1a 15 10 - 6 13 18 18 17 20 29 s 6 24 2 25
pneumoniae
Kicbsiella
(4 MEM-B GaIA CAIS CRUZERODEGAIA |  04/03/2021 6 17 17 16 - 12 27 18 23 2 6 2 20 18 28 19
. UTICOR
1(4MEV-C A CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 04/03/2021 6 18 6 27 - 2 28 2 28 28 19 13 18 2 18 5 21 nAnCA
Kiebsiella
1USHCT-A A CAIS CRUZERODEGAIA | 19/03/2021 6 1 20 16 - s 30 2 6 6 2 2 22 24
pneumoniae
1(5)cx GAIA CAIS CRUZERODEGAIA__|15/03/2021 3 22 15 21 = ES ) 25 i 3 5 B 23 22 23 £ Coll
1(5)-Cnec GAIA CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 15/03/2021 6 1a 30 23 - 15 33 18 29 26 3 25 15 2 20 22 18 £ Coll
1(5}-CX-D [ CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 19/03/2021 6 [ 22 27 - 19 27 23 20 19 22 21 21 22 20 7 20 £ coll
Klebsiella
1(5)MEM-A GaIA CAIS CRUZERODEGAIA | 19/03/2021 6 6 6 10 13 - 6 16 2 5 6 6 6 12 22 18 s 5| pemniee
Kiebsiella
1(5)-MEM-5 A CAIS CRUZERODEGAIA | 19/03/2021 6 12 12 s 5 - 6 13 16 1 15 23 2 19 20 1
pneumoniae
Klebsiella
1(s)-MEM-C GAIA CAIS CRUZEIRO DE GAIA 19/03/2021 6 20 6 21 26 - 6 20 15 13 15 22 8 25 17 14 16
. Klebsiella
1(5)-MEM-D GAIA CAIS CRUZERODEGAIA | 19/03/2021 6 13 6 13 s - 6 17 8 23 2 18 6 2 16 2 22 12| pemoniee
1(5)-MEM-E GAIA CAIS CRUZEIRO DE GAIA 19/03/2021 6 11 6 7 6 = 13 13 21 25 24 17 £ Coli
1(5)-MEM-F [ CAIS CRUZERODEGAIA__| 19/03/2021 6 1a 3 13 s - 16 23 7 21 : 37 21 £_Coll

Legenda: grau de resisténcia: - Intermediéria, baixa, _
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5. Enterobacteriaceae produtoras de ESBL

A detecdo dos isolados produtores de ESBL foi realizada através do teste
fenotipico de confirmacgéo (DDST), utilizando disco cefotaxima com cefotaxima + acido
clavulanico (CTL 40) e ceftazidima com acido clavulanico (AMC). Em alguns isolados
pode ser observado a presenca visivel do sinergismo com &acido clavulanico como

apresentado na figura abaixo.

Figura 22: Sinergismo caracteristico de ESBL e teste de confirmacéo de disco para ESBL

Dos 92 isolados analisados, 12 apresentaram caracteristicas de produtores de

ESBL, sendo 3 pertencentes ao grupo KESC, 2 Klebsiella pneumoniae e 7 E. coli .

Figura 23: Isolados que apresentaram caracteristicas confirmatdrias de produtores de ESBL

Amostras

Amostras Frequesia Coordenadas GPS Data ;':; £
1G-CTH-A GAIA CAIS DE GAIA 271112020 7
1G-CTX-C (pbs rep 1) GAIA CAIS DE GAIA 201172020 2|
1-CTX-A GAIA ‘CAIS CRUZEIRO DE GAIA 710172021 8]
1CTXB GAIA CAIS CRUZEIRO DE GAIA | 1710112021 6|
1LTXD GAIA (CAIS CRUZEIRO DE GAIA AT10172021 8]
4cTe GAIA ESTUARIODODOURO | 1710112021 6|
1(2)}-CTX-A GAIA (CAIS CRUZEIRO DE GAIA 031022021 6 24 15 16 7 KESC
1{2)}-CTX-D1 GAIA (CAIS CRUZEIRO DE GAIA 031022021 Pl 23 16 24 15 E coii
1ELCTXA GAIA CAIS CRUZEIRO DE GAIA | _18/02/2021 @ | = | 1 18 E col
GAIA
GAIA

o o | @ |o|e

H
1
EE|E
1]

Legenda: grau de resisténcia: - Intermediéria, - _
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A presenca maioritaria de E. coli produtora de ESBL entre os isolados
selecionados, sO ratifica a disseminacdo dessa bactéria evidenciada por diversos
estudos. Cada vez mais se torna evidente a presenca de E. coli produtoras de ESBL no
meio ambiente. A literatura relata que Klebsiella spp. e Escherichia coli s&o os principais
reservatorios dos genes que codificam ESBL dentro do ambiente hospitalar e no meio
ambiente, justificando a presenca das mesmas neste trabalho (120). Os 12 isolados que
apresentaram caracteristica de produtores de ESBL demonstraram resisténcia a

cefotaxima e dez apresentaram também resisténcia a ceftazidima.

As Enterobacteriaceae produtoras de ESBL mostraram resisténcia aos nao [3-
lactamicos dos quais 6/12 tetraciclina, 6/12 sulfametoxazol+trimetropim e 4/12
cloranfenicol. Dentre os 12 isolados produtores de ESBL dez foram classificados como
MDR, conforme a classificacéo de Magiorako 2012, o que torna preocupante a presenca
dessas estirpes de Enterobacteriaceae nas aguas do rio que pode sugerir uma
contaminacao focal, provavelmente acidental e que esteja sendo espelhada pelas aguas
(41).

5.1 Pesquisa de ESBL por métodos moleculares (PCR)

Apoés a analise dos resultados obtidos pelo teste fenotipico de detecdo de B-
lactamases de espectro alargado, procedeu-se a andlise dos genes codificadores
através de métodos moleculares dos isolados considerados positivos.

A andlise através dos métodos moleculares, permite identificar e concluir qual o
tipo de B-lactamase presente no isolado com base no tamanho das bandas.

A caracterizacao foi realizada com base nos principais genes codificadores de
B-lactamases pertencentes as familias: blaoxa, blarem, blasny, blacrx-mgrupo 1,2,8,9 e 25.
Foram analisados os 12 isolados que apresentaram caracteristicas de ESBL confirmada
nos testes fenotipicos.

Para os genes blaoxa, blatem, blasny, foi utilizado o controlo +1, no qual abrange
0s genes blarem € blasny, € para o gene blacrx-mgrupo 1,2,8,9 e 25, foi utilizado o controlo
+1 referente ao CTX-M grupo 1 e +O14 que corresponde ao CTX-M grupo 9. Para
aqueles isolados que apresentaram na eletroforese bandas diferentes dos controlos
utilizados, a analise foi realizada com base nos valores de tamanho de bandas
referentes aos outros genes por comparagéo (121,122) .

Dos 12 isolados analisados, o gene blacrxm grupo 1 foi detectado em sete
isolados, o0 gene blacrx-w grupo 2 em apenas um isolado, e o gene blacrx.»-9 em dois

isolados. Quanto aos genes codificadores de ESBL do tipo TEM néo foi detetado em
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nenhum dos isolados. Ja a B-lactamase do tipo SHV foi predominante, estando presente
em seis dos isolados (6/12) e a tipo OXA em apenas trés dos isolados (3/12).

Quanto a presenca de mais de um tipo de gene num mesmo isolado, cinco
possuiram genes do tipo blacrx-mgrupo 1 e blasky, apenas um blacrx.m grupo 9 e blasnv
e um blacrx-m grupo 2 e blaoxa.

Com base nos resultados obtidos é importante salientar a importancia de mais
andlises e estudos que ratifiguem a caracterizacdo molecular, de modo a elucidar os

mecanismos de resisténcia dessas bactérias nas aguas do rio.

Tabela 9: Detecéo dos genes codificadores de ESBL nos isolados selecionados

Isolados CTX-M CTX-M CTX-M TEM SHV OXA
analisados Grupo 1 Grupo 2 grupo 9 (800bp) (713bp) (564bp)
(415bp) (552bp) (215bp)
1(2)-CTX-A X X
1(2)-CTX-D1 X
1G-CTX-A X
1-CTX-A X X
1G-CTX-C X
1-CTX-D X X
1-CTX-B X
1(3)-CTX-A X X
4-CTX-C X X
1(4)-MEM-B X X
1(5)-CTX-A X X
1(5)-CTX-B X

6. Enterobacteriaceae produtoras de AmpC

Para as Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamases do tipo AmpC, a
detecdo foi feita através da andlise do teste de discos de antimicrobianos com inibidores
enzimaticos como a cloxacilina (FOC:30) juntamente com a cefoxitina.

Os isolados que apresentaram caracteristicas tipicas de produtores de AmpC
como resisténcia as cefalosporinas de até a terceira geracao e estabilidade ao cefepime
(cefalosporina de quarta geracdo) foram selecionadas para posterior teste de
confirmacdo de Enterobactereaceae produtora de AmpC. A figura abaixo representa

alguns isolados que demonstraram essa caracteristica no TSA.
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Figura 24: Testes confirmatérios de presenca de produtores de AmpC

Dos oito isolados classificados como produtores de AmpC, todos apresentaram

resisténcia a Ampicilina, Cefotaxima, Cefoxitina e Ceftazidima como se pode observar

no quadro abaixo. Apenas um demonstrou resisténcia ao cefepime porém a confirmacéo

com cloxacilina ratificou a presenca de uma produtora de AmpC. Quanto aos nao [3-

lactamicos, ndo foi observado um ndmero relevante de resisténcia a essa classe de

antibidticos, ja que apenas 5 isolados demonstraram resisténcia a uma dessas classes

(ciprofloxacina, levofloxacina, tetraciclina e cloranfenicol).

De acordo com a classificagdo de multirresisténcia, todos as Enterobacteriaceae

produtoras de AmpC foram classificadas como MDR uma vez que os oito isolados

apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de antibigticos.

Figura 25: Isolados que apresentaram caracteristicas confirmatérias de produtores de AmpC

D
FOT | MNET F T0B CROORG
200 10 0 10 "
1P-CTX-A (pos repl ) RIBEIRA DO PORTO NA 20] 24| pal E coli
Kigbsiella
CAIS CRUZEIRO DE GAIA
2 15‘ 17 17} preumonise |
Pseudomonas
ETAR 0910112021 . ‘ b T
ETAR 091112024 NA 6) 26| 18]  Ecoli
ESTUARIODODOURD | 170112024 2 30 15 Eooli
MARINA DO DOURO 170172021 A d A ﬁmmmam
CAIS CRUZEIRO DEGAIA | 0310212021 IR EEED E coli
CAIS CRUZEIRO DE GAIA | 04i03/2021 24 | 18 | o | © E.coli

Legenda: grau de resisténcia: - Intermediéria, - _ |
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7. lsolados resistentes aos carbapenemos

Dos 79 isolados (E. coli e KESC) 15 apresentaram genes codificadores de
carbapenemases. A elevada quantidade de isolados resistentes ao meropenemo
(MEM) e que apresentaram genes que codificam carbapenemases € um dado bastante
relevante do estudo, uma vez que foi encontrado em 100mL de amostra analisada.
Apesar de alguns autores ja relatarem a frequente aparicao de bactérias resistentes a
carbapenemos no meio ambiente, principalmente Enterobacteriaceae, ainda é pouco
estudada a propagacéo, disseminagao e potencial transmisséo de genes de bactérias
resistentes a antibiéticos através do meio ambiente, principalmente genes codificadores
de carbapenemase (87,123).

Os isolados que apresentaram resisténcia ao meropeno no TSA foram
confirmados através dos testes fenotipicos para a deteccdo da presenca de
carbapenemases como o Carbapenem Inactivation Method (CIM) como mostra a figura
26 e 27 abaixo:
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Figura 26: Exemplo de teste de suscetibilidade aos antibidticos de isolado resistentente ao
meropenemo

Figura 27: Exemplo de resultados de Carbapenem Inactivation Method (CIM)

Dos 15 isolados produtores de carbapenemases, seis foram identificados como
E. coli, oito Klebsiella pneumoniae e um Klebsiella oxytoca. As identificagcbes foram
confirmadas através de APl 20E Biomérieux conforme as reacdes apresentadas por
cada isolado. Era expectavel a presenca de Klebsiella pneumoniae nos isolados
produtores de carbapenemases, visto que é a mais frequentemente detetada e possui
rapida e ampla disseminacgdo (124). E. coli também € bastante citada por autores que
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confirmam a sua presenca como produtoras de carbapenemases. Gauthier e
colaboradores relataram que com a disseminacdo de estirpes de Enterobacteriaceae
produtoras de carbapenemase (CPE) globalmente, as enzimas hidrolisantes de
carbapenemos estdo cada vez mais presentes em isolados de Escherichia coli (89).
Num estudo de pesquisa epidemioldgica, os autores constataram um elevado niamero
de isolados de E. coli produtores de carbapenemase (CP-Ec) recebidos no Centro
Nacional de Referéncia Francés (F-NRC) em 2012 e 2013. Dos 140 isolados de E. coli
produtores de carbapenemase, 74% produziram uma carbapenemase semelhante a
OXA-48 e 21% produziram uma carbapenemase NDM (89).

Seis desses isolados apresentaram uma resisténcia intermediaria ao
meropenemo no TSA, o que poderia ter sugerido um resultado falso negativo quanto a
sua classificacdo como produtora de carbapenemases. Para esses isolados, mesmo
apresentando uma resisténcia intermediaria, os testes de inibicdo e pesquisa por
métodos moleculares foram realizados e acabaram por confirmar a presenca de
produtores de carbapenemases.

Dos 15 isolados resistentes aos carbapenemos, todos foram classificados como
MDR apresentando resisténcia a trés ou mais classes de antibiéticos além da resisténcia
ao meropenemo, 0 que evidencia uma alarmante resisténcia destas estirpes de
Enterobacteriaceae. Esses isolados com esse grau de resisténcia a diferentes classes
de antibidticos preocupam devido a importancia terapéutica infeciosa dele, jA que séo

algumas das principais escolhas terapéuticas nos hospitais e na comunidade (118,119).

Figura 28: Isolados que apresentaram caracteristicas confirmatdrias de produtores de carbapenamases
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Legenda: grau de resisténcia: - Intermediéria, baixa, _
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Os isolados produtores de carbapenemases foram encontrados todos no mesmo
ponto de colheita no Conselho de Gaia. Dai a importancia do estudo, em centralizar o
foco da pesquisa neste ponto e analisar quais foram as possiveis causas de maior
predominancia de bactérias produtoras de carbapenemases em apenas um local

especifico, sugerindo-nos uma contaminacao pontual, focal ou acidental.

7.1 Pesquisa de carbapenemases por métodos moleculares (PCR)

Para os isolados que confirmaram a presenca de carbapenemases, foi realizada
PCR para pesquisa de genes de carbapenemases mais prevalentes: blanom, blavim,
blave, blakec € que sdo mais frequentemente detetados em Enterobacteriaceae (123).

As carbapenemases sdo enzimas capazes de hidrolisar os carbapenemos,
assim como outros B-lactamicos, como cefalosporinas e penicilinas (123).

Para a analise dos isolados, foram detetadas através do PCR a carbapenemase
do tipo KPC em todos os 15 isolados, bastante expectavel ja que foi comprovada a
presenca de carbapenemase conforme os resultados dos testes fenotipicos realizados
através do método CIM.

A KPC tem sido relatada em estirpes de Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia coli, Serratia e também em
Pseudomonas. As estirpes podem apresentar diferentes caracteristicas frente aos

carbapenemos e possuem uma ampla disseminagcdo mundial (125).

Figura 29: Eletroforese dos isolados que continham o gene da KPC
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Além das analises do gene da KPC, também se realizou a caracterizagdo com
base nos principais genes codificadores pertencentes as familias das ESBL: blaoxa,
blarewm, blasnv, blactx-mgrupo 1,2,8,9 e 25 para os isolados que apresentaram o gene da
KPC.

As bactérias produtoras de carbapenemases podem apresentar outros genes
gue sao adquiridos. Como essas bactérias possuem um fenétipo no qual se sobressai
0 gene da KPC, nao é tdo perceptivel observar outros genes adquirido somente pelo
fenotipo. Dai a necessidade de utilizar métodos moleculares complementares para

confirmar a presenca desses outros genes expressos pelas bactérias.

Foram analisados os 15 isolados que apresentaram caracteristicas de
produtores de KPC confirmadas nos testes fenotipicos. Para os genes blaoxa, blarewm,
blasnv, foi utilizado o controlo +1 no qual abrange os genes blaoxa € blarem € para o gene
blacrx-.m grupo 1,2,8,9 e 25, foi utilizado o controlo +1 referente ao CTX-M grupo 1 e
+014 que corresponde ao CTX-M grupo 9. Para aqueles isolados que apresentaram na
eletroforese bandas diferentes dos controlos utilizados, a analise foi realizada com base
nos valores de tamanho de bandas referentes aos outros genes por comparacao
conforme feito para as ESBL (121,122).

Tabela 10: Dete¢éo dos genes codificadores de ESBL nos isolados selecionados

Isolados CTX-M CTX-M CTX-M CTX-M TEM SHvV OXA
analisados Grupo 1 Grupo 2 Grupo 8 grupo 9 (800bp) (713bp) (564bp)
(415bp) (552bp) (666bp) (215bp)

1-MEM-A X

1-MEM-B X

1-MEM-D X

1-MEM-D2 X
1(2)-MEM-A X X
1(2)-MEM-C X
1(3)-MEM-B X
1(3)-MEM-D X X X
1(4)-MEM-A X
1(5)-MEM-A X X X
1(5)-MEM-B X
1(5)-MEM-C X
1(5)-MEM-D X X
1(5)-MEM-E X
1(5)-MEM-F X

77



Dos 15 isolados analisados, a B-lactamase do tipo TEM foi detectada em seis
isolados, 0 gene blacrx.m grupo 2 em sete isolados e a B-lactamase do tipo OXA em
guatro isolados. Quanto aos genes codificadores do tipo blacrx-w grupo 9 néo foi
detetado em nenhum dos isolados.

Quanto a presenca de mais de um tipo de gene num mesmo isolado, cinco
possuiram genes do tipo TEM e OXA e um isolado apresentou o acimulo de trés genes
(blactx-m grupo 1, TEM e OXA).

Todos os isolados produtores de carbapenemases foram encontrados no mesmo
ponto de colheita, em datas diferentes, no Conselho de Gaia em datas diferentes, o que
sugere uma contaminacado pontual no local. As analises realizadas e principalmente os
resultados desta PCR, podem ser efetivamente validados uma vez que os controles

utilizados foram adequadamente apresentados e fidedignos.

8. Transferéncia de genes de resisténcia de Enterobacteriaceae produtoras de

ESBL, AmpC e carbapenemases

As Enterobacteriaceae produtoras de ESBL, AmpC e carbapenemase foram
submetidas ao ensaio de conjugacdo em meio liquido e soélido, para analisar a
capacidade de transferéncia do material genético responsavel pelo fendtipo de
resisténcia. Foi observado que nenhum dos isolados analisados apresentou a
capacidade de transferir o gene responsavel pelo fenétipo de ESBL, AmpC ou
carbapenemase. Esses resultados preliminares podem vir a ter alteracdoes ao longo do
tempo, ja que esses genes podem sofrer combinac8es e serem transferidos para outros
tipos de bactérias, inclusive bactérias autoctones.

Essa transferéncia de gene ocorre quando dois ou mais tipos de plasmideos R que
estdo presentes numa bactéria passa para outra através da recombinacdo genética.
Esse mecanismo faz com que aparegam plasmideos R portadores de diferentes genes

de resisténcia a diversos antibiéticos (126).
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V. Conclusao

A andlise dos resultados obtidos no presente estudo permite concluir que:

. Dos 92 isolados, 77 isolados apresentaram a caracteristica de
Enterobacteriaceae de multirresisténcia, contribuindo para um cenario
complicado no que tange as opcdes terapéuticas para tratamento de
infeccdes.

. Um total de 12 isolados foram caracterizados como
Enterobacteriaceae produtoras de ESBL (13,04%) em amostras de agua de
100mL.

. Os 92 isolados demonstraram um perfil de resisténcia a
cefotaxima, ceftazidima, ciprofloxacina e ao sulfametoxazol+trimetropim.

o Grande parte das Enterobacteriaceae produtoras de ESBL
apresentou um perfil de resisténcia elevado a cefotaxima, cefepime e
ceftazidima. Perfil caracteristico dos isolados produtores de cefotaximases.

o Dos 12 isolados Enterobacteriaceae produtoras de ESBL, trés
pertenceram ao grupo KESC, 2 Klebsiella pneumoniae e 7 E. coli. As ESBL
mais encontradas foram do tipo CTX-M e SHV sendo:

- (7/12) CTX-M grupo 1

- (1/12) CTX-M grupo 2

- (2/12) CTX-M grupo 9

- (6/12) SHV

- (3/12) OXA

Quanto a presenca de mais de um tipo de gene em um mesmo isolado,

cinco possuiram genes do tipo blactx-w grupo 1 e SHV e apenas um

blacrx-w grupo 9 e SHV.

o Um total de 8 isolados foram caracterizados como
Enterobacteriaceae produtora de AmpC (8,7%). Dos oito isolados
classificados como produtores de AmpC, todos apresentaram resisténcia a
Ampicilina, Cefotaxima, Cefoxitina e Ceftazidima.

o Quanto aos nao B-lactamicos, ndo foi observado um nimero
relevante de resisténcia a essa classe de antibidticos.

o Todas as Enterobacteriaceae produtoras de AmpC foram
classificadas como MDR uma vez que os oito isolados apresentaram

resisténcia a trés ou mais classes de antibioticos.
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) Quinze isolados apresentaram genes codificadores de
carbapenemases.

) Dos 15 isolados produtores de carbapenemases, seis foram
identificados como E. coli, oito Klebsiella pneumoniae e um Klebsiella
oxytoca.

) Todos os 15 isolados produtores de carbapenemases foram
classificados como MDR apresentando resisténcia a trés ou mais classes de
antibiéticos além da resisténcia ao meropenemo.

o Foram detetadas através do PCR a carbapenemase do tipo KPC
e genes blaoxa, blarem, blashv, blacrx-mgrupo 1,2,3,8,9 e 25, sendo

- (15/15) KPC

- (3/15) CTX-M grupo 1

- (7/15) CTXM grupo 2

- (1/15) CTXM grupo 8

- (6/15) TEM

- (4/15) OXA

Quanto a presenca de mais de um tipo de gene em um mesmo isolado,

trés possuiam genes do tipo TEM e OXA e dois isolados apresentaram o

acumulo de trés genes (blactx-w grupo 1, TEM e OXA) e (blacrx-w grupo

2, TEM e OXA).

O controlo de qualidade de 4gua tem por finalidade analisar amostras de acordo
métodos e especificacbes padronizadas e registadas junto ao 6rgao regulador. Visa
também mensurar a qualidade dos ambientes aquéticos, de modo a certificar que os
mesmos estdo de acordo com as especificacbes seguindo os padrbes e normas
(12,127,128).

O controlo de qualidade microbiol6gica da agua é imprescindivel para auxiliar na
melhoria e manutengéo da qualidade, seja para seguranga da saude da populagéo, seja
por questdes ecoldgicas/ambientais (129).

A qualidade microbiolégica das aguas esta condicionada a quantidade e ao tipo
de microrganismo presente e sua multiplicacdo, dai o estabelecimento de normas e
diretrizes que permitam avaliar a quantidade e o tipo de microrganismos permitidos de
modo a nao causar danos a saude do individuo (129,130).

Cada fase do processo de avaliagdo da qualidade tem como objetivo atender as
necessidades explicitas e implicitas do consumidor/usuario e assegurar a saude do

mesmo, evitando que ele adquira qualquer enfermidade (130).
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Diante desse recorte, este estudo vem enfatizar, principalmente, a relevancia
dos isolados produtores de cabapenemasases encontrados em uma area pontual de
andlise. A presenca destas bactérias resistentes aos carbapenemos néo sé constitui
uma desvantagem ambiental mas também um alerta para a detecdo de um foco de
contaminagéo inesperado.

A resisténcia microbiana aos antibidticos € um assunto que esta constantamente
sendo notificado por ser um grave problema de saude publica. A presenca de bactérias
multirresistentes em ambientes naturais, realga a importancia de estudos que venham
confirmar e caracterizar oS mecanismos causais envolvidos na resisténcia microbiana.
E este estudo demonstrou que a metodologia utilizada nos permite realizar essas
detecBes e trabalhar futuramente em cima de estratégias que possam mitigar a
disseminacdo desses microrganismos, evitando assim contaminac¢des recorrentes.

Contudo, é necessario o enquadramento teérico e aprofundado da atuacgéo
dessas bactérias mutltiresistentes, ndo somente na saude humana mas também no
impacto que elas podem causar ao meio ambiente, tornando-se importante a utilizagao
de ferramentas, como marcadores ecolégicos e epidemioldgicos, que possam rastrear
e controlar a proliferacdo de bactérias no meio ambiente.

A presenca de bactérias produtoras de carbapenemases nas amostras
analisadas da agua do rio foi um dos resultados mais relevantes para o estudo no ponto
de vista de saude publica.

Os resultados também sugerem um espelhamento da colonizacédo da populacao
com as aguas do rio, o que converge directamente para os resultados encontrados.
Aliado a isso, a influéncia de factores géneticos e ecoldgicos das bactérias presentes
nas aguas fomentando a resisténcia dessas estirpes e transferéncia horizontal de
marcadores de resisténcia entre elas, corrobora a importancia da utilizacdo de
ferramentas como marcadores epidemiol6gicos e ecolégicos no controlo da
disseminacao da resisténcia aos antibidticos.

A presenca de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL, AmpC e
carbapenemase configura um sério problema de saude publica, pois esses isolados sédo
capazes de tornar ineficaz a atuagdo de antibidticos contra infec¢cdes decorrentes
dessas bactérias.

Contudo, este trabalho vem ressaltar a relevancia do impacto que a resisténcia
antimicrobiana pode constituir em termos de ameaca para a saude publica e também
alertar que bactérias multirresistentes fora do seu contexto fisiolégico, indicam
contaminacdo nociva, uma vez que as mesma, com alteracbes genéticas adquiridas,
podem criar novos mecanismos de infe¢cdo, com capacidade de se instalar como agente

infeccioso e disseminar-se através do meio ambiente.
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VI. Perspectivas Futuras

De modo a dar continuidade e amplitude aos resultados encontrados, avalia-se
a necessidade de estudos futuros para confirmar e caracterizar os mecanismos causais
envolvidos na contaminagdo da agua no local onde foram encontradas bactérias
produtoras de carbapenemase, dando énfase a investigacdo de uma possivel relacdo a
prestacdo de cuidados de saude. Para além disso, novos amostras poderiam ser
coletadas e analisadas para a confirmacdo da persisténcia dessas bactérias
multirresistentes no local. Adicional aos resultados ja encontrados, realizar a técnica de
Pulse Field Gel Electrophoresis aos isolados previamente detetados, trazendo robustez
aos resultados, precisdo e uma analise mais especifica ao estudo, e com base nisso,

desenvolver tratamentos e estratégias que possam mitigar essa contaminacao.
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