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RESUMO

Vinculada as precdrias praticas sanitarias, a resisténcia bacteriana,
originalmente associada ao ambiente hospitalar, passou a ser observada
também no meio ambiente. Tendo em vista a relacdo da qualidade da dagua
com a saude de uma populacdo, sua condicdo passou a ser avaliada por
meio da deteccao de microrganismos, sendo a Escherichia coli(E. coli) usada
como bioindicador para a contaminacdo fecal. O Rio Carioca € o primeiro
rio urbano tombado no Brasil, possui valor histérico, cultural, paisagistico e
simbolico, contudo ainda € local de lancamento de efluentes em diferentes
pontos, sendo potencial reservatorio para a manutencao e disseminacdo
de genes de resisténcia. Nessa perspectiva, objetivou-se estabelecer o perfil
de susceptibilidade a antimicrobianos de E. coli isoladas em amostras de
Aaguas do Rio Carioca, Rio de Janeiro, levando em consideracdo a presenca
de aguas residuais de origem domeéstica e hospitalar nesse curso dagua.
Foram obtidas amostras de agua superficial de cinco pontos do rio.
Os parametros cor aparente, turbidez, condutividade elétrica, temperatura
e pH foram analisados. Realizou-se a deteccdo da presenca/auséncia de
bactérias do grupo dos coliformes nas amostras, com posteriores cultivo,
isolamento e identificacdo de E. coli. Os isolados foram submetidos ao
teste de sensibilidade aos antimicrobianos. Isolados resistentes a quatro
diferentes antimicrobianos foram encontrados no ponto mais degradado.
Assim sendo, este estudo pode contribuir para a compreensdao dos
mecanismos pelos quais as pessoas podem ser expostas e colonizadas,
fortalecendo estratégias de salde, sanitarias e ambientais.

Palavras-chave: risco ambiental; aguas superficiais; manancial; resisténcia

microbiana.
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ABSTRACT
Linked to unsafe health practices and originally associated with the hospital
environment, bacterial resistance has also started to be observed in nature.
Given the relationship between water quality and the health of a population,
its condition started to be assessed by detecting microorganisms, and
Escherichia coli was used as a bioindicator. The Carioca River is the first
urban river listed in Brazil. It has historical, cultural, landscape, and symbolic
value. However, it is still a place for effluent discharge at different spots
and is a potential reservoir for the maintenance and dissemination of
resistance genes. From this perspective, the objective was to establish
the profile of susceptibility to E. coli antimicrobials isolated in water
samples from the Carioca River, Rio de Janeiro, considering the domestic
and hospital wastewater in this watercourse. Surface water samples
were collected from five River points. Apparent color, turbidity, electrical
conductivity, temperature, and pH were the parameters analyzed.
Presence/absence of coliform bacteria were detected in the samples, with
subsequent cultivation, isolation, and identification of E. coli. The isolates
were submitted to the Antimicrobial Sensitivity Test. Isolates resistant
to four different antimicrobials were found at the most degraded point.
Thus, this study can help to understand the mechanisms by which the
population is exposed and colonized, strengthening health, sanitary, and

environmental strategies.

Keywords: environmental hazards; surface waters; natural springs; drug

resistance, microbial.
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INTRODUCAO

A multirresisténcia dos bacilos Gram-negativos tem sido um obstaculo no que
se refere ao tratamento de doengas causadas por agentes microbianos (RUPPE
et al., 2015). Sua caracteristica estrutural complexa confere a essas bactérias a
sua toxicidade e antigenicidade (NOGUEIRA et al., 2009) e, muitas vezes, tam-
bém dificulta a eficicia de alguns antimicrobianos pelas caracteristicas intrin-
secas a sua morfologia.

Bactérias resistentes representam um problema global de satde, que se
tem estendido para o ambiente, especialmente corpos d'agua (GUERRA et al.,
2020). Desse modo, os rios tém sido considerados de especial importancia como
reservatorios de genes de resisténcia, uma vez que sio receptores de bactérias
de diferentes fontes (efluentes hospitalar, doméstico, entre outros) (GUERRA
et al., 2020; ZURFLUH et al., 2013).

Em fungio do impacto da qualidade das dguas sobre a saude da populagio,
a sua condigdo passou a ser avaliada por meio de microrganismos bioindicado-
res, os chamados “coliformes”. O grupo dos coliformes totais engloba géneros
e espécies entéricas e ndo entéricas (CROXEN et al., 2013), tendo como repre-
sentantes principais bactérias pertencentes aos géneros Escherichia, Klebsiella e
Enterobacter (ADEOLU et al., 2016; SCHUROFF et al. 2014), sendo Escherichia
coli (E. coli) considerada mundialmente um bioindicador de contaminagio fecal
das dguas (BERENDONK et al., 2015; CONAMA, 2000; HEALTH CANADA,
2012; WHO, 2018).

E. coli é um bastonete Gram-negativo, oxidase-negativo, que cresce em
meio rico a 44-45°C, fermenta lactose e manitol com a produgio de 4cido e
gés, além de produzir indol do aminodacido triptofano (CROXEN et al., 2013;
KONEMAN, 2018). A sua recomendagdo como principal indicador de conta-
minagao fecal ocorre pelo fato de esse microrganismo ser integrante do trato
gastrointestinal de homens e animais, sendo considerado o mais especifico entre
os coliformes termotolerantes (HEALTH CANADA, 2012).

As constantes alteragdes antrépicas no ambiente implicam danos tanto ao
ambiente quanto a saude da populagdo. De modo particular, o Rio Carioca é
fonte de muitas memorias e estd intimamente vinculado ao desenvolvimento
urbano da cidade do Rio de Janeiro. Enquanto primeiro manancial superfi-
cial, os chafarizes da cidade eram servidos pelas suas dguas cristalinas, e ele
era considerado até mesmo um rio mistico para os indios Tamoios (INEPAC,
2019; REBOISSON, 2016). Esse periodo (séculos XVII-XVIII) ainda foi mar-
cado pela construgio do aqueduto Arcos da Carioca, atualmente denominado
Arcos da Lapa (INEPAC, 2019), reconhecido como maior obra de engenharia
da América Latina. Todavia, em razao das alteragdes no seu curso e das prati-
cas precarias de saneamento, o Rio Carioca foi pouco a pouco se deteriorando
(OGEDA et al., 2016; REBOISSON, 2016).

Em virtude do seu valor histérico, o Rio Carioca foi tombado em janeiro de
2019 como patrimoénio historico, cultural e natural INEPAC, 2019). No entanto,
embora possua o titulo de ser o primeiro curso urbano a ser tombado, também
pode ser considerado hoje como um potencial reservatério para a manutengao
e disseminagao de genes de resisténcia por causa do langamento de aguas resi-
duais de origem doméstica e hospitalar nas suas dguas.

Reconhecendo a baixa qualidade dessas aguas e com o objetivo de melho-
rar a qualidade da balneabilidade da praia do Flamengo (R]), uma unidade
de tratamento de rio (UTR) foi construida pelo Governo do Estado do Rio de
Janeiro com recursos da Petrobras. Com a sua operacionalizagao, foi possi-

vel observar a melhoria na qualidade das dguas da praia do Flamengo (SILVA
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et al., 2017). Entretanto, ainda se faz necesséaria a implementa¢io de medidas
ao longo do seu curso, haja vista que esse rio é fonte de histéria patrimonial,
além de ser utilizado para praticas de balneabilidade e recreagdo pela popula-
¢do infanto-juvenil local, conforme registrado por meio de veiculo de imprensa
(SANTIAGO, 2019). Essa populagdo pode estar susceptivel ao desenvolvimento
de doengas de veiculagdo hidrica oriundas de possiveis patégenos portadores
de genes de resisténcia.

O estudo integrado de satde e ambiente é uma area crescente e mundial-
mente importante (GUERRA et al. 2020; ZURFLUH et al. 2013). Nessa pers-
pectiva, visando contribuir para a tematica, este artigo objetivou estabelecer o
perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de E. coli isoladas em amostras de

4guas superficiais do Rio Carioca (R]).

METODOLOGIA

Localizado no Estado do Rio de Janeiro, o Rio Carioca pertence a uma
sub-bacia da Baia de Guanabara (trecho oeste). Obras de saneamento que se
iniciaram em 1719 contribuiram tanto para a modificagio do seu curso quanto
para a deterioragdo das suas aguas.

De acordo com Reboisson (2016), o Rio Carioca nasce na Floresta da
Tijuca, percorre a Rua Cosme Velho, adentra a Rua das Laranjeiras, passa pela
Rua Ipiranga, pela Rua Conde de Baependi, posteriormente passa brevemente
pela Praga José de Alencar, pela Rua Bardo do Flamengo, em seguida avanga
pela UTR-Flamengo e, por fim, desagua na praia do Flamengo.

Ainda no periodo colonial, as suas 4guas eram utilizadas para o descarte
de dejetos humanos e animais, o que deu inicio ao processo de degradagao
desse rio. A baixa qualidade das d4guas do Rio Carioca em decorréncia do lan-
camento de efluentes no seu leito ja foi anteriormente documentada (AMIGOS
DO PARQUE, 2019; OGEDA et al., 2016; SILVA et al., 2017).

Nesse sentido, os pontos amostrais foram selecionados de modo a englobar
locais de coleta anteriores e posteriores  interferéncia de possiveis langamen-
tos de efluentes de origem hospitalar e doméstica, além de serem locais onde
o rio corre a céu aberto. Sendo assim, os pontos selecionados correspondem a
dois pontos na nascente (1A e 1B) (locais preservados na Floresta da Tijuca),
(3) reservatério/caixa Mae d’Agua, que se localiza no bairro de Santa Tereza, em
trecho tombado como patrimoénio cultural brasileiro INEPAC, 2019), (4) Largo
do Boticério, no bairro do Cosme Velho e (5) em acesso imediatamente ante-
rior a UTR no Flamengo (Figura 1).

Houve interesse, neste trabalho, em coletar a agua apds a UTR, todavia a
estagdo ndo estava operante; isso significa que a mesma agua que entrava saia
sem tratamento algum, desembocando diretamente na praia do Flamengo.

Oslocais de coleta na nascente foram selecionados com o auxilio dos monito-
res do Parque Nacional da Tijuca (Parna-Tijuca) e, também, da Coordenadora de
Pesquisa e Manejo do Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade
(ICMBio). Como o ponto da nascente do rio era incerto, optou-se por coletar
em dois locais indicados pelos monitores.

As coordenadas dos pontos de coleta das nascentes, apresentadas em resul-
tados (Tabela 1), foram obtidas por meio do GPSMAP 64s Garmin. Nos demais
pontos, a localizagdo foi obtida com o programa de apresentagéo tridimensio-
nal do globo terrestre Google Earth.

As amostras foram obtidas no dia 28 de janeiro de 2020. No periodo da

coleta, a precipitagiao acumulada manteve-se entre os valores médios histéricos,
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Fonte: Pontos plotados no Google Maps.

Figura1- Pontos utilizados para a coleta da agua no percurso do Rio Carioca.

Tabela 1- Resultado dos parametros fisico-quimico analisados.

Largo do Boticario

Antes da Unidade de
Tratamento de Rio

Nascente (1A) Nascente (1B) Mae d’Agua
Coordenada 22°243407°S 22°9434.34°S 22°564373'S 22°562268'S 22°560048'S
432247330 43°2247650 43°123172'0 43°120499"0 43°102056"0
Hora da coleta 0945 1013 1119 n:48 12:30
Temperatura (°C) 276 29 299 319 318
pH 6 6 6 6 6
Turbidez (NTU) 6] 0501 116 2,20 302
Condutividade elétrica (mS/cm) 624 51 697 2126 374
Salinidade 472 3349 4704 158,09 29212
Cor aparente (UC média) 42 7 10 44 460

ndo havendo precipitagdo nas 24 horas anteriores ao dia da coleta (CPTEC/
INPE, 2020).

A coleta das amostras foi realizada de acordo com as recomendagdes da
Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo — CETESB (2011), nio ultrapas-
sando 20 cm da coluna d’dgua. Foram utilizados frascos estéreis e transparentes
de aproximadamente 100 mL cada, sendo coletados em cada ponto amostral

300 mL de dgua para as analises bioldgicas (triplicata) e 100 mL para as fisico-
-quimicas. Ainda em campo, foram mensurados os pardmetros temperatura,
com o auxilio de um termometro digital, e o pH foi obtido com o uso da tira
universal de pH 0-14 da KASVI® e conferido no laboratdrio com o auxilio de
um pHmetro de bancada.

As amostras coletadas foram armazenadas em caixa térmicas que conti-

nham gelo e permaneceram acondicionadas dessa forma no maximo por 4 horas
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até a chegada ao Laboratdrio de Microbiologia, onde foram realizados os tes-

tes bioldgicos, e ao Laboratdrio de Analises Fisico-Quimicas, para a realizagao

dos testes fisico-quimicos.

Caracterizagao Fisico-quimica
A obtengdo dos parametros cor aparente, turbidez e condutividade elétrica

seguiram as recomendagdes do Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater. A condutividade foi utilizada como medida indireta da salini-

dade (OGEDA et al., 2016; SILVA et al., 2017; SILVA, 2021).

Isolamento e identificagdao
Para a detecgdo da presenca de bactérias dos grupos coliformes e E. coli, foi adicio-

nado um envelope do substrato do kit comercial COLItest® em cada um dos trés
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frascos de 100 mL com amostra. Os frascos foram fechados, agitados e incubados
a35£1°C durante 24 horas, seguindo as recomendagdes do fabricante (LKP, 2022).

Passado o periodo de incubagio, as amostras foram submetidas a luz ultra-
violeta para a observagéo da fluorescéncia. Nas amostras em que houve a confir-
magao da presenca de bactérias do grupo coliforme, por meio da fluorescéncia
positiva, realizou-se o teste do indol pela adi¢do do reativo de Kovacs, confir-
mando-se nos casos positivos a presenca de E. coli (LKP, 2022).

Posteriormente a confirmagéo da presenga de E. coli no frasco do kit Colitest,
uma aliquota de uma das triplicatas foi previamente retirada para o isolamento
das colonias, de acordo com a metodologia classica proposta por Costa e Hofer
(1972), o que foi seguido de incubagdo a 36+1°C durante 18 horas.

O teste de sensibilidade foi realizado de acordo com o manual do Clinical
and Laboratory Standards Institute — CLSI (2019) e BrCAST-EUCAST (2019).
Os antimicrobianos testados foram definidos com base nas duas técnicas e com
0 seu uso rotineiro no laboratério (Tabela 2). Desse modo, os isolados foram
classificados nas seguintes categorias: sensivel (S), definida por um ponto de
corte no qual os isolados sdo inibidos por concentragdes geralmente alcangaveis
de um agente antimicrobiano, recomendada para o tratamento de uma infecgao
e que culmina na eficcia clinica; intermedidria (I), definida por um ponto de
corte no qual os isolados tém menor taxa de resposta ao tratamento, quando
comparados a categoria S ou a resistente (R); esta definida por um ponto de
corte no qual os isolados ndo sao inibidos pelas concentragdes normalmente
alcangaveis de um antimicrobiano ou no qual a eficacia do agente contra o iso-
lado néo foi observada (CLSI, 2019). Visto que o CLSI incluiu uma classe espe-
cialmente para um farmaco especifico, a classe susceptivel dose-dependente

(SDD) também foi levada em consideragaio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das avaliagdes dos parametros fisico-quimicos temperatura,
pH, turbidez, condutividade elétrica, salinidade e cor aparente estdo indica-
dos na Tabela 1.

A temperatura apresentou valores superiores a 25°C em todos os pontos
amostrais, sendo os maiores valores encontrados no Largo do Boticério e no
ponto anterior 8 UTR-Flamengo. De acordo com Von Sperling (2005), a tem-
peratura da 4gua pode apresentar valores caracteristicos, a depender da sua ori-
gem, pois a transferéncia de calor pode se dar através da radiagdo, condugio,
convecgdo ou despejos industriais e efluentes.

Estudo realizado no Rio Pardo (DA SILVA; SACOMANTI, 2001), localizado
em Botucatu (SP), constatou variagdo da temperatura nesse rio ao longo do ano,
com elevadas temperaturas durante o dia e baixas temperaturas nos pontos que
possufam extensa vegetagdo. De modo similar, outros estudos (GUILHERME
et al., 2018, MARMONTEL; RODRIGUES, 2015) revelaram a variagao de tem-
peratura na dependéncia de determinadas fontes naturais (mata ciliar, energia
solar) e antropogénicas (despejos industriais).

Nesse sentido, ¢ possivel sugerir que as temperaturas menores encontra-
das na nascente (1A e 1B) e Mie d’Agua possam estar sendo influenciadas pela
vegetagdo existente nessas localidades, onde hd pouca incidéncia solar. Por outro
lado, foi possivel observar que, embora o Largo do Boticdrio ndo esteja inse-
rido em drea de extensa vegetagio e, nessa localidade, o Rio Carioca receba
pouca incidéncia solar em razdo das construgdes paralelas ao seu curso, além

de anteriormente vir de um ambiente subterraneo (canalizado), esse ponto
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Tabela 2 - Antimicrobianos selecionados para a realizagdo dos testes de
susceptibilidade, com as suas respectivas categorias.

Penicilina

Ampicilina (AMP) 10 ug

B-lactamicos

Amoxicilina-clavulanato Piperacilina-tazobactam

(AMO) 30 ug (PPT) 110 pg

Ampicilina-sulbactam

(ASB) 20 ug

Cefazolina (CF2) 30 ug Cefoxitina (CFO) 30 ng | Ceftazidima (CAZ) 30 pg
Cefepime (CPM) 30 ug Cefotaxima (CTX) 30 ug ‘

Monobactamas

Aztreonam (ATM) 30 ug

Carbapenémicos

Meropenem (MER)IO ug

Gentamicina (GEN)
10 ug

Levofloxacino (LVX) 5 ug -

Antagonista da via do folato

Ertapenem (ETP) 10 ug Imipenem (IPM) 10 ug

Aminoglicosideos

Amicacina (AMD 30 ug

Fluoroquinolonas

Ciprofloxacino (CIP) 5 ug

Sulfametoxazol-
Trimetoprim (SUT) 25 ug

Fonte: Adaptado, CLSI (2019).

junto com o ponto amostral anterior a UTR-Flamengo foram os que apresen-
taram as maiores temperaturas (31,9 e 31,8°C, respectivamente). Supde-se que,
neles, a temperatura tenha sofrido efeito de outros fatores, haja vista que o tre-
cho do Largo do Boticério possui baixa incidéncia solar e o trecho anterior &
UTR-Flamengo vem de um ambiente canalizado antes de as 4guas se aflorarem
novamente nesse pequeno trecho.

O parametro pH foi comum em todos os locais de amostragem. O valor
detectado (pH 6,0) confere uma carateristica acida a 4gua do rio. Esse parame-
tro atende a Resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (Conama)
357/2005 no que tange a preservagao dos ambientes aquaticos em unidades
de conservagao (no caso, a nascente do Carioca) e a preservagao do equilibrio
natural das comunidades aquaticas (CONAMA, 2005; PARRON et al., 2011).

Para o pardmetro turbidez, o maior valor foi encontrado no ponto anterior
a UTR-Flamengo (30.2 NTU), e o menor valor, na nascente 1B (0.501 NTU).
De acordo com a Tabela 1, é possivel observar a diferenca entre os dois locais
de amostragem na nascente. Esse fato pode estar associado & maior quanti-
dade de particulas de solo presente na amostra da nascente 1A em compara-
¢do com a nascente 1B.

De acordo com alguns autores (GUILHERME et al., 2018; VON SPERLING,
2005) a turbidez esté relacionada aos solidos em suspenséo oriundos de fon-
tes naturais ou de intervengio antrépica (despejo de efluentes). Posto isso, a
maior turbidez observada no ponto anterior 8 UTR-Flamengo (Tabela 1) sugere
maior agdo antrépica nessa localidade, haja vista a diferen¢a significativa entre

esse ponto amostral e os demais. Além disso, esse ponto amostral possuia, no
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momento da coleta, particulas solidas em suspensio que podem ter influen-
ciado no aumento do pardmetro em questao.

Araujo et al. (2016) constataram, na época do seu estudo, que a qualidade
das 4guas do Rio Carioca era boa na nascente. Entretanto, observaram redugao
da qualidade das 4guas ao longo do rio, sugerindo descarga continua de lan-
gamento de esgoto doméstico e hospitalar proximo ao Largo do Boticario e no
ponto anterior a UTR-Flamengo, o que corrobora os nossos achados.

Assim como a turbidez, a salinidade e a coloragdo também apresentaram
maiores valores no Largo do Boticario e no ponto anterior a UTR-Flamengo.
Altos valores de salinidade podem estar associados ao tipo do solo e & sua com-
posigdo geoquimica (BRITO et al. 2005; SANTOS, 2017), o que pode explicar
os valores encontrados nos pontos da nascente (1A e 1B) e da Mae dAgua.
Por outro lado, altas concentragdes de sais observadas no Largo do Boticario e
no ponto anterior 8 UTR mostram aumento do total de sais dissolvidos como
possivel consequéncia dos despejos de efluentes préximo a essas localidades.

Conforme apresentado na Tabela 1, existe aumento expressivo nos
parametros condutividade elétrica e salinidade nas amostras do Largo do
Boticario e do ponto anterior a UTR. De acordo com a CETESB (2013), a
condutividade elétrica é uma medida indireta da concentragio de poluen-
tes, aumentando conforme mais sélidos e sais dissolvidos sio inseridos no
meio. Em vista disso, valores de condutividade superiores a 100 uS/cm indi-
cam ambientes impactados.

Assim como a salinidade, o pardmetro cor ¢ influenciado pela presenga de

solidos dissolvidos (GUILHERME et al., 2018; MARMONTEL; RODRIGUES,

2015; VON SPERLING, 2005). Desse modo, o valor elevado para o parame-
tro cor aparente encontrado antes da UTR também pode estar relacionado a

agio antrdpica.

Identificacao e isolamento
Nos testes realizados para a confirmagio da presenca ou auséncia de bactérias
do grupo dos coliformes termotolerantes, 99,9% das amostras foram positivas
apds 24 horas de incubagio.

Das 15 amostras para as analises bioldgicas, 14 foram submetidas a luz
ultravioleta, resultando em fluorescéncia positiva em todas as amostras. O teste

do indol foi positivo em todas as amostras, confirmando a presenca de E. coli.

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

A Tabela 3 apresenta os resultados do teste de sensibilidade microbiana aos far-
macos utilizados. De acordo com os manuais CLSI (2019) e BrCAST-EUCAST
(2019), todos os isolados de E. coli da nascente (1A e 1B) e Mde d’Agua foram
sensiveis aos 18 antimicrobianos utilizados. Isolados de E. coli com classifica-
¢do SDD e I foram encontrados no Largo do Boticério.

De modo geral, ndo houve diferenca significativa quanto a interpretagdo no
que se refere a utilizagao de ambos os manuais (CLSI e BrCAST). Entretanto, na
interpretagdo do CLSI, foi possivel testar a resisténcia de isolados de E. coli
perante ceftazidima (CAZ) e cefotaxima (CTX).

Isolados com classificagdo R foram encontrados no ponto amostral anterior

a UTR-Flamengo, sendo resistentes ao sulfametoxazol-trimetoprim, ampicilina,

Tabela 3 - Susceptibilidade aos antimicrobianos das Escherichia coli isoladas em amostras de dgua do Rio Carioca.

Agente antimicrobiano Nascente 1A Nascente 1B Mae d’Agua Largo do Boticario Antes da Unidade de Tratamento de Rio
Cefepime 30 pg S/S S/S S/S SDD/I S/S
Cefoxitina 30 ug S/S S/S S/S S/S S/S
Ceftazidima 30 pg S/* S/* S/* S/* S/*
Aztreonam 30 ug S/S S/S S/S S/S SIS
Cefotaxima 30 pg S/* S/* S/* S/* S/*
Amoxicilina-clavulanato 30 pg S/S S/S S/S S/S S/S
Sulfametoxazol-Trimetoprim 25 ug SIS S/S S/S S/S R/R
Ampicilina 10 ug SIS S/S S/S S/S R/R
Piperacilina-tazobactam 110 ug S/S S/S SIS S/S S/S
Ampicilina-sulbactam 20 ug SIS S/S S/S S/S SIS
Cefazolina 30 ug S/S S/S SIS S/S S/S
Amicacina 30 pg S/S S/S SIS S/S S/S
Levofloxacino 5 pg SIS S/S S/S S/S R/R
Ciprofloxacino 5 ug SIS S/S S/S S/S R/R
Meropenem 10 ug S/S S/S S/S S/S S/S
Imipenem 10 pg S/S S/S S/S S/S S/S
Ertapenem 10 ug SIS S/S SIS S/S S/S
Gentamicina 10 pg S/S S/S S/S S/S S/S

(S): Sensivel, (SDD): Susceptivel dose-dependente; (): Intermediario; (R): Resistente.

*Nao testado. Interpretacao CLSI/BrCAST. Resultados em negrito apresentam diferenca significante.
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levofloxacino e ciprofloxacino — correspondendo a classe antagonista da
via folato, penicilina e fluoroquinolonas, respectivamente. Foi observada
susceptibilidade a amoxicilina-clavulanato, ampicilina-sulbactam, piperaci-
lina-tazobactam, cefazolina, cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima, aztreonam,
ertapenem, meropenem, imipenem, amicacina e gentamicina. Foi também
observada uma classificagio SDD ao cefepime. Ou seja, se doses mais altas
desse medicamento forem utilizadas, essa pode ser uma opgéo para o trata-
mento (RIVERA et al., 2016).

De acordo com Schneider et al. (2011), os perfis de susceptibilidade de E. coli
em ambientes aquaticos sdo influenciados pela origem das aguas. J& Szekeres
et al. (2017) atribuiram a resisténcia  alta taxa do consumo de medicamentos
sem prescri¢ao médica, aos efluentes hospitalares sem tratamento adequado e
as altas concentragdes de residuos de antibidticos em variados corpos aquiticos.
Esse mesmo tipo de aporte pode ser observado no percurso do Rio Carioca,
sugerindo a possibilidade de aumento na resisténcia bacteriana. Vasconcelos
et al. (2010) ja haviam também apontado essa possibilidade, associando-a as
proprias estagdes de tratamento de dgua, dguas superficiais e lengdis freaticos,
bem como as de esgoto, como propicias a disseminagao desses poluentes emer-
gentes e com impacto significativo na selegdo de bactérias resistentes (SZEKERES
et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2010).

Nascendo em area de preservagao ambiental, o Rio Carioca é gradativamente
impactado pelas agdes antrépicas, conforme sugere o aumento dos valores dos
parametros fisico-quimicos analisados ao longo do rio. O fato de E. coli ser abun-
dantemente presente em fezes de animais (HEALTH CANADA, 2012) pode ter
contribuido para a identificagdo dessa bactéria em amostras de 4gua da nascente
(1A e 1B), local em que a intervengao antrépica € baixa (TYMENSEN et al., 2017).

A resisténcia aos antimicrobianos ciprofloxacino e levofloxacino, per-
tencentes ao grupo das quinolonas, foi observada no ponto anterior 8 UTR-
Flamengo (Tabela 3), local em que as aguas do Carioca ja receberam o aporte
de efluentes de fontes difusas. Estudos apontam a contribui¢do dos efluentes
hospitalares para a disseminagao de microrganismos com perfil de resisténcia
aos B-lactamicos de espectro estendido, carbapanemases e quinolonas (MUSIC
etal.,2017; ZHANG et al., 2012). Embora tenha sido observada a resisténcia a
antimicrobianos do grupo das quinolonas, no nosso estudo nao foi encontrada
resisténcia aos B-lactimicos (amoxicilina-clavulanato, ampicilina-sulbactam e
piperacilina-tazobactam) e nem ao grupo das carbapanemases (ertapenem,
meropenem e imipenem).

A resisténcia as fluoroquinolonas encontradas neste estudo era espe-
rada, pois se trata de poluente ambiental emergente dos ambientes aquati-
cos desde os anos 1980, dada a sua vasta utilizagdo e excre¢do de forma nao
metabolizada na urina (FINN et al., 2020). Na presente investigagao, a pre-
senga de isolados resistentes ao ciprofloxacino e levofloxacino pode indicar
a existéncia desse poluente no ponto anterior a UTR-Flamengo, sendo suges-
tivo o impacto antrdpico nessa localidade e acentuando-se a necessidade de
tratamento dessas dguas antes de elas serem langadas na praia do Flamengo.

Vasconcelos et al. (2010), ao estudarem o perfil de susceptibilidade antimi-
crobiana de E. coli isoladas do agude de Santo Anastacio, relataram sensibilidade
a cefoxitina e ao imipenem e resisténcia ao ciprofloxacino. Segundo esses autores,
o desenvolvimento da resisténcia de E. coli a este ultimo fdrmaco é desencadeado
por meio da exposigao desse microrganismo a ambientes seletivos (impactados).

Paredes et al. (2020), ao analisarem amostras de aguas superficiais no

rio urbano de Machangara, em Quito, no Equador, levaram em consideragéo
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as interferéncias antrépicas em diferentes pontos do rio, sendo amostradas
dreas agricolas, residenciais, de conservagao e industrial. E. coli foi encontrada
somente em localidades onde ja havia a presenca de alguma atividade humana
e a presenga de animais. Vale destacar que, na localidade com baixa atividade
antrépica, as E. coli isoladas por esses autores foram sensiveis a cefotaxima e
ao imipenem, e, 4 medida que se intensificaram as agdes antrdpicas proximo
aos locais de coleta, constatou-se aumento expressivo tanto na quantificacio de
E. coli quanto no aumento das taxas de resisténcia a cefotaxima.

Tais resultados corroboram em parte os achados deste estudo, no qual se
observou sensibilidade microbiana a cefotaxima e ao imipenem em dreas com
pouca interferéncia antrépica; todavia, de forma positiva, a resisténcia a cefo-
taxima em amostras de dreas mais degradadas nao foi detectada.

E. coli isolada do ambiente, resistente & ampicilina, foi observada no ponto
anterior a UTR-Flamengo. Canal (2010), ao analisar a diversidade genética e
caracterizar a resisténcia microbiana em ambiente aquatico do Rio Grande do
Sul, observou resisténcia & ampicilina, a tetraciclina e ao sulfametoxazol-tri-
metoprim, notando associagdo significativa entre a resisténcia bacteriana e a
presenca de integrons de classe 1. Os integrons sdo estruturas que contribuem
para a aquisigdo de genes de resisténcia, e os de classe 1 codificam a resisténcia
a compostos de quaternario de amonio. Salienta-se que os integrons de classe 1
sdo comuns entre as bactérias Gram-negativas e em ambientes aquaticos, o que
inclui as aguas residuais (EBRAHIMPOUR et al., 2018). De acordo com Canal
(2010), o perfil de resisténcia ¢ influenciado pela origem das aguas residuais.

Resultados semelhantes também foram observados na bacia hidrografica do
Alto Oconee, na Gedrgia, Estados Unidos. Ao analisar amostras de 4gua origina-
das de dreas preservadas, cidades, instalagdes de recuperagao de dgua e hospitais,
Cho et al. (2019) observaram a resisténcia de E. coli ao acido amoxicilina-clavu-
lanato, & ampicilina, azitromicina, cefoxitina, ceftiofur, ceftriaxona, cloranfenicol,
ciprofloxacino, gentamicina, acido nalidixico, estreptomicina, sulfisoxazol, tetra-
ciclina ou sulfametoxazol-trimetoprim, detectando 17 genes de resisténcia, além
de ndo terem recuperado isolados portadores de -lactamases a jusante de um
hospital. Corroborando Cho et al. (2019), ndo foram observados isolados resis-
tentes a B-lactamases em ambientes impactados (anteriores & UTR-Flamengo).

Huijbers et al. (2020) fizeram um estudo de vigilancia de E. coli em aguas
residuais urbanas em diferentes paises europeus. Observaram a prevaléncia da
resisténcia bacteriana a ampicilina, sendo superior a resisténcia ao ciprofloxa-
cino, a cefotaxima, ceftazidima ou gentamicina nos paises analisados. Entretanto,
a prevaléncia da resisténcia ao ciprofloxacino foi significativamente maior na
Suécia, Bélgica, Franga, Grécia, Italia e Espanha.

Embora a resisténcia ao cefepime tenha sido relatada anteriormente em
outros estudos que envolviam a analise de ambientes aquaticos de utilizagdo
mista (dreas preservadas e degradadas) (DIWAN et al., 2018), no presente estudo,
isolados de E. coli foram classificados como SDD de acordo com o manual
CLSI (2019). Correlacionado esse dado com a publicagao nacional BrCAST-
EUCAST (2019), esses mesmos isolados apresentaram resisténcia intermedidria,
ndo havendo, neste caso, divergéncia entre os dois guias. Ou seja, com base em
ambos os manuais, a utilizacdo de concentragdes maiores de cefepime poderia
ser eficaz para a sensibilidade de E. coli a esse farmaco.

A resisténcia bacteriana aos firmacos vem sendo relatada mundialmente em
ambientes aquaticos e sedimentos, estando os firmacos frequentemente presentes
na sua forma nao metabolizada no ambiente (AL SALAH et al., 2020; CHO et al.,
2019; FINN et al. 2020; LOFFLER; TERNES, 2003). Apesar de outros estudos terem
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evidenciado a presenca de bactérias resistentes em ambientes com pouca contri-
buigio fecal (CHO et al., 2019; MCARTHUR et al., 2016), na presente pesquisa
nao foram observados isolados resistentes nos pontos com pouca intervencao
antropica (nascente), somente no ponto de maior aporte desse material (efluente).

O Rio Carioca encontra-se em diferentes estagios de conservacao, visivel-
mente perceptiveis. A maior susceptibilidade aos antimicrobianos das E. coli
isoladas da nascente (1A e 1B) até o Largo do Boticario pode ser reflexo do
maior estado de conservagao do rio nessas localidades quando comparadas ao
ponto anterior a UTR. No seu estudo, Aratjo et al. (2016) detectaram isolados de
enterobactérias portadores de genes de resisténcia no Rio Carioca. Embora nao
tenham pesquisado a presenca de E. coli, tal estudo comprovou a capacidade
dos clones das enterobactérias encontradas para carregarem os seus genes de
resisténcia mesmo ap6s o tratamento na UTR-Flamengo.

Vale destacar que, no dia em que foi realizada a nossa amostragem, de acordo
com um funcionario da Companhia Municipal de Limpeza Urbana (COMLURB)
que se encontrava no interior da unidade, a UTR-Flamengo néo estava operando
por conta da falta de energia — ou seja, a 4gua que estava saindo da estagio era
amesma que entrava. Desse modo, podemos supor que as 4guas do Rio Carioca
ndo sejam tratadas constantemente como deveriam em razio de problemas téc-
nicos/estruturais, o que contribui para a redugao da qualidade das dguas na praia
do Flamengo e para a degradagdo da Bafa de Guanabara. Aliado a isso, o sanea-
mento inadequado do entorno contribui para que o Rio Carioca se transforme
em um grande pool genético, propiciando a interagdo das bactérias com distintos
compostos presentes no meio e gerando, assim, diferentes formas de resisténcia.

Levando em consideragio as caracteristicas de cada ponto amostral no
que tange ao lancamento de efluentes de fontes difusas (hospitalar e residen-
cial), nota-se que apenas no ponto em que o Rio Carioca ja cursou proximo
a unidades de saude e supostamente recebeu os seus efluentes foram encon-
trados isolados de E. coli resistentes. A nao identificagdo desse tipo de isolado
nos demais pontos amostrais pode sinalizar maior circulagio de metabdlitos
oriundos de firmacos no ponto anterior 4 UTR-Flamengo.

Com base nessa observacio e unindo-a ao conhecimento de que os ambientes
podem ser seletivos para a aquisi¢ao de resisténcia aos farmacos (BERENDONK
et al., 2015), sugere-se que os microrganismos resistentes encontrados neste
estudo tenham adquirido essa caracteristica anteriormente a sua chegada ao
ponto anterior 8 UTR, possivelmente no contato com os efluentes hospitalares.
Outra possibilidade seria a aquisi¢do da resisténcia no proprio local de amos-
tragem (ponto anterior a UTR) por meio da interagdo dos microrganismos
com aquele ambiente seletivo.

Para fazer essa suposi¢ao, devemos levar em consideragdo que o efluente
doméstico é uma importante via seletiva. Ainda na regido proxima ao reserva-
torio Mae d’Agua, nota-se o grande adensamento populacional que se estende
ao longo do atual percurso do rio. Mundialmente, discute-se o problema da
automedicacdo, a prescri¢ao errénea de firmacos ou o tratamento com antimi-
crobianos de forma incorreta (WHO, 2017). Tais caracteristicas conferem ao
efluente doméstico um ambiente seletivo, uma vez que, como se sabe, grande
parte da populagdo néo utiliza os medicamentos de forma correta (OPAS, 2017)
e esses metabdlitos acabam sendo descartados pelo organismo.

Podemos entéo considerar que os efluentes hospitalar e doméstico podem
ter contribuido para a detecgdo de isolados resistentes no ponto anterior a UTR.
Entretanto, a presenga de isolados portadores de genes de resisténcia somente

apos a passagem do Rio Carioca préximo a unidades de satide pode apontar a
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maior contribui¢do dos efluentes hospitalares no que tange a detecgio da resis-

téncia bacteriana no tltimo ponto.

CONCLUSAO

Foi possivel constatar que a qualidade microbioldgica, no tocante a detecgao
de coliformes, foi igual em todos os pontos amostrais. Entretanto, houve dife-
renga da qualidade fisico-quimica entre esses locais, estando o ponto anterior
a UTR-Flamengo mais degradado.

De modo particular, o ambiente aquatico estudado apresenta impor-
tante variagdo para a disseminagdo de bactérias e genes de resisténcia,
considerando-se que hd menor risco na nascente (1A e 1B), no reservatd-
rio Mie d’Agua e no Largo do Boticério (sem a presenca de isolados resis-
tentes) e maior risco no Flamengo (com resisténcia a trés diferentes classes
de antimicrobianos).

O perfil de susceptibilidade das cepas de E. coli isoladas alterou-se poste-
riormente a passagem do Rio Carioca por unidades hospitalares, sendo encon-
trada a multirresisténcia (ampicilina, ciprofloxacino, levofloxacino, sulfameto-
xazol-trimetoprim) no ponto anterior 8 UTR-Flamengo.

O langamento das aguas do Carioca sem tratamento prévio na praia do
Flamengo potencializa a propagagao e dispersao de organismos portadores de
genes de resisténcia.

A possibilidade de exposigao e colonizagdo de pessoas por bactérias resis-
tentes durante préticas de recreagdo e esportivas, tanto no Rio Carioca como na
praia onde ele desemboca, fortalece a necessidade de estratégias de satide, sani-
tarias e ambientais como melhorias do saneamento e conscientiza¢do da popu-
lagdo. Contudo, o papel que os ecossistemas aquaticos desempenham, a intera-
¢do com ou as implicagdes para a satde publica perante a exposigdo a micror-
ganismos resistentes aos antimicrobianos ainda carece de elucidagdo. Sendo
assim, essas questdes devem ser objeto de estudos futuros.

Os beneficios dos ecossistemas aqudticos s6 podem ser mantidos se eles forem
protegidos dos processos de degradagao. O rio analisado neste trabalho pode ser
considerado um ambiente seletivo para a manutengao e propagagao de genes de
resisténcia, contribuindo para que o manancial perca a sua capacidade de propi-

ciar a comunidade um ambiente seguro para préticas de balneabilidade.
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