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Resumo: A relacdo da qualidade da agua com a satde publica propiciou verificar sua qualidade
através da presenca de Escherichia coli, bactéria bioindicadora de contaminacao fecal.
Ademais, constata-se 0 aumento da resisténcia bacteriana nesse importante recurso. Este
trabalho objetivou pesquisar a presenca de E. coli no acude Cachoeira em Sobral - CE e verificar
o seu perfil de susceptibilidade aos antibidticos. Foram coletadas 12 amostras de forma
bimestral em 3 pontos distintos do acude e foram submetidas ao processo de identificacdo das
cepas de E. coli, seguido do teste de sensibilidade a 4 antibidticos. Foi constatado a presenga
de E. coli nas amostras de dgua. As cepas foram sensiveis a azitromicina e determinadas cepas
foram resistentes a ciprofloxacina, gentamicina e imipenem. A presenca de E. coli pode ser
indicativo de contaminacéo fecal do ambiente e determinadas cepas isoladas deste local estédo
sendo resistentes a parte dos antibioticos testados.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

A agua doce é um recurso natural limitado e essencial para sustentar toda a vida no
planeta (Cunha et al., 2010). As fontes de agua mais importantes para a populacdo sao
nascentes, acudes, lagos, rios e lencois freaticos, mas a urbanizag&o insuficiente e ndo planejada
tem aumentado a entrada de esgotos domesticos e industriais e de agrotdxicos nos corpos
hidricos, o que piora sua qualidade (Moura et al., 2021).

Segundo a FUNASA (2019), acudes ou reservatérios de agua é o nome dado a uma
espécie de barreira artificial feita para reter uma grande quantidade de agua tanto de origem das
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chuvas como agua corrente de um rio existente, seu principal objetivo € abastecer com agua as
areas agricolas, residenciais e industriais.

O acude Cachoeira, local deste estudo, barra o riacho Mata Fresca e encontra-se no
municipio de Sobral-CE (Ceard, 2010). Suas margens sao ocupadas por casas de veraneio e
comunidades em casas isoladas. Atualmente a finalidade da agua é para uso para lavagens de
roupas, pesca, banhos, dessedentacdo animal e irrigacao.

Dado a importéncia da agua na saide humana, as condi¢cdes microbioldgicas desse
recurso passaram a ser determinadas por microrganismos bioindicadores sendo os coliformes o
principal grupo (Croxen et al., 2013).

O grupo dos coliformes termotolerantes, comumente chamados de coliformes fecais, é
um subgrupo dos coliformes totais, restrito aos membros capazes de fermentar a lactose a 44,5-
45,5 °C com producdo de gas. Essa definicdo objetivou, em principio, selecionar apenas as
enterobactérias originarios do trato gastrintestinal (Escherichia coli), porém, atualmente sabe-
se que o grupo inclui membros de origem ndo fecal varias cepas “Klebsiella pneumoniae,
Pantoea agglomerans, Enterobacter cloacae e Citrobacter freundii” (Salfinger; Tortorello,
2015).

Escherichia coli (E. coli) € uma bactéria do grupo coliforme que fermenta a lactose e
manitol, com producdo de &cido e gas a 44,5 £ 0,2 °C em 24 horas, produz indol a partir do
triptofano, oxidase negativa, ndo hidrolisa a ureia e apresenta atividade das enzimas B-
galactosidase e 3-glucuronidas, sendo considerado o mais especifico indicador de contaminacéo
fecal recente e de eventual presenca de organismos patogénicos (FUNASA, 2013).

A resisténcia aos farmacos tornou-se um sério problema de satde publica, sendo de
extrema importancia o isolamento dos microrganismos, sua identificacao e realizacéo de testes
de sensibilidade aos antimicrobianos no laboratdrio (OPAS, 2017).

Um dos principais problemas associados aos farmacos é o uso acentuado de medicacdes
que proporciona o surgimento de linhagens resistentes aos antimicrobianos. Mudangas
genéticas possibilitam que as bactérias criem resisténcia aos farmacos que antes inibiam esses
microrganismos (Tortora; Funke; Case, 2012). Essas mudancas séo desde deficiéncia de porinas
até producdo de enzimas pelas bactérias que inativam a acdo das drogas antimicrobianas
(Abrantes; Nogueira, 2017).

A resisténcia frente a um farmaco é definida do ponto de vista operacional, classificando
a bactéria como sensivel/susceptivel, intermediaria ou resistente, a depender da possibilidade
de se tratar as infeccdes ocasionadas pelo agente microbiano. (Martinez, 2014).

Esse trabalho tem como objetivo pesquisar a presenca da bactéria E. coli na d&gua devido
a sua importancia para a satde da populacdo bem como verificar se as bactérias deste ambiente
estdo sendo resistente contra os antibidticos comercializados.

MATERIAL E METODOS
COLETA DAS AMOSTRAS

Foram escolhidos trés pontos distintos do agude Cachoeira para coletar as amostras, e
ocorreram quatro coletas que aconteceram de forma bimestral entre marco e setembro
totalizando doze amostras. Utilizou-se frascos Schott de 500 mL estéreis para o recolhimento
da agua. A abertura do frasco ocorreu somente no momento da coleta, e realizou-se o mergulho
na agua a uma distancia recuada da margem. Os frascos passaram a ser armazenados de forma
asséptica em uma caixa de isopor com bolsas de gelo. Todas as coletas feitas seguiram para o
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laboratdrio de Microbiologia da Universidade Estadual Vale do Acarau - UVA para a realizacéo
das analises.

IDENTIFICAQAO DE COLIFORMES NAS AMOSTRAS DE AGUA
Teste Presuntivo

As amostras foram inoculadas em tubos estéreis contendo 10 mL do meio de cultura
Caldo Lactose Bacto (Difco) e tubos de Durhan invertidos. Os tubos foram entdo incubados a
35°C/48h. O resultado positivo da prova foi confirmado através da formacéo de gas nos tubos
de Durhan e turvacdo do meio. As analises foram realizadas conforme o estabelecido pelo
Standard methods for the examination of water and wastewater (APHA, 2012).

Teste Confirmativo para coliformes termotolerantes

Dos tubos positivos da prova presuntiva, foram retiradas aliquotas que foram
transferidas para tubos contendo 10 mL de caldo EC (Difco) e incubados em banho-maria a
45°C por 48 horas para a estimativa dos coliformes termotolerantes. A positividade destas
provas foi verificada através da turvacdo do meio e formacéo de gas nos tubos de Durhan.

TESTES BIOQUIMICOS PARA IDENTIFICACAO DE Escherichia coli

O teste bioguimico do indol, VM, VP e citrato (IMVIiC) permite distinguir bactérias da
familia enterobacteriacea a partir da producédo de indol, gas sulfidrico, acetoina; da utilizacéo
do citrato como fonte Unica de carbono e da motilidade. O resultado positivo ou negativo do
teste foi observado pela alteragéo da cor e pela mudanca de turvagdo do meio de cultura.

Os tubos de EC positivos para coliformes termotolerantes sdo suspeitos da presenca de
E. coli. Para a confirmacéo, uma algada de cada tubo foi estriada no meio de cultura Agar
Levine Eosina Azul de Metileno (L-EMB), meio seletivo diferencial para distinguir E. coli dos
demais coliformes termotolerantes.

Foram isoladas para as provas bioquimicas do IMViC colbnias tipicas de E. coli
crescidas no L-EMB (col6nias verdes metalizadas). Foram consideradas confirmadas as
culturas com o perfil: + + - - ou - + - - (Silva, 2017).

ANTIBIOGRAMA

Para a realizacdo desse teste foram utilizados quatro antibiGticos sendo eles:
Azitromicina, Ciprofloxacina, Gentamicina e Imipenem. Os antibidticos sdo impregnados em
discos para posterior difusdo em agar Mueller Hinton.

Foram utilizadas as oitos cepas de E. coli isoladas da agua do acude Cachoeira e uma
cepa controle ATCC 25922. As cepas foram incubadas em Agar Tryptic Soy (TSA) por 24h.
Com auxilio de um swab foi retirado uma aliquota e passado o microrganismo inoculado em
placas de &gar Mueller Hinton. Apos isso, os discos foram colocados na placa com auxilio de
uma pinca e as placas foram incubadas por 24h a 37°C. Ap0s esse periodo foi realizada a
medicéo dos halos de inibicdo. O experimento foi realizado em duplicata. Os resultados foram
comparados com as normas relativas a teste de sensibilidade antimicrobiana do Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST).
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RESULTADO E DISCUSSAO
IDENTIFICACAO DE Escherichia coli

Através do teste bioguimico (IMVIiC) foi possivel identificar 8 cepas de Escherichia
coli nas amostras de agua das coletas 1, 2 e 4, essa presenca pode ser indicativa de contaminacao
fecal na dgua. N&o foi identificado a presenca de E. coli nas amostras da coleta 3.

As &guas ambientais podem estar sujeitas a contaminacdo por E. coli devido a acao
humana. Dentre as acdes humanas, destacam-se vazamento de esgotos, fossas sépticas e
descarga de aguas residuais. As fontes animais de poluigdo incluem animais de estimacéo e
dejetos de animais em parques e escoamento de fazendas de animais (Cho et al., 2020).

PERFIL DE RESISTENCIA E SENSIBILIDADE

Foram testadas as 8 cepas de E. coli oriundas da 4gua do agcude Cachoeira, sendo quatro
cepas da primeira coleta, trés cepas da segunda e uma cepa da quarta coleta. As cepas foram
submetidas ao teste de sensibilidade antimicrobiana no qual foi selecionado quatro antibioticos
mostrados nas tabelas abaixo seguindo os protocolos de acordo com o Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST).

As cepas isoladas da primeira coleta apresentaram sensibilidade a quase todos 0s
antibidticos, e apenas uma cepa foi resistente ao imipenem. Na segunda coleta constatou-se
resisténcia das cepas frente aos antibiéticos ciprofloxacina, gentamicina e imipenem. J& a cepa
isolada da quarta coleta foi resistente a gentamicina e sensivel aos demais antimicrobianos.

Identificados isolados de E. coli resistentes a ciprofloxacina também foram
documentados por Malaggi et al. (2020) em estudos feitos em rios de Cascavel - PR que
recebem efluentes.

As fluoroquinolonas, grupo a qual pertence a ciprofloxacina, assim como outras drogas,
sdo novos poluentes ambientais importantes. Este medicamento é excretado na urina, muitas
vezes na forma ndo metabolizada (cerca de 70%), entra no ambiente aquatico em altas
concentracdes e pode persistir por muito tempo. Este fato favorece a selecdo de genes de
resisténcia para esta classe de antimicrobianos, e a resisténcia em E. coli estd frequentemente
associada a processos mutacionais quando aquela bactéria interage com aquele poluente
ambiental (Finn et al., 2019; Teglia et al., 2019).

Segundo Lépesova et al. (2018), a resisténcia de E. coli frente a ciprofloxacino e
gentamicina pode ser observada em amostras de aguas residuais devido sua ampla utilizacdo na
comunidade e nos hospitais.

Segundo Colet et al. (2021) a gentamicina € 100% eliminada na urina na forma ativa,
essa informacgé@o mostra que pode haver interacdo entre o farmaco e os microrganismos na agua
0 que induz a resisténcia a este medicamento.

Além do uso e da excrecdo via renal de antimicrobianos pelos seres humanos, 0 uso
desses farmacos na pecuéria tem crescido exponencialmente nas ultimas décadas. Como
consequéncia, as aguas residuais ndo tratadas da pecuéaria tém contribuido fortemente para os
altos niveis de antibioticos residuais encontrados no ambiente aquatico (Cheng et al., 2020).

Tabela 1. Valores dos halos de inibicao dos discos de antibidticos em milimetros.



Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacéo - PRPPG 7 Y
) GOVERNO DO ESTADO

V SECRETARIA DA CIENCIA, TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE ESTADUAL E EDUCAGAO SUPERIOR

VALE DO ACARAU
Cepas Azitromicina  Ciprofloxacina Gentamicina Imipenem
ATCC 21 28,5 13,5 30
Al 17,5 25,5 21 30
A2 30 31,5 22 30
A3 25 32,5 21 31
Ad 28 37 27 15
Bl 18,5 27 14 24
B2 13,5 19 13,5 25
B3 14,5 18,5 13,5 21,5
C1 14,5 31,5 15,5 24,5

Cepa padréo controle (ATCC), Cepas da primeira coleta (A), Cepas da segunda coleta
(B), Cepas da quarta coleta (C). Fonte: O autor.

Tabela 2. Perfil das cepas frente aos antibidticos

Cepas Azitromicina  Ciprofloxacina Gentamicina Imipenem
ATCC S S S S
Al S S S S
A2 S S S S
A3 S S S S
A4 S S S R
B1 S S R S
B2 S R R S

Continua
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Cepas Azitromicina  Ciprofloxacina Gentamicina Imipenem
B3 S R R I
C1l S S R S

Sensivel (S), Resistente (R), Intermediario (). Fonte: O autor.

Silva et al. (2021) ao analisar o susceptibilidade de isolados do Rio Carioca-RJ
constatou que todas as cepas de E. coli eram sensiveis ao imipenem, resultado semelhante foi
encontrado por Costa et al. (2016) ao analisar o perfil de susceptibilidade de E. coli isoladas
dos rios Cuiaba e Coxip6 — MT. Esses resultados divergem deste trabalho no qual foi observado
resisténcia em 12,5% das cepas isoladas frente ao imipenem.

Com relacdo aos demais antibioticos foi notado expressivamente sensibilidade das cepas
isoladas. Segundo Costa et al. (2016), a alta expressividade de cepas aos antibidticos pode ser
indicativo de que as cepas de E. coli foram oriundas de animais de sangue quente em que a
resisténcia aos antibioticos sdo menores, ou, oriundos de animais domésticos e humanos que
pouco tem contato com esses antimicrobianos.

CONCLUSAO

As resisténcias aos farmacos evidenciam que a agua do acude Cachoeira pode ser um
ambiente que esteja exercendo pressao para a ocorréncia de E. coli resistentes a ciprofloxacina,
gentamicina e imipenem.

O contato humano, o descarte de residuos e os dejetos de animais podem estar ligados
com o aparecimento de microrganismos resistentes principalmente no periodo de maior
pluviosidade, onde a chuva costuma levar diversos elementos para 0s corpos de agua.

A presenca da bactéria E. coli pode ser indicativo de contaminacéo fecal do ambiente e
se faz necessario a conscientizacdo da populacdo sobre os descartes de lixos e dejetos de
animais para que ndo contamine esse importante recurso hidrico e para que este ndo venha se
tornar um veiculo de doengas.
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