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RESUMO

Introdugdo: Durante as uUltimas décadas, diversos micropoluentes organicos foram liberados
no meio ambiente como resultado de atividades antropogénicas. Entre eles, se destacam os
antibioticos, substancias pouco biodegradaveis e muito persistentes que, ao se acumularem
nos sistemas aquaticos, proporcionam um ambiente favoravel a selecéo e proliferacdo de
microrganismos resistentes a antimicrobianos. Objetivo: Avaliar o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos em cepas de Escherichia coli e Staphylococcus spp., isoladas no rio Marambaia
e na praia adjacente, em Balneario Camboril, Santa Catarina. Método: A amostragem foi
dividida em seis coletas, totalizando 36 amostras e abrangendo todas as estacdes do ano. Foram
realizadas analises microbiologicas fenotipicas, incluindo morfologia e testes de susceptibilidade
aos antimicrobianos. A analise de dados foi realizada com o auxilio dos softwares Excel e Past,
versao 4.03, através de analise explorativa e descritiva. Resultados: Foi verificada a presenca
de coliformes totais e termotolerantes, em todos os pontos amostrais, indicando a influéncia
da desembocadura do rio na praia, além disso, a concentracao de E. coli encontrada nos pontos
amostrais esta em desacordo com a Resolucdo Conama n° 357/2005, exceto para os pontos
Marambaia 1 e Praia 3. De forma geral, cinco cepas apresentaram resisténcia a pelo menos trés
antibioticos, sendo a mais expressiva a ampicilina, com 14 cepas resistentes. O indice MAR para
Staphylococcus spp. mostrou altos riscos para multirresisténcia, ndo apresentando diferencas
para os fatores momento e local de coleta, sendo que 96 cepas apresentaram resisténcia
para pelo menos um antibiotico. Foi encontrado um nimero maior de cepas resistentes aos
antimicrobianos eritromicina e clindamicina. Conclusées: A presenca de E. coli é preocupante
por se tratar de um coliforme termotolerante, indicativo de contaminacao fecal recente.
A existéncia de mecanismos de resisténcia nessas bactérias pode modificar a microbiota
local, colocando em risco a saude da populacdo. Quanto aos Staphylococcus spp., através da
avaliacdo dos dados do indice MAR, verificou-se riscos altos de multirresisténcia para a maioria
dos locais amostrados e em qualquer momento das coletas. Além disso, poucas cepas foram
sensiveis para todos os antibioticos testados. A analise do antibiograma revelou que 96 cepas
apresentaram resisténcia para pelo menos uma classe de antimicrobiano. Os mecanismos
de resisténcia que ocorrem em Gram-positivos, apesar de divergirem daqueles ocorridos em
Gram-negativos, sao igualmente preocupantes, seja do ponto de vista microbioldgico ou em
questdes de salde publica.

PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia Bacteriana; Antibidticos; Tratamento de Efluentes

ABSTRACT

Introduction: During the last few decades, various organic micropollutants, including
antibiotics, have been released into the environment because of anthropogenic
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activities. These drugs are poorly biodegradable and very persistent, such that when they accumulate in aquatic systems, they provide
a favorable environment for the selection and proliferation of resistant microorganisms. Objective: evaluate the antimicrobial
resistance profile of isolated strains of Escherichia coli and Staphylococcus spp taken from the Marambaia river and its adjacent
beach, in Balneario Camboril, in the Brazilian state of Santa Catarina. Method: The sampling was divided into six collections, with
a total of thirty-six samples, across all seasons of the year. Subsequently, microbiological analyses and antibiotic sensitivity tests
were performed. Data analysis was performed using the software programs Excel and Past, version 4.03, through exploratory and
descriptive analyses. Results: The results showed the presence of total and thermotolerant coliforms at all sampling points, indicating
the influence of the river outflow on the beach. Moreover, the concentrations of E. coli found in the sampling points are not compliant
with Conama Resolution 357/2005, except for the points Marambaia 1 and Praia 3. The MAR index for Staphylococcus showed high
risks for multidrug resistance, with no differences for the time and place of collection. Ninety-six strains were resistant to at least one
antibiotic. The isolated strains showed greater resistance to antibiotics erythromycin and clindamycin. Conclusions: The presence
of E. coli is worrisome because it is a thermotolerant coliform, indicative of recent fecal contamination. The presence of resistance
mechanisms in these bacteria can modify the local microbiota, putting the health of the population at risk. As for Staphylococcus
spp., through the evaluation of the MAR index, high risks of multidrug resistance were found for most of the sampled locations and
at any time of collection. In addition, few strains were sensitive to all antibiotics tested. The resistance mechanisms that occur in
Gram-positives, despite differing from those that occur in Gram-negatives, are equally worrisome, whether from a microbiological

point of view or in terms of public health.

KEYWORDS: Bacterial Resistance; Antibiotics; Wastewater Treatment

INTRODUCAO

A expansao urbana ocorre, muitas vezes, sem o devido plane-
jamento, de forma que servicos como coleta e tratamento de
esgotos acabam recebendo atendimento limitado.

Segundo o Sistema Nacional de Informacées sobre Saneamento
(SNIS)', no Brasil, cerca de 98,2% da populacdo urbana é aten-
dida por rede de abastecimento de agua e somente 61,9% é
atendida com coleta de esgoto. Apenas 49,1% do esgoto gerado
passa por algum tipo de tratamento, demonstrando que mais de
50,0% de todo esgoto doméstico do Brasil é lancado in natura
no ambiente.

Muitas fossas domésticas, por negligéncia ou falta de recursos
financeiros da populacdo, extravasam e invadem os sistemas
de coletas pluviais, que nao sao tratados e acabam desaguando
diretamente nos corpos aquaticos. Por outro lado, sabe-se que
uma boa parcela da populacdo nao assistida por tratamento de
esgotos, executa ligacoes clandestinas nas galerias pluviais ou
lancam o esgoto in natura diretamente nos corregos das cidades?.

Entre os farmacos encontrados como poluentes ambientais,
se destacam os antibidticos, capazes de proporcionar um
ambiente favoravel para a proliferacdo de resisténcia bacte-
riana. Os antibidticos sdo compostos naturais, sintéticos ou
semissintéticos, classificados como bactericidas, quando causam
a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a
inibicdo do crescimento microbiano3.

Antibidticos contribuem para o aumento da expectativa de
vida das populacdes humanas®. No entanto, isso pode ser com-
prometido pela resisténcia bacteriana aos antibidticos, por
reduzir as opgdes terapéuticas de farmacos efetivos contra
patogenos bacterianos®.

Contudo, o uso de antibidticos ndo se restringe aos tratamen-
tos voltados para a saide humana ou veterinaria, sendo também
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utilizados na agricultura, pecuaria e piscicultura com finalidade
profilatica e de tratamento. O uso indevido representa um risco
a saude publica, pois acarreta na liberacao dessas substancias
no meio ambiente através do esgoto doméstico, efluentes hos-
pitalares e industriais, além do descarte de medicamentos com
prazo de validade expirado e as sobras domésticas daqueles ndao
utilizados, selecionando cepas resistentes>®.

0 aumento de bactérias resistentes a antimicrobianos pode
trazer danos ao ser humano, além do efeito toxico aos orga-
nismos aquaticos’®.

Organismos resistentes foram observados em diversos ambientes
aquaticos incluindo rios e areas costeiras, aguas superficiais e
sedimentos, lagos, oceanos, agua potavel e esgoto doméstico
e hospitalar®.

A resisténcia pode ser considerada um fenémeno ecologico, res-
posta do microrganismo frente ao amplo uso de antibioticos e
sua presenca no meio ambiente’.

As bactérias apresentam mecanismos de resisténcia complexos.
Esses mecanismos podem coexistir em uma mesma cepa bacte-
riana, tornando-a resistente a diferentes classes de antimicro-
bianos e gerando um perfil de multirresisténcia''.

Uma bactéria é considerada multirresistente se apresentar resis-
téncia a trés ou mais classes de antibidticos'?. O aumento de
resisténcia a antibioticos compromete o tratamento de diversas
infeccoes que, até recentemente, eram controlaveis'2. Conse-
quentemente, a escolha de muitas drogas importantes no trata-
mento de infecgdes bacterianas tem se tornado limitada e pode
ocasionar resultados imprevisiveis'.

As bactérias podem apresentar resisténcia intrinseca ou adquirida
aos antibidticos. A resisténcia intrinseca se caracteriza por uma
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resposta inata na qual todos os individuos de um mesmo género ou
espécie apresentam resisténcia a um determinado agente antimi-
crobiano, devido a particularidades estruturais ou funcionais. Ja
a resisténcia adquirida ocorre quando uma bactéria previamente
sensivel a determinado antimicrobiano desenvolve resisténcia,
podendo ser consequéncia de mutacdes em genes cromossomicos
ou de aquisicao de elementos genéticos moveis, como plasmideos
e transposons, por transferéncia horizontal de genes''.

Entre as bactérias de maior importancia clinica, se encontra a
Escherichia coli, um bacilo Gram-negativo da familia Enterobac-
teriaceae. E a Unica espécie do grupo coliforme termotolerante
cujo habitat exclusivo € o trato gastrointestinal de seres huma-
nos e de animais homeotérmicos e esta presente em grandes
quantidades em esgotos, efluentes, aguas naturais e solos que
receberam contaminacao fecal recente, sendo utilizada como
bioindicador de qualidade ambiental™.

Outro género de destaque é Staphylococcus spp., que compde a
microbiota de seres humanos e animais, habitando pele e muco-
sas. Sao patogenos oportunistas, associados a infecgdes brandas,
como infeccoes de pele e intoxicaces alimentares, mas que
também podem causar infeccdes graves, potencialmente fatais,
como pneumonias, bacteremias e infeccoes relacionadas a dis-
positivos médicos invasivos. Dentre as espécies, Staphylococcus
aureus é a mais patogénica por possuir uma diversidade de fato-
res de viruléncia''.

Bactérias resistentes a antibioticos ja foram encontradas em
diversos ambientes aquaticos, incluindo efluentes tratados e nao
tratados, rios e no oceano™. Contudo, o aporte direto e continuo
desses compostos em aguas naturais, proporciona um ambiente
que pode favorecer a selecao de genes de resisténcia em micror-
ganismos patogénicos, tornando-os resistentes'>1,

Visto que esses corpos de agua podem ser utilizados pela popu-
lacdo, a avaliacdo dos efeitos da presenca de antibiéticos nos
mananciais e no possivel desenvolvimento de resisténcia em
bactérias é fundamental para subsidiar politicas publicas de
protecdo a vida humana e ao meio ambiente. Neste contexto,
o presente trabalho objetivou avaliar o perfil de resisténcia bac-
teriana aos antibioticos, na agua do rio Marambaia e na praia
adjacente, em Balneario Camboriu, Santa Catarina (SC). O foco
do estudo foram as bactérias da espécie Escherichia coli e bac-
térias do género Staphylococcus.

METODO

Amostragem

A amostragem foi dividida em seis coletas, em um total de seis
amostras por coleta, no Rio Marambaia, em Balneario Camboriu.
As coletas foram realizadas nas datas 28/10/2020, 25/11/2020,
28/01/2021, 14/04/2021, 26/07/2021 e 29/10/2021. Em cada
coleta, trés amostras foram provenientes de pontos no decorrer
do rio, e trés, de pontos ao longo da praia, seguindo pelo deck.
O percurso total foi de cerca de 1 km. Ao todo, foram realizadas
seis coletas, totalizando 36 amostras.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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Enumeracao e isolamento de Escherichia coli

Para o isolamento de E. coli, foi utilizada a analise de coliformes
por meio do método de tubos multiplos, sendo estabelecido, ao
final da analise, o nimero mais provavel (NMP) de microrganis-
mos por 100 mL de amostra. O meio de cultura utilizado nessa
etapa foi o agar Cromogénico.

A etapa seguinte, para o isolamento de E. coli, consistiu na
semeadura por esgotamento das aliquotas positivas para coli-
formes termotolerantes, em meio de cultura sélido MacConkey,
visando o isolamento de cepas de E. coli através da morfolo-
gia das colonias, que apresentam coloracdo rosa avermelhada,
caracteristica de bactérias fermentadoras de lactose, podendo
apresentar a formacao de véu ou swarming, devido a presenca
de motilidade através de flagelos".

A identificacdo das coldnias e confirmacao do resultado, decor-
reu de provas bioquimicas especificas, como o meio semisso-
lido SIM e meio sélido em tubo inclinado Citrato de Simmons.
Em meio SIM, a espécie E. coli nao produz sulfeto, é movel e
produz indol. Em meio Citrato de Simmons, E. coli nao utiliza
citrato como Unica fonte de carbono™.

Enumeracao e isolamento de Staphylococcus spp.

Para o isolamento de Staphylococcus spp., as aliquotas prove-
nientes do rio Marambaia foram inoculadas em dois meios de
cultura sélidos: agar Manitol Sais e agar Baird-Parker. Para as
amostras provenientes dos pontos definidos para a praia, foram
inoculadas aliquotas em ambos os meios, por meio do método de
membrana filtrante, visando a melhor recuperacao dos micror-
ganismos, visto que as amostras apresentaram maior diluicao
natural nestes pontos.

Em meio Manitol Sais, colonias sugestivas de Staphylococcus
aureus, fermentadoras de manitol, sdo maiores e rodeadas de
uma zona amarela. As colonias sugestivas de Staphylococcus coa-
gulase negativa, por sua vez, sao menores e rodeadas por uma
zona vermelha ou rosada. Algumas espécies, como Staphylococ-
cus epidermidis, podem apresentar colonias brancas®.

Em meio Baird Parker, as col6nias sugestivas de S. aureus apre-
sentam colonias negras, brilhantes, rodeadas por halo de leci-
tinase (zona opaca cercada por um halo claro), enquanto as
colonias sugestivas de Staphylococcus coagulase negativa apre-
sentam coloracao cinza escuro a pretas e nao desenvolvem halo
ao redor das coldnias®.

Antibiograma

O Teste de Sensibilidade a Antibioticos (TSA) ou antibiograma,
consiste na determinacao in vitro da sensibilidade bacte-
riana através da metodologia de disco-difusdo, definida em
1966 por Kirby e Bauer. As medidas obtidas foram compara-
das ao valor de referéncia estabelecido pelo Brazilian Com-
mittee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST)?,
podendo estabelecer resultados sensiveis, intermediarios
e resistentes?'.
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Os antibioticos foram escolhidos de acordo com sua importancia
no tratamento de infeccoes humanas e animais, causadas por
bacilos Gram-negativos da familia Enterobacteriacea e bactérias
do género Staphylococcus.

Para as cepas de E. coli, foram testados os antibioticos ampici-
lina (10 pg), aztreonam (30 pg), cefoxitina (30 pg), ciprofloxa-
cina (5 pg), gentamicina (10 pg), imipenem (10 pg), piperaciclina
+ tazobactam (110 pg) e sulfametoxazol + trimetoprim (25 pg).

Para as cepas de estafilococos foram testados cefoxitina (30 pg),
ciprofloxacina (5 pg), clindamicina (2 pg), eritromicina (15 pg)
e gentamicina (10 pg).

Para as cepas de estafilococos foi utilizado também o disco de
vancomicina (30 pg), no entanto o valor de referéncia utilizado
para a leitura dos halos de inibicao se deu por meio do estabe-
lecido pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI)?,
como forma de triagem, visto que resultados resistentes neces-
sitam de confirmacao através da metodologia da concentracdo

Andlise de dados

Para a conducédo das analises estatisticas, inicialmente foi tes-
tada a normalidade dos dados, utilizando o teste de Shapiro-
-Wilk. Neste teste, os dados sao considerados normais quando os
valores obtidos de p excedem 0,05.

Para comparar as contagens de Staphylococcus spp. a partir dos
diferentes meios de culturas, foi utilizado o teste nao paramé-
trico de Wilcoxon para amostras pareadas. Foram comparadas
contagens para cada local separadamente, tomando as amostras
de diferentes datas de coleta como réplicas. Para as contagens
de S. aureus, apenas foram testadas as amostras M1, M2 e M3,
uma vez que nao foi possivel distinguir as colonias de S. aureus
no meio Baird-Parker das restantes nas outras amostras.

Lima ACD et al.
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Para comparar os diferentes locais ao longo do tempo em relacao
a resisténcia antimicrobiana das cepas de Staphylococcus spp.,
foi realizada uma PERMANOVA de dois fatores. As variaveis ava-
liadas foram os diametros dos halos de inibicdo para cada uma
das cepas testadas.

Para as mesmas comparacdes, mas com base nas cepas de E.
coli, os dois fatores foram testados de forma independente.
Isto foi necessario pois, em funcdo do menor nimero de cepas
isoladas e testadas de E. coli, ndo foi possivel obter medidas
replicadas para cada combinacao dos diferentes niveis dos fato-
res local e tempo. Sendo assim, na primeira PERMANOVA de um
fator, as cepas foram agrupadas pelo fator local; na segunda,
pelo fator tempo.

Os indices de resisténcia multipla a antibidticos (MAR) para as
amostras analisadas foram calculados pela formula MAR = a/(b*c),
sendo a o nimero combinado de resisténcias para todos os iso-
lados e antibidticos da amostra, b o nimero de antibidticos tes-
tados e c o nimero de isolados analisados através do método de
Krumperman?:. Os indices foram calculados apenas para os isolados
de Staphylococcus spp., pois, para E. coli, o nimero de isolados
obtidos foi insuficiente para obter indices para todas as amostras.

RESULTADOS

Enumeracao de coliformes totais e termotolerantes

Coliformes totais foram detectados em todos os pontos amos-
trados (Tabela 1). Apesar da diluicdao natural ocorrida nos pon-
tos da praia, eles apresentaram resultados semelhantes aos do
canal. O ponto com menor concentracao de coliformes totais
foi o Praia 3.

As maiores concentracées observadas para todos os pontos,
ocorreram no periodo de janeiro a fevereiro de 2021. Na coleta

Tabela 1. Concentragdées de coliformes totais e termotolerantes (NMP/100 mL) para cada ponto amostral em cada coleta realizada.

Pontos de coleta

Microrganismo Data
M1 M2 M3 P1 P2 P3
28/10/20 4.600 11.000 4.600 2.400 11.000 230
25/11/20 > 11.000 >11.000 4.600 4.600 2.400 930
28/01/21 > 11.000 >11.000 > 11.000 > 11.000 > 11.000 > 11.000
Coliformes totais
14/04/21 750 >11.000 > 11.000 > 11.000 5.300 > 11.000
26/07/21 > 11.000 4.600 > 11.000 > 11.000 11.000 4.600
29/10/21 4.600 11.000 > 11.000 > 11.000 4.600 4.600
28/10/20 1.500 2.400 930 430 1.200 92
25/11/20 4.600 4.600 930 2.400 930 930
Coliformes 28/01/21 2.100 11.000 930 > 11.000 4.600 2.400
termotolerantes 14/04/21 230 1.500 > 11.000 4.600 4.400 1.500
26/07/21 4.600 2.400 > 11.000 > 11.000 2.400 2.400
29/10/21 930 4.600 11.000 > 11.000 2.400 930

Fonte: Elaborada pelos autores, 2021.
M: Marambaia; P: Praia.
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referente ao periodo de julho de 2021, o ponto Marambaia 2
apresentou concentracdes menores de coliformes totais em rela-
cao aos demais pontos. Verificou-se maior variabilidade ao longo
do tempo para os pontos Marambaia 1 e Praia 2.

As maiores concentracdes de coliformes termotolerantes foram
observadas nos pontos Marambaia 2, Marambaia 3 e Praia 1. Con-
siderando o rio Marambaia um corpo de agua salobra de classe 2,
a Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (Conama)
n° 357, de 17 de marco de 2005, estabelece que os limites para
coliformes termotolerantes nao deverao exceder 2.500 por 100
mL em 80% ou mais, de pelo menos seis amostras coletadas
durante o periodo de um ano, com frequéncia bimestral. Verifi-
cou-se que os pontos amostrais Marambaia 2 e Marambaia 3 nao
atingiram os padroes estabelecidos?.

Para os pontos da praia foram considerados os padroes estabe-
lecidos para corpos de agua salina classe 2, cujos limites nao
devem exceder os 2.500/100 mL. Dessa forma, os pontos amos-
trais 1 e 2 nao cumprem com os padroes estabelecidos.

Temporalmente, houve grande variacao entre os pontos do
Marambaia. O mesmo ocorre para a Praia 1, quando comparado
aos pontos 2 e 3 da praia, nos quais pode-se observar um padrao
mais semelhante ao longo do tempo. De forma geral, o ponto 3
da praia apresentou a menor variabilidade, assim como as meno-
res concentragoes de coliformes termotolerantes.

Enumeracéo de Staphylococcus

Os valores mais altos de Staphylococcus spp. ocorreram nos pon-
tos do Marambaia em janeiro e julho de 2021, em ambos os meios
de cultura (Tabela 2). No entanto, através de analise estatistica
nao foi possivel verificar diferenca entre os meios de cultura ava-
liados, com excecao do ponto Marambaia 2 (p = 0,03125). Nos
pontos da praia, observou-se maiores contagens de Staphylocc-
cus spp. em janeiro de 2021, podendo considerar também

Lima ACD et al.
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valores ligeiramente aumentados no periodo de abril de 2021.
Por meio de analises estatisticas, ndo foi observada diferenca
entre os meios.

Enumeracédo de Staphylococcus aureus

A andlise da morfologia da coldnia permitiu a identificacdo de
microrganismos sugestivos de S. aureus para os pontos Maram-
baia nos meios de cultura Manitol Sais e Baird Parker. Ja para
as aliquotas da praia, a diferenciacdo morfologica sé foi possi-
vel para o meio sdlido Manitol Sais, uma vez que a membrana
filtrante impossibilitou a visualizacdo dos possiveis halos de
lecitinase, caracteristicos de S. aureus. Sendo assim, a uti-
lizacdo do meio solido Baird Parker apresentou certa limita-
cao quanto ao isolamento e diferenciacdo de microrganismos
sugestivos de S. aureus, e a contagem deste microrganismo
para este meio de cultura so foi possivel para os pontos do
Marambaia (Tabela 3).

Nos pontos da praia, observou-se um nimero maior de microrga-
nismos isolados nos periodos de janeiro a abril de 2021, com des-
taque para o ponto Praia 3. No canal do Marambaia, os maiores
valores foram encontrados nos pontos 1 e 3 em janeiro de 2021.
Entretanto, nao houve diferencas entre as contagens obtidas dos
dois meios de cultura.

Antibiogramas de Escherichia coli

Das 34 cepas avaliadas de E. coli, 19 apresentaram sensibilidade
para todos os antibioticos testados. As cepas isoladas apresenta-
ram maiores indices de resisténcia para os antibioticos ampici-
lina (41,2%) e sulfametoxazol + trimetoprim (26,5%). Resultados
intermediarios puderam ser observados em determinadas cepas
para os antibioticos imipenem (11,8%), ciprofloxacina (8,8%)
e piperaciclina + tazobactam (2,9%). As cepas isoladas nos pon-
tos 1 do Marambaia e 2 da praia nao apresentaram resultados
intermediarios contra nenhum antibiético testado.

Tabela 2. Concentragoes de Staphylococcus spp. (UFC/mL) para cada ponto amostral e coleta realizada, para ambos os meios de cultura.

Pontos de coleta

Meio Data
M1 M2 M3 P1 P2 P3
28/10/20 0,00 30,00 50,00 5,50 6,00 7,50
25/11/20 6,67 10,00 36,67 3,05 3,65 1,75
i 28/01/21 1.180,00 173,33 1.206,67 50,00 60,00 > 100,00
Agar Manitol Sais
14/04/21 0,00 0,00 135,00 15,00 11,00 6,75
26/07/21 233,33 460,00 375,00 4,50 14,00 8,50
29/10/21 16,67 66,67 186,67 12,40 4,25 2,30
28/10/20 600,00 275,00 40,00 4,50 4,65 3,00
25/11/20 626,67 483,33 525,00 6,00 1,50 0,30
28/01/21 1.175,00 1.511,67 770,00 55,00 65,00 > 100,00
Agar Baird-Parker
14/04/21 105,00 600,00 1.155,00 32,00 > 100,00 5,00
26/07/21 1.431,67 1.135,00 680,00 20,00 0,93 3,00
29/10/21 465,83 693,33 595,00 42,50 3,20 2,50

Fonte: Elaborada pelos autores, 2021.
M: Marambaia; P: Praia.
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Tabela 3. Concentracgoes de S. aureus (UFC/mL) em cada ponto amostral e coleta realizada, para ambos os meios de cultura.

Pontos de coleta

Meio de Cultura Data
M1 M2 M3 P1 P2 P3
28/10/20 0,00 30,00 50,00 3,35 3,25 5,75
25/11/20 6,67 10,00 16,67 3,00 3,50 1,75
’ 28/01/21 408,33 88,33 550,00 30,00 30,00 > 100,00
Agar Manitol Sais
14/04/21 0,00 0,00 130,00 12,00 8,00 6,50
26/07/21 75,00 70,00 33,33 2,00 1,50 1,00
29/10/21 6,67 50,00 126,67 11,20 4,00 2,00
28/10/20 30,00 30,00 0,00 ND ND ND
25/11/20 3,33 6,67 20,00 ND ND ND
28/01/21 283,33 136,67 55,00 ND ND ND
Agar Baird-Parker
14/04/21 5,00 75,00 30,00 ND ND ND
26/07/21 33,33 36,67 26,67 ND ND ND
29/10/21 20,00 3,33 13,33 ND ND ND

Fonte: Elaborada pelos autores, 2021.
ND: ndo determinado.
M: Marambaia; P: Praia.

Tabela 4. indices de resisténcia multipla a antibidticos (MAR) em Staphylococcus spp. para os locais de coleta. Os valores destacados indicam as
amostras que apresentaram baixo risco de multirresisténcia, segundo critério estabelecido por Krumperman?:.

Estacéo do ano/ano de coleta

Pontos de

coleta Primavera 2020 Verdo 2021 Outono 2021 Inverno 2021 Primavera 2021
M1 0,38 0,57 0,17 0,25 0,25

M2 0,60 0,33 0,33 0,33 0,42

M3 0,52 0,67 0,39 0,46 0,20

P1 0,42 0,42 0,38 0,22 0,17

P2 0,43 0,33 0,00 0,42 0,39

P3 0,27 0,11 0,33 0,50 0,50

Fonte: Elaborada pelos autores, 2021.
M: Marambaia; P: Praia.

Por meio do teste de Shapiro-Wilk, verificou-se que os dados nao
seguem uma distribuicdo normal (p < 0,05). Na analise de PER-
MANOVA verificou-se que a resisténcia antimicrobiana nao diferiu
em relacao ao local de coleta (F = 1,38; p = 0,1759) nem em
relacao com o momento de coleta (F = 1,308; p = 0,2197).

Catorze cepas apresentaram resisténcia a pelo menos um antibi-
otico testado. Duas cepas foram resistentes a cinco antibidticos,
uma cepa a quatro antibioticos e duas cepas a trés antibioticos.
A maioria destas cepas, com excecao de uma, se originou de
amostras do canal do Marambaia.

Antibiogramas de Staphylococcus spp.

No total foram avaliadas 117 cepas de Staphylococcus spp. As
cepas apresentaram mais resisténcia aos antibioticos das classes
macrolideo e lincosamida. Setenta cinco cepas foram resisten-
tes a eritromicina (64,1%) e 73 cepas apresentaram resisténcia a
clindamicina (62,4%), sendo que trés cepas apresentaram resis-
téncia induzida, na qual encontra-se resisténcia a eritromicina
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e falsa sensibilidade a clindamicina, resultando em um achata-
mento da zona de inibicdo, adjacente ao disco de eritromicina,
com a forma da letra D (D-teste). Em contrapartida, a maior sen-
sibilidade foi para a gentamicina, em todos os pontos avaliados.
Os resultados intermediarios apareceram com maior frequéncia
quando as cepas foram testadas contra a ciprofloxacina.

Com o auxilio do teste de Shapiro-Wilk, verificou-se que os
dados nao seguem uma distribuicao normal (p < 0,05). Pela
PERMANOVA, concluiu-se que a resisténcia aos antibioticos ndao
difere nos fatores momento (F = 1,0542, p = 0,0997) ou local de
coleta (F = 0,6331, p = 0,4981). Também se verificou que nao ha
interacao entre estes fatores (F = -0,50935, p = 0,0541).

Noventa e seis cepas de Staphylococcus spp. foram resisten-
tes a pelo menos um antibiotico. Uma cepa apresentou resis-
téncia para todos os antibioticos testados. Seis cepas foram
resistentes a quatro antibioticos e 29 cepas a trés antibioticos.
Estas cepas se originaram tanto do canal quanto dos pontos
da praia.
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Utilizando os resultados das cepas de Staphylococcus spp.,
foram calculados indices MAR para todas as amostras analisa-
das (Tabela 4). De acordo com Krumperman?, que considera
como maiores riscos de multirresisténcia aqueles que apre-
sentam valores superiores a 0,20. Verificou-se que a maioria
das amostras analisadas apresentam alto risco de multirresis-
téncia, considerando os resultados dos antibiogramas deste
género bacteriano.

As amostras foram comparadas em relagao aos indices MAR cal-
culados a partir dos antibiogramas das cepas de Staphylococcus
spp. Apos constatar que os dados se distribuiam normalmente
(p > 0,05), observou-se que nao houve diferencas considerando
os fatores momento (F = 0,6397, p = 0,6721) e local de coleta
(F=1,182, p = 0,3486).

DISCUSSAO

0 ponto amostral com maior concentracdo média de coliformes
totais foi o Marambaia 2, local que passa pela area mais urbani-
zada do rio, recebendo maiores influéncias de construcao civil e
comercial. Em contrapartida, o ponto amostral com menor con-
centracdo média foi o Praia 3, indicando a maior diluicdo natu-
ral, uma vez que se encontra mais distante, recebendo meno-
res influéncias tanto do rio, quanto do molhe da Barra Norte.
Destaca-se que os pontos Marambaia 3 e Praia 1 apresentaram
padroes semelhantes quando observados ao longo do tempo,
indicando a influéncia da desembocadura do rio sobre a quali-
dade microbiolégica da praia.

As maiores concentracoes observadas para todos os pontos, ocor-
reram em janeiro a fevereiro de 2021, podendo estar associadas
a lixiviacdo de microrganismos do solo para a agua. Em julho de
2021, o ponto Marambaia 2 apresentou concentracées menores
de coliformes totais em relacao aos demais, podendo ter como
causa a forte pressdo antropogénica do aporte de residuos de
construcao civil observados no momento da coleta. Alusivo aos
resultados do ponto 2 da praia, a variabilidade dos dados ao
longo do tempo pode ser explicada pela maior presenca do uso
recreativo do local.

Segundo a Resolugao Conama n° 357/2005, os parametros devem
atender as condicoes e aos padroes de qualidade de acordo com
0 uso do corpo de agua. O enquadramento dos corpos de agua,
por sua vez, nao deve estar baseado no seu estado atual, mas
nos niveis de qualidade que deveriam possuir para atender as
necessidades da comunidade?. Considerando o rio Marambaia
um corpo de agua salobra de classe 2, as condicdes necessarias
para a garantia da qualidade nao foram atingidas, haja vista que
a contagem média de coliformes termotolerantes ultrapassou o
limite de 2.500 NMP/100 mL na maioria dos pontos, com excecao
do Marambaia 1 e Praia 3. Esse fato pode estar relacionado ao
rio Marambaia no ponto 1 estar mais proximo as porcdes sub-
terraneas, recebendo quantidades menores de efluentes e da
praia no ponto 3 apresentar maiores indices de diluicao natural.
Os dados obtidos para os pontos Marambaia 3 e Praia 1 indicam
a influéncia da contaminagdo do rio até a desembocadura no
Pontal Norte.
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Ainda de acordo com a Resolucao Conama n° 357/2005,
os efluentes de qualquer fonte poluidora so poderdo ser lan-
cados, direta ou indiretamente, nos corpos de agua, apo6s o
devido tratamento?®. Os efluentes hospitalares contém uma
infinidade de farmacos e metabdlitos, entre eles, os antibioti-
cos. Grenni et al.?® enfatizaram que as maiores concentracoes
de antibioticos ocorrem geralmente em areas com forte pressao
antropogénica, como efluentes de hospitais, esgotos e efluentes
domésticos tratados, além de solos manejados com adubo ou

usados para criacao de gado.

Cabe destacar que o municipio de Balneario Camboriu é atendido
por quatro hospitais. Caso o tratamento dos efluentes hospita-
lares seja ineficaz, pode acarretar diversos danos para a saude
humana e para o meio ambiente, considerando que o aporte
continuo dessas substancias com propriedades antimicrobianas
pode favorecer a selecao de microrganismos resistentes. Essa
prevaléncia pode modificar a microbiota local, além de colocar
em risco a linha ténue entre infeccoes e tratamento eficaz, agra-
vando a chamada “crise das superbactérias”, colocando fim a era
dos antibioticos.

Bactérias multirresistentes ja foram observadas fora do ambiente
hospitalar como na agua do mar e no esgoto tratado na Antartica?,
em rios na Nigéria™, em diferentes pontos no Rio Godavari, na india,
e no Brasil, em agua e sedimentos? e efluentes hospitalares'®*.

Cepas de E. coli nao apresentam resisténcia intrinseca a nenhum
antibiético, contudo, casos de resisténcia adquirida vém sendo
reportados tanto em pacientes hospitalizados quando dissemi-
nados na comunidade em geral*"*2. Os principais mecanismos de
resisténcia em enterobactérias sao descritos em cepas produto-
ras de B-lactamase de espectro estendido (ESBL), B-lactamase
AmpC e produtoras de carbapenemases.

As enzimas ESBL sao produzidas em muitos bacilos Gram-negati-
vos e conferem resisténcia as penicilinas, as cefalosporinas e ao
aztreonam. Sao frequentemente detectadas em cepas de E. coli
e Klebsiella spp.3'-32.

As carbapenemases foram inicialmente encontradas em Kleb-
siella pneumoniae, recebendo a classificacao de KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase), no entanto esse mecanismo de
resisténcia rapidamente se espalhou para outras enterobacté-
rias'’. De acordo com de Paula et al.®, os antibi6ticos carbape-
némicos, sdo utilizados no tratamento de infecgdes graves cau-
sadas por microrganismos multirresistentes, inclusive produtores
da enzima ESBL.

O presente estudo avaliou 34 cepas de E. coli. Os resultados obti-
dos demonstraram maiores indices de resisténcia para ampicilina
e sulfametoxazol + trimetoprim, destacando a necessidade de
estudos focados no mecanismo de resisténcia e possiveis genes
envolvidos. Para o carbapenem testado, imipenem, os resultados
encontrados demonstram cepas em geral sensiveis, com alguns
resultados intermediarios e uma cepa resistente.

O indice MAR nao foi avaliado em E. coli, devido ao baixo
n amostral. Contudo, de maneira geral, sao consideradas
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multirresistentes bactérias que apresentam resisténcia a trés
ou mais classes de antibiodticos. Através dos resultados obtidos,
levanta-se um alerta quanto a selecao de microrganismos resis-
tentes, considerando que cinco cepas apresentaram resisténcia
a pelo menos trés antibioticos.

0 género Staphylococcus spp. nao é utilizado como parametro
de qualidade em efluentes e agua. Contudo, ele representa um
risco emergente para a saide humana, por se tratar de patoge-
nos oportunistas, usualmente associados a infeccoes adquiridas
na comunidade e no ambiente hospitalar.

Inicialmente foram avaliados dois meios de cultura, buscando
destacar aquele que melhor permitiria o isolamento e a recupe-
racao de cepas de S. aureus e Staphylococcus coagulase nega-
tiva. O meio Manitol Sais é amplamente utilizado na pratica
clinica, visando o isolamento de Staphylococcus spp. em amos-
tras bioldgicas, ja o meio Baird Parker, normalmente é utilizado
na analise de alimentos. Para este estudo, a analise estatistica
nao apontou diferenca para os meios, com excecao do ponto
Marambaia 2, no qual o meio Baird Parker demonstrou melhor
recuperacao dos microrganismos isolados. Tanto o meio Baird
Parker quanto o Manitol Sais apresentaram resultados satisfa-
torios para amostras semeadas por espalhamento, ou seja, as
provenientes do rio Marambaia. Para as amostras da praia, a
metodologia escolhida, por membrana filtrante, indicou certa
limitacao para o meio Baird Parker, considerando o isolamento
de S. aureus, uma vez que a membrana impossibilitou a visuali-
zacao do halo de lecitinase. Para o isolamento de Staphylococ-
cus spp., sem distingdo de espécie, ambos os meios de cultura
foram satisfatorios.

Para a avaliacao da sensibilidade a antibidticos segundo a tabela
de cortes clinicos BrCAST, a sensibilidade as cefalosporinas e aos
carbapenémicos em Staphylococcus é inferida pela sensibilidade
a cefoxitina. O teste disco-difusao é confiavel para predizer resis-
téncia a meticilina e a oxacilina. No presente estudo, a cefoxitina
foi testada em 117 cepas de Staphylococcus spp., apresentando
resultado resistente em 37 cepas (31,6%), caracterizando-as
como MRSA.

Descoberta em 1960, a meticilina foi a primeira penicilina semis-
sintética a compor o uso clinico**. Porém, no inicio da década
de 1970, rapidamente surgiram cepas de S. aureus com resistén-
cia a meticilina, identificadas pela sigla MRSA (Staphylococcus
aureus resistente a meticilina), apresentando também resistén-
cia aos demais B-lactamicos®.

Cepas MRSA ja foram descritas em praias da Flérida, sendo
associadas a infeccdes na pele, no Havai e em efluentes antes
do tratamento®3%%,

O principal mecanismo de resisténcia a oxacilina/meticilina esta
relacionado a alteracdo do sitio de acéo dos B-lactamicos. AAgén-
cia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) determina que com
frequéncia a resisténcia a oxacilina é acompanhada por resis-
téncia a outras classes de antimicrobianos, como clindamicina,
eritromicina e tetraciclina, diminuindo as opgdes terapéuticas''.
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A eritromicina e a clindamicina sao amplamente utilizadas no
combate a infec¢des por bactérias Gram-positivas. Contudo,
mecanismos de resisténcia ja foram descritos. De acordo com
a Anvisa, a resisténcia aos macrolideos, lincosaminas e estrep-
togramina B (MLS B) pode ser constitutiva ou induzivel, depen-
dendo da exposicdo. Na expressdo constitutiva, a resisténcia
a eritromicina e a clindamicina é detectada no antibiograma.
A forma induzivel pode apresentar resisténcia a eritromicina
e falsa sensibilidade a clindamicina. A deteccdo da resisténcia
induzivel pode ser feita pelo D-teste ou disco-aproximacao, no
qual o disco de eritromicina é colocado préximo ao disco de clin-
damicina na placa de antibiograma, segundo BrCAST, a distancia
precisa ser de 12-20 mm borda-borda. Com a difusao da eritro-
micina através do agar, a resisténcia a clindamicina é induzida,
resultando em um achatamento da zona de inibicao, adjacente
ao disco de eritromicina, com a forma da letra D'".

Neste estudo, foram encontradas trés cepas com resisténcia
induzivel, verificada através do D-teste positivo. De forma geral,
73 cepas apresentaram resisténcia a clindamicina e 75 cepas
foram resistentes a eritromicina. Pelo método de disco difu-
sao, a eritromicina pode ser utilizada para determinar a sen-
sibilidade a azitromicina e a claritromicina, uma vez que sao
pertencentes a mesma classe de medicamentos (macrolideos).
Vale a pena ressaltar que as coletas foram realizadas entre outu-
bro de 2020 e outubro de 2021, periodo em que a pandemia
por SARS-COV-2 levou grande parte da populagdo a automedi-
cacao, incluindo a utilizacao indevida de azitromicina, indicada
muitas vezes em kits sem prescricdo médica e sem orientacao
correta para uso. A disseminacdo de resisténcia a antimicro-
bianos esta intrinsecamente ligada ao aumento no consumo de
antibidticos, sua utilizacdo irracional e posterior descarte no
meio ambiente.

Devido a disseminacdo de cepas MRSA/ORSA e MLS B, a vanco-
micina, conhecida desde 1956, passou a ser utilizada como tra-
tamento alternativo**. A vancomicina é um glicopeptideo cujo
espectro de acao abrange os cocos e bacilos Gram-positivos; seu
uso é restrito ao ambiente hospitalar, tendo como principal via
de administracao a via parenteral''.

Contudo, em 1997, a primeira cepa de S. aureus resistente a
vancomicina foi descrita no Japao*. De acordo com Anvisa,
a resisténcia aos glicopeptideos pode ser expressa por dois dife-
rentes fenotipos: S. aureus com resisténcia intermediaria a van-
comicina (VISA) e S. aureus resistente a vancomicina (VRSA)'".
De maneira geral, este evento é raro, porém medidas para
deteccao desta resisténcia devem ser implantadas pelos labora-
torios de microbiologia.

Para este estudo, as 117 cepas de Staphylococcus spp. foram
testadas contra a vancomicina de maneira preliminar, tendo em
vista que o método de disco difusdo nao é o mais indicado, pois
de acordo com BrCAST, nao distingue isolados selvagens daqueles
com resisténcia ndo mediada pelo gene vanA. Sendo necessaria a
implementacao da metodologia de CIM para a obtencao de resul-
tados clinicos mais confiaveis?'.
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Portanto, a triagem das cepas resistentes a vancomicina nesse
estudo utilizou o valor de referéncia para o método de disco
difusdo estabelecido pelo CLSI para o ano de 2009, encontrando
54 cepas resistentes a vancomicina. O resultado encontrado nao
condiz com o estabelecido pelo BrCAST/EUCAST, CLSI e Anvisa
que determinam que isolados nao sensiveis sao raros' 223,

A avaliacado do indice MAR em Staphylococcus spp. permitiu a
verificacdo do risco de multirresisténcia para as cepas isoladas.
Nao houve diferencas considerando os fatores momento e local
de coleta. Em todos os pontos amostrais foi possivel detectar
indices superiores a 0,20 com poucos momentos apresentando
baixo risco de multirresisténcia. Se faz necessaria a avaliacao
dos mecanismos de resisténcia visando compreender a multir-
resisténcia presente em cepas no meio ambiente, uma vez que
as cepas MRSA e MLS B ja foram descritas em efluentes trata-
dos e ndo tratados, sejam eles domésticos ou hospitalares,
além de diversos ambientes aquaticos, nos quais levanta-se o
alerta para o uso recreativo ou abastecimento para consumo
humano e de animais, ja que podem estar associados a diver-
sas infeccoes. Destacam-se também as cepas VISA ou VRSA,
pois, apesar da resisténcia descrita na literatura ser incomum
para vancomicina, a selecao de cepas resistentes, mesmo que
poucas até o momento, é extremamente preocupante, por se
tratar de uma das Ultimas opgoes terapéuticas disponiveis para
cepas multirresistentes.

CONCLUSOES

As chamadas superbactérias, microrganismos que apresentam
multirresisténcia a antibidticos, foram descritas, em um primeiro
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