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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos.

O capitulo 1 apresenta uma introducdo geral dos objetivos de estudo desta
dissertacao.

O capitulo 2 trata-se de reviséo de literatura.

O capitulo 3 e 4 sdo artigos que serdo submetidos para publicacdo em periédico
cientifico.

O Capitulo 5 finaliza esta dissertacdo com conclusdes gerais deste trabalho e com
sugestdes para estudos futuros.

As referéncias de todos os capitulos se encontram em lista Unica ao final da

dissertacao.



RESUMO GERAL

O aumento de bactérias resistentes a antibioticos € um problema mundial grave.
Bactérias resistentes tém sido encontradas fora do ambiente hospitalar, estdo sendo
encontradas no meio ambiente. Os ambientes aquaticos representam um dos
principais focos de contaminacao. Este trabalho foi realizado para observar se existe
a presenca de bactérias resistentes a antibidticos na agua, utilizando a microbiota
intestinal de peixes jundia (Rhamdia quelen), pescados em trés locais distintos: Rio
Pequeno, Rio Barigui e Laboratorio de Pesquisa em Piscicultura da PUCPR. Para
cada bactéria isolada desses peixes, foi realizado o teste de susceptibilidade pela
técnica de disco-difusdo (Kirby-Bauer), foram testados dez antibiéticos: ampicilina,
gentamicina, ertapenem, acido nalidixico, sulfametoxazol/trimetoprima, cefalotina,
cefoxitina, ceftriaxona, cefepime e tetraciclina. A leitura dos halos foi interpretada
utilizando o manual internacional CLSI (2013). Os resultados indicam que ao
observar a microbiota intestinal do jundia, ha uma grande parcela de resisténcia
bacteriana aos antibiéticos testados, tendo em vista que, para cada um dos dez
antibidticos, houve resisténcia observada em pelo menos dois dos trés pontos de
coleta estudados. Pode-se concluir que a microbiota intestinal do jundid pode ser
utilizada como possivel bioindicadora da presenca de antibiético ou de bactéria
resistente a ele na agua, e que o perfil de susceptibilidade pode variar ao longo dos

anos no mesmo rio.

Palavras-chave: Resisténcia a antibiotico, antibiotico na agua, contaminacdo por
antibidtico, jundia.
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ABSTRACT

The resistant bacteria is a global problem. The aquatic environments are a major
source of contamination. This work was carried out to see if there is the presence of
antibiotic resistant bacteria on water, using the intestinal microbiota of catfish
(Rhamdia quelen), fished in three places: Pequeno River, Barigui River and Research
Laboratory of Fish Farming at PUCPR. For each bacteria isolated was through
susceptibility testing with disk diffusion technique (Kirby-Bauer) of international
handbook CLSI (2013), ten antibiotics were tested: ampicillin, gentamicin, ertapenem,
nalidixic acid, sulfamethoxazole-trimethoprim, cephalothin, cefoxitin, ceftriaxone,
cefepime and tetracycline. The results indicate that there is a large proportion of
bacterial resistance to antibiotics, considering that for each of the ten tested antibiotics
was observed resistance to them in two of the three sampling points. Analyzing the
results of this study, we conclude that the intestinal microbiota of catfish can be used
as bio-indicator that there is the presence of the drug or resistant bacteria on water,
and bacterial resistance to antibiotics in the environment can be changed to over the

years.

Keywords: Antibiotic resistance, antibiotic in the water, antibiotic contamination,
catfish.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O primeiro antibidtico descoberto foi a penicilina, por Alexander Fleming, em
1928 (Fleming, 1929). Em 1942, o método de purificar a penicilina é descoberto
(Abraham e Chain, 1942; Florey e Jennings, 1942). Inicialmente, a penicilina passou
a ser produzida em larga escala por industrias inglesas e norte-americanas apenas
para militares e, em 1944, para a populagdo civil (Aminov, 2010). Durante a Segunda
Guerra Mundial, os soldados feridos dificilmente sobreviviam por causa das infec¢gbes
bacterianas, porém, com o uso da penicilina muitos soldados sobreviveram as
infeccbes, provando a eficacia do antibiotico (Pereira e Pita, 2005).

A presenca de alguns indicios de resisténcia bacteriana observados ap0s os
primeiros usos clinicos de sulfonamidas e da penicilina sugeriram que a resisténcia
bacteriana aos agentes antimicrobianos podia ser uma caracteristica natural das
espécies de bactérias, ou ser adquirida por cepas individuais dentro de uma
populacdo sensivel (Tavares, 2000). Fleming (1929) descreveu em seu artigo da
descoberta da penicilina que bactérias do grupo coli-tifoide e Pseudomas aeruginosa
nao eram inibidas pelo antibiético.

O surgimento de bactérias multirresistentes foi um fenémeno que preocupou
clinicos e a industria farmacéutica, pois, era uma das principais causas de insucesso
no tratamento de doencas infecciosas (Hirakata et al., 1998). Segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), dois tercos de todos os antibidticos vendidos
mundialmente, sdo vendidos sem prescricdo, através de mercados privados nao
regulamentados. Quanto aos doentes, muitos deles nédo recebem a prescricéo correta
do medicamento, ou se recebem ndo cumprem o tratamento como prescrito (OMS,
2010).

Lancado pela OMS em 2014, o documento intitulado Antimicrobial Resistance:
Global Report on Surveilance aponta que a resisténcia aos antimicrobianos em todo
o0 mundo é uma ameaca crescente para o tratamento de uma gama cada vez maior
de infec¢Bes causadas por bactérias, protozoarios, virus e fungos. A magnitude do
problema da resisténcia antimicrobiana e do seu impacto sobre o setor de saude e no

ambito social em todo o mundo ainda sdo desconhecidos.



A aceleracdo do fendbmeno da resisténcia decorre do uso de drogas
antimicrobianas ao longo das décadas, tanto para tratamento de doencas em
humanos, como para prevencao e tratamento de doencas em animais de producéo,
favorecendo a selecdo e a propagacdo de elementos genéticos de resisténcia aos
antimicrobianos. Isto tem tornado os tratamentos disponiveis atualmente pouco
eficientes ou muitas vezes ineficazes. Como consequéncia disso, urge aumentar
rapidamente as opcdes de tratamento disponiveis. O problema é tdo grave que no

prefacio do documento ja é citado: “Cada vez mais os governos de todo o mundo estéo

comecando a prestar atencdo a um problema tao grave que ameaca a medicina moderna: a era pés-

antibiético na qual ferimentos comuns e infeccGes leves poderdo levar a ébito. Longe de ser uma

fantasia apocaliptica, € uma possibilidade muito real para o século 21”. (WHO, 2014, traducéo
livre).

A 4gua é um meio de disseminacdo de microrganismos resistentes, pois
efluentes oriundos da acdo humana, tais como nas formas de esgoto domiciliar e
hospitalar, e da criagdo intensiva de animais de producdo, sao lancados
constantemente no ambiente aquatico. A resisténcia bacteriana a antibioticos tem
sido observada nos mais diversos meios aquaticos: aguas superficiais e costeiras,
lagoas, oceanos, esgoto hospitalar e esgoto humano, além de agua potavel e de
sedimento (Baquero et al., 2008). Concentracfes subinibitorias de antibiéticos na
agua podem levar ao aparecimento de resisténcias a eles em bactérias comensais do
intestino humano, do intestino dos peixes, ou mesmo por bactérias aquaticas, com a
possivel disseminacao de genes de resisténcia em diversas populacdes bacterianas
(Gordon et al., 2007 e Gastalho et al., 2014).

Mauerwerk observou em seu trabalho sobre resisténcia em bactérias
intestinais de peixes a antibidticos comparando ambientes naturais e de cria¢do, que
locais mais poluidos, ou seja, rios com maior acdo antropica ao seu entorno tendem
a apresentar maior resisténcia bacteriana a antibidticos, e que o tipo de poluicao
parece ter influéncia no perfil de resisténcia bacteriana (Mauerwerk, 2012).

Os peixes sdo componentes dos ecossistemas aquaticos que podem refletir os
distarbios que ocorrem nesses ambientes, sendo vistos como excelentes indicadores
das condi¢cbes ambientais (Freitas e Souza, 2009). A hipétese do projeto onde se
insere este trabalho € de que as bactérias da microbiota intestinal de peixes podem
servir como bioindicadores da presenca de antibidticos ou de bactérias resistentes na

agua. O jundia é um peixe onivoro, de habito bentdnico, se alimentando das mais
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diferentes fontes alimentares presentes no meio, incluindo o lodo. Seu contato
permanente com a agua e alimentos contendo antibidticos ou bactérias resistentes,
pode contribuir para a ocorréncia de resisténcia a antimicrobianos em sua microbiota
intestinal, podendo esta servir de bioindicador da contaminacao do ambiente aquatico
por esses agentes.

O objetivo deste trabalho foi o de comparar a resisténcia da microbiota
intestinal de jundia a dez antibioticos entre trés locais de coleta: o Rio Pequeno, o Rio
Barigui e o Laboratorio de Pesquisa e Piscicultura da PUCPR — LAPEP, localizados
na Regido Metropolitana de Curitiba e que representam, respectivamente, um rio com
pouca acdo antropica no seu entorno, elevada a¢éo antropica no entorno e um local
de criacdo de peixes, no ano de 2013. Além disso, objetivou-se comparar esses
resultados com os resultados da resisténcia da microbiota intestinal de jundia a
antibidticos observados em 2010, (Mauerwerk,2012), nesses mesmos locais, para
observar a evolucéo do perfil de susceptibilidade no periodo. O trabalho pressupdes
gque o grau de acdo antropica no entorno do rio deve se refletir no grau de
contaminacdo da agua por antibiéticos e, consequentemente, a presenca de

resisténcia a eles na microbiota intestinal dos peixes coletados.



CAPITULO 2
2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 — ANTIBIOTICOS

2.1.1- DEFINIC}AO E BREVE HISTORICO
Antimicrobianos s&o produtos elaborados durante o metabolismo microbiano
gue sdo capazes de inibir parcial ou totalmente a multiplicacdo e crescimento de
microrganismos. (Campos et al., 2012; Melo et al., 2012, Barros et al., 2008).
Apbs a descoberta da penicilina por Fleming, a sua producdo em larga escala
foi possivel gracas aos avancos obtidos por Howard Florey e Ernest Chain, que a
purificaram e demonstraram a validade de suas propriedades (Pereira e Pita, 2005).
Em meados da década de 1940, apds ser inicialmente produzida apenas
para uso em militares, a penicilina passou a ser produzida em larga escala por
industrias inglesas e norte-americanas também para a populacao civil (Aminov, 2010).
A penicilina juntamente com o salvarsan e o prontosil serviram de exemplo
para configurar os paradigmas para futuras pesquisas de descobertas de novas
drogas, o periodo entre 1950 e 1970 foi a época de ouro para a descoberta de novas
classes de antibioticos, depois desse periodo houve um declinio da taxa de
descoberta, onde o desenvolvimento de novas drogas para tratar organismos

resistentes tem sido a modificagdo de antibioticos existentes (Chopra et al., 2002).

A busca por novos antibiéticos é continua e, como exemplo, recentemente,
Ling e colaboradores descobriram um novo inibidor de parede celular extraido do
microrganismo nao cultivavel Eleftheria terrae. A molécula se chama teixobactin,
apresentando bons resultados contra bactérias Gram-positivas, mesmo para
multirresistentes como o Staphylococcus aureus resistente a meticilina — MRSA (Ling
et al., 2015). A integracdo de uma equipe multidisciplinar com dominio de
conhecimentos em microbiologia, quimica e bioinformatica € necesséaria para a
descoberta de novos agentes antimicrobianos de importancia médica (Donadio et al.,
2010).

O que se preconiza na utilizagdo dos novos antimicrobianos é seu uso racional,
a fim de nédo induzir a padrbes de resisténcia, reservando-os para pacientes que nao

podem ser tratados com as terapias convencionais, por problemas de toxicidade e
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hipersensibilidade, ou resisténcia documentada a outros fatores especificos (Caierdo
et al., 2004).

2.1.2 - CLASSES DE ANTIMICROBIANOS

Usualmente os antimicrobianos séo classificados em grupos a partir de critérios
como organismo-alvo, origem, tipo de efeito mecanismo de acéo e estrutura quimica.

No que se refere a organismos-alvo, os antimicrobianos dividem-se em
grandes classes de microrganismos susceptiveis, incluindo antibacterianos,
antifingicos, antivirais e antiparasitarios (Barros et al., 2008). Os antibioticos podem
ser de pequeno ou amplo espectro de acdo. Os de pequeno espectro sao ativos
contra um ou apenas alguns microrganismos. a exemplo da vancomicina, que é usada
para inibir o crescimento de cocos gram-positivos, principalmente estafilococos e
enterococos. Os de amplo espectro sdo ativos contra Varios grupos de
microrganismos, a exemplo, das tetraciclinas, que séo ativas contra diversos bacilos
gram-negativos, clamidias, micoplasmas e Rickettsia (Levinson, 2010).

A classificacdo de antimicrobianos quanto a origem abrange os antibiéticos e
0S quimiotergpicos. Antibioticos sdo moléculas produzidas por microrganismos
capazes de agir na lise ou inibicdo de crescimento de outros microrganismos.
Quimioterapicos sdo substancias quimicas sintéticas ou de origem vegetal, que
possuem peguena toxicidade para as células normais do hospedeiro e elevado poder
lesivo sobre os agentes patogénicos (Batista e Gomes, 2010).

A classificagdo dos antimicrobianos em bactericidas, que causam a morte das
bactérias, e bacteriostaticos, que inibem o seu crescimento, referem-se ao tipo de
efeito. Nomenclatura semelhante € utilizada no controle de fungos e virus: fungicidas
e fungiostaticos, virucidas e virustaticos, respectivamente (Barros et al., 2008).

A classificacdo dos antibidticos por mecanismo de acéo refere-se a forma como
interferem nos processos metabdlicos dos microrganismos, incluindo acédo sobre a
parede celular, membrana citoplasmatica e a replicacdo cromossémica, bem como
inibicdo da sintese proteica e inibicdo do metabolismo intermediario (Barros et al.,
2008).

Os antibioticos sao produtos quimicos de origem natural ou artificial e também

podem ser divididos em diferentes classes de acordo com a estrutura molecular, tais



como aminoglicosideos, quinolonas, tetraciclinas, macrolideos, sulfonamidas e -
lactamicos (Kimmerer, 2009)

A toxicidade seletiva, ou seja, a inibicAo seletiva do crescimento do
microrganismo sem danos ao hospedeiro, € um dos fatores mais importantes na
terapia antimicrobiana (Levinson, 2010). Outro fator importante a ser considerado, é
gue para que o antimicrobiano exerca sua atividade, ele deve atingir a concentracao
ideal no local da infeccao, ser capaz de atravessar de forma passiva ou ativa a parede
celular, apresentar afinidade por sitios de ligacdo no interior da bactéria, e
permanecer tempo suficiente para exercer seu efeito inibitério (Anvisa, 2015).

O rim é o 6rgdo mais importante para a excre¢cdo dos farmacos e seus
metabdlitos na urina pelos processos de filtragdo glomerular, secrecao tubular ativa e
reabsorcdo tubular passiva. As substancias excretadas nas fezes sao
predominantemente farmacos ingeridos por via oral que ndo foram absorvidos, ou
metabdlitos dos farmacos excretados na bile ou secretados diretamente no trato

intestinal e que néo foram reabsorvidos (Brunton et al., 2012)
2.1.3 — RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

A resisténcia de um microrganismo a determinada droga pode ser classificada
inicialmente como intrinseca ou adquirida. Aquela que faz parte das caracteristicas
naturais, fenotipicas do microrganismo, transmitida apenas verticalmente é chamada
de resisténcia intrinseca, fazendo parte da heranga genética do microrganismo. Por
outro lado, a resisténcia adquirida, ocorre quando h& o aparecimento de resisténcia
em uma espécie bacteriana anteriormente sensivel a droga em questao; é uma “nova”
caracteristica manifestada na espécie bacteriana, caracteristicas essas ausentes nas
células progenitoras. Essa nova propriedade é o resultado de alteracbes estruturais
e bioquimicas da célula bacteriana, determinada por alteracbes genéticas
cromossOmicas ou extracromossomicas (plasmideos). Uma simples alteracéo
genética pode levar ao aparecimento de um exemplar muito resistente, que
normalmente ndo perde viabilidade e patogenicidade (Fio et al., 2000).

O conceito de resisténcia bacteriana pode ser muito amplo, em especial se
considerados os aspectos clinicos e laboratoriais do uso de antibiéticos. A expressao
“resistente” (a partir de resultado laboratorial do teste do antibidtico contra a bactéria)

significa que o germe tem a capacidade de crescer in vitro em presenca da



concentracdo que essa droga atinge no sangue, ou seja, 0 conceito € dose-
dependente. No entanto, a concentracdo sanguinea de varios antibioticos € muito
inferior & concentracdo alcancada pelo mesmo antibiético em outros liquidos ou
tecidos corporeos, como a urina. Assim, uma bactéria pode ser “resistente” a um
determinado antibiético quando ela esta presente na corrente sanguinea, mas
“sensivel’” quando esta nas vias urinarias. O inverso também pode ocorrer quando
uma bactéria “sensivel” se localiza em uma regido anatémica na qual o antibiotico
nao alcanca a concentracdo adequada (Barros et al., 2008).

A aquisicdo de resisténcia pode aparecer por mutacao, resisténcia transferivel,
transformacao, transduc¢éo, conjugacao e transposicdo. A partir desses mecanismos,
as bactérias podem adquirir e transferir resisténcia a outras bactérias, passando a
elas a propriedade de defesa contra determinada droga. N&do ha necessidade de
patogenicidade do microrganismo para que carregue genes de resisténcia, ao
contrario, bactérias da microbiota normalmente sdo as que carregam maior
guantidade de genes de resisténcia a uma ou mais drogas (Fio et al., 2000).

Segundo (SBI, 2010) “Anualmente, dois milhdes de pessoas sio infectadas por
bactérias multirresistentes nos Estados Unidos, o que resulta em 88 mil mortes por
ano. Além disso, sédo gastos US$ 4,4 bilhdes para controlar a disseminagéo dessas
bactérias”. O mesmo autor discorre sobre a disseminacdo de bactérias
multirresistentes no Brasil e cita que, a mutacao genética e a aquisicdo de genes por
transferéncia tém contribuido para o aparecimento de resisténcia aos
antimicrobianos.

O uso indiscriminado e irresponsavel de antibiéticos seja na terapéutica ou
profilaticamente, tanto para uso veterinario quanto humano tem favorecido a presséo
de selecdo e a predominancia cada vez maior de bactérias cada vez mais resistentes
(Fio et al., 2000).

Estudos recentes tém apontado para a microbiota gastrintestinal como sitio de
disseminagéo de resisténcia a antimicrobianos. A transferéncia horizontal de genes
de resisténcia a antibiéticos no trato digestivo foi inicialmente comprovada em
humanos, envolvendo resisténcia a tetraciclina em Bacteroides spp. (Shoemaker et
al., 2001).

A exposicado a antibidticos em concentracdes subinibitorias pode, também,
levar ao aparecimento de resisténcia em bactérias comensais do intestino humano,
em bactérias do intestino de peixes e aquéticas com possivel disseminacédo de genes
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de resisténcia em diversas populacdes bacterianas (Gordon et al., 2007). As bactérias
comensais podem transferir a sua resisténcia para bactérias patogénicas servindo

como reservatorios de genes de resisténcia (Aarestrup, 2006).
2.1.4 — USO DE ANTIBIOTICOS

O uso excessivo de antibidticos na producdo animal, na saide humana e na
saude animal vem se tornando um dos principais problemas de saude publica e o uso
de antibidticos nos ultimos 50 anos tem resultado em um aumento de bactérias
comensais e patogénicas resistentes a compostos antimicrobianos (Rivera-Tapia,
2003).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos causa importante impacto
econdmico. Infec¢Bes causadas por bactérias resistentes estéo relacionadas com o
maior tempo de permanéncia dos pacientes nos hospitais, maiores custos
hospitalares e taxas elevadas de mortalidade, quando comparadas com as infec¢des
causada por bactérias sensiveis (Shales et al., 1997).

O comércio de antibiéticos movimentou no Brasil R$1,6 bilhdes em 2009. O
uso indiscriminado de antibidticos em paises em desenvolvimento para o tratamento
de infec¢Bes agudas das vias respiratérias aumenta em média 36% os custos do
tratamento. Os paises poderiam reduzir em cinco por cento suas despesas com
saude se reduzissem o0s gastos supérfluos com medicamentos. A venda de
antibidticos sem prescri¢cdo médica, feita por mercados privados nédo regulamentados
chega a dois tergos de todos os antibiéticos vendidos no mundo (OMS, 2010).

No Brasil, ndo havia maior controle na comercializacdo e uso de antibioticos,
até que, em 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) estabeleceu
gue deve haver a obrigatoriedade da apresentacéo e retencéo da receita médica do
paciente na venda do produto. Em casos de uso prolongado do medicamento o
consumidor deve voltar a farmacia mensalmente para obter o medicamento, ndo
podendo adquirir toda a quantidade necessaria do antibiético de uma sé vez. Ao fim
da validade da receita, 0 paciente deve passar por uma nova consulta a fim de avaliar
a necessidade de continuidade do tratamento. Em 2013, as farmacias passaram a
alimentar obrigatoriamente uma base de dados unica com detalhes da receita e do
tratamento, além do nome do médico e do paciente para avaliagdes futuras sobre o

uso de antibidticos no pais (Stephens, 2014).



Dados néo publicados de Mauerwerk (2012) apontam para a influéncia do nivel
antropico na regiao de influéncia de cursos d’agua sobre a presencga de resisténcia a
antimicrobianos de cepas aeroébias isoladas do trato digestério de peixes de agua
doce. Amostras dos rios Pequeno, Barigui, e de criatério de peixes , na Regido
Metropolitana de Curitiba, representando diferentes niveis de poluicdo foram
analisados, e dos antibidticos testados, a ampicilina apresentou o maior numero de
cepas resistentes, enquanto o cefepime ndo apresentou nenhuma cepa resistente.
Quanto aos grupos taxondmicos, a familia Pleisiomonadaceae apresentou maior
ocorréncia de resisténcia, enquanto que a Aeromonadaceae foi a que apresentou

menor ocorréncia.
2.1.5 - ANTIBIOTICOS NO MEIO AMBIENTE

A resisténcia aos antibidticos tem sido observada em rios e em Varios
ambientes aquéticos como &guas superficiais, aguas costeiras, lagoas, oceanos,
agua potavel, sedimentos, esgoto hospitalar e esgoto humano. A agua constitui um
meio de disseminacgdo de organismos resistentes aos antibiéticos entre populacfes
humana e animal (Baquero et al., 2008). Os antibidticos exercem uma pressao
seletiva no meio aquético, podendo permanecer nesse ambiente por longos periodos
(Cabello, 2006).

E estimado que 70% dos antibidticos sdo liberados na urina sem serem
metabolizados no organismo do paciente. Os efluentes contaminados com essas
descargas de antibi6tico sdo rotineiramente descartados no esgoto. Os efluentes
hospitalares sdo comprovadamente compostos por residuos de antibioticos, mas os
efluentes domeésticos também contém antibiéticos e sdo despejados nos rios
(Kimmerer, 2004).

Em 1998 na Alemanha do total de 412 toneladas de antibi6ticos utilizadas,
calcula-se que 305 toneladas foram emitidas para as aguas residuais, excretadas
inalteradamente no ambiente, ou seja, na forma de compostos ainda ativos dos quais
92 toneladas foram provenientes de hospitais (Kimmerer & Henninger, 2003;
Kammerer, 2009). A ampicilina foi encontrada em concentragdes entre 20 e 80 mg/L
no efluente de um grande hospital aleméo (Kimmerer, 2001)

O consumo anual de antibidticos estd estimado entre 100.000 e 200.000

toneladas em nivel global (Kimmerer, 2003). A principal via de entrada de antibioticos



no meio ambiente se da pelo uso de farmacos em criagcdes intensivas de animais de
producdo (bovinos, suinos e aves) e ha aquicultura, podendo ocasionar a
contaminacao tanto de ambientes aquaticos quanto ambientes terrestres. E estimado
gue 70% dos produtos veterinarios utilizados na producao animal sejam antibiéticos
(Reginato e Leal, 2010).

2.2 — ASPECTOS HIDROLOGICOS DA REGIAO METROPOLITANA DE CURITIBA
- RMC

A Regidao Metropolitana de Curitiba (RMC) esta localizada proxima as
cabeceiras da Bacia do Iguacu, na Serra do Mar, que € o seu principal manancial de
abastecimento. (Andreoli et al., 2000). A RMC € composta por 29 Municipios, com
16.581,21 km? de extensao, e 3.223.836 habitantes (COMEC, 2015).

As principais bacias que abastecem a RMC séo as bacias do Alto e Altissimo
Iguacu. A Bacia do Alto Iguacu é constituida pelos Mananciais: Miringuava, Rio de
Campina e Cerro Azul, Rio Cotia/Despique, Rio Alto Mauricio, Rio das Oncas
(Mandirituba), Rio Faxinal, Rio das Onc¢as (Contenda), Rio Guajuvira, Rio Piunduva,
Rio Passauna, Rio Verde, e Rio Itaqui. J& A Bacia do Altissimo Iguacu é constituida
pelos mananciais: lIrai, Iraizinho, do Meio, Palmital, Itaqui, Pequeno e Piraquara
(Andreoli et al., 2000).

2.2.1 —LOCAIS DE COLETA DOS PEIXES UTILIZADOS NESTE TRABALHO

O Rio Barigui e o Rio Pequeno e o Rio Aruja (que abastece o Laboratério de
Pesquisa em Piscicultura da PUCPR — LAPEP) encontram-se na Bacia do Alto-
Iguagu. A figura 1 mostra o mapa das sub-bacias do Alto Iguagu com os dois rios

indicados por setas vermelhas.
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Figura 1. Mapa hidrografico das sub-bacias do Alto Iguagu. (Setas indicam o Rio
Pegueno, o Rio Barigui e local aproximado do Rio Aruja).

Fonte: Adaptado de Sudehrsa (2000).

2.2.1.1 - RIO BARIGUI

Segundo SUDERHSA (2002), o Rio Barigui é afluente do Rio Iguacu, tendo
suas hascentes no Municipio de Almirante Tamandaré (ao norte da Regido
Metropolitana de Curitiba). A bacia do Rio Barigui tem area de 267 km? abrangendo
parte dos Municipios de Almirante Tamandaré, Curitiba e Araucaria. Na regido
montante da Bacia do Barigui, no Municipio de Almirante Tamandaré predomina o
uso rural do solo com a ocorréncia de alguns nucleos urbanos. Em Curitiba a
ocupacdo urbana é predominante, sendo os principais usos da agua o residencial,
por comércio e servigcos. Na regido sul do rio, margeada pelo municipio de Araucaria,
predomina o uso industrial das dguas. A extremidade Jusante da Bacia é de uso
predominantemente rural.

11



Conforme portaria SUREHMA N°020/92 de 12 de maio de 1992, Artigo 2°,
inciso VII, o Rio Barigui pertence a classe 3 do CONAMA 357. O Rio Barigui percorre
66 km desde sua nascente em Almirante Tamandaré até sua foz no rio Iguagu. Em
Curitiba passa pelos parques Anibal Khury, Tangud, Tingui e Barigui e nele ocorrem
diferentes influéncias urbanas: de estacdo de tratamento de esgoto, aterro sanitario
e de efluentes industriais e domésticos, estes muitas vezes clandestinos (Dellatorre
et al., 2014).

Alguns dos principais géneros da atividade industrial presentes em sua area
de abrangéncia estdo os produtos minerais ndo metalicos, metalurgia, mecanica,
materiais elétricos, de transporte e de comunicacéo, quimica, papel, téxtil, editorial e
grafica. A Bacia do Rio Barigui reflete os efeitos impactantes dos processos de
ocupacéo do solo (Villa, 2005).

2.2.1.2 - RIO PEQUENO

A bacia do rio Pequeno esta localizada no Primeiro Planalto Paranaense, no
Municipio de Sao José dos Pinhais, na RMC. Apresenta area total de drenagem de
134 km?, com as nascentes localizadas na encosta ocidental da Serra do Mar,
desaguando no rio Iguacu. Possui areas de preservacao permanente correspondente
a mata ciliar com area de 21 km? que equivale a 20% da area total da bacia (Santos
e Kobiyama, 2008).

2.2.1.3 — LAPEP - Laboratério de Pesquisa em Piscicultura da PUCPR

O Laboratério de Pesquisa e Piscicultura da Pontificia Universidade Catdlica
do Parana (LAPEP/PUCPR) possui a localizacdo GPS (25°34°55”S e 49°13’'19"W), é
um criatorio de peixes, abastecido pelo rio Aruja que desemboca no Rio Miringuava.

O LAPEP desenvolve projetos de pesquisa e producdo de espécies nativas

com enfoque especial no jundia (Rhamdia quelen) desde o ano de 2001.
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Figura 2. Mapa hidrografico de Sado José dos Pinhais com os principais rios e
afluentes com o Rio Pequeno e o Rio Aruja marcados por setas vermelhas.
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Fonte: Adaptado de Prefeitura Municipal de S&o José dos Pinhais (2015).
2.3 - BIOLOGIA DO JUNDIA

O peixe jundia é um animal euritérmico (Chippari Gomes, 1998) e onivoro, no
ambiente natural tem como fontes alimentares crustaceos, insetos, restos vegetais e
detritos organicos (Guedes, 1980), entre outras, com forte tendéncia a piscivoria
(Gomes et al., 2000; Gomiero et al., 2007). E uma espécie generalista na escolha pelo
alimento, ndo se restringindo apenas ao habitat benténico dos rios. Possui habito
noturno e habita locais profundos dos rios, preferindo os ambientes de agua mais
calma junto a margem e vegetacao dos rios com fundo de areia e lama (Guedes,
1980). E uma espécie ovulipara, os cardumes costumam desovar em locais do rio
com fundo pedregoso e com agua rasa, limpa e pouco corrente (Godinho et al., 1978).

O periodo reprodutivo pode variar a cada ano e de um lugar para outro (Godinho et
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al., 1978). A maturidade sexual € atingida por volta de um ano de idade nos dois
sexos, 0s machos iniciam o processo de maturacdo gonadal com 13,4 cm e as fémeas
com 16,5 cm. Acima del6,5 cm e 17,5 cm machos e fémeas estdo potencialmente
aptos para reproducédo (Narahara et al., 1985). Tem um desenvolvimento embrionario
rapido de 3 a 5 dias (Gomes et al., 2000). E uma espécie estualina, os alevinos
suportam até 9 g/l de sal na agua por 96 horas e suportam pH na faixa de 4,0 a 8,5
(Marchioro, 1997), o melhor crescimento das larvas desta espécie se da na faixa de
pH entre 8,0 e 8,5 (Lopes, 1998). A taxa de crescimento dos machos é maior do que
o0 das fémeas até o terceiro ou quarto ano de vida, quando as fémeas passam a
crescer mais rapidamente. O comprimento assintético das fémeas é de 65,5 cm e dos
machos 52 cm. O tempo de vida tedrico das fémeas é de 21 anos enquanto que 0
dos machos é de 11 anos (Weis, 1980). E uma espécie de distribuicdo neotropical,
encontrado do sudoeste do México até o Sul da Argentina (Silfvergrip, 1996).

O jundia possui a capacidade de armazenar o alimento por um periodo mais
longo do que outros peixes. Carneiro e Mikos (2005) demonstraram em seu
experimento com frequéncia alimentar de jundid, que ndo importa se ele é alimentado
uma ou quatro vezes durante o dia, 0os resultados em ganho de peso sdo muito
préximos nos dois casos.

S&o peixes que suportam diferentes concentracbes de oxigénio dissolvido.
Mafezzolli e Nuiier (2006) testaram diferentes concentragdes de oxigénio dissolvido
no crescimento de alevinos. O crescimento desses peixes em peso e comprimento
tem relacdo direta com o aumento da concentracdo de oxigénio dissolvido e relacdo
inversa para a conversao alimentar, 5,4 mg/L de Oxigénio dissolvido na agua foi
segundo o estudo a concentracdo que proporcionou os melhores efeitos sobre o
desenvolvimento do jundia. Outro fator importante a ser lembrado neste estudo foi
gue mesmo em concentracfes baixas de oxigénio dissolvido na agua o consumo de
alimentos foi 0 mesmo do que o consumo em altas concentracdes, porém, em baixa

concentracao o crescimento dos alevinos foi menor.
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2.4 — MICROBIOTA INTESTINAL

A composicéo, diversidade e colonizagdo microbiana do trato digestorio de
peixes € complexa, podendo ser um reflexo da composicédo da agua de criacdo, da
dieta, e do ambiente onde o animal vive (Ringo et al., 2006; Fjellheim et al., 2007). E
composta por bactérias aerdbias, anaerdbias facultativas e anaerdbias obrigatorias
(Ringo e Olsen, 1999). As fungbes da microbiota intestinal de peixes nédo séo tao
estudadas quanto a microbiota intestinal de humanos e de animais homeotérmicos
(Hovda et al.,, 2007). Porém presume-se que a microbiota intestinal de peixes,
desempenhe fungbBes semelhantes aos animais homeotérmicos e terrestres, mesmo
gue a densidade populacional de peixes seja menor do que nos outros animais
(Navarret et al., 2010).

Existe uma relacdo simbiotica entre a microbiota intestinal residente e o
hospedeiro (Hooper e Gordon, 2001), alguns dos beneficios incluem o metabolismo
de nutrientes e substratos organicos e a resisténcia a colonizacdo por
microorganismos estranhos (Bauer et al., 2006).

O trato digestério de peixes no momento da eclosdo dos ovos € escasso em
populacdes bacterianas, porém apds a eclosdo é rapidamente colonizado por
bactérias presentes na agua e no sedimento (Austin, 2002).

O trato digestorio dos peixes é colonizado por um grande numero de bactérias
heterotréficas (Cahill 1990; Hansen 1999; Sugita et al 1997, e Trust et al 1979). Em
geral os organismos mais frequentes do trato de peixes de agua doce sdo Aeromonas
spp, Flavobacterium e Pseudomonas spp. (Ringo e Birkbeck, 1999). A maioria das
bactérias encontradas em estudos da microbiota intestinal de peixes sdo bactérias
Gram-negativas (Makino et al., 2012, Ringo e Gatesoupe, 1998), porém a presenca
de Gram-positivas também é comum, incluindo diferentes espécies de bactérias acido
laticas (Ringo e Gatesoupe, 1998). Segundo Hagi et al (2004) existem alteracfes
sazonais na comunidade de bactérias acido laticas no trato gastrintestinal de peixes
de agua doce. Os géneros Bifidobacteria, Bacteroides, e Eubacterium tipicos de
animais endotérmicos sao raros ou ausentes em peixes (Isolauri et al., 2004).

Mauerwerk (2012) encontrou 31 espécies de bactérias isoladas do intestino de
jundia, e identificadas por kit de identificacdo fenotipica: Aeromonas hydrophila,
Bergeyella zoohelcum, Bordetella bronchiseptica, Burkholderia cepacia, Burkholderia
pseudomallei, Chromobacterium violaceum, Citrobacter freundii, Citrobacter
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amalonaticus, Enterobacter agglomerans, Escherichia coli, Hafnia alvei, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella ozeanae, Klebsiella pneumoniae, Kluyvera kriocrescens,
Morganella morganii, Pleisiomonas shigelloides, Proteus vulgaris, Providencia
alcalifaciens, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri,
Rahnella aquatilis, Salmonella choleraesuis, Salmonella enteritidis biotipo paratyphi
A, Salmonella grupo 3a, Serratia liquefaciens, Shigella sonnei, Sphingomonas
paucimobilis, Vibrio parahaemolyticus. Austin (2002) em seu artigo de microflora de
peixe citou uma gama de microrganismos associados ao trato digestorio de peixes de
agua doce: Acinetobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Serratia,
Aeromonas, Alcaligenes, Eikenella, Bacteroides, Citrobacter freundii, Hafnia alvei,
Cytophaga/Flexibacter, Bacillus, Listeria, Propionibacterium, Staphylococcus,
Moraxella e Pseudomoas.

Geralmente, a densidade populacional de bactérias € maior no intestino dos
peixes do que na agua circundante, o nimero de bactérias totais presentes € variavel,
como exemplo, peixes de profundidade podem conter segundo Austin (2002) entre
1,1 x 10% a 3,6 x 108 UFC g . A microbiota intestinal de peixes é importante, pois,
possui um efeito simbidtico que ajuda na nutricdo e salde do hospedeiro, o trato
gastrintestinal também pode ser uma das principais vias de infeccéo dos peixes (Burr
et al., 2005). Nutricionalmente, a microbiota pode estar associada a sintese de
vitaminas e outros nutrientes, e a maior eficiéncia na digestdo (Ringo e Birkbeck,
1999). Bactérias intestinais residentes podem produzir enzimas extracelulares que
auxiliam o processo de decomposicao alimentar (Cahil, 1990).

Ha fortes motivos para acreditar que a resisténcia a antibiéticos da microbiota
do trato gastrintestinal de peixes pode ser utilizada como um bioindicadora da carga
de antibidticos utilizada por adensamentos populacionais humanos.

Estudando o lago de aquicultura marinha contendo peixe robalo (Dicentrarchus
labrax), ostras (Crassotrea gigas) e mexilhdes de Manila (Ruditapes philippinarum), e
utilizando a dieta do robalo que continha o antibiotico acido oxolinico, um quinolénico
de primeira geragéo, monitorou o0 aumento da resisténcia ao antibidtico por Vibrio spp.
Os resultados mostraram que a sele¢do no sentido de aumentar a resisténcia ao acido
oxolinico foi observada no intestino do peixe, mas ndo nos bivalvos ou no sedimento
do lago (Giraud et al., 2006). Em um trabalho que avaliou o perfil de susceptibilidade
a antimicrobianos de bactérias isoladas em diferentes sistemas de cultivo de tilapia-

do-nilo, foi utilizada a microbiota intestinal de trés peixes com peso médio de 300g e
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agua dos tanques, para comparar a presenca de resisténcia a antibioticos em tanques
de alvenaria, tanques de terra escavado com arracoamento e tanques de terra
escavado sem arracoamento, testando os antibiéticos: ampicilina (10pg), cefuroxima
(30ug), cloranfenicol (30ug), eritromicina (5ug), gentamicina (10ug), nitrofurantoina
(300ug), norfloxacina (10ug), tetraciclina (30ug) e sulfonamidas (300ug), e pode
chegar a conclusdo de que provavelmente a alimentacdo das tilapias e o tipo do
tanque de cultivo n&o influenciaram o perfil de resisténcia dos microrganismos
(Carneiro et al., 2007).

Martins (2005) observou a proliferacdo de Aeromonas no Rio Bacanga em Séao
Luiz/Maranhdo, utilizando amostras de 4gua e peixes: Bagre (Pimelodus maculatus),
Tainha (Mugil cephalus), Solha (Pleuronectes platessa), Prata (Hemigrammus
rodwayi) e Sardinha (Opisthonema oglinum), concluindo o trabalho que o estuario do
rio Bacanga encontra-se contaminado com Aeromonas em raz&o de atuar como uma
bacia de recepcao de esgotos da cidade, e ao avaliar o perfil de susceptibilidade das
Aeromoas aos antibioticos: ampicilina (AMP) (10ug), tetraciclina (TET) (30ug),
cefotaxima (CTX) (30pg), lincomicina (LIN) (2ug), cloranfenicol (CLO) (30ug),
gentamicina (GEN) (10ug), cefalotina (CFL) (30ug), sulfazotrin (SUT) (25ug), acido
pipemidico (PIP) (20ug), vancomicina (VAN) (30ug), oxacilina (OXA) (1ug) e
eritromicina (ERI) (15ug). Encontrou de um modo geral cepas de Aeromonas
sensiveis a antibiéticos, mas, 100% das cepas testadas apresentaram resisténcia a

ampicilina.
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CAPITULO 3

UTILIZACAO DE BACTERIAS DO INTESTINO DE JUNDIA (Rhamdia quelen)
COMO BIOINDICADORAS DA PRESENGCA DE ANTIMICROBIANOS NA AGUA

(Utilization of catfish gut bacterial as an antibiotic bioindicator on water)
RESUMO

A contaminagdo ambiental por antibidticos se da principalmente em ambientes
aquaticos através do despejo de efluentes de criacdo intensiva de animais de
producdo, domésticos e hospitalares contaminados com antibiéticos ou bactérias
resistentes. O objetivo deste artigo foi tentar observar se a microbiota intestinal de
peixe jundia (Rhamdia quelen) pode ser usada como bioindicadora de contaminacao
ambiental por antimicrobianos na agua. Para tanto foram coletados peixes jundia
(Rhamdia quelen) de trés rios, localizados no Parana, Brasil: Rio Barigui, Rio Pequeno
e um criatério de peixes, para comparar se ha bactérias do intestino desses peixes
gue apresentem resisténcia a antibioticos, para indicar se esses pontos estdo
contaminados com antibiéticos ou bactérias resistentes na agua. Os antibiéticos
testados foram ampicilina, gentamicina, acido nalidixico, sulfametaxazol-trimetroprim,
tetraciclina, ertapenem, cefalexina, cefoxitina, cefepime e ceftriaxona. O método
usado para avaliar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, foi o método de
disco-difuséo (Kirby-Bauer), realizado e interpretado segundo as normas do manual
internacional CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute (2013). Os resultados
indicam que existe resisténcia antimicrobiana das bactérias do intestino dos peixes
analisados nos 3 pontos coletados. E que de todos os antibiéticos analisados, foram
encontradas bactérias resistentes a todos eles em pelo menos dois pontos de coleta.

Palavras-chave: Resisténcia a antibidtico, antibidtico na 4gua, contaminacdo por

antibiotico, antimicrobiano, jundia.
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ABSTRACT

Bacterial antibiotic resistance is a major global problem because of failure in the
treatment of infectious diseases, the therapeutic failure of antibiotics against resistant
bacteria. Environmental contamination by antibiotics is mainly in aquatic environments
through the dumping of eviction of farm animal waste, domestic and hospital waste
contaminated with antibiotics. The purpose of this article was to try to see if the
intestinal tract of catfish fish (Rhamdia quelen) can be used as bio-indicator of
environmental contamination by antibiotics in the water. Therefore, we collected
catfish fish (Rhamdia quelen) Three Rivers, located in Parana, Brazil: Rio Barigui,
Little River and breeding of fish, to compare if there are bacteria in the gut those fish
showing resistance to antibiotics, to indicate whether these spots are contaminated
with antibiotic-resistant bacteria, or in water. Antibiotics tested were ampicillin,
gentamicin, nalidixic acid, trimethoprim sulfamethoxazole, tetracycline, ertapenem,
cephalexin, cefoxitin, cefepime and ceftriaxone. The method used to evaluate the
profile of antimicrobial susceptibility, was the disk-diffusion method (Kirby-Bauer),
performed and interpreted according to the rules of international manual CLSI - Clinical
and Laboratory Standards Institute (2013). The results indicate antimicrobial
resistance of fish gut bacteria examined in three points listed. And what of all
antibiotics analyzed were found bacteria resistant to all of them in at least two

collection points.

Keywords: Antibiotic resistance, antibiotic in the water, antibiotic contamination,

catfish.
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3.1 INTRODUCAO

O advento da era dos antibidticos se iniciou com a descoberta da penicilina,
sua comprovacao de eficacia, sua purificacdo e producdo em larga escala. Desde
entdo, dezenas de outros antibiéticos vém sendo produzidos e utilizados
massivamente. Por causa do uso descontrolado de antimicrobianos, os indices de
resisténcia bacteriana aumentaram, se tornando hoje em um dos principais problemas
para cura terapéutica de infeccfes bacterianas, pois, muitas vezes, o tratamento com
antibidticos se torna ineficiente pela presenca de bactérias multirresistentes (Caierao
et al. 2004). A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos se tornou um problema t&ao
sério que a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou, em 2014, no seu relatorio
anual de vigilancia sobre resisténcia a antibibticos, que estamos proximos de viver a
“era pos antibiotico”, onde ferimentos comuns e infecgdes leves poderao levar a morte
(WHO, 2014).

O meio ambiente tem sido um reservatorio de microrganismos resistentes.
Muitos dos antibiéticos administrados em animais n&o s&o plenamente
metabolizados, sendo excretados 0s compostos originais ou parcialmente
metabolizados na urina e nas fezes (Reginato e Leal, 2010). Além disso, uma parte
significativa dos farmacos utilizados por humanos séo lancados no esgoto. Estima-se
gue entre 50% a 90% de uma dosagem do farmaco € excretada inalterada na urina,
persistindo no meio ambiente (Bila e Dezotti, 2003). Residuos de agentes
antimicrobianos e bactérias resistentes sdo encontradas em efluentes da indastria
farmacéutica e de hospitais (Gordon et al., 2007). Muitos residuos de farmacos
resistem a varios processos de tratamento convencional de &gua, ndo sendo
completamente removidos nas Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE) (Bila e
Dezotti, 2003).

N&o existe ainda um levantamento adequado sobre a destinacao dos efluentes
gerados em instituicdbes de saude. O que se sabe é que em via de regra esses
efluentes séo lancados diretamente na rede publica coletora de esgoto sem qualquer
tipo de tratamento (Abreu et al.,, 2010). As quantidades de substancias poluentes
emitidas por hospitais sado frequentemente negligenciadas em relacdo aos padroes
estabelecidos pelas legislagdes, sendo que descargas sanitarias e os residuos das
analises laboratoriais representam as principais fontes de eliminacdo de materiais

patogénicos em um hospital (Kimmerer, 2001). Os microrganismos multirresistentes
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sédo considerados uma ameaca substancial para a saude publica (Spelberg, et al.,
2008). Além disso, os antimicrobianos ndo sdo usados somente para tratar ou
prevenir doengas nos animais e no homem, mas também séo utilizados para acelerar
0 crescimento e desempenho dos animais de produgédo, incluindo os ambientes
aquaticos de criacdo (aquicultura) (Kimmerer, 2004). A grande utilizacdo de
antimicrobianos em aquicultura tem aumentado a possibilidade de contaminacéo do
meio ambiente tanto para animais quanto para o homem com bactérias resistentes
(Cabello, 2006), representando um risco a saude publica (Schmidt et al., 2000). A
constatacdo de casos de doencas que foram geradas direta ou indiretamente por
lancamentos inadequados de efluentes tem sido cada vez mais explicita, afetando a
salde da populagéo (Abreu et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi identificar a presenca de bactérias no intestino de
jundia (Rhamdia quelen) resistentes a antibidticos, a partir de amostras coletadas em
trés locais com niveis diferentes de acéo antropica, bem como comparar amostras de

intestino e da 4gua, dentro de um mesmo local.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 COLETA DE PEIXES E AMOSTRAS DE AGUA

Foram escolhidos trés locais de coleta que representassem diferentes perfis
de acdo antropica no entorno . Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da PUCPR, registro N°: 756/2012. A autorizacdo de pesca para
finalidade cientifica foi concedida pelo SISBIO/ICMBio N° 22324-2/2013. Os trés
locais de coleta escolhidos foram:

¢ Rio Pequeno — no bairro Costeira, localizado na zona rural do municipio de S&o
José dos Pinhais (Coordenadas geogréficas -49.109580/-25.566395 -
longitude/latitude). Este local apresenta pouca agdo antrépica em seu entorno.

e Rio Barigui - dentro do Parque Barigui, em Curitiba (Coordenadas geograficas
-49.308770/-25.427735 - longitude/latitude). Este local apresenta intensa agcéo

antropica em seu entrono.
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e Laboratério de Pesquisa e Pisciculturada PUCPR — LAPEP, localizado na zona
urbana do municipio de S&o José dos Pinhais, abastecido com a 4gua do rio

Aruja, afluente do rio Miringuava (Coordenadas geogréaficas -49.222162/-

25.582593 - longitude/latitude). — Este local € um ambiente de producédo de

peixes.

As coletas foram realizadas nos dias 23/07/2013 (LAPEP), 20/11/2013 (Rio
Barigui), e 14/12/2013 (Rio Pequeno). Para pescar os animais foram utilizadas varas
de bambu com linhada para bagre. Os peixes coletados foram medidos com
ictibmetro para determinagcdo do comprimento total e comprimento padrdo, e sua
massa determinada em balanca.

O abate foi realizado logo apds a pesca, por anestesia em agua e gelo, seguida por
seccdo medular. Os peixes foram entdo armazenados em gelo e levados para o
Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada a Agropecuaria da PUCPR, localizado na
Pontificia Universidade Catolica do Parand — PUCPR, em S&o José dos Pinhais, BR
376, km14, onde foram realizadas todas as analises. Adicionalmente, foram coletadas
amostras de agua dos trés pontos de coleta. Um volume de 500 ml foi transferido para

frasco estéril e imediatamente transportado para o laboratério.
3.2.2 RETIRADA DO CONTEUDO INTESTINAL

Foi realizada uma seccéo longitudinal na porcdo ventral do animal com o
auxilio de material cirtrgico estéril para a retirada dos érgaos internos. O intestino foi
removido, medido seu comprimento com ictibmetro e aberto longitudinalmente com
um bisturi. O contetdo da luz intestinal foi coletado com uma espatula, pesado em
balanca e transferido para tubos de centrifuga tipo Falcon contendo 9 mL de solugéo
salina fosfatada (PBS 1X) estéril na presenca de bolas de vidro de 4 mm de diametro
e, em seguida homogeneizado por 3 a 5 min segundo o método de Molinari et al.,
(2003).

3.2.3 DILUICAO E PLAQUEAMENTO DO CONTEUDO INTESTINAL E DA AGUA
COLETADA

Os conteudos intestinais obtidos apds a homogeneizacao e a agua de cultivo

foram diluidos serialmente até a concentracdo de 10 em 9 mL de solucédo salina
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(NaCl) estéril 0,9%. Em seguida, aliquotas de 100 pl das diferentes diluicées foram
semeadas em placas de Petri contendo agar MacConkey (Himedia-India) e agar
sangue (Himedia-India), em duplicata, e incubadas a 37 °C por 24 h (Murray et al.,
1995). Além dessas dilui¢cdes, foi adicionado 1ml da diluicdo zero em 9 ml de 4gua
peptonada por 24h a 37 °C e, em seguida, repicadas para placas de Petri contendo
agar MacConkey (Himedia-India) e agar sangue (Himedia-India) em duplicata,
também em diluicdes até a concentracdo de 104, e novamente incubadas a 37 °C por
24 h.

Apoés a incubacgdo, as col6nias bacterianas foram triadas por caracteristicas
fenotipicas como morfologia (forma e tamanho), coloracdo de Gram, reacdo da
catalase e da oxidase. Cada isolado foi repicado para um tubo contendo 5ml de caldo
BHI estéril e colocado em estufa a 37°C por 24 horas, para dar sequéncia ao teste de

susceptibilidade.
3.2.4 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O teste de susceptibilidade a antibiéticos foi realizado pela técnica de disco
difusdo (Kirby-Bauer) em agar Muller Hinton para todos os isolados bacterianos,
utilizando o manual internacional “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2013), documento M100-S23 como referéncia.

Os antibidticos testados e suas respectivas concentracfes foram: ampicilina
(amp; 10ug), gentamicina (gen; 10ug), ertapenem (etp; 10ug), acido nalidixico (nal;
30ug), sulfametoxazol/trimetoprima (sut; 25ug), cefalotina (cfl; 30ug), cefoxitina (cfo;
30ug), ceftriaxona (cro; 30ug), cefepime (cpm; 30ug) e tetraciclina (tet; 30ug). A
escolha dos antibi6ticos foi feita com base no seu uso clinico e por representatividade
das classes: beta-lactamicos — ampicilina (classe: penicilina), cefalotina, cefoxitina,
ceftriaxona, cefepime (cefalosporinas de 12, 22, 32 e 42 geragao) e ertapenem (classe:
carbapenémico); aminoglicosideo — gentamicina; quinolona — acido nalidixico;
sulfonamidas - sulfametoxazol/trimetoprima; e tetraciclina (classe: tetraciclina).

O controle de qualidade do método foi realizado utilizando-se as cepas de
referéncia Escherichia coli ATCC 25922, e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
A interpretacao dos dados foi realizada comparando os halos de inibicdo obtidos com
os de referéncia indicados no manual do CLSI (2013) para a classificacdo dos

microrganismos como sensivel (S), intermediario (I) ou resistente (R), a interpretacdo
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dos halos foi feita utilizando os valores de referéncia dos halos para a familia

Enterobacteriaceae, dado que nao foi realizada identificacéo prévia dos isolados.
3.2.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados de antibiograma para classificacdo dos
isolados em sensivel (S), intermediario (I) ou resistente (R), foram utilizados o teste

de Qui? e o teste de Kolmogorov-Smirnov.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das biometrias dos animais coletados estdo representados na
tabela 1.

Tabela 1. Data de coleta e parametros biométricos de peixes jundias (Rhamdia
guelen) coletados no Laboratério de Pesquisa e Piscicultura da PUCPR -
LAPEP, Rio Barigui e Rio Pequeno

Local/ . Peso Qonte_L'Jdo
Peixe CT (cm) CP (cm) intestinal CI (cm)
Data coleta (9) @)
Pe(?l:‘;no 13 225 185 135 1,8 20
12/12/2013 14 32 26,5 405 8,5 30
B;'igui 7 42 | 355 766 7.4 56
20/11/2013 8 35 30 498 2,3 33
9 26 21 186 0,85 23,5
10 27 23 111 11 22
11 23 19,5 104 2,7 26
12 20,1 16,5 85 2,6 23
LAPEP 1 24 20 146,4 3,2 31
23/07/2013 2 26 22 199,3 5,5 42
3 24 20 189 4,8 37
4 22,5 18,5 144,3 3,6 37
5 22,5 18,5 142 3,5 34
6 22,5 18,5 122,2 3,1 26

CT = comprimento total; CP = comprimento padrdoCl = comprimento do intestino.
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Todos os peixes coletados apresentam comprimento total superior a 17,5 cm
(Tab. 1). Segundo Gomes et al. (2000), tanto machos como fémeas que apresentem
comprimento acima de 17,5 cm estdo aptos para a reproducdo e tém idade
aproximada de um ano.

A Tabela 2 apresenta a populagcéo bacteriana cultivada em agar BHI, a partir
de in6culos de conteudo intestinal de peixes de cada ponto de coleta.

Tabela 2: Contagem de colbnias de bactérias cultivadas em placas com agar
BHI inoculadas com contetudo intestinal de peixes coletados no Rio Pequeno,
Rio Barigui e Laboratorio de Pesquisa em Piscicultura da PUCPR - LAPEP.

Rio Pequeno
SAP CAP
UFC.g*! UFC.g*
Peixe 13 5,35.10° 4,5.10*
Peixe 14 3,55.10° 4,14 . 103
Rio Barigui
SAP CAP
UFC.g*! UFC.g*
Peixe 7 6,79 . 10* 6,36 .10°
Peixe 8 1,30.10° 2,43 .10°
Peixe 9 4,44 . 10* 3,41.10°
Peixe 10 3,47 .10° 2,03.10°
Peixe 11 1,05 .10° 2,34.10°
Peixe 12 1,09 .10* 2,76 .10°
LAPEP
SAP CAP
UFC.g' UFC.g-1
Peixe 1 1,97 .10° 7,24 .10°
Peixe 2 9,79.10* 3,98.10°
Peixe 3 3,34.10% 6,27 . 10*
Peixe 4 1,11.10° 2,24 .10°
Peixe 5 6,75.10% 8,59.10%
Peixe 6 6,20.10° 5,51.10°

SAP = amostras sem manutencdo prévia em agua peptonada, inoculadas em agar BHI. CAP =
amostras com manutencao prévia em agua peptonada, inoculadas em agar BHI. UFC.g™* = unidades
formadoras de colbnia por grama de conteddo intestinal.
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Na Tabela 2 € possivel notar que de um modo geral houve um crescimento
maior de colonias nas placas de agar BHI que foram previamente enriquecidas com
agua peptonada (CAP) antes da inoculagéo no agar BHI, conforme esperado. Com
relacdo as contagens de col6nias, o nUmero de bactérias totais do intestino de peixes
de profundidade varia de 1,1 x 10%a 3,6 x 108 UFC g segundo Austin (2002), e os
valores encontrados a isso ou um pouco abaixo.

Foram obtidos 386 isolados bacterianos do conteddo intestinal, sendo 94
isolados do intestino de peixes pescados no Rio Pequeno, 157 isolados do intestino
de peixes pescados no Rio Barigui e 102 isolados do intestino dos peixes pescados
no LAPEP.

Dos dois jundias pescados no Rio Pequeno, foram encontrados 94 isolados
bacterianos, e da agua do rio foram encontrados 22 isolados bacterianos. A figura 3
apresenta os valores do perfil de susceptibilidade antimicrobiana encontrados na

amostra de 4gua e do intestino dos peixes.

Figura 3. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas do
intestino de jundid (Rhamdia quelen) e da agua, coletados no Rio Pequeno, em
dezembro de 2013.

(S%) Peixe m (S%) Agua (R%) Peixe m (R%) Agua (1%) Peixe m (1%) Agua
100%
80%
60%
40%
20% h
y | bl s b B UL s
amp gen nal sut tet etp cfl cfo cpm cro

S% = porcentagem de isolados sensiveis ao antibiético. R% = porcentagem de isolados resistentes ao
antibidtico. 1% = porcentagem de isolados intermediarios em resisténcia ao antibidtico. amp
=ampicilina, gen = gentamicina, nal= &cido nalidixico, sut = sulfametoxazol- trimetoprima, tet =
tetraciclina, etp = ertapenem, cfl = cefalotina, cfo = cefoxitina, cpm = cefepime, cro = ceftriaxona.
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No Rio Pequeno os resultados mostraram resisténcia bacteriana da microbiota
intestinal a 7 dos 10 antibidticos testados, e resisténcia bacteriana a 6 antibioticos
guando analisado a microbiota isolada da Agua do Rio. Houve uma leve diferenca nos
resultados de resisténcia (mostrados em azul no grafico) entre a agua e o contetdo
intestinal do mesmo rio, onde os antibidticos ampicilina, acido nalidixico, ertapenem,
cefalotina e cefoxitina apresentaram resultados de resisténcia tanto na agua quanto
no peixe. Os antibidticos gentamicina e ceftriaxona apresentaram resultados de
resisténcia apenas quando analisadas as bactérias do intestino dos peixes, a
tetraciclina apresentou resultados de resisténcia apenas quando analisadas as
bactérias da agua do rio; e o antibiotico sulfametaxazol-trimetroprim apresentou 100%
de sensibilidade antimicrobiana tanto nos peixes quanto na agua. E por fim o
antibidtico cefepime apresentou 100% de sensibilidade antimicrobiana quando
analisada as bactérias da dgua do Rio Pequeno, mas quando analisada a microbiota
intestinal dos peixes, apesar de ndo ser encontrada a resisténcia ao antibidtico, foi
encontrado alguns exemplares intermediarios, indicando que pode estar comec¢ando
uma tendéncia a resisténcia a este farmaco.

Dos seis jundias pescados no Rio Barigui, foram encontrados 157 isolados
bacterianos do intestino dos peixes, e 44 isolados bacterianos oriundos da agua deste
rio. A figura 4 demonstra o perfil de susceptibilidade antimicrobiana relativa ao Rio

Barigui.
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Figura 4. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas do
intestino de jundid (Rhamdia quelen) e da agua, coletados no Rio Barigui, em

novembro de 2013.
(S%) Peixe m (S%) Agua (R%) Peixe m (R%) Agua (1%) Peixe m (%) Agua
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S% = porcentagem de isolados sensiveis ao antibidtico, R% = porcentagem de isolados resistentes ao
antibiético, 1% = porcentagem de isolados intermediarios em resisténcia ao antibidtico. amp
=ampicilina, gen = gentamicina, nal= acido nalidixico, sut = sulfametoxazol- trimetoprima, tet =
tetraciclina, etp = ertapenem, cfl = cefalotina, cfo = cefoxitina, cpm = cefepime, cro = ceftriaxona.

No Rio Barigui € interessante notar que todos os antibidticos testados

apresentaram alguma porcentagem de resisténcia bacteriana a eles. Mas que as
porcentagens de resisténcia ndo chegaram a 40%, a ampicilina que foi o antibiético
com maior porcentagem de resisténcia neste rio chegou a 33%. J& se analisarmos
as bactérias crescidas na agua deste rio apenas seis antibioticos (ampicilina, acido-
nalidixico, sulfametaxazol-trimetroprima, ertapenem, cefalotina e cefoxitina)
apresentaram resultados de resisténcia antimicrobiana a eles. Mas com valores mais
altos, a porcentagem de resisténcia a ampicilina das bactérias isoladas da agua
chegou a 70%. Além disso quando observados os resultados obtidos com a agua, o
antibidtico tetraciclina apresentou 100% de sensibilidade antimicrobiana, e quando
comparado as bactérias intestinais dos peixes foi observado 6% de resisténcia. Os
antibidticos gentamicina, cefepime e ceftriaxona apresentaram valores de
sensibilidade antimicrobiana acima de 90%, ndo apresentaram resisténcia, apenas
algumas cepas com valores intermediarios de resisténcias a estes antibioticos quando

analisada as bactérias da 4gua do Rio Barigui.
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Dos seis jundias pescados no LAPEP, foram encontrados 102 isolados
bacterianos do conteddo intestinal dos peixes e 29 isolados bacterianos da agua

coletada do tanque onde os peixes foram pescados, conforme a figura 5.

Figura 5. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de bactérias isoladas do
intestino de jundia (Rhamdia quelen) e da agua, coletados no Laboratério de
Pesquisa em Piscicultura da PUCPR — LAPEP, em julho de 2013

(R%) Peixe ® (R%) Agua (S%) Peixe W (S%) Agua (1%) Peixe | (1%) Agua
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~ul Ll
. UL a0 - ! J
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amp gen nal sut tet etp cfl

cro

S% = porcentagem de isolados sensiveis ao antibiotico, R% = porcentagem de isolados resistentes ao
antibiotico, 1% = porcentagem de isolados intermediarios em resisténcia ao antibidtico. amp
=ampicilina, gen = gentamicina, nal= &cido nalidixico, sut = sulfametoxazol- trimetoprima, tet =
tetraciclina, etp = ertapenem, cfl = cefalotina, cfo = cefoxitina, cpm = cefepime, cro = ceftriaxona.

Observando os dados da figura 5 nota-se que das bactérias isoladas do
intestino dos peixes, nove apresentaram resisténcia, sendo eles ampicilina, acido
nalidixico, sulfametaxazol-trimetroprim, tetraciclina, ertapenem, cefalotina, cefoxitina,
cefepime e ceftriaxona. Quando analisada as bactérias isoladas da agua com
excecao do ertapenem o0s mesmos antibidticos apresentaram resisténcia
antimicrobiana, com a diferenca de que as porcentagens de resisténcia foram muito
maiores na agua do que das bactérias dos peixes. A ampicilina e a cefalotina
apresentaram 100% de resisténcia quando analisada a agua e apenas 19% e 9%
respectivamente quando analisado as bactérias isoladas dos peixes. A gentamicina
foi 0o Unico antibidtico que n&o apresentou resisténcia tanto na agua quanto nas
bactérias provenientes dos peixes, apresentando a diferenca entre os resultados de

98% de sensibilidade quando analisado bactérias isoladas dos peixes e 80% quando
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analisado bactérias isoladas da agua. O ertapenem apresentou 100% de
sensibilidade antimicrobiana das bactérias isoladas da agua.

A figura 6 foi montada somente com as porcentagens de resisténcia bacteriana
aos antibioticos testados de cada um dos trés pontos amostrados: Rio Pequeno, Rio
Barigui e LAPEP.

Figura 6. Ocorréncia relativa de resisténcia antimicrobiana em amostras de
bactérias isoladas do intestino de jundid, oriundas do Laboratério de Pesquisa
em Pisciculturada PUCPR - LAPEP, Rio Pequeno e Rio Barigui, no ano de 2013.
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Comparacéo entre os trés pontos de coleta (Pequeno, Barigui e LAPEP), comparando somente a
resisténcia aos antibiéticos. amp =ampicilina, gen = gentamicina, nal= acido nalidixico, sut =
sulfametoxazol- trimetoprima, tet = tetraciclina, etp = ertapenem, cfl = cefalotina, cfo = cefoxitina, cpm
= cefepime, cro = ceftriaxona.

amp

Analisando apenas as resisténcias dos trés locais Rio Pequeno, Rio Barigui e
LAPEP, pode-se observar que a ampicilina, a cefalotina, a cefoxitina e a tetraciclina
foram os antibiéticos que apresentaram maior porcentagem de resisténcia, porém,
ndo houve diferenca significativa pelo método Kolmogorov-Smirnov quando
comparado os totais de resisténcia de bactérias isoladas dos peixes. Analisando a
figura 7 sobre os totais de resisténcia antimicrobiana das aguas coletadas dos trés
pontos amostrados (Rio Pequeno, Rio Barigui e LAPEP), nota-se uma sensivel
diferenca comparando os resultados com os resultados de totais de resisténcia

encontrados nas bactérias intestinais dos peixes.
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Figura 7. Ocorréncia relativa de resisténcia antimicrobiana em amostras de
bactérias isoladas da agua, oriundas do Laboratério de Pesquisa em
Piscicultura da PUCPR - LAPEP, Rio Pequeno e Rio Barigui, no ano de 2013.
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Comparacdo entre os 3 pontos de coleta (Pequeno, Barigui e LAPEP), comparando somente a
resisténcia aos antibiéticos. amp =ampicilina, gen = gentamicina, nal= acido nalidixico, sut =
sulfametoxazol- trimetoprima, tet = tetraciclina, etp = ertapenem, cfl = cefalotina, cfo = cefoxitina, cpm

= cefepime, cro = ceftriaxona.

Se for analisada a figura 7, pode-se notar que ha uma porcentagem maior de
resisténcia nas bactérias isoladas da dgua do que das bactérias isoladas do intestino
de peixes. Apesar de aparecer algumas porcentagens maiores de resisténcia na agua
do que nos peixes, como € o caso da ampicilina, ndo houve diferenca significativa
pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Ha, no entanto, quatro antibiéticos que apresentaram
diferenca significativa nos resultados, séo eles: ertapenem, cefalotina, cefoxitina e
ceftriaxona.

O Ertapenem apresentou maior resisténcia em bactérias isoladas da dgua do
Rio Barigui com 38% de resisténcia, as bactérias isoladas da agua do LAPEP né&o
apresentaram resisténcia ao ertapenem, e as bactérias isoladas do Rio Pequeno
apresentaram apenas 5% de resisténcia a este antibidtico. Ja os antibiéticos
cefalotina, e cefoxitina apresentaram resultados maiores de porcentagem de
resisténcia bacteriana em bactérias isoladas da agua do LAPEP do que do Rio Barigui
e Rio Pequeno. E o antibiético ceftriaxona, sé apresentou resisténcia antimicrobiana
(50%) em bactérias isoladas da agua do LAPEP. O LAPEP é um criatério de peixe e
essa elevada porcentagem de resisténcia provavelmente € devida a grande

guantidade de antimicrobianos utilizados em aquicultura, e segundo Cabello et al.,
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(2006) a grande utilizacao de antimicrobianos em aquicultura aumenta a possibilidade
de contaminacdo do meio ambiente com bactérias resistentes.

Observando esses dados pode-se responder o primeiro objetivo deste estudo,
o de que existe sim bactérias do intestino do jundia, resistentes a antibidticos nos
pontos trés pontos amostrados.

Outra hipotese deste trabalho € a de que os peixes podem servir de
bioindicadores de contaminacdo ambiental por antibiéticos na &gua, e pelos
resultados observados. H4 motivos para acreditar que provavelmente eles podem
servir a este proposito, porém, o cuidado que deve ser tomado com essa resposta €
gue a resisténcia observada ndo serve para confirmar a presenca de antibioticos na
agua, pois, existem bactérias intrinsecamente resistentes a alguns antibioticos, e sem
a identificacdo elas ndo podem ser excluidas dos resultados e nem quantificar a
concentracdo desses farmacos na agua, mas pode servir como bioindicadora para
uma pré-avaliacao da carga de antimicrobianos ou bactérias resistentes na agua, com
uma técnica de baixo custo, para poder focar estudos futuros com antibiéticos nos
locais onde os peixes foram amostrados.

Como houve algumas diferencas entre os resultados da agua coletada e os
resultados das bactérias do intestino do peixe, o ideal é que ndo sejam utilizados
somente 0s peixes, mas também a agua do local que se quer avaliar. Além disso ao
observarmos resultados de bactérias resistentes a antibiéticos do intestino de peixes,
deve-se tomar o cuidado de observar que existe resisténcia intrinseca da familia
Enterobacteriaceae a alguns antibioticos, e dos antibiéticos estudados neste artigo,
existe resisténcia intrinseca a ampicilina, tetraciclina e cefalotina. Os organismos que

apresentam resisténcia intrinseca a estes antibiéticos estéo listados na Tabela 3.
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Tabela 3. Relacdo de microrganismos da familia Enterobacteriaceae
intrinsecamente resistentes aos antibidticos ampicilina, cefalotina e
tetraciclina.

Microrganismo ANTIBIOTICO
amp cfl tet
Citrobacter freundii R R
Citrobacter koseri R
Enterobacter aerogenes R R
Enterobacter cloacae R R
Escherichia coli * *
Escherichia hermannii R
Hafnia alvei R R
Klebsiella pneumoniae R
Morganella morganii R R
* *

Proteus mirabilis
Proteus penneri
Proteus vulgaris
Providencia rettgeri
Providencia stuartii
Salmonella spp.

A0 0000

* 0 0 40 X"
* 0 000

Shigella spp. * *
Serratia marcescens R R
Yersinia enterocolitica R R

amp = ampicilina; cfl = cefalotina; tet = tetraciclina. R= resisténcia comprovada. *= ndo ha resisténcia
intrinseca para beta-lactdmicos neste microrganismo. (Adaptado de CLSI, 2013).

Também pode ser observado neste estudo que h& uma diferenca entre os
locais coletados, com relagdo a resisténcia, ocorreu maior resisténcia a antibiéticos
de bactérias isoladas do LAPEP, em seguida do Rio Barigui, e o Rio Pequeno foi o
gue apresentou menor resisténcia aos antibibticos testados. Isso vem enfatizar a ideia
de que o tipo e a quantidade da presséo antrépica ao entorno do rio tem influéncia
sobre o perfil de resisténcia bacteriana encontrada no rio, onde h& mais resisténcia
em criatério de peixes, em seguida ha maior resisténcia bacteriana em aguas onde
existe um maior grau de ac¢do antropica do que em aguas onde existe um menor grau
de acdo antrépica. Os dados de Mauerwerk (2012) apontavam para iSso, pois
estudando os mesmos rios também foram encontrados resultados de que a acao
antropica interferiu no perfil de resisténcia a antibidticos na agua e em bactérias
intestinais de peixes.

Ao observar os resultados e responder aos objetivos desta pesquisa € possivel

observar um dado importante, todos os antibidticos testados apresentaram

33



resisténcia antimicrobiana em pelo menos dois dos trés locais amostrados. Isso
mostra a gravidade da contaminacdo ambiental por antibiéticos, independentemente
do tipo de rio. Basta notar que até para o Ertapenem que segundo Brunton et al.,
(2012) é um carbapenem, beta-lactdmico com maior agdo do que as penicilinas em
geral, apresentando resisténcia a um grupo variado de beta-lactamases, apresentou
uma pequena porcentagem de resisténcia a ele.

A resisténcia antimicrobiana a antibiéticos € um problema global (OMS, 2010),
muito se fala sobre o uso indiscriminado de antibiéticos que tem causado este
problema, a OMS lancou um documento em 2014 em que cita a “era pds antibidtico”,
onde pessoas poderdo morrer por infeccdes simples pela ineficiéncia no tratamento
com antibioticos (WHO, 2014).

Porém, existe um outro problema maior que nédo est4 ganhando a importancia
gue deveria, o tratamento dos esgotos de hospitais, e de esgotos domiciliares contra
antibidticos e microrganismos resistentes. Pois, segundo Bila e Dezotti (2003) 50 a
90% de um farmaco pode ser excretado de forma inalterada na urina, e segundo
Kimmerer (2004) é estimado que 70% dos antibiéticos sdo liberados na urina sem
serem metabolizados pelo organismo do paciente. Além disso muitos farmacos
residuais resistem ao processo convencional de tratamento de dgua em estacdes de
tratamento de esgoto, ndo sendo completamente removidos (Bila e Dezotti, 2003).

Os efluentes da industria farmacéutica e de hospitais apresentam residuos de
agentes antimicrobianos e bactérias resistentes (Gordon, et al., 2007). Muito se fala
e com razdo de que se deve controlar melhor o uso de antibioticos. Em 2011 a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu por meio de uma
resolucdo que deveria haver obrigatoriedade da apresentacdo da receita médica do
paciente para poder vender antibidtico (Stephens, 2014). Porém nada se fala em
tratar o residuo de hospitais, ou mesmo 0s esgotos industriais e urbanos. E com isso,
a chance de o antibiético ir parar no rio e consequentemente causar impacto no meio
ambiente e na saude publica € grande. Segundo Baquero et al.,, (2008) a agua
constitui um meio de disseminagéo de organismos resistentes aos antibioticos entre
populacfes humanas e animais. E com isso o meio ambiente tem sido um reservatorio
de microrganismos resistentes (Reginato e Leal, 2010).

A resisténcia a antibidticos constitui uma grande ameaca para a saude publica
e deve ser reconhecida como tal, de forma mais ampla do que é reconhecida
atualmente (Kimmerer, 2004). Por isso, além de controlar o uso de antibidticos, seria
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ideal controlar o despejo de residuos, os peixes poderiam ser utilizados como
bioindicadores de contaminacdo dos rios por esses residuos. Como exemplo de
utilizacdo de peixes como bioindicadores pode-se observar o trabalho de Martins
(2005) que utilizou amostras de agua e peixes (Pimelodus maculatus, Mugil cephalus,
Pleuronectes platessa, Hemigrammus rodwayi, e Opisthonema oglinum) para
observar a proliferacdo de Aeromonas no Rio Bacanga em S&o Luiz/ Maranhéo. E o
trabalho de Carneiro et al.,, (2007) que utilizou o peixe para avaliar o perfil de
susceptibilidade a antimicrobianos de bactérias isoladas de diferentes sistemas de

cultivo de tilapia-do-Nilo.

3.4 CONCLUSAO

Ao avaliar o perfil de susceptibilidade da microbiota intestinal de jundia, pode
ser observado que existem bactérias resistentes a antibioticos. As bactérias
intestinais dos peixes tém potencial de servir como bioindicadores de contaminacgao
da agua como uma pré-avaliacdo de quais sdo os antibidticos que tem a maior
probabilidade de estar no rio ou tanque de cultivo, ndo servindo para quantificar os
antibidticos presentes na agua. Os resultados da agua e dos peixes coletados do
mesmo rio apresentam leves diferencas no perfil de susceptibilidade indicando que o
ideal é utilizar o peixe e a agua para observar a presenca de resisténcia a antibiético

na agua.
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CAPITULO 4

COMPARACAO DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DE BACTERIAS

ISOLADAS NOS ANOS DE 2010 E 2013 A PARTIR DE AMOSTRAS DO

INTESTINO DE JUNDIA (Rhamdia quelen) E DA AGUA ORIUNDAS DE
AMBIENTES NATURAIS E DE CRIACAO

(Comparison of susceptibility testing of bacteria isolated from the gut of Jundia
(Rhamdia quelen) and water from natural environments and fishfarm between the
years 2010 and 2013).

RESUMO

A resisténcia a antibiético € um problema global grave, a agua € um meio de
disseminagao de organismos resistentes. Neste trabalho foram coletados no ano de
2010 e no ano de 2013 peixes jundias (Rhamdia quelen), em trés locais: Rio Pequeno,
Rio Barigui e Laboratdrio de Pesquisa em Piscicultura da PUCPR - LAPEP. A
microbiota intestinal desses peixes foi utilizada para observar o perfil de
susceptibilidade das bactérias intestinais dos peixes, utilizando a técnica de
antibiograma por disco/difusdo (Kirbi-Bauer). O objetivo do trabalho foi avaliar se
houve diferenca no perfil de susceptibilidade da microbiota intestinal de peixes
coletados em 2010 comparados com peixes coletados em 2013 nos mesmos pontos
de coleta (Rio Pequeno, Rio Barigui e LAPEP). Os resultados mostram que houve
uma mudanca no perfil de susceptibilidade para os antibiéticos ampicilina, ertapenem

e cefalotina avaliando a microbiota intestinal de jundia.

Palavras-chave: Multirresisténcia, peixe, bioindicador, microrganismos intestinais,

dejetos.
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ABSTRACT

The antibiotic resistance is a major global problem, water is a means of spread of
resistant organisms. In this paper we were collected in 2010 and in 2013 silver catfish
(Rhamdia quelen) in three locations: Pequeno River, Barigui River and Fish Farming
Research Laboratory of PUCPR - LAPEP. The intestinal microbiota of these fish was
used to observe the susceptibility profile of intestinal bacteria of fish, using the
antibiogram technique for disc/diffusion (Kirbi -Bauer). The objective was to assess
whether there were differences in the susceptibility profile of the intestinal microbiota
of fish collected in 2010 compared with fish collected in 2013 in the same collection
points (Pequeno River, Barigui River and LAPEP). The results show that there was a
change in susceptibility profile to the antibiotic ampicillin, cephalothin ertapenem and
evaluating the intestinal tract of catfish.

Keywords: Catfish, antibiotic resistance, intestinal bacteria.
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4.1 INTRODUCAO

Atualmente a resisténcia bacteriana a antibioticos € um problema mundial
muito sério. Segundo a OMS dois tercos de todos os antibidticos vendidos
mundialmente sdo vendidos sem prescricdo através de mercados privados nao
regulamentados. Quanto aos doentes, muitos deles ndo recebem a prescricéo correta
do medicamento ou se recebem ndo cumprem o tratamento como prescrito (OMS,
2010).

O consumo de antibidticos per capita, bem como os tipos de antibioticos
utilizados variam entre os paises. Taxas de prescricdo e 0 consumo sem receita
meédica também variam conforme a localidade (Mdlstad et al., 2002), e parecem ser
influenciados pela escolha da prescricdo, sistema de saude, economia, nivel de
conhecimento, comportamento do paciente e expectativas do médico e do paciente
(McNulty e Francis, 2010).

ConcentracBes subinibitorias de antibiéticos na agua podem levar ao
aparecimento de resisténcias a eles em bactérias comensais do intestino humano, do
intestino dos peixes, ou mesmo por bactérias aquaticas, com a possivel disseminagao
de genes de resisténcia em diversas popula¢cdes bacterianas (Gordon et al., 2007,
Gastalho et al., 2014; Guardabassi et al., 2010).

N&o h& necessidade de patogenicidade do microrganismo para que carregue
genes de resisténcia, ao contrario, bactérias de microbiota normal sdo as que
carregam maior quantidade de genes de resisténcia a uma ou mais drogas. A
aquisicdo de resisténcia pode aparecer por mutacdo, resisténcia transferivel,
transformacao, transducao, conjugacéao e transposicao. (Fio et al., 2000).

Os antibiéticos sdo amplamente utilizados na medicina humana e animal, e
como promotores de crescimento para animais de producdo (Chee-Sanford et al.,
2009; Larson, 2007; Jensen e Hayes, 2014; Kumar et al., 2012;), resultando no
aumento do numero de bactérias comensais e patogénicas resistentes aos
antimicrobianos, o que vem se tornando um dos maiores problemas de saude publica
mundial (Sorum e Abée-Lund, 2002; Rivera-Tapia, 2003; Baquero, 2008; Pruden et
al., 2013).

Estudos apontam que niveis elevados de antimicrobianos e bactérias

resistentes a estes compostos sao encontrados em ambientes distintos. Frequéncias
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elevadas de resisténcia aos antibioticos tém sido relatadas em bactérias isoladas de
areas onde os antibidticos foram amplamente utilizados pelos seres humanos, bem
como ambientes terrestres e aquaticos sujeitos a criagdo intensiva de animais (Lee et
al., 1993; DePaola et al., 1995). Antibidticos tém sido detectados na faixa de mg/L em
esgotos municipais, no efluente de estacfes de tratamento de esgoto (ETES), em
aguas de superficie e em solos (Zuccato et al., 2000; Kolpin et al., 2002).

Em 1998, na Inglaterra, de todas as drogas utilizadas, 50% se destinavam a uso
humano e 50% ao agroveterinario. Da fracdo de drogas usadas em humanos, 20%
foram utilizadas em hospitais e 80% pela comunidade sendo que de 20% a 50% néo
eram necessarias. Para o0 uso veterinario os dados sdo mais alarmantes, pois cerca
de 20% foram utilizadas terapeuticamente e até 80% para uso profilatico e promocéao
de crescimento (Wise et al., 1998). Em 2003 o consumo anual de antibioticos, a nivel
global, tem sido estimado, entre 100.000 a 200.000 toneladas, o uso de antibiéticos
pela populacéo relatado no Reino Unido foi de 95% e nos Estados Unidos de 75%.
J4 na Alemanha aproximadamente 75% do total foi utilizado pela comunidade e
apenas 25% nos hospitais (Kimmerer, 2003). Na China, em 2007 foram produzidas
cerca de 210.000 toneladas de antibidticos, dos quais 46,1% foram utilizados em
animais (Hvistendahl, 2012).

O meio ambiente tem sido um reservatorio de microrganismos resistentes,
muitos dos antibiéticos administrados em animais, ndo sdo plenamente
metabolizados, sendo excretados na forma original ou parcialmente metabolizado na
urina e nas fezes desses animais (Reginato e Leal, 2010). Uma parte significativa dos
farmacos utilizados por humanos sdo excretados no esgoto, sendo que ha a
probabilidade de 50 a 90% de uma dosagem do farmaco ser excretada inalterada na
urina, persistindo no meio ambiente (Bila e Dezotti, 2003). Residuos de agentes
antimicrobianos e bactérias resistentes sdo encontradas em efluentes da indastria
farmacéutica e de hospitais (Gordon et al., 2007).

A &agua constitui um meio de disseminacdo de organismos resistentes aos
antibioticos entre populagdes humanas e animal (Baquero et al., 2008).

Estudos tém apontado para a microbiota gastrintestinal como sitio de
disseminagao de resisténcia a antimicrobianos. A transferéncia horizontal de genes
de resisténcia a antibidticos no trato digestivo foi inicialmente comprovada em
humanos, envolvendo resisténcia a tetraciclina em Bacteroides spp. (Shoemaker et
al., 2001).
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Para encontrar uma forma de identificar a resisténcia a antibiéticos na agua
surge entdo a ideia de utilizar bactérias do intestino de jundia (Rhamdia quelen) que
€ um peixe onivoro com tendéncia a piscivoria, de habito alimentar generalista que €
uma espécie de distribuicdo neotropical, encontrado do Norte do México até o Sul da
Argentina (Gomes et al., 2000). Aléem de ser um peixe nativo e de distribuicdo
neotropical, o jundia € um peixe que suporta tanto quantidades baixas, quanto
guantidades altas de oxigénio dissolvido (Mafezzolli e Nufer, 2006), possui a
capacidade de armazenar a comida por um tempo mais longo que outros peixes
(Carneiro e Mikos, 2005), e € um animal que possui habito noturno e habita locais
profundos dos rios, preferindo os ambientes de agua mais calma junto a margem e
vegetacao dos rios com fundo de areia e lama (Gomes et al., 2000). O fato de preferir
as margens da vegetacgdo dos rios torna mais facil de pesca-lo.

A microbiota intestinal dos peixes é influenciada pela dieta, composta por
bactérias aerdbias, anaerébias facultativas e anaerdbias obrigatorias (Ringo e Olsen,
1999). Colonizado por um grande numero de Bactérias heterotréficas (Cahill 1990;
Hansen 1999; Sugita et al., 1997, e Trust et al., 1979).

O obijetivo deste artigo € comparar os resultados do teste de susceptibilidade
a antibioticos realizado no ano de 2010 e no ano de 2013, para observar se houve
mudanca no perfil de resisténcia ao longo de 3 anos, bem como correlacionar
diferentes niveis de acao antrépica com o perfil de resisténcia bacteriana aos

antibioticos.

4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Coleta e eutanasia dos animais

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da PUCPR
registro N°: 756/2012. E a autorizacdo de pesca para finalidade cientifica foi
concedida pelo SISBIO/ICMBIo N° 22324-2/2013. Peixes da espécie Rhamdia quelen,
foram capturados com auxilio de rede de arrasto e anzois nos anos de 2010 e 2013.
Em cada ano a coleta foi feita em trés locais: Laboratério de Pesquisa e Piscicultura
da Pontificia Universidade Catdlica do Parand (LAPEP/PUCPR), sendo este

considerado como local de produgéo intensiva, e em dois rios, Barigui e Pequeno,
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considerados como intensa e pouca agdo antrOpica respectivamente. Estes rios
pertencem a bacia hidrogréafica do Rio Iguacu.

Os animais capturados em 2010 foram sacrificados por eutanasia utilizando
superdosagem do anestésico benzocaina (etil-aminobenzoato) que foi adicionado a
agua. Os animais capturados em 2013 foram sacrificados pelo método de
insensibilizacdo em gelo seguido de seccédo de medula. Apds o abate os peixes foram
colocados em caixa térmica contendo gelo e imediatamente transportados ao
Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada a Agropecuaria da Pontificia Universidade
Catodlica do Parana. Amostras de agua de todos os pontos foram coletadas para

analises microbioldgicas.
4.2.2 Isolamento bacteriano

No laboratério os peixes foram abertos longitudinalmente na porcéo ventral e
os 6rgaos internos retirados com auxilio de material cirargico estéril. Para a coleta do
conteudo gastrintestinal, o intestino foi aberto com bisturi, 0 conteddo da luz intestinal
foi coletado com espétula e transferido para tubos de centrifuga tipo Falcon contendo
9 mL de solucédo salina fosfatada (PBS 1x) estéril na presenca de bolas de vidro de 4
mm de didametro, e, em seguida, homogeneizado por 3 a 5 min segundo o método de
Molinari (Molinari et al., 2003), este tubo foi chamado de dilui¢édo zero.

Os conteudos intestinais obtidos apds a homogeneizacéo, e a agua de cultivo
foram diluidos até a concentragdo de 10* em 9 mL de solucdo salina (NaCl) estéril
0,9%. Em seguida, aliquotas de 100 pl das diferentes diluicdes foram semeadas em
placas de Petri contendo 4gar MacConkey (Himedia-India) e 4gar sangue (Himedia-
India), em duplicata, e incubadas a 37 °C por 24 h (Murray et al., 1995).

Nas amostras de 2013 ainda foi inoculado além das diluices citadas acima,
1ml da diluicdo zero em 9 ml de agua peptonada por 24h a 37 °C e, em seguida,
repicadas para placas de Petri contendo agar MacConkey (Himedia-India) e agar
sangue (Himedia-India) em duplicata, também em diluicdes até a concentragéo de 10
4 e novamente incubadas a 37 °C por 24 h.

Apés a incubacéo, as coldnias bacterianas foram triadas por caracteristicas
fenotipicas como: morfologia (forma e tamanho), coloragcdo de Gram, catalase e

oxidase. Cada isolado foi repicado para um tubo contendo 5ml de caldo BHI estéril e
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colocado em estufa a 37°C por 24 horas, para dar sequéncia ao teste de

susceptibilidade.

4.2.3 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O teste de susceptibilidade a antibiéticos foi realizado pela técnica de disco
difusdo (Kirby-Bauer) em agar Muller Hinton para todos os isolados bacterianos
utilizando o manual internacional “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
documento M100-S20 para amostras de 2010; e CLSI documento M100-S23 para
amostras de 2013.

Os antibidticos testados e suas respectivas concentracdes foram: ampicilina
(AMP; 10ug), gentamicina (GEN; 10ug), ertapenem (ETP; 10ug), acido nalidixico
(NAL; 30pg), sulfametoxazol/trimetoprima (SUT; 25ug), cefalotina (CFL; 30ug),
cefoxitina (CFO; 30ug), ceftriaxona (CRO; 30ug), cefepime (CPM; 30uQ) e tetraciclina
(TET; 30uQ).

O controle de qualidade do método foi realizado utilizando-se as cepas de
referéncia Escherichia coli ATCC 25922, e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
A interpretacdo dos dados foi realizada comparando os halos de inibicdo obtidos com
os de referéncia do manual do CLSI respectivo a cada ano de coleta, para a
classificacdo dos microrganismos como sensivel (S), intermediario (I) ou resistente
(R). (CLSI, 2013).

Para a analise dos resultados da frequéncia de resisténcia bacteriana aos
antibidticos dos isolados bacterianos de 2010, cepas que possuem resisténcia natural
ou intrinseca foram desconsideradas, de acordo com dados de (Livermore e
colaboradores, 2001; CLSI, 2013).

Para comparar os dados obtidos, foram utilizados dois métodos estatisticos:
teste estatistico Qui-Quadrado para saber se ha diferenca entre o total de resisténcia
encontrada em cada rio, entre cada ano. Em seguida foi realizado o teste estatistico
de Komogorov-Smirnof para verificar se ha diferenca estatistica entre as proporc¢des

de SRI encontradas para cada antibiético de cada rio entre os anos de 2010 e 2013.

42



4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na coleta do ano de 2010 foi possivel isolar 86 colbnias bacterianas a partir do
conteudo intestinal dos peixes, enquanto das amostras de agua foram isoladas 30,
totalizando 116 isolados bacterianos. Na coleta de 2013 foram isoladas 353 bactérias
do intestino dos peixes, e 95 colbnias isoladas das amostras de agua totalizando 448
isolados.

O teste de qui quadrado mostrou que houve diferenga significativa do perfil de
resisténcia tanto para o total de isolados bacterianos encontrados na agua, quanto
para o total de bactérias intestinais de peixes entre os anos de 2010 e 2013.

Utilizando o teste estatistico Kolmogorov-Smirnov com relacdo ao local de
coleta, o Unico ponto de coleta que apresentou diferenca significativa do ano de 2010
para o ano de 2013 no perfil de resisténcia bacteriano quando avaliado as bactérias
isoladas do intestino dos peixes, foi o LAPEP com os antibiéticos ampicilina,
gentamicina, ertapenem e cefalotina Figura 8. E o Rio Barigui quando avaliado
bactérias isoladas da dgua dos pontos de coleta com os antibiéticos ertapenem e
cefalotina Figura 9. Os outros antibioticos apesar de possuirem resisténcia bacteriana

a eles, ndo mudaram significativamente o perfil de sensibilidade de 2010 para 2013.

Figura 8. Ocorréncia relativa de resisténcia antimicrobiana de amostras de
bactérias isoladas do intestino de jundid, oriundas do Laboratério de Pesquisa
em Piscicultura da PUCPR - LAPEP, Rio Pequeno e Rio Barigui, nos anos de
2010 e 2013.

M Pequeno 2010 Pequeno 2013  m Barigui 2010 Barigui 2013  m Lapep 2010 Lapep 2013

100%
80%
60% a
40%

20%

0%

cc
gen nal sut te cfo cpm cro

amp t etp cfl

Valores de resisténcia aos antibidticos testados em porcentagem. (*) = valores com diferenca
estatistica significativa, obtida pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Amp =ampicilina, gen = gentamicina,
nal= &cido nalidixico, sut = sulfametoxazol- trimetoprima, tet = tetraciclina, etp = ertapenem, cfl =
cefalotina, cfo = cefoxitina, cpm = cefepime, cro = ceftriaxona.
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Figura 9. Ocorréncia relativa de resisténcia antimicrobiana de amostras de
bactérias isoladas da agua, oriundas do Laboratério de Pesquisa em
Piscicultura da PUCPR — LAPEP, Rio Pequeno e Rio Barigui, nos anos de 2010
e 2013.
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Valores de resisténcia aos antibidticos testados em porcentagem. (*) = valores com diferenca
estatistica significativa, obtida pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Amp =ampicilina, gen = gentamicina,
nal= acido nalidixico, sut = sulfametoxazol- trimetoprima, tet = tetraciclina, etp = ertapenem, cfl =
cefalotina, cfo = cefoxitina, cpm = cefepime, cro = ceftriaxona.

Para o local que representa o ambiente de criacdo de peixes LAPEP foi
observado uma mudanca no perfil de resisténcia para os antibidéticos ampicilina
(AMP), ertapenem (ETP), e cefalotina (CFL). Em todos eles houve uma diminui¢ao
da resisténcia a estes farmacos. A gentamicina (GEN), apesar de apresentar 0s
mesmos valores para resisténcia (0%), possui propor¢cdes de SRI diferentes,
apresentando um nimero muito maior de isolados classificados como intermediarios
a resisténcia, e essa mudanca na propor¢cao apresentou pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov diferencga significativa.

Um dos fatores pelo qual pode ter ocorrido a mudanca no perfil de resisténcia
pode ter sido a técnica de abate, pois, em 2010, o abate foi realizado utilizando o
anestésico benzocaina, e em 2013 foi realizado com gelo e seccdo de medula.
Groppo et al. (2003) que estudou a atividade antimicrobiana in vitro de preparagdes
anestesicas topicas, dentre elas a benzocaina, conclui seu trabalho dizendo que as
preparacdes anestésicas dentro das quantidades possiveis de serem utilizadas
clinicamente, podem reduzir significativamente o grupo de Streptococcus mutans,
oralis e salivaris. O jundid ao ser mergulhado em balde com superdosagem de
benzocaina, pode engolir o medicamento, fazendo com que ele va para o trato

gastrintestinal, e que seja cultivado junto com as bactérias, quando o conteudo foi

44



extraido, diluido e plaqueado, fazendo com que cres¢ca um maior numero de bactérias
resistentes ja que as sensiveis nao teriam crescido em placa por terem sido inibidas
pelo anestésico. A cefalotina € uma cefalosporina de primeira geragdo que por
definicAo possui boa atividade contra bactérias Gram-positivas com exce¢do do
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Staphylococcus epidermidis e
enterococos (Brunton et al., 2012) e apresentou 89% de resisténcia em 2010 e
apenas 9% de resisténcia em 2013, por isso a suspeita de que o método de abate
possa ter interferido um pouco nos resultados.

Outro fator que pode ter influenciado para esta diminuicéo de resisténcia € o
fato de que no Brasil, a partir de 2011, comecou a haver um rigor maior na venda de
antibidticos. Segundo Stephens (2014) a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) decretou em 2011 que os antibidticos sé poderiam ser vendidos com a
retencdo da receita médica do paciente. Além disso, quando houvesse casos onde
haveria o uso prolongado dos antibiéticos, ndo poderia ser vendido toda a quantidade
necessaria para o tratamento, ao fim da validade da receita, o paciente deveria passar
por uma nova consulta médica para avaliar a necessidade de continuar o tratamento
com antibiotico.

Um dos objetivos deste artigo foi observar se houve mudanca no perfil de
resisténcia bacteriana do ano de 2010 para o ano de 2013, e realmente houve
mudancga significativa para os antibidticos ampicilina, gentamicina, ertapenem e
cefalotina. Segundo Baquero et al., (2008) a agua constitui um meio de disseminacéo
de organismos resistentes aos antibiéticos entre populacbes humana e animal. Os
antibidticos exercem uma pressao seletiva no meio aquético, podendo permanecer
nesse ambiente por longos periodos (Cabello, 2006).

O segundo objetivo deste artigo foi correlacionar diferentes niveis de acao
antropica com o perfil de resisténcia bacteriana aos antibiéticos. Os resultados deste
estudo mostram que existe uma leve tendéncia de que o ambiente de criacdo animal
(LAPEP) obtenha uma porcentagem maior de bactérias resistentes, do que o Rio
Barigui que representa um rio com intensa a¢ao antropica no seu entorno, e que esses
dois locais apresentem porcentagem maior de resisténcia do que o Rio Pequeno que
representa um rio com pouca agao antropica no seu entorno. De uma maneira geral
o LAPEP apresentou uma porcentagem muito maior de bactérias resistentes do que
0 Rio Pequeno e o Rio Barigui. Isso provavelmente ocorreu porque a principal via de
entrada de antibiéticos no meio ambiente se da pelo uso de farmacos na aquicultura
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e em criacOes intensivas de animais de producédo, pois, dos produtos veterinarios
utilizados na criacdo animal, estima-se que 70% deles sejam antibiéticos (Reginato e
Leal, 2010).

A resisténcia a antibidticos tem sido observada em rios e em varios ambientes
aquaticos (Baquero et al., 2008). Ha estudos que mostram que até na agua do mar
existem bactérias resistentes, Caumo et al., (2010) citam que “mais de 90% dos
isolados bacterianos originados da 4gua do mar séo resistentes a pelo menos um
antibidtico e que 20% séo resistentes a pelo menos 5”. Ao observarmos os resultados
de resisténcia deste artigo, todos os antibioticos apresentaram resisténcia bacteriana
a eles em pelo menos um ponto de coleta amostrado. Por isso os cuidados com 0 uso
abusivo de antibidticos sdo essenciais para que nao acontecga a “era pés antibiotico”

preconizada pela organiza¢do mundial da satude (WHO, 2014).

4.4 CONCLUSAO

A &gua é o principal veiculo para disseminar a resisténcia no meio ambiente,
as atividades que ocorrem no entorno dos rios tém ligacdo direta com o perfil de
resisténcia das bactérias estudadas, o que indica que devem ser tomados cuidados
maiores com a utilizacdo e despejo de antibidticos ou produtos derivados de
antibiéticos no meio ambiente. Houve uma alteracdo no perfil de resisténcia das
bactérias do intestino de jundia observadas do ano de 2010 para o ano de 2013. Ha
um leve indicio de que a benzocaina possa ter tido algum efeito antimicrobiano sobre
o resultado das bactérias do intestino dos peixes. E para finalizar, o controle do uso
indiscriminado de antibiéticos, juntamente com o controle de efluentes lancados nos
rios e diminuicao da utilizag&o de antibidticos na criagdo animal serdo essenciais para
gue exista uma alterativa terapéutica para tratar infec¢cdes. Apesar do cenario futuro
parecer apocalitico, se forem tomados esfor¢os agora, a disseminacdo de bactérias

resistentes podera ser melhor controlada.
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CAPITULO 5
CONCLUSAO GERAL

Esta dissertacdo foi realizada com o objetivo de observar se a microbiota
intestinal de jundia (Rhamdia quelen) pode servir de bioindicadora de contaminacao
ambiental por antimicrobianos na agua. Ao analisar os resultados de antibiograma
pode-se observar que ha uma relacéo positiva entre as atividades ao entorno do corpo
d’agua e a resisténcia a antibidticos encontrada. Foi observada uma mudanga no
perfil de resisténcia das bactérias estudadas ao longo de trés anos (entre 2010 e
2013), onde houve uma diminuicdo da porcentagem de resisténcia bacteriana a
alguns antibidticos. Com estes resultados podemos concluir que ha uma tendéncia
da microbiota intestinal de peixes servir de bioindicadora da carga de contaminacéo
ambiental por antimicrobianos na agua, ou bactérias resistentes na agua.

Para estudos futuros seria interessante pesquisar o lodo dos rios, pois podem
haver muitos compostos |4, como antibioticos, e farmacos de um modo geral que
causam danos ao meio ambiente. Seria bom, quantificar a quantidade de antibioticos
na agua, identificar as fontes poluidoras do rio, e mapea-las. Assim, posteriormente
poderdo ser criados modelos matematicos, que abastecidos com dados sobre o perfil
de acado antropica ao entorno do rio e quantidades de poluentes na agua, possam
marcar pontos criticos de contaminacgédo, para poder ser criado um plano de acao de
descontaminacgédo do rio, ou diminuicdo da carga antimicrobiana, bem como para
controlar melhor o despejo de efluentes que contenham antibiéticos ou bactérias

resistentes, o gue nao ocorre atualmente.
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APENDICES E ANEXOS

TABELA DA LABORCLIN DO CLSI DE 2013 PARA VALIDAR ANTIBIOGRAMA

COM CEPAS ATCC.
Tabela 2: Controle de Qualidade por teste de Disco Difusao.

Valores de halos inibitérios esperados para Controle de Qualidade (mm)
3 - ] o 2
SEREAE I A
Agenta B g E Q 5 2} S0 EE ‘g
o 3 W . s w5 g
£ B % B = =
8 < < = < 8
Acido MAL 30 g 22-28 - - -
Nalidixico
Amicacina AMI 30 pg 19-26 20-26 18-26 -
Amoxicilina + AMC 20410 pg 18-24 28-36 - 17-22
clavulanate
Ampicilina AMP 10 pg 16=-22 2735 = &
Ampicilina + ASB 10010 pg 1824 2937 - 13-19
Sulbactam
Azitromicina AZI 15 ug = 21-26 = =
Aztreonam ATM 30 pg 28-36 - 23-29 -
Carbanicilina - 100 pg 23-29 o 18-24 -
Cefaclor CFC 30 pg 23-27 27-31 - -
Cefazolina CFZ 30 g 21-27 29-35 - -
Cefdinir - 5 ug 24-28 25-32 - -
Cefepimea CPM 30 g 31-37 23-29 24-30 -
Cefixime CFM 5 ug 23-27 - - -
Cefmeatazole - 30 pg 26-32 2534 - -
Cefalexina CFX 30 pg 15-21 28-37 - -
Cefamandole - 30 pg 26-32 26-34 - -
Cefalolina CFL 30 pg 15-21 28-37
Cefatamat CFT 10 pg 24-29 - - -
Cefonicid - 30 pg 25-29 22-28 - -
Cefoperazona - 75 pg 28-34 24-33 23-29 -
Cefotaxima CTX 30 pg 28-35 25-31 18-22 -
Cefoletan - 30 pg 28-34 17-23 - -
Cefoxitina CFD 30 pg 23-28 23-29 - -
Cefpodoxima - 10 pg 23-28 1925 - -
Cefprozil CEZ 30 pg 21-27 27-33 . -
Ceftazidima CAZ 30 pg 2h-32 16-20 22-29
Ceftriaxona CRO 30 pg 29-35 22-28 17-23 =
Cefuroxima CRX 30 pg 20-26 27-35 - -
Ciprofloxacina CIp 5 ug 30=40 22-30 25-33 =
Claritromicina CLA 15 pg - 26-32 - -
Clindamicina CLI 2 ug = 24-30 = =
Cloranfenicol CLO 30 pg 21-27 19-26 - -
Colistina = 10 pg 11=17 = 11-17 =
Doripenem - 10 pg 27-35 33-42 28-35 -
Doxiciclina DOX 30 pg 18-24 23-29 . -
Ertapenam = 10 pg 29-36 24-31 13-21 =
Eritromicina ERI 15 pg . 22-30 - -
Estreptomicina = 10 pg 12=20 14-22 = =
Fosfomicina - 200 pg 22-30 25-33 - -

Condicdes para o teste:
- Meio: para Disco Difusao - Agar Mueller Hinton 90x15mm ou 140x15mm

- Inoculo: suspenséao realizada direto da colénia “over night”, equivalente a escala 0,5 de Mac Farland
- Incubagao: temperatura de 35+2%C, por 20 a 24 horas em ar ambiente.
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TABELA COM HALOS PARA LER OS RESULTADOS DO ANTIBIOGRAMA
PELO CLSI 2013

ATB CLSI 2013 GRUPO

<=R | >=S |A-B-C
AMP 30pg 13 |14-16 | 17 A
GEN 10 pg 12 |13-14| 15 A
NAL 30pg 13 |14-18] 19 *
SUT 1,25/23,75ug| 10 |11-15| 16 B
TET 30ug 11 |12-14| 15 *
ETP 10 ug 18 |19-21| 22 B
CFL 30pg 14 |15-17| 18 *
CFO 30pg 14 |15-17 | 18 B
CM 30ug 14 |15-17| 18 B
CRO 30ug 19 |20-22| 23 B

AMP = ampicilina; GEN = gentamicina; NAL = Acido nalidixico; SUT = Sulfametazol-trimetropim; TET
= tetraciclina; ETP = Ertapenem; CFL = Cefalotina; CFO = Cefoxitina; CM = Cefepime; CRO =
Ceftriaxona. R = Resistente; | = Intermediario; S = Sensivel. Grupo A = Antibiéticos de primeira
escolha para uso na rotina medica; Grupo B = Antibiético de segunda escolha na rotina médica
(somente quando o Grupo A apresenta resisténcia); Grupo C = Drogas suplementares (usados
somente quando grupos A e B apresentam resisténcia).
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TABELA DA LABORCLIN COM DADOS DE RESISTENCIA INTRINSECA DE
ENTEROBACTERIAS AOS ANTIBIOTICOS.

< ANTIBIOGRAMA Rev. o7

LABORCLIN

Tabela 11: Resisténcia Intrinseca para Enterobacteriaceae.

Agente o - = & @
antimicrobiano J: g > g £ é g _g _E_ g E g c .g .g g E ﬁ a
5 86|33 |8 |T | 883 252|358 |€ |& |<=
[=3 x 2| oo o ] 3 o e g 82| a5 ® = ==
g E8|EZ |8 |8 |=23|583| <z |5 |8 |<S
Organismo = <o |<T® o E o i '5: o = = E
Citrobacter freundli R R R R R R
Citrobacter koseri R R R R R
Enterobacter aerogenes R R R R R R
Enterobacter cloaceae R R R R R R
Escherichia coli N&o ha resisténcia intrinseca para beta-lactamicos neste micro-organismo
Escherichia hermannii R R
Hafnia alvei R R R R R
Klebsiella pneumoniae R R
Morganella morganii R R R R R R R
Proteus mirabilis Nao ha resisténcia intrinseca para beta-lactamicos neste micro-organismo R R R
Proteus penneri R R R R R R
Proteus vulgaris R R R R R R
Providencia rettgeri R R R R R R
Providencia Stuart R R R R R R
Salmonella e Sh:geffa spp. N&o ha resisténcia infrinseca para beta-lactamicos neste micro-organismo
Serratia marscens R R R R R R R R
Yersinia enterocolitica R R R R
Observacao:
Cefalosporinas 1l (3* geragdo), cefepime, aztreonam, ficarcilina-clavulonato, piperacilina-tazobactam e

carbapenémicos nao estao listados pois nao apresentam resisténcia intrinseca em Enterobacteriaceae.
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