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RESUMO
Laura Fernandes Braga

Bioprospecg¢ado de enterobactérias com resisténcia a beta-lactimicos em ambiente de manguezal
urbano

Orientador: Joana Montezano Marques

Resumo do Projeto de Monografia apresentado ao Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obteng¢ao
do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovagdo no RCS
Trabalho de Conclusdo de Curso.

Manguezal € um ecossistema localizado entre os ambientes marinho e terrestre, bercério para
diversas espécies marinhas. Este possui grande importancia ecoldgica e social, ja que varias
comunidades ribeirinhas possuem a pesca, principalmente do caranguejo, como fonte de
sustento familiar. Os manguezais urbanos recebem grande aporte de poluentes, que podem
carrear enterobactérias que apresentam mecanismos de resisténcia a drogas de importancia
clinica, como os beta-lactamicos, sendo considerado problema de satde publica. Face ao
exposto, o estudo possui como objetivo a bioprospeccao de enterobactérias resistentes a beta-
lactamicos em ambiente de manguezal urbano, analisando amostras de dgua, solo de rizosfera
e esgoto. Para tal, foram colhidos em quatro diferentes pontos 1L de dgua do Rio Jequid em
triplicatas bioldgicas, P1 (rio canalizado), P2 (primeira aparicdo do rio com vegetacdo de
mangue), P3 (ambiente de manguezal, préximo a drea do viveiro de mudas) e P4 (foz do rio,
Baia de Guanabara),. Amostras de solo rizosférico foram coletadas a partir de trés plantas na
area do viveiro (SR-P3). Ainda nessa mesma area, foram coletadas trés amostras de 1L de
esgoto urbano de trés canos diferentes que desaguavam no solo do mangue (E-P3). A dgua
amostrada apresentou contagem aproximada de 2.5 x 105 NMP de coliformes totais e 1.7 x
10"5 NMP de coliformes termotolerantes, para os pontos 1, 2, 3 e 4 respectivamente. As
contagens de coliformes termotolerantes foram estatisticamente significativas quando P1 e P2
foram comparados a P3 e P4 (P<0.05). As contagens observadas em dgar MacConkey
suplementado com ceftriaxona (1,5 ug/ml) foram em torno de 10x*5 UFC/ml de 4gua para os
P1, P2, P3 e P4 e ndo apresentaram diferenca significativa. Quando comparamos as contagens
de P3 para 4gua, solo e esgoto, as contagens sdo de 10x"7, também sem diferenca estatistica
(P<0.05). O crescimento observado foi replicado por replica plating em dgar MacConkey em
diferentes pressoes seletivas de beta-lactamicos: 1) sem pressdo seletiva, para controle inicial
do indculo; ii) suplementada com Cefoxitina (32 pg/ml; Sigma); ii1) Cefepima (16 pg/ml,
Sigma); iv) Imipenem (4 pg/ml; Sigma) e v) sem antimicrobianos, para controle final do
in6culo. No total foram isoladas 289 coldnias, e essas majoritariamente foram isoladas em
ambiente de mangue, nas amostra de dgua P2 e P3. Foi ainda possivel isolar colOnias resistentes
a todos os antibidticos utilizados, em todas as amostras (dgua, solo e esgoto) e de todos os
pontos de amostragem, com excecdo de P1 que ndo apresentou colOnias resistentes ao
imipenem. Os dados gerados a partir desse estudo podem contribuir para melhor entender a
disseminac¢do de resisténcia antimicrobiana a beta-lactdmicos em ambiente de manguezal sob
forte pressdo antrdpica e, futuramente, auxiliar na preservacdo desse ecossistema em areas
urbanas.
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ABSTRACT
Laura Fernandes Braga

Bioprospecting for enterobacteria with resistance to beta-lactams in an urban mangrove
environment

Orientador: Joana Montezano Marques

Abstract do Projeto de Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencao
do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovagdo no RCS
Trabalho de Conclusdo de Curso.

Mangrove is an ecosystem located between marine and terrestrial environments, serving as a
nursery for various marine species. It holds significant ecological and social importance, as
many riverside communities rely on fishing, especially crab fishing, as a source of family
sustenance. Urban mangroves receive a significant influx of pollutants, which may carry
enterobacteria exhibiting resistance mechanisms to clinically important drugs, such as beta-
lactams, posing a public health problem. In light of this, the study aims to prospect
enterobacteria resistant to beta-lactams in an urban mangrove environment, analyzing water
samples, rhizosphere soil, and sewage. For this purpose, 1L of water was collected at four
different points along the Jequia River in biological triplicates: P1 (channelized river), P2 (first
appearance of the river with mangrove vegetation), P3 (mangrove environment, near the
seedling nursery area), and P4 (river mouth, Guanabara Bay). Rhizospheric soil samples were
collected from three plants in the nursery area (SR-P3). In the same area, three 1L samples of
urban sewage from three different pipes draining into the mangrove soil were collected (E-P3).
The sampled water showed an approximate count of 2.5 x 105 MPN of total coliforms and
1.7 x 1005 MPN of thermotolerant coliforms for points 1, 2, 3, and 4, respectively.
Thermotolerant coliform counts were statistically significant when comparing P1 and P2 to P3
and P4 (P<0.05). Counts observed on MacConkey agar supplemented with ceftriaxone (1.5
pg/ml) were around 10"7 CFU/ml of water for P1, P2, P3, and P4, with no significant
difference. When comparing counts from P3 for water, soil, and sewage, the counts were 1077,
also without statistical difference (P<0.05). The observed growth was replicated by replica
plating on MacConkey agar under different beta-lactam selective pressures: i) without selective
pressure for the initial inoculum control; ii) supplemented with Cefoxitin (32 pg/ml; Sigma);
i11) Cefepime (16 pg/ml, Sigma); iv) Imipenem (4 pg/ml; Sigma); and v) without antimicrobials
for the final inoculum control. A total of 289 colonies were isolated, predominantly in the
mangrove environment, in water samples P2 and P3. It was also possible to isolate colonies
resistant to all antibiotics used in all samples (water, soil, and sewage) and from all sampling
points, except for P1, which did not show colonies resistant to imipenem. The data generated
from this study can contribute to a better understanding the spread of antimicrobial resistance
to beta-lactams in a mangrove environment under strong human pressure and, in the future,
help preserve this ecosystem in urban areas.

Key words: Antimicrobial, Anthropic Pressure, Coast Environment, Jequid River
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RESUMO PARA LEIGOS

Superbactérias podem habitar ndo s6 nosso corpo, mas também ecossistemas proximos a nés?!

Ao observarmos um rio que atravessa dreas urbanas, Supomos que suas dguas

estejam sujas, certo? Mas o quanto essa sujeira pode resultar em problemas em nossa saide e
no meio ambiente?

Superbactérias sao bactérias mais fortes que os remédios que tomamos para tird-las do
nosso corpo! E quando isso acontece, dizemos que elas apresentam resisténcia!

Essas superbactérias podem morar no nosso intestino, enquanto nos deixam doentes! E
elas sdo liberadas muitas vezes, quando vamos ao banheiro. A partir desse conhecimento,
podemos dizer que o esgoto também pode ser a casa dessas superbactérias, certo!?

Infelizmente, € comum vermos esgotos a céu aberto, sendo despejados no meio
ambiente, como em rios e praias. Areas de manguezais nio ficam de fora dessa! O que se torna
um problema ainda mais sério quando esses manguezais estao localizados préximos a centros
urbanos. Isso € ruim ndo apenas pela perda da qualidade da 4gua de rios e mangues, mas
também pelo risco a satide de moradores que vivem proximos a essas regides. A pesquisa entao,
teve como objetivo identificar bactérias resistentes nas dguas, e entender como essa resisténcia
se espalha pelo ambiente de manguezal urbano.

Para que pudéssemos observar a presenca destas bactérias, foram pegas amostras de
dgua de um rio que corta um ambiente de manguezal urbano. No laboratdrio essas amostras
passaram por um filtro e foram colocadas em meios de cultura, que sdo como alimentos para
estas bactérias! Depois, foram testadas se estas bactérias conseguiriam crescer nestes meios de
cultura contendo agora medicamentos que sdo usados normalmente em hospitais para cuidar
dos doentes. Lembra da resisténcia? Entdo, queremos entender se essa estd acontecendo ou
ndo. Foram encontradas em altas quantidades as bactérias que vém das fezes (podendo ser
principalmente humana). Infelizmente, a resisténcia que estdvamos procurando apareceu! A
dgua do mangue, o solo e o proprio esgoto das casas, apresentavam as superbactérias.

O estudo pode auxiliar a entender como a resisténcia estd se fazendo presentes em
ambiente de manguezal urbano, pois queremos ajudar na seguranga das comunidades
ribeirinhas ao entorno do mangue, e ser inspiracdo para futuros projetos que também querem

ajudar na preservacdo de manguezais.
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. Introducdo

1.1 O ecossistema de manguezal

O manguezal é um ecossistema costeiro presente em regides tropicais e subtropicais,
as quais apresentam elevadas temperaturas médias anuais. No Brasil, esse ecossistema
ocorre em cerca de 1 milhdo de hectares, revestindo 30% da costa brasileira (ICMBio,
2018). A floresta associada a este ecossistema se localiza na transi¢cdo do ambiente terrestre
para o marinho, em regides estuarinas, as quais hd o desague de rio no mar, caracterizando
as dguas presentes no mangue, como salobras (Santos et al., 2012).

Este bioma costeiro apresenta caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas bem
demarcadas. Um exemplo disso € o solo do mangue, que é diretamente influenciado pela
salinidade presente em dguas marinhas, o que o caracteriza como holomérfico. A
composi¢do deste solo se dd pela associacdo de sedimentos de origem marinha e fluvial,
munidos de matéria orginica, e ocorrem nas areas costeiras de topografia plana, sendo
constantemente influenciados pelas marés (Schaeffer-Novelli et al., 2015). A interagdo de
dguas fluviomarinhas gera o acimulo de detritos organicos de diferentes procedéncias
nesse solo, principalmente em condi¢des de baixa de marés, agregando na riqueza de
matéria organica no ambiente de manguezal. Em razio do aporte de salinidade oriundo das
dguas marinhas, a significativa concentragdo salina caracteriza as 4dguas presentes no
mangue, como salobras (Embrapa, 2021).

As variacdes de marés possuem também uma importante influéncia na dindmica das
distribuicdes de vegetacdo ao longo do ecossistema. A salinidade das dguas marinhas
ocasiona o aumento da concentragdo salina do solo. Este fato ocorre, pois, pelas oscilagdes
de inundagdes, de acordo com a distancia do canal d'dgua, juntamente com a diferenca de
umidade, que varia também em razdo do afastamento da regido alagada. (Santos, 2005).
Em consequéncia desses fatores, o manguezal é dividido em diferentes feicdes, as quais
sdo denominadas: i. fei¢do lavado; ii. bosque de mangue e, iii. apicum, representados na
Figura 1.

A fei¢cdo lavada € a que possui maior interagdo com inundacdes, possuindo solo
lamoso ou areno-lamoso, sendo este desprovido de cobertura vegetal. Em contrapartida, a
feicao de bosque de mangue possui uma ampla e diversa cobertura vegetal vascularizada.

A fei¢do apicum € considerada a mais interna do manguezal, sendo diretamente atingida



pelas dguas salobras que compdem o canal de mangue. Uma peculiaridade desta fei¢ao é
sua capacidade de propiciar a colonizacdo da flora do bosque de mangue, em razdo de
caracteristicas fisico-quimicas que se acometem em razao do acimulo de matéria organica,

juntamente com as variagdes de marés (Schaeffer-Novelli et al. 2015).

Foigda bosque de mangue

Feigdo apicum

.':.,.//4.\ )

Figura 1 - Esquema representativo das principais feicdes do manguezal. Em ordem ascendente
(da regido alagada para a regido seca) tém-se: feicdo lavado; feicao bosque de mangue; feicao

apicum. Fonte: Acervo pessoal.

1.2 A flora do manguezal

Apesar da presenca de nutrientes oriundos de material organico acumulado no solo,
o manguezal é um ecossistema com caracteristicas que tornam dificil o desenvolvimento
da vegetacdo presente nesse ecossistema. Este fato se da pela pobreza de oxigénio e alta
salinidade nas 4guas que interagem com as raizes que necessitam da presenca de oxigénio
para arealizagdo das trocas gasosas e seu desenvolvimento (Schaeffer-Novelli et al., 2004 ).

A floresta de mangue € caracterizada pela presenca de drvores que apresentam
padrdes fisioldgicos para sobreviverem em ambientes salinos, inundados e com baixo teor
de oxigénio. As espécies de mangue mais comuns no Brasil sio o mangue vermelho
(Rhizophora mangle), o mangue branco (Laguncularia racemosa) € o mangue preto
(Avicennia schaueriana) e estdo representadas na Figura 2. Mais perto da dgua e de solos

menos compactos, tem-se a ocorréncia do mangue-vermelho. Na regido que € inundada por



curtos periodos, apenas nas altas marés, observa-se a predominincia do mangue-branco.
Mais perto da dgua e de solos menos compactos, tem-se a ocorréncia do mangue-vermelho.
Adentrando o ambiente de manguezal, encontra-se 0 mangue-preto, por¢do a qual se
encontra mais distante do canal do mangue, sofrendo menos influéncia nos periodos de
inundacdo (ICMBio, 2018).

O mangue vermelho é uma espécie caracteristica dos manguezais, com raizes
escoras em forma de grandes arcos que saem do caule sustentando a planta no substrato
lodoso, e promovendo trocas gasosas com a atmosfera. Além disso, as suas folhas possuem
propagulos que se movem de acordo com o regime das marés e que podem tanto manter-
se flutuando até o momento que se fixa ao solo, ou podem germinar ainda quando estdo
vinculadas a planta mae, o que facilita a reprodugdo por viviparidade, caracteristica da

espécie (ICMBio, 2018).

Figura 2- Caracteristicas observadas nos diferentes tipos de mangue: a) mangue vermelho
(Rhizophora mangle); b) mangue branco (Laguncularia racemosa); c) mangue preto (Avicennia

schaueriana). Fonte: Acervo pessoal.

O mangue branco (Laguncularia racemosa) € uma espécie da familia Combretaceae.
Sua reproducdo € por sementes e os propagulos presentes na espécie se fixam ao solo,
induzindo a germinacdo de novas arvores. Essa espécie se encontra principalmente nas

dreas um pouco mais afastadas, em sucessao ao mangue vermelho, para receber uma menor



influéncia da oscilagdo das marés, isto €, precisam de um periodo sem inundacgdo, para
garantir o processo de enraizamento no substrato. As folhas do mangue branco sdo
arredondadas, e seu sistema radicular possui pneumatéforos menores e que podem ser
bifurcados ou trifurcados (Schaeffer-Novelli et al., 1990).

Conhecido como mangue seriba ou mangue preto, Avicennia schaueriana é uma
espécie arbdrea constituinte do mangue, que possui caracteristicas particulares em seu
desenvolvimento, como caule de cor castanho-claro, escamas abaixo das folhas com
coloracdo esbranquigada e sistema radicular composto por inimeros pneumatéforos. Suas
raizes horizontais ficam proximas a superficie do solo, enquanto as raizes axiais possuem
ramificacdes expostas ao ar e eretas ao redor do tronco. Para o seu melhor desenvolvimento,
necessita de dreas que sofrem menos com inundagdes periddicas, ou seja, sao

predominantes em zonas afastadas da influéncia das marés (Fernandes, 2003).

1.3 A fauna do manguezal

A vida no ambiente de mangue ndo se limita apenas a sua floresta, mas também a
diversidade de classes animais que estdo presentes nesse ecossistema. As espécies que
apresentam quaisquer ciclos de vida no ambiente de mangue possuem adaptagdes as
condi¢des adversas desse ambiente. Entre os animais associados ao manguezal, pode-se
citar os crusticeos decdpodes, como camardes e caranguejos, moluscos bivalves e
gastropodes, diversas espécies de peixes, além de uma variedade de organismos
planctonicos. Também se tem a presenca de mamiferos aquéticos, como peixe-boi e
dugongos que podem compor esse ecossistema, assim como animais terrestres e semi-
terrestres, como jacarés, cobras e iguanas (Souza, 2018).

Entre os animais que habitam o manguezal, destacam-se os caranguejos. Esses
possuem uma vasta diversidade de espécies, sendo uma importante referéncia de fauna nos
solos lodosos. Esses animais realizam um importante trabalho de movimentacao constante
do sedimento do manguezal, construindo galerias e levando para a superficie parte dos
sedimentos ricos em nutrientes que serdo transportados pelas dguas do estudrio proximo a
alta de maré. Uma grande diversidade de peixes adentra os manguezais também na maré
alta, muitas vezes dependendo das fontes alimentares do manguezal, pelo menos na fase
juvenil. J4 nos troncos submersos, animais filtradores como ostras se alimentam de
particulas suspensas na dgua, enquanto os moluscos se alimentam durante a maré alta. As

aves comedoras de peixes e de invertebrados marinhos nidificam nas drvores do manguezal



e se alimentam especialmente na maré baixa, quando os fundos lodosos se encontram nao

inundados e estdo acessiveis para a predacdo (Souza et al., 2018).

1.4 Microbiota do manguezal

O manguezal possui caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas bem particulares.
Consequentemente todos os organismos que contidos nesse ecossistema sdo diretamente
influenciados por propriedades como salinidade, pH e nutrientes disponiveis, e baixa tensao
de oxigénio em seus sedimentos (Liang et al., 2023). Sob a ética da microbiologia, esta
influéncia se d4, primeiramente, na modulacido das diferentes comunidades microbianas
que se desenvolvem no ambiente, como no tipo de metabolismo e nas diferentes funcdes
destes microrganismos no ecossistema, que desempenham atividades importantes para a
ecologia e equilibrio desse ambiente. Ademais, os variados gradientes de concentragdao
salina ao decorrer do mangue influenciam também na distribuicao de diferentes géneros e
espécies (Abdu et al., 2017). Dentre os microrganismos que compdem o manguezal, hd um
destaque para os principais filos do dominio Bacteria, como Proteobacterias,
Actinobacterias, Bacteroidetes, Firmicutes e Cyanobacterias. J4 dentro do dominio
Eukarya, os fungos ganham destaque também nesse ambiente (Borrego et al., 2023).

Existe uma relagcdo entre os microrganismos e as plantas no ambiente de manguezal,
e essa interacao possui um importante papel na manutencdo do ecossistema. Essa simbiose
entre 0s organismos ocorre por meio de exsudatos secretados pelas plantas, também por
metabolitos secundérios secretados pelos microrganismos. Bem como a interagc@o entre os
compostos origindrios das plantas e dos microrganismos. Alguns dos principais filos
bacterianos possuem participacdo em importantes etapas nas ciclagens biogeoquimicas,
como nos ciclos de carbono, nitrogénio e fésforo (Liang et al., 2023), como demonstrado
na Figura 3.

Os fungos sdo geralmente seres heterotroficos, os quais desenvolvem-se
majestosamente em ambientes ricos em matéria organica, que € o caso de biomas costeiros,
como o manguezal. Por possuirem uma vasta gama de enzimas, sdo capazes de degradar
compostos organicos considerados complexos. Os fungos possuem suma importancia
como decompositores no ambiente que se inserem, sendo responsaveis pelo consumo da
matéria organica disponivel, a utilizando como fonte de obtencdo de energia e,
consequentemente, contribuindo na ciclagem biogeoquimica, juntamente com as bactérias

e plantas. Com isto, fungos também atuam em contaminantes ambientais, que carreiam



consigo componentes toxicos ao ecossistema, pelo indevido despejo no mar. Sendo esses
capazes de hidrolisar compostos nocivos ao ambiente, como xenobiontes e metais pesados
(Jia et al., 2020).

Os microrganismos ndo apenas possuem fungdes dentro da ecologia do manguezal,
mas também em sua preservagdao. Por exemplo, um importante contaminante no canal
d'dgua e dos solos de manguezal, é o petrdleo, e a presenca deste 6leo acarreta perdas de
integridade fisico-quimica do ambiente, além de prejudicar a biodiversidade que o compde.
Entretanto, diferentes filos bacterianos possuem capacidade de degradar compostos
organicos toxicos ao ambiente. Enfoque no género Pseudomonas, este possui espécies com
capacidades degradadoras de compostos organicos alcanos que degradam hidrocarbonetos,
se mostrando uma interessante via para a remediacdo destas contaminacdes (Palleroni,

Pieper & Moore, 2010;Chadhain et al., 2018).

Desnutnficucdo
Fixagdo de nitrogéan

7, N
y !A(// R\ RN

B Exsudatos das raizes.
SICe ge marenu 2 ;

frganica

o Absorcio de nutrientes

DR
N
Beducdo de sufan ¢

oxidacio de fetro Solubilizacao de fosfato

Absor¢ao de meral

i .
Sodnnentes doe maneuesa

Figura 3 — Representacdo esquematica da interacdo microrganismo-planta em ambiente de

manguezal exemplificando suas diversas fun¢des na ciclagem biogeoquimica de elementos



essenciais, degradacdo de matéria organica e produtos gerados a partir de atividades
antropicas (ex. PAH, Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos). Fonte: Adaptado de Palit

etal.,2022.

1.5 Importancia ecolégica

O manguezal possui diversas caracteristicas importantes para a ecologia, assim
como para o setor econdmico (Schaeffer-Novelli et al., 2015). Do ponto de vista ecoldgico,
0s manguezais sao ecossistemas que apresentam diversas particularidades que contribuem
positivamente para o meio ambiente, por comegar em sua capacidade de sequestro de
carbono, que é comparavel a de outras florestas tropicais imidas. Ademais, desempenham
um papel de barreiras fisicas nas Zonas Costeiras, evitando que a drea sofra com a agdo de
mudancas climéticas, como tempestades e/ou quaisquer eventos extremos que gere uma
situacdo de vulnerabilidade a costa. A citada protecao fisica das Costas ocorre em razdo do
acumulo de sedimentos ao percorrer do bosque de mangue, que ocasiona um nivelamento
de seu solo de acordo com as altas de marés, compensando parcialmente o aumento do
nivel do mar, evitando inundacdes. Este ecossistema é considerado também um filtro
natural para rejeitos grosseiros que teriam como destino o desdgue no mar (ICMBio, 2018).

O manguezal € também utilizado como ber¢ério para diferentes classes e espécies
de animais, este fato se da pela abundancia de nutrientes presentes em suas raizes, junto a
variacdes de marés, que torna o ambiente favordvel para a reproducao e desenvolvimento
dos animais. Ademais, algumas espécies de animais que possuem sua reproducdo em
ambientes marinhos, migram para o mangue a fim de se alimentarem e se desenvolverem,
antes de retornar ao mar (Rebob, 2022).

Do ponto de vista econdmico, um setor beneficiado € o da pesca, uma vez que os
manguezais servem como berc¢drios naturais para diferentes espécies de peixes, crustaceos
e moluscos. Alguns dos animais pescados no mangue possuem um alto interesse comercial,
apreciados como iguaria. Por exemplo, o caranguejo uc¢d, que possui comunidades
pesqueiras apenas desta espécie, em razao da grande busca comercial (Alves e Nishida,
2002). Visto que a atividade pesqueira possui uma grande demanda de vendas, esta € uma
importante fonte de sustento das comunidades ribeirinhas, que possuem como seu sustento
direto, a venda dos pescados. O ecoturismo também € uma fonte econdmica relacionada
aos manguezais, como passeios de canoa pelos corregos dos rios e trilhas no entorno da

floresta de mangue sdo atividades que atraem turistas para a regido (Souza et al., 2018).



1.6 Manguezais do Rio de Janeiro

Apesar das perdas desse ecossistema que ocorrem no territério nacional, o Estado
do Rio de Janeiro completou uma década sem perdas da vegetacdo de mangue (SOS Mata
Atlantica, 2021). O Rio de Janeiro é o estado da regido sudeste de maior extensdo de
mangue. Dos manguezais presentes no estado, o da Bafa de Guanabara é o maior em
extensao. Este é localizado na cidade do Rio de Janeiro, tendo sua extensao compreendendo
mais da metade do total de quilometragem dos manguezais fluminenses, com um total de
74 quilometros quadrados (ICMBio, 2018). A Figura 4 mostra a ocorréncia de manguezal

pelo territério do Estado do Rio de Janeiro.
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Figura 4- Mapeamento da distribuicdo de manguezais no Estado do Rio de Janeiro. Fonte:

Adaptado de Embrapa, 2013.

Mesmo possuindo uma extensa area de vegetacdo, ha a necessidade de um maior
mapeamento da incidéncia de manguezais no estado do Rio de Janeiro, bem como as
descricdes detalhadas sobre dimensao, localizagdes, condi¢des fisicas destes ecossistemas,
e suas pressoes antropicas (Embrapa, 2013). Porém, na cidade do Rio de Janeiro, se tem a

incidéncia de florestas de mangue em grande parte das regides, como na Norte, com a Baia



de Guanabara, na Oeste, nas regides de Guaratiba/Sepetiba e na chamada Baixada
Fluminense, como a cidade de Duque de Caxias, que possui florestas de mangue com
desigue na baia de guanabara (ICMBio, 2018).

A regido central da cidade do Rio de Janeiro possuia mangue em sua geografia
original, porém, na época do reinado de Dom Jodo VI, houve o aterramento do manguezal,
e atualmente € uma regido totalmente urbanizada, e o cérrego associado ao manguezal
original atravessa a cidade como um canal de efluente (Fajardo, 2016). Mesmo que muitos
manguezais mais proéximos a cidade, ou até mesmo inseridos dentro do espaco urbano,
continuem com suas dimensdes geograficas intactas, estes possuem uma vulnerabilidade

maior quanto a acdes antrépicas em seu bioma.

1.7 Impactos de efluentes em mangues urbanos

Com o crescimento urbano desordenado e com a expansao territorial constante e sem
o devido planejamento sanitério, as dreas de manguezais situadas na cidade sofreram sérias
consequéncias pela acdo antrépica (Varela, 2020). Sobretudo, prejuizos com o equilibrio
da sua integridade original, incluindo a perda de habitat, a alteragdo da qualidade da agua,
a degradacdo do solo e contaminag¢do por dejetos humanos (ICMBi0,2018).

Com enfoque no aporte de poluentes que se integram nas dguas do mangue, todo o
residuo da cidade, que ndo € coletado e tratado, tem como destino os rios e mares, sendo
que parte disso se deposita nos manguezais. Estes contaminantes possuem diferentes
origens, como efluentes industriais, hospitalares e, até mesmo, de origem doméstica
(Soffiati, 2006). Apesar de haver leis de prote¢do aos manguezais inseridos nas cidades, ha
a continua contaminagdo deste ecossistema (PNSB, 2018). Fatalmente, o descuido com o
ecossistema em drea urbana afeta diretamente a comunidade que vive ao redor dele, e, com
uma andlise mais minuciosa, os impactos antropicos no ambiente de mangue também
podem influenciar nas regides mais afastadas do bioma costeiro.

O manguezal ja foi associado a insalubridade e pobreza, devido ao seu caracteristico
forte odor, dificuldades de acesso e transito, e por ser moradia de pessoas menos
favorecidas. Esses fatores resultaram na negligéncia desse ecossistema pela comunidade
cientifica e poder publico no século XX, os quais julgavam florestas como a Amazodnica e
a Atlantica como superiores em relacao a florestas de menor porte, como o mangue, por
exemplo (Soffiati, 2006). Em razdo da auséncia de infraestrutura e assisténcia adequada

para a comunidade residente do mangue, a falta de servigos basicos, como abastecimento



de dgua, saneamento bdsico e energia elétrica, impde uma série de desafios e limitacdo a
qualidade de vida dos moradores. Um importante fator prejudicial para os ribeirinhos
também € o fato que seus esgotos domésticos sao desprezados no solo e 4gua do mangue
(Moura, 2018). A presenca de efluentes expde a comunidade a uma gama de
microrganismos que possuem ampla importancia clinica, como por exemplo, o grupo dos

coliformes.

1.8 Enterobactérias

Pertencentes a familia Enterobacteriaceae, as enterobactérias sdo um amplo grupo
que possui mais de 40 géneros documentados (acesso ao LPSN [List of Prokariots] em
novembro de 2023). Sdo bacilos Gram-negativos anaerdbios facultativos, ndo esporulados,
que em sua maioria possuem estruturas associadas a motilidade, sdo fermentadoras de

glicose e oxidase negativas (Brenner, 2015).

O sequenciamento do gene que codifica o RNAr 16S para andlise a nivel
taxonOmico, associada a hibridizacdo DNA-DNA viabiliza o reconhecimento de novas
espécies da familia. Um marcador fortemente associado a Enterobacteriaceae € uma fracao
de carboidrato de funcionalidade associado a barreira de permeabilidade de membrana,
chamado Antigeno Enterobacteriano Comum (ECA). A presenca deste € quase exclusiva
do grupo, sendo um critério para associar uma bactéria como pertencente a familia (Holst,

2007).

Em termos de identificacdo um grande avango para rdpida e eficiente deteccdo de
patégenos presentes em uma determinada amostra pode ser o uso de técnicas protedmicas,
aplicando-se a espectrometria de massa, para identificacdo de microrganismos. Esta técnica
de espectrometria de massa com fonte de ionizacdo e dessorcao a laser assistida por matriz
- MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) e analisador de massas do tipo
tempo-de-voo - TOF (Time-of-Flight), torna possivel a comparagdo do espectro de massas
de um microrganismo isolado com os espectros de referéncia de estirpes conhecidas,

possibilitando a classificagdo e identificacdo dos patdgenos (Angeletti 2015).

As enterobactérias estdo amplamente distribuidas pelo mundo todo, podendo ser
encontradas no meio ambiente, envolvidas em funcdes no ambiente que se inserem, como

em solos e plantas. Essas também podem ser encontradas associadas a plantas como
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fitopatégeno, ou em matrizes alimentares, como contaminantes de origem fecal-oral (Janda
e Abbott, 2021). Apesar de fazer parte da microbiota intestinal de seres humanos, esta
familia € considerada o grupo de bactérias mais associado a hospitalizacio de humanos
(Brenner, 2015; Donaldson et al., 2016). Essas bactérias sao responsaveis por diversos tipos
de infec¢des, variando desde garganta, bexiga, até vias sanguineas e sistema nervoso
central, como € o caso da meningite. Estd presente também em infec¢des nosocomiais,
zoonoses, surtos esporadicos e num contexto histérico, até pandemias (Janda e Abbott,
2021). Ademais, essa familia € responsdvel por uma das maiores mortalidades a nivel
mundial, que € a diarreia infecciosa (Chlebicz e Slizewska, 2018).

Uma importante classificacio de enterobactérias associadas a contaminacdes
referentes a efluentes, é o grupo dos coliformes. Por defini¢do, sdo um grupo de bactérias
composto pelos géneros bacterianos Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella e Escherichia.
Sdo bacilos anaerdbios facultativos, Gram-negativos, nao esporulados e fermentadores de
lactose. Existe uma separagdo entre coliformes totais e termotolerantes, e a diferenca estd
na capacidade de fermentacdo de lactose em um amplo espectro de temperatura (44,5 +
0,2°C) (Food Safety Brazil, 2018)

E. coli é um patdgeno associado a doencas alimentares, uma vez que € produtora de
enterotoxinas. No ambiente aquético, a presenca de E. coli € indicador de contaminagdo de
efluentes. Enfatizando a ligacdo entre a presen¢a no intestino humano e em aguas de
rios/mares, que provém de esgoto de origem doméstica e/ou hospitalar naquele ambiente
(U.S Food and Drug Administration, 2020).

A pesquisa de coliformes termotolerantes € de suma importancia para entender além
da presenca de E. coli no ambiente, pois junto com esse dado, se pressupde que existam
outros géneros bacterianos patogénicos, também pertencentes a familia Enterobacteriaceae
no mesmo ambiente de amostragem (Bitton, 2005). Dado ao conhecimento dos variados
casos clinicos associados a enterobactérias, a necessidade de tratamento para as patologias
impulsionou a pesquisa por drogas contra essas bactérias.

estirpes

1.9. Resisténcia a classe dos beta-lactimicos

A resisténcia a classe de antibidticos beta-lactaimicos possui origem natural, oriunda
de uma possivel autopreservacdo de bactérias frente a interacdo com compostos munidos

de anel lactaimico. Uma evidéncia desse mecanismo ser desenvolvido por questdes de
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sobrevivéncia, se demonstra pela homologia das betalactamases com Proteinas de Ligacao
a Penicilina (PBPs), sendo estas, suas possiveis ancestrais (Bush, 2018).

Entretanto, atualmente, a emergéncia de genes de resisténcia a diferentes grupos de
beta-lactdmicos, incluindo os quimioterdpicos de geracdes mais recentes, apresentam um
risco para a saide global, pois infec¢des bacterianas sdo a principal causa de internagdes
clinicas. Além dos impactos na satide, o setor econdmico também se mostra vulnerdvel a
questdo da resisténcia devido a incessante demanda por novos farmacos, que se provém
eficientes frente as bactérias resistentes.

H4 uma discussdo sobre os prejuizos financeiros que se agravaram em razdo da
crescente disseminacdo desses genes em diferentes instdncias, como em ambientes

hospitalares, na sociedade, e at€é mesmo nos ambientes naturais, como ecossistemas

(Zhuang et al., 2021).

Antimicrobianos Cefiriaxona Cefoxitina Cefepime Imipenem
Classificacao Cefalosporina Cefalosporina Carbapenemico Carbapenemico
Geracao 3° geragdo 2° geragdo 4° geragdo 1° geragao
Betalactamase ESBL e AmpC ESBL e AmpC ESBL e AmpC Carbapenemase e ESBL
; e A v y L | i /g_r\ o
Estrutura quimica N L oLl ~ Yl L W
= }_

Tabela 1: Esquema de classificacdo dos antimicrobianos escolhidos para o trabalho
(Ceftiaxona — CRO, Cefoxitina -FOX, Cefepime - CPM e Imipenem - IMP). Os

classificando quanto as suas estruturas, classe, classificacdo e geracdo. Fonte: Autor.

Os antimicrobianos beta-lactamicos sdo divididos em diferentes geracdes de acordo
com essas mudangas de estrutura, a fim de obter uma cobertura de efeito antimicrobiano
mais amplo. A modificacdo nas cadeias laterais do anel lactimico € uma estratégia para
aumentar nao s6 a cobertura em uma maior variedade de bactérias, mas também evadir

sistemas de competicdo com betalactamases (Tooke et al, 2019).

A respeito das resisténcias descritas, a disseminagao desses genes ocorre por duas

diferentes vias: por via de clones emergentes bacterianos, ou pela transferéncia horizontal
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desses genes (THG). Em relacdo a THG, os genes de resisténcia estdo inseridos em
plasmideos, que sdo disseminados entre uma mesma espécie bacteriana, ou para diferentes
géneros bacterianos. Sabe-se que o intestino humano é composto por uma microbiota
variada, a qual tem a interagc@o constante de diferentes géneros/espécies de bactérias. Este
fato elucida que se trata de um importante reservatdrio para genes de resisténcia, pois o
contato entre diferentes microrganismos, associado a atividades imunoldgicas que, quando
se tem o uso de antimicrobianos, pode se acometer das estirpes que apresentam resisténcia,
se imporem frente aos outros organismos presentes que ndo possuem tal mecanismo.
Presume-se que estes genes se sobressaem e se disseminem no trato gastrointestinal
(Brolund, 2014). O intestino estd diretamente ligado a excrecdo de fezes que irdo carregar
estes genes de resisténcia. Com esse fato, pode-se inferir que a questdo do saneamento
basico ¢ uma importante forma de entender a disseminacdo de resisténcia no meio
ambiente. A presenca de coliformes portadores de enzimas que codificam para
betalactamases, nos efluentes despejados em rios e mares, podem contaminar ecossistemas
presentes em drea urbana e que, consequentemente, retornam para a sociedade,
representando um ciclo perigoso que fortifica indiretamente a resisténcia a beta-lactamicos

(Baqueiro et al., 2019).

1.10 Conceito de Satde Unica (One Health)

A interacdo do homem com o meio ambiente € com os demais organismos vivos
€ descrita no conceito de One Health, que traz consigo a ideia de uma saude unificada e
codependente a nivel mundial. Desta forma, quando ha um fator problematico em uma das
partes, os outros membros consequentemente também serdo afetados e irdo interagir com
a mazela, se tornando um ciclo nocivo, como por exemplo, a disseminag¢do de resisténcia a
antimicrobianos (Baqueiro et al., 2019).

No contexto da propagacdo de bactérias resistentes, alguns fatores negligentes
de saude publica estdo intrinsecamente relacionados com o aumento e disseminacdo da
resisténcia a antimicrobianos (ATM) (McEwen e Colignon, 2018). O uso inadequado de
antimicrobianos (ATM), por parte de prescri¢des médicas equivocadas, automedicacdo e
administracdo em animais, € de fato um fator que contribui com o aumento da resisténcia

(Deekshit e& Srikumar, 2022).

Essa propagacdo de bactérias resistentes ndo se limita unicamente a ambientes
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clinicos ou hospitalares, mas também € descrita na literatura em microbiotas diversas, como
em outros animais, alimentos, esgotos, solos e ambientes aquéticos. Diversos sdo os fatores
que acometem a dissemina¢do nessas variadas esferas (Baqueiro et al., 2019). Porém, a
notavel presenca de enterobactérias resistentes em variados ecossistemas aquaticos se d4,
principalmente, em razdo de pressdes antrOpicas, como despejo indevido de esgoto, em
regides estuarinas proximas a costa, € em seus respectivos solos. Sendo estes ambientes

selvagens, importantes reservatorios de resisténcia a antimicrobianos (Lew et al., 2023)
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II.  Justificativa e contextualizacao

Face ao exposto, é visto que o Manguezal é um ecossistema de transicao entre o
ambiente terrestre e marinho, que possui variadas fun¢des as quais confere importancia
ecoldgica, e até mesmo econdmica a esse ambiente. Porém, a proximidade de alguns desses
biomas com ambientes urbanizados acarretam riscos quanto a integridade e salubridade do
mangue. O aporte de efluentes advindos de canais de esgoto de diferentes origens, como
domésticas, industriais e hospitalares, podem carrear enterobactérias de importancia clinica
para humanos e, podem chegar ao mangue quando despejados nas dguas de rios que cortam
manguezais urbanos. Além disso, como agravante a este fato, o uso indiscriminado de
antimicrobianos € uma crescente problemadtica quanto a mutacdes e aquisicoes de genes
resisténcia por parte de bactérias patogénicas. Essa pressao seletiva estd contribuindo para
a ineficiéncia de importantes classes de antimicrobianos que sdo amplamente utilizados
para o tratamento das infeccdes ocasionadas por elas. A presenca de enterobactérias
resistentes no ambiente de Manguezal, por exemplo, pde em risco a saide das comunidades
ribeirinhas que possuem o mangue como fonte de sustento direto, pela pesca para consumo
préprio e comercializacio de seus pescados. A falta de conhecimento ao lidar com ambiente
contaminado vulnerabiliza ainda mais essa populag¢do que, em sua maioria, se encontra em
estado de marginalizag@o social, o que os distancia inclusive de acesso a atendimentos de

saude de qualidade, e a terapias medicamentosas.

Ademais, vale ressaltar que o desdgue dos rios com aporte de efluentes no mar ja
propicia o contato de moradores de dareas urbanas com esses patdégenos, como a
comercializa¢io dos frutos do mar pescados em regido de mangue contaminado, o que se
presume que estes podem carrear enterobactérias resistentes. Este fato auxilia no ciclo de
disseminacdo de genes de resisténcia no ambiente, que € um agravante em infortuna
constante. Desse modo, ndo apenas aqueles que residem perto de manguezais
contaminados estdo suscetiveis a infecgdes resultantes dessas superbactérias. Outro
importante ponto € a escassez de estudos da presenca de enterobactérias resistentes em
ambiente de manguezais urbanos, pois dada a grandiosidade dessa problemética, ndo ha
informagdes suficientes sobre. Assim, a abrangéncia de estudos nessa temdtica pode
ampliar o entendimento do comportamento desses agentes patogé€nicos em ambientes
aquéticos inseridos no espaco urbano, bem como seus impactos ambientais e clinicos da

disseminagdo constante dos genes de resisténcia a antimicrobianos na sociedade.
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O manguezal do Rio Jequid, drea de estudo da presente proposta, possui uma
comunidade ribeirinha que vive as margens do ambiente de floresta de mangue. Além da
comercializacdo dos pescados, que é o sustento de muitos ribeirinhos da regido, a
comunidade também possui atividades independentes de preservacdo da floresta de
mangue. Por exemplo, os pescadores realizaram um sistema de viveiro de plantas, na
esperanca de recuperar uma terra que, potencialmente em razdo do aporte de poluicdo, se

tornou infértil. Demonstrando um interesse da comunidade na preservacdo de seu ambiente.
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I1I.

Objetivos

1.1 Objetivo geral

Realizar um estudo de bioprospec¢do de enterobactérias resistentes a beta-

lactamicos em ambiente de manguezal urbano.

1.2 Objetivos especificos

Determinar a presenga de coliformes totais e termotolerantes nas amostras de dgua
do ambiente de manguezal urbano;

Realizar o isolamento e contagem das estirpes bacterianas presentes nas amostras
de 4gua, esgoto e solo do ambiente de manguezal urbano;

Realizar a triagem inicial de enterobactérias resistentes a beta-lactaimicos presentes
nas amostras de dgua, esgoto e solo utilizando meio especifico suplementado com
ceftriaxona;

Avaliar os padrdes e possiveis mecanismos de resisténcia das estirpes bacterianas
isoladas frente aos diferentes grupos de beta-lactamicos (cefalosporina e

carbapenémicos).
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IV.  Material e métodos

4.1 Area de estudo e amostragem
O presente estudo teve como drea experimental o Rio Jequid, localizado na regido da
Ilha do Governador, no Estado do Rio de Janeiro. Os pontos selecionados para coleta de

dgua do Rio Jequia foram divididos no decorrer do curso do rio cujas coordenadas sdo: A

jusante do ambiente de mangue (22°48°43”’ SE), Ponto 1 (P1); dentro do ambiente de
Mangue (22°49°18”’S e 22°49°21°° SE), Ponto 2 (P2) e Ponto 3 (P3), respectivamente; ¢ a
montante do ambiente de mangue (22°49°31°* O), Ponto 4 (P4) (Figuras 5 ¢ 6).

24°00,000"

9°0'0,000"

14°0°0,000" 19°0°0,000"
Legenda Ponks da coletass Sistema de Coordenadas Geograficas
B América do Sul BB Rio de Janeiro @ Ponto_1 @ Ponto_3 P g Slmf;ﬁ:G??z"m)
B Brasil [ 1lha do Governador @ Ponto_2 @ Ponto_4 !

Layout: SOUSA, S.M.N.

Figura 5- Area de estudo e demarcacio dos pontos de coleta ao longo do Rio Jequid, identificados no
mapa através de marcagao circular em cores correspondendo as coordenadas geograficas: Ponto 1 (P1 -
roxo 22°48°43”” SE); Ponto 2 (P2 - amarelo 22°49°18°’S); Ponto 3 (P3 - cinza 22°49°21” SE) e; Ponto
4 (P4 — vermelho 22°49°31°* O). Fonte: O autor.
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Figura 6- Pontos de coleta em representagdo fotografica do curso do Rio Jequid desde sua primeira
aparicdo (rio canalizado, P1 — A), ao longo do ecossistema de manguezal (P2 e P3, em B e C,

respectivamente) e em sua foz na Bafa de Guanabara (P4 — D). Fonte: O autor.

A 4gua correspondente a P1 foi coletada com o auxilio de um balde associado a uma
corda e transferida para frascos de polietileno graduado de boca estreita (Nalgon®) com
capacidade para 1000 ml, em triplicata bioldgica, totalizando 3000 ml de amostra. Para a
amostragem dos pontos P2, P3 e P4, frascos de polietileno (Nalgon®) foram mergulhados a
aproximadamente 10 centimetros em relagdo ao nivel do Rio Jequid, sendo todas as amostras
de dgua coletadas em triplicata bioldgica. Foram coletadas também amostras de solo rizosférico
(SRP3) e esgoto doméstico (EP3) correspondente ao ponto P3, cujo ambiente também ¢é
desdgue de esgoto doméstico e tem impactado o desenvolvimento de plantios realizados nessa

area conforme relatado pela comunidade local. Para coleta de SRP3 foram selecionadas
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aleatoriamente trés réplicas de plantas de mangue vermelho (Rhizophora mangle), sendo cada
planta separada uma da outra por aproximadamente 2 m. Em média, 80 g de solo aderido as
raizes foram coletados em trés pontos no em torno de cada planta para formar uma Unica
amostra composta, a uma distancia de 5 cm do caule e nos primeiros 15 cm do horizonte do

solo (Figura 7)

Ponto 3

Rizosfera de Mangue vermelho (Rhizophora mangle)

. S W) = Ponto de coleta de rizosfera

Espatula metalica esténl .

Coletor universal,
S0mL

Solo1 Solo 2 Solo 3
Pool das amostras de

rizosfera

Figura 7- Esquema representativo da coleta de solo rizosférico das plantas de mangue vermelho

(Rhizophora mangle) correspondente ao ambiente de P3.

Para a amostragem de esgoto doméstico (EP3), foram selecionados trés canos de esgoto
com aproximadamente 2 m de distancia entre si também na area de P3. As amostras foram
entdo coletadas a partir do desdgue do esgoto em frasco de polietileno graduado de boca estreita
(Nalgon®) (1000 ml), conforme representado na Figura 8. Todo o material coletado foi
mantido sob refrigeracdo em caixa de material isotérmico e transportado para o Laboratorio de

Investigacdo em Microbiologia Médica (LIMM) para processamento e andlises posteriores.
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Figura 8- Esquema representativo dos canos de coleta de esgoto correspondente ao ambiente P3.

4.2 Numero mais provavel de coliformes

Para a detec¢do de coliformes totais e termotolerantes nas amostras de dgua coletadas
(P1, P2, P3 e P4), foi utilizado o kit comercial Colilert-18® de acordo com as instru¢des do
fabricante. Inicialmente foi preparada uma soluc@o mae das diferentes amostras adicionando 25
ml de dgua em 225ml de dgua peptonada estéril (diluicdo 1:1000). As solugdes foram entdo
homogeneizadas e mantidas em repouso para decantacdo do material solido. Apds este
procedimento, 100ml da amostra foram transferidos para frascos adicionados com o meio
desidratado Colilert-18® e homogeneizados manualmente até a completa dissolucdo. Em
seguida, a mistura amostra/reagente foi vertida em placa Tray com pogos multiplos (Quanti-
Tray® /2000, IDEXX, Maine, EUA). Apds a selagem a quente das placas em LS-3 Plus
(INDEXX), estas foram incubadas a 35° C durante 24 horas. Apds o periodo de incubagdo, o
nimero de pocos grandes e pequenos presumiveis positivos para coliformes foram contados e
o resultado foi calculado a partir da tabela do NMP (Nuimero Mais Provavel), a qual compde o
manual do Quanti-Tray/2000.

Os pogos presumiveis positivos para coliformes totais foram indicados pela mudanca de
coloragdo do crescimento para amarelo. J4 os pocos presumiveis para coliformes
termotolerantes, Escherichia coli, foram indicados pela mudanca de coloracdo amarela para
azul mediante exposi¢@o a luz UV (366 nm). Posteriormente, baseado na contagem do NMP

nos pocos presumiveis, foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey
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(p<0,05) a fim de verificar se houve diferenca estatisticamente significativa entre os dados

obtidos.

4.3 Contagem e triagem de estirpes resistentes

O isolamento e contagem das bactérias associadas as amostragens dgua fluvial, solo
rizosférico e esgoto doméstico foram realizados de acordo com a metodologia descrita por
Lederberg e Lederberg (1951). As amostras de dgua (P1, P2, P3 E P4) e esgoto (EP3) foram
previamente filtradas em polpa de celulose (Melitta®) para a retengdo dos precipitados das
amostras liquidas. Posteriormente, as amostras foram filtradas em membranas de 0,46pm para
retencao de células bacterianas. As membranas utilizadas foram entao picotadas e adicionadas
em frascos coletores universais contendo 80 ml de solucio peptonada estéril e incubadas por
um periodo de 24 horas, a 35 °C. Apos este procedimento, aliquotas de 100ul do lavado das
membranas foram diluidas de forma seriada em 900uL de solugdo salina estéril (0,85%).

Para isolamento e contagem das amostras de solo rizosférico (SRP3), foram diluidos em 900uL
de solucdo salina estéril (0,85%) 0,1g da amostra composta de solo coletados a partir das raizes
das plantas de mangue vermelho. Para essas amostras, foi realizada a pesagem de 0,1 g de solo,
que em seguida foi adicionado em 900uL de solugao salina 0,9% estéril. A partir das dilui¢des
107, 102 e 107 obtidas das amostras de 4gua, esgoto e solo, aliquotas de 100uL foram semeadas
com o auxilio de esferas de vidro, em dgar MacConkey suplementado com ceftriaxona
(1,5nug/mL), para triagem inicial das enterobactérias resistentes aos beta-lactamicos.
Posteriormente todas as placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C. A contagem de células
vidveis foi realizada a partir das placas de diluicdes que se encontravam dentro dos limites
minimo e maximo do nimero contavel de unidades formadoras de colénia (UFC), valores entre
30 e 300, respectivamente. O resultado foi expresso em nimero de Unidades Formadoras de
Colonia (UFC/ml de 4gua ou UFC/ml de solo) baseado no célculo do fator de diluicdo de acordo

com a férmula:

Contagem UFC= N°de colonias x Inverso de diluicao x 10

A partir dos dados obtidos nessa triagem inicial, foi realizada a Anélise de Variancia
(ANOVA) e teste de Tukey (p<0.05) entre as contagens referentes aos pontos de coleta de dgua

(P1, P2, P3 e P4) e entre as contagens das amostragens de solo rizosférico e esgoto (SRP3 e
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EP3).
4.4 Isolamento de Estirpes Resistentes

As coldnias bacterianas previamente isoladas (item 5.4 desta metodologia), foram semeadas
em placas contendo pressdo seletiva de beta-lactamicos pela técnica replica plating de acordo
com Lederberg (1952). As placas contendo col6nias crescidas sob pressdo de ceftriaxona
(1,5ug/ml), foram colocadas sobre um carimbo de veludo e levemente pressionadas. A partir
do veludo carregado da massa bacteriana, foi realizado o carimbo por replica plating, para a
replicagdo de colonias em diferentes pressoes seletivas e triagem dos diferentes mecanismos de
resisténcia aos beta-lactamicos (Figuras 9 e 10).

O aparato do carimbo foi inicialmente aplicado em meio de cultivo sem pressido seletiva,
para controle de esterilidade. O crescimento proveniente da placa suplementada com
ceftriaxona foi entdo aplicado ao veludo e replicado em 5 placas: i) sem pressao seletiva, para
controle inicial do indculo; ii) suplementada com cefoxitina (32 pg/mL; Sigma); iii) em
cefepima (16 pg/mL, Sigma); iv) em imipenem (4 pug/mL; Sigma); e v) novamente sem

antimicrobianos, para controle final do inéculo (Figuras 9 e 10). estirpes

S

2. Carimbo da semeadura em 7. Canimbo da placa 6. Carimbo daplaca 5. Carimbo da placa
MAC + 1,5 pg/mL de ceftriaxona inicial em MAC sem Inicial em MAC Inicial em MAC
antimicrobiano + 4 pg/mL de +32 yg/ml. de
P (1PM 4) 1 (FOX 32)
v

>
> !
g

[ s >
3. Canmbodaplaca 4. Carimbo da placa
n}udc;r:s'::l?;n Inicial em MAC sem inicial em MAC
MacConkey sem antimicrobiano + 16 yg/ml de
antimicrobiano cefepima (CPM 16)

Figura 9- Esquema de realizagcao da técnica de replica plating. Fonte: Acervo Pessoal

As placas sem pressdo seletiva, suplementadas com beta-lactamicos e placas controle das

amostras de dgua, esgoto e solo foram incubadas por 24 horas a 35 °C para posterior isolamento
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das colonias que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos testados. As colOnias crescidas

em placas foram caracterizadas a partir da observa¢ao da morfologia colonial (tamanho, forma,

cor) e todas essas foram selecionadas para andlises posteriores. Apds esse procedimento, as

coldnias isoladas foram estocadas em criotubos contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion)

adicionado de Glicerol 20% e armazenados a -20°C.

Arnostras
de s0lo (30g) -\
____, Amostra
dgua &
esgotn L
| /
i |
1111 ;
. i ]
Comagem UFSml Agua
Agar MarConkey peptonada
1.5 pg/mL
Ceﬂraxona
/ IE et \
f—"b .

15EM A} SEM o }/
PRESSAQ PRESEED
SELETIwA. + ELETIVE

——
Estoque
(Caldo BHI +
22 poml 16 pgfmL 4 pgfmL " 20% gicerol)
Cef meitina. Cafepime Imipenem

Figura 10- Esquema resumido da metodologia utilizada para a obtengdo das estirpes bacterianas nas

amostras de dgua fluvial, solo rizosférico e esgoto doméstico com resisténcia aos antimicrobianos

beta-lactamicos testados.
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5 Resultados

5.1 Numero mais provavel de coliformes

A partir da metodologia de Colilert utilizada, por via de diluicao de 1:1000, foi realizada

a contagem do nimero mais provavel (NMP) das amostras de P1, P2, P3 e P4. Os pontos P1 e

P2 ndo apresentaram diferenca estatistica significativa no teste de Tukey (p>0,05), mantendo

uma contagem de . De acordo com o teste de Tukey (p>0,05), entre P1 e P3/ P4, ¢ visto um

decréscimo estatisticamente significativo. Demonstrando uma reducio na contagem de células
de coliformes termotolerantes conforme o Rio se aproxima de sua foz

A contagem do nimero mais provavel (NMP) de coliformes totais também foi

realizada (dados ndo mostrados). Nela, foi observada de 2.5 x 10~5 NMP de células/ml em P1,

P2 EP3e, 5 x 1073 NMP de células em P4. Evidenciando um decréscimo na contagem de

células bacterianas quando o Rio Jequid desdgua na foz (p>0,05, teste de Tukey).

1,00E+07
1,00E+06

1,00E+05
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1,00E+04
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mPa
1,00E+02

NMP de células/ml(Log10)

1,00E+01

1,00E+00

Figura 11- Representacdo grafica do nimero mais provavel de coliformes termotolerantes (NMP de
células/ml) presentes em cada ponto de coleta (P1, P2, P3 e P4) das amostras de d4gua fluvial. A presenca
de letras diferentes acima das colunas do gréfico indica diferenca estatisticamente significativa entre as

contagens (p>0.05, teste de Tukey).
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5.1 Contagem de enterobactérias resistentes a Ceftriaxona

Os dados referentes ao gréfico trata-se da contagem de enterobactérias que
apresentaram resisténcia a dosagem de 1,5ug/ml do beta-lactimico Ceftriaxona, isoladas nas
amostras de dgua fluviais (P1, P2, P3 e P4). De acordo com a contagem de UFC nos pontos de
coleta citados, a contagem nao evidenciou diferenca estatistica, e a contagem de 10"7 UFC se
manteve durante todo o percurso de coleta do Rio Jequid. Entretanto, ha visualmente um

aumento gradativo na contagem, conforme o Rio se aproxima de sua foz (Figura 12)
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Figura 12- Unidades Formadoras de Coldnia (UFC/ml) isoladas em cada ponto de coleta (P1, P2, P3 e
P4) das amostras de dgua fluvial que apresentaram resisténcia a antimicrobiano beta-lactamico
Ceftriaxona (CRO). Nao foi indicada diferenca estatisticamente significativa entre as contagens (p>0.05,

teste de Tukey).

Os dados referentes ao grafico trata-se da contagem, em UFC, de enterobactérias que
apresentaram resisténcia a dosagem de 1,5 pg/ml de Ceftriaxona. P3 trata-se do ponto referente
ao ambiente de floresta de mangue, onde foram coletadas as amostras de solo de rizosfera e
esgoto encanado doméstico, os quais desdguam diretamente no ambiente de mangue.
Estatisticamente, ndo houve variacOes significativas em comparacgao as contagens de UFC das
estirpes resistentes a CRO na amostragem (p>0.05 Tukey ). Ao analisar os dados obtidos, nota-
se que as amostras de solo (SRP3) e esgoto (EP3), além de serem similares estatisticamente

entre si, também sdo estatisticamente similares ao quantitativo de enterobactérias resistentes a
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Ceftriaxona nas amostras de dgua (P3) em P3. A contagem de 10"7 UFC se manteve durante

todo o percurso de coleta (Figura 13).
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Figura 13- Contagem das unidades formadoras de colonia (UFC/ml) das bactérias isoladas dos
diferentes pontos de dgua (P3), solo de rizosfera (SRP3) e esgoto doméstico (EP3) que apresentam

resisténcia a ceftriaxona.

5.3 Isolamento de enterobactérias com resisténcia a beta-lactamicos.

A partir do item 1.4 (Isolamento de Estirpes Resistentes) da metodologia, foram obtidos
dados referentes a presenca de enterobactérias com resisténcia a beta-lactimicos em ambiente
de manguezal urbano. No total de estirpes isoladas, levando em consideracdo o somatorio de
todas as amostragens realizadas (dgua fluvial, solo rizosférico e esgoto doméstico), foram
isoladas 289 estirpes bacterianas. Sendo estas distribuidas nas seguintes configuracdes: 6 %
foram isoladas do esgoto; 18% foram isoladas de solo e; 77% foram isoladas de dgua (Figura
14). Assim, as estirpes isoladas, tratando-se de tipos de amostras coletadas, foram
majoritariamente isoladas das dguas do rio. Deste percentual total, € visto que 63% dos isolados
correspondem aos pontos de coleta P2 e P3 (Figura 15). Este fato demonstra que mais da metade
da resisténcia encontrada nos pontos de coleta de dgua, se referem ao ambiente de manguezal
do Rio Jequid. Ademais, o ponto que compreende a coleta realizada em area urbana (P1)
compreende 20% e o ponto que se refere ao desdgue na Baia de Guanabara (P4) compreende

17% do percentual de resisténcia isolado nas amostras de dgua (Figura 15).
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Figura 14- Representacdo grafica da distribuicdo em porcentagem (%) referente ao total das estirpes
bacterianas isoladas em cada amostragem realizada no estudo (4dgua fluvial, solo de rizosfera e esgoto

doméstico).
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Figura 15 - Representagio grafica da distribuicdo em porcentagem (%) referente ao total das estirpes
bacterianas isoladas em cada ponto de coleta de 4gua do Rio Jequid (P1, P2, P3, P4) que apresentaram

resisténcia aos antimicrobianos beta-lactimicos testados.

Ao analisar a porcentagem do total de bactérias com resisténcia aos antimicrobianos
beta-lactamicos testados (Cefoxitina - FOX, Cefepime - CPM e Imipenem — IMP) isoladas nas
amostras de dgua (P1, P2, P3 e P4), juntamente as amostras de solo rizosférico (SRP3) e esgoto
(EP3) coletadas, foram obtidos os seguintes percentuais: 52% do total, representando mais da

metade das bactérias isoladas, sdo resistentes a Cefoxitina;. 38% apresentaram resisténcia a

28



Cefepime (CPM) e 10% a Imipenem (IMP) (Figura 16).

10%

38%

FOX = CPM IMP

Figura 16- Representagdo grafica da distribuicao em porcentagem (%) das estirpes bacterianas
isoladas em cada ponto de coleta (P1, P2, P3, P4) das amostras de 4gua fluvial, solo rizosférico
(SRP3) e esgoto doméstico (EP3) que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos beta-

lactamicos (Cefoxitina - FOX, Cefepime - CPM e Imipenem — IMP).

Ao analisar a porcentagem do total de bactérias isoladas resistentes aos antimicrobianos
testados, em P1 (A), foi visto que 54% apresentaram resisténcia a Cefoxitina (FOX), 46% a
Cefepime (CPM) e auséncia de bactérias resistentes a Imipenem. Em P2 (B), 48% apresentaram
resisténcia a Cefoxitina (FOX), 35% a Cefepime (CPM), e diferente de P1, a resisténcia a
Imipenem ja € notada, sendo 17% resistentes a este beta-lactamico. P3 (C), 32% apresentaram
resisténcia a Cefoxitina (FOX), 58% a Cefepime (CPM) e 10% resistentes a Imipenem. P4 (D),
foi de 40% apresentaram resisténcia a Cefoxitina (FOX), 42% a Cefepime (CPM) e 18%
resistentes a Imipenem. As contagens de bactérias isoladas resistentes aos antimicrobianos
testados, nas amostras de solo de rizosfera e esgoto doméstico, os quais foram coletados
inseridos no ambiente de P3, apresentaram as seguintes porcentagens %: O total de bactérias
isoladas resistentes aos antimicrobianos testados nos solos de rizosfera coletado, (Figura 17,
SRP3-E), se distribuiu em 90% que apresentaram resisténcia a Cefoxitina (FOX), 6% a
Cefepime (CPM) e 4% resistentes a Imipenem. A porcentagem do total de bactérias isoladas
resistentes aos antimicrobianos testados, nas amostras de esgoto doméstico (Figura 17, EP3-F),
64% apresentaram resisténcia a Cefoxitina (FOX), 22% a Cefepime (CPM) e 14% resistentes
a Imipenem (IMP) (Figura 17).
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Figura 17- Representacao grafica da distribuicdo em porcentagem (%) das sestirpes bacterianas isoladas
em cada ponto de coleta (P1 - A, P2 - B, P3 - C e P4 - D) das amostras de dgua fluvial, solo rizosférico

(SRP3 — E) e esgoto doméstico (EP3 — F) que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos beta-

lactamicos (Cefoxitina - FOX, Cefepime - CPM e Imipenem — IMP).
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6 Discussdo

Os manguezais enfrentam diversos desafios provenientes de fatores como desenvolvimento
costeiro, acdo antrépica, polui¢do e aumento do nivel do mar. O conceito One Health acolhe a
ideia de satde unificada entre 0 meio ambiente, seres humanos e animais que ali estdo inseridos
(Mata, Andremontt & Bazzi, 2020).

No presente estudo foi observada ocorréncia de enterobactérias resistentes a beta-
lactamicos isoladas de drea de manguezal. Neste ambiente, ha presenca de fauna diversa,
desdgue no mar e de onde uma coldnia de pescadores faz extrativismo de caranguejo para
subsisténcia. A disseminacdo de resisténcia antimicrobiana tem se tornado cada dia uma
preocupacio, uma vez que quando iniciado o ciclo de disseminagdo, ele se torna constante e
crescente, podendo partir de um ou mais eixos, mas afetando a todos (Yang et al., 2018).

Segundo McEwen e Colignon (2018), a disseminacdo desses microrganismos
resistentes se deve, por exemplo, ao despejo indevido de esgotos gerados em ambientes
urbanos, que provém de diferentes origens, em rios e regides estuarinas, que foi observado
também no presente trabalho, principalmente nos pontos P1 e P3, os quais recebem diretamente
aporte de esgoto.

A andlise de NMP de coliformes termotolerantes excedeu o limite de identificagdo do
teste Colilert utilizado que € de 2,419.600 NMP nos pontos P1, P2, P3, em estudos realizados
por Baucke et al. (2016) também foi observada em excesso a presenca destes coliformes,
ultrapassando limites aceitdveis em amostras de dguas fluviais.

Em relacdo aos coliformes totais presentes, a contagem de NMP demonstrado uma
queda estatisticamente demonstrada, de coliformes totais no rio conforme se aproximava de sua
foz. As éreas de coleta do presente estudo, principalmente a drea de mangue, além de reter
dejetos fisicos, pode em decorréncia da filtragem que ocorre nessas areas, reter coliformes
associados a estes dejetos, e em consequéncia pode ocorrer uma associagdo com o solo, como
foi demonstrado também no estudo de Lew et al., (2023)

Na pesquisa realizada por Lew, que avaliaram a presenca de coliformes em rios
costeiros da Polonia, e foi observada a presenca de coliformes es bacterioplanctons na
superficie do lago, fortificando a ideia de que ha a associacao desses coliforme ao ambiente de
dguas de origem fluvial proximas a regides costeiras observado também no presente estudo.

Lew et al., (2023) ainda apontam que coliformes, sejam eles totais ou termotolerantes, sao
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associados a polui¢do antropogénica de diferentes origens, € ndo estdo inseridos naquele
ambiente por serem associadas ao microbioma, o que pode justificar a alta incidéncia observada
no presente estudo nos pontos P1, P2, P3 respectivamente, que sdo mais proximos a areas
urbanas.

Foi observada contagem de coliformes termotolerantes estatisticamente reduzida no
ponto P4, isso possivelmente se deve ao fato de P4 estar localizado na foz do Rio Jequid, ponto
o qual se tem a saida do ambiente de mangue, sendo a amostra coletada na Baia de Guanabara,
onde hd uma maior 4rea e um maior volume de dgua, ocorrendo assim uma possivel diminui¢do
nas contagens de NMP/ml em razdo de diluicd@o. Esse resultado também foi observado por Lew
et al. (2023).

Ecossistemas que possuem dgua doce sofrem com a influéncia de fatores antrépicos, e
em um estudo realizado por Nnadozie e Odume (2019) € comentado sobre os efeitos antropicos
que ecossistemas de dgua doce sofrem e suas relacdes com disseminacdo de resisténcia
antimicrobiana, sendo citado o despejo de esgoto como uma importante fonte de contaminacao
por enterobactérias, as quais podem possuir genes de resisténcia.

Enterobactérias sao da familia Enterobacteriaceae, que se trata de bacilos gram-negativos
comuns ao intestino humano. Este grupo de bactérias € de fato uma preocupacdo em razao de
possuirem numerosos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos, sendo a resisténcia aos
beta-lactamicos uma grande questdo sob a perspectiva clinica, uma vez que sdo as principais
drogas administradas para tratamento de patologias ocasionadas por enterobacterias (Logan &
Weinstein, 2017).

Para comecarmos a selecionar as enterobactérias que potencialmente apresentam
resisténcia a beta-lactamicos, foi realizada uma triagem preliminar, antes de realizarmos o
plaqueamento com pressao seletiva dos antimicrobianos selecionados. Essa triagem foi
realizada a partir do plaqueamento da dilui¢do das membranas utilizadas para filtrar as amostras
liquidas, sendo a inoculagio realizada em Agar Macconkey, que seleciona as gram-negativas,
e adicionado uma dosagem baixa de 1,5 pg/ml do beta-lactimico de terceira geragdo Ceftriaxona
(CRO).

Realizada a contagem das bactérias crescidas em ceftriaxona nas amostras de dgua, ndo
houve estatisticamente diferenca entre as varidveis, entretanto, a contagem de 10x7 UFC se

manteve constante em todos os pontos de coleta de dgua (P1, P2, P3 e P4).
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O mesmo se demonstrou nas contagens de resisténcia a Ceftriaxona nas amostras de solo
e esgoto que foram coletadas inseridas no ambiente de P3. Estas também ndao demonstraram
diferenca estatistica ao comparar suas contagens

Ao analisar os dados obtidos com a triagem de ceftriaxona nas amostras de dgua, nota-
se uma crescente a partir de P2, ponto de coleta que se refere a primeira aparicdo do Rio Jequia
em ambiente de mangue. Este fato corrobora com a ideia de que o manguezal retém as
enterobactérias que adentram o ambiente de manguezal.

Diferente do observado na discussao dos resultados de NMP de coliformes, a questao
de P4 possuir uma maior 4rea e densidade de 4gua, o que seria em potencial um fator diluente,
ndo afetou a contagem de UFC em Ceftriaxona, ndo houve decréscimo na contagem de em P4.
Este fato também contraria os resultados obtidos por Lew er al. (2023) nesse aspecto de
diluigdo.

Entretanto, uma explicagdo para a crescente contagem de bactérias potencialmente
resistentes a beta-lactamicos, se dd em razao de Gram-negativas abrangerem uma variedade de
géneros e espécies, enquanto os coliformes termotolerantes se trata apenas de Escherichia coli.

Na triagem de ceftriaxona realizada nas amostras de solo rizosférico e canos de esgoto
proveniente das residéncias que desdguam no solo, comparadas com o ponto de coleta P3, foi
observada uma contagem sem diferenca estatisticamente mostrada. Este fato sugere que o
quantitativo de bactérias isoladas nas amostras de dgua de P3, € estatisticamente similar ao
quantitativo isolado nas amostras de solo rizosférico e esgoto, 0s quais estdo inseridos dentro
do ambiente de P3.

Vale ressaltar que o ambiente de coleta P3 € inserido na regido de mangue, onde se tem
um viveiro de plantas que, de acordo com os pescadores e moradores locais, ndo estd havendo
crescimento de plantas naturais do mangue, mesmo com o sistema de plantio desenvolvido por
eles.

A similaridade das contagens nos leva a pensar que hd uma interacdo de troca entre as
bactérias presentes no esgoto, que desaguam no solo, junto as bactérias presentes nas dguas de
P3, que possuem contato direto com o solo de Mangue vermelho (floresta escolhida para
coleta), em razdo dos constantes alagamento que o solo sofre de acordo com a variacdo de
marés.

Um estudo desenvolvido por Khmelevtsova et al. em 2020, em variados corpos de dgua,

incluindo pantanos e dreas costeiras em diversas localidades da Russia, também demonstrou a
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presenca de bactérias com resisténcia a Ceftriaxona em amostras de canais de dgua e seus
respectivos solos.

No mesmo estudo, a autora demonstra o isolamento de bactérias resistentes aos grupos
beta-lactamicos das Cefalosporinas e Carbapenémicos, na microflora marinha autéctone.
Khmelevtsova et al. afirmou que as enterobactérias resistentes, de origem de polui¢do antrépica
urbana, estdo diretamente relacionadas com a questao da aquisi¢do de genes de resisténcias das
bactérias autoctones presentes na microflora do ambiente.

Para compreendermos a distribuicao da resisténcia a beta-lactdmicos ao decorrer do
Rio Jequid, as bactérias isoladas, preliminarmente selecionadas pela pressdo seletiva da
Ceftriaxona, foram inoculadas, pela técnica de replica plating, em placas contendo agar
MacConkey suplementadas, respectivamente, pelos antimicrobianos Cefoxitina, Cefepime e
Imipenem. Estes sdo beta-lactimicos de diferentes geracdes, os quais baseamos nossa pesquisa
por enterobactérias resistentes em ambiente de manguezal urbano.

No ponto de coleta P1, onde o rio se encontra encanado e atravessando uma regiao
urbano, foi observada uma auséncia de resisténcia ao antimicrobiano Imipenem, porém, nos
subsequentes pontos de coleta, P2, P3 e P4, sendo P2 e P3 j4 inseridos em ambiente de mangue,
obtivemos resisténcia ao Imipenem, beta-lactamico de terceira geragdo pertencente ao grupo
dos Carbapenémicos.

Vale ressaltar que 63%, da resisténcia total foi isolada nas amostras de dgua inseridas em
ambiente de manguezal (P2 e P3). A ideia central do trabalho € entender se o manguezal serve
como um filtro para enterobactérias com resisténcia a beta lactamicos. Ao observar o dado que
mais da metade de bactérias resistentes estdo inseridas em ambiente de floresta de mangue,
além da suposicdo de que o manguezal atua como um filtro para também reter microrganismos
resistentes, o manguezal também € um importante reservatorio para disseminagdo de resisténcia
a antimicrobianos.

Um estudo realizado por Nnadozie e Odume (2019) na Africa do Sul, demonstrou que
ambientes aquéaticos de dgua doce, tais como rios, pantanos e regides costeiras, estdo sendo
vistos como importantes ambientes para ocorrer a disseminacdo de genes de resisténcia, por
meio das bactérias oriundas da polui¢do antrépica, para com bactérias autéctone associadas aos
ecossistemas estudados.

Os autores também destacaram a transmissao horizontal de genes (THG) como principal
via de disseminacdo dos elementos genéticos méveis munidos de genes de resisténcia. A

coexisténcia da comunidade microbiana, inseridas em chamados micronichos, ocasiona a
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constante troca entre as bactérias presentes. Essa troca foi vista por Kudinova et al (2019), onde
foi analisada a presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos utilizados comumente na
clinica, para tratamentos de patologias, em ambientes impactados por pressao antrépica, porém
essa resisténcia nao foi demonstrada em amostra de 4guas em ambientes sem impacto urbano.

Entretanto, a disseminacdo de resisténcia nao se limita apenas ao corpo d'dgua presente
nos variados ecossistemas citados, mas também hd a associacdo de bactérias resistentes em
elementos ambientais. Isso foi visto no presente estudo, pela presenca de bactérias com
resisténcia a todos antimicrobianos testados (Cefoxitina, Cefepime e Imipenem) nas amostras
de solo rizosférico que coletamos.

Em comparacao aos antimicrobianos testados, foi demonstrado que a resisténcia a Cefoxitina
representa mais da metade (53%) do total de resisténcia isolada. Esse fato pode se dar pela
Cefoxitina, uma Cefalosporina de segunda geracdo, sendo o antimicrobiano de geracao mais
antiga testado. Khmelevtsova et al. (2019) também obteve bactérias isoladas de sedimentos de
solo presente em corpos d'dgua na Riussia, com resisténcia as mesmas classes de
antimicrobianos testados neste trabalho, o grupo das Cefalosporinas e Carbapenémicos.

Ademais, as trés amostras de esgoto coletadas apresentaram uma contagem baixa de UFC,
isso se deve a adi¢do de produtos quimicos e surfactantes também destinados ao esgoto
doméstico. Porém apresentaram resisténcia a todos os antimicrobianos testados. A presenca de
enterobactérias em amostras de esgoto doméstico entra em concordancia com a origem das
poluicdes em ambientes naturais, visto que o habitat comum de enterobactérias € o trato
intestinal de animais de sangue quente, como comentou Mitobedzka et al. (2021).

Com os dados analisados nos resultados do presente trabalho, aliado a literatura, é notdria
a importancia de se analisar a disseminacdo de enterobactérias em ecossistemas que sofrem
pressdo antropica de ambientes urbanos. O citado conceito de One Health nos da a visao da
interagdo entre humanos, animais € meio ambiente, como comentado por MacWeen e Colligon
(208). Visto sob a perspectiva de um manguezal que possui atividade pesqueira, como a
comercializa¢do de caranguejos, que vao para a mesa de consumidores de diversas partes do
Rio de Janeiro, o entendimento da presenca dessas enterobactérias resistentes nesse ambiente €
de suma importancia para a satde publica, ademais, se trata de uma regido habitada por pessoas
marginalizadas, que possuem distanciamento de tratamentos de saide adequados, e que vivem
em constante contato com as dguas, solo e, consequentemente, esgoto, no ambiente de

manguezal.
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7 Conclusio

O presente trabalho constitui um estudo acerca da presenca de enterobactérias com
resisténcia a beta-lactimicos em ambiente de manguezal urbano.

e Houve um decréscimo na contagem de NMP dos coliformes termotolerantes,
conforme aproximacdo da foz. Estatisticamente, hé diferenca significativa.

e Nos pontos de coleta de dgua, a contagem de CRO ndo demonstrou diferenca
estatistica entre as amostragens.

e No ponto 3, as contagens de UFC resistentes a CRO ndao demonstrou diferenca
significativa estatisticamente, independente das amostras estudadas.

e Em andlise a presenca de resisténcia aos antimicrobianos testados, as diferentes
amostras estudadas obtiveram resisténcia. Os pontos de coleta de solo e esgoto,
apresentaram resisténcia a todos os antimicrobianos testados.

e Os pontos de coleta de d4gua apresentaram resisténcias a todos antimicrobianos
testados, exceto o P1.

Futuramente, a partir dos dados que ainda serdo gerados com a identificacdo das
enterobactérias resistentes isoladas do presente estudo, pretendemos auxiliar em futuras
pesquisas na temdtica de resisténcia antimicrobiana em manguezais, assim como contribuir com
dados para possiveis acdes de conservacdo de manguezais, que ajudard ndo s6 a populacio

ribeirinha, mas também a sociedade como um todo.
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