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RESUMO

SILVA, Poliana Landry de Almeida. Perfil de marcadores genéticos de resisténcia a beta-
lactimicos na bacia hidrografica do rio Macaé. Macaé, 2024. Trabalho de Conclusdo de
Curso- Instituto de Biodiversidade e Sustentabilidade NUPEM UFRJ-Macaé, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Macaé, 2024.

A 4gua é um recurso natural esgotdvel primordial para a manutencdo da natureza e
sobrevivéncia humana. As atividades antropicas podem gerar diversos impactos nas bacias
hidrograficas, como mudancas na microbiota e disseminacdo de bactérias resistentes a
antimicrobianos. A presenca destes microrganismos resistentes pode desencadear
desequilibrios na comunidade microbiana, se refletindo em alteragdes nos diferentes niveis da
cadeia trofica, atingindo até mesmo a populacdo humana. Este projeto tem como objetivo
detectar genes de resisténcia a beta-lactamicos presentes na bacia hidrografica de Macaé. As
amostras foram coletadas em garrafas estéreis nos periodos seco e chuvoso em seis pontos
distintos da bacia hidrografica de Macaé, representados por: S1: Sdo Pedro Alto Curso (pré-
transposicao); S2: Represa de Tapera/desvio de agua; S3: confluéncia da 4gua de desvio com o
Rio Sao Pedro; S4: Rio Sao Pedro- BR101 (pos-transposicao); S5: Rio Macaé- BR101; Sé:
Estuario do Rio Macaé. As amostras de agua foram filtradas, com auxilio de bomba de vacuo
e o filtro utilizado para a extracdo do DNA microbiano total. As amostras de DNA foram
quantificadas para amplificacdo dos genes de resisténcia a antibiotico (GRA) por PCR. Apos a
eletroforese em gel de agarose, as bandas de DNA amplificadas foram visualizadas, com auxilio
do transiluminador. Dos dez genes selecionados apenas trés genes (30%) foram detectados nas
amostras. Os genes bla-KPC e bla-TEM foram encontrados em duas estagdes, nos pontos S2 e
S6. O gene bla-KPC foi detectado no ponto S6 proximo ao estuario, enquanto o gene bla-TEM
foi detectado nos pontos proximo a represa (S2), pré-transposi¢ao (S1) e ponto de confluéncia
(S3). O gene bla-SHV foi identificado apenas no ponto S6 durante o periodo chuvoso.
Considerando as amostras de ambas as estagdes, pelo menos um gene de resisténcia a beta-
lactamicos foi identificado em 50% das amostras. O gene bla-TEM apresentou a maior
frequéncia de detec¢do nas amostras. Houve uma prevaléncia de genes de resisténcia no estuario
de Macaé que pode estar relacionada ao langamento de esgoto nao tratado, bem como o descarte
incorreto de antibiotico. Esses dados caracterizam o perfil de GRA beta-lactamicos das
bactérias presentes na dgua do Rio Macaé e contribuem para expandir as no¢des do potencial
impacto da disseminagao destes microrganismos resistentes na bacia hidrografica, que podem
levar a consequéncias criticas a satide humana e animal.

Palavras-chave: antibiotico, contaminagao, genes de resisténcia a antimicrobianos, qualidade
da agua



ABSTRACT

SILVA, Poliana Landry de Almeida. Perfil de marcadores genéticos de resisténcia a beta-
lactimicos na bacia hidrografica do rio Macaé. Macaé, 2024. Trabalho de Conclusdo de
Curso- Instituto de Biodiversidade e Sustentabilidade NUPEM UFRJ-Macaé, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Macaé, 2024

Water is an exhaustible natural resource essential for the maintenance of nature and human
survival. Human activities can have various impacts on hydrographic basins, such as changes
in microbiota and the spread of antibiotic resistant bacteria. The presence of these resistant
microorganisms can disrupt the microbial community, leading to alterations in different trophic
levels, ultimately affecting the human population. This project aims to detect beta-lactam
resistance genes present in the Macaé river basin. The samples were collected in sterile bottles
during the dry and rainy seasons at six different points in the Macaé river basin, represented by:
S1: Sao Pedro Alto Curso (pre-transposition); S2: Tapera Reservoir/water diversion; S3:
confluence of the diversion water with the Sdo Pedro River; S4: Rio Sdo Pedro- BR101 (post-
transposition); S5: Macaé¢ River- BR101; S6: Macaé River Estuary. The water samples were
filtered using a polysulfone filtration system, and the DNA from each sample was extracted,
quantified for PCR amplification. Antibiotic resistance genes (ARG) were detected through
electrophoresis, and the amplified DNA bands were visualized using a transilluminator. Of the
ten selected genes, only three genes (30%) were detected in the samples. The bla-KPC and bla-
TEM genes were found in two stations, at points S2 and S6. The bla-KPC gene was detected at
point S6 close to the study, while the bla-TEM gene was detected at points close to the dam
(S2), pre-transposition (S1) and confluence point (S3). The bla-SHV gene was only identified
at point S6 during the rainy season. Considering samples from both seasons, at least one beta-
lactam resistance gene was identified in 50% of the samples. The bla-TEM gene showed a
higher frequency of detection in the samples. There was a prevalence of resistance genes in the
Macaé estuary that may be related to the discharge of untreated sewage, as well as the incorrect
disposal of antibiotics. These data characterize the beta-lactam GRA profile of bacteria present
in the Macaé River water and provide comments to expand notions of the potential impact of
the spread of resistant microorganisms in the river basin, which can lead to critical
consequences for human and animal health.

Keywords: antibiotic, contamination, antimicrobial resistance genetic, water quality
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1 INTRODUCAO
1.1 INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE (IRAS)

Microrganismos como bactérias comensais ou patogénicas estdo presentes em diferentes
ambientes, assumindo diversos papéis ecoldgicos. Estes seres podem ser encontrados tanto em
ambientes naturais onde vivem outros organismos, quanto em locais quimicamente e
fisicamente adversos a outros grupos. A capacidade de microrganismos colonizarem diversos
tipos de ambientes se da a sua versatilidade metabolica atuando em conjunto a multiplas
adaptacdes morfofisioldgicas ¢ a sua eficiente forma de propagagdo. De maneira geral, o
crescimento microbiano est4 condicionado a fatores como nutrientes, oxigénio, pH, temperatura
e luminosidade. Estas variaveis se diferem de acordo com o meio, caracterizando, assim, as
diferentes distribui¢des das comunidades microbianas pelos ambientes. Entretanto, muitas
dessas populagdes microbianas sdo responsaveis por causar graves infec¢des nosocomiais,

principalmente, quando se trata de bactérias patogénicas (BRASIL, 2020).

As Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Satide (IRAS) sdo um problema de satide publica
alarmante no Brasil e no mundo por serem responsavel pelo aumento no nimero de mortes,
aumento no tempo de hospitalizagdo, reducdo da qualidade de servigos de satde e maiores
gastos para o tratamento terapéutico (OMS, 2016). O termo “IRAS” ¢ utilizado para se referir
a infecgOes hospitalares causadas por microrganismos, mas que no sentido mais amplo se refere
a infec¢des que se originam em servicos de saude, que podem ser transmitidas tanto para os
pacientes como para os profissionais da saude (OPAS, 2017). Esses microrganismos
infecciosos incluem bactérias, fungos, parasitas e virus. No entanto, estes agentes etiologicos
também estio presentes no ambiente natural como rios, lagos e solos, podendo ser transmitidos
para seu hospedeiro humano ou animal por meio do contato (ANA et al., 2021). Dentre os
patégenos que causam IRAS, as bactérias se destacam por meio do grupo denominado
“ESKAPE”, o qual inclui: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebisella

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. (RICE,

2008).

No Brasil, a Anvisa -6rgdo responsavel por agdes nacionais para prevenir € controlar o
IRAS-, seguindo as orientacdes da Organizagao Mundial da Saude (OMS), vem elaborando e
desenvolvendo diversas agdes estratégicas com finalidade de reduzir o risco de adquirir as
IRAS. Em setembro de 2013, a agéncia instituiu a primeira versao do Programa Nacional de

Prevencdo e Controle de Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Satde (PNPCIRAS), com
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vigéncia para o periodo de 2013-2015 (OMS, 2019). Em 2016 foi publicada uma segunda
versao do PNPCIRAS 2016-2020, com o objetivo principal de “reduzir, em ambito nacional, a
incidéncia de IRAS em servigos de saude” (BRASIL, 2016, p.11). Atualmente, apesar do
desenvolvimento e utilizagao de antimicrobianos mais eficazes possuirem um importante papel
na melhoria da satide humana e animal, tratando ou prevenindo doencas infecciosas, seu uso
intensivo, principalmente em ambientes hospitalares, proporcionou um aumento da resisténcia

microbiana, tornando-os menos eficazes no combate as infecgdoes (OMS, 2016).

1.2 0 IMPACTO DO USO INDISCRIMINADO DE ANTIBIOTICO NA SAUDE GLOBAL

A resisténcia a antimicrobianos (RAM) ¢ um problema mundial crescente de satde
publica, devido ao uso indiscriminado de antibidticos. Essa resisténcia estd ameagando a
capacidade mundial de tratar doencas infecciosas comuns, o que resulta em doencas
prolongadas e at¢ mesmo em morte (OPAS, 2020). A RAM também ameaca o cumprimento de
varios dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) das Nagdes Unidas, em particular,
porque compromete os objetivos de boa saude e bem-estar (FIOCRUZ, 2023).

Atualmente, o conceito de One Health ou Satde Unica ganhou maior ateng¢io no Ambito
cientifico, justamente pela abordagem integrativa entre a saude humana, animal e ambiental
(Figura 1). Essa abordagem contribui para a implementacao dos ODS e ¢ um avanco global
com aspectos transdisciplinar, sendo ela integrada e unificadora, e podendo operar em niveis
local, regional, nacional e global (WHO, 2017).

O One Health ressalta a importancia da colaboracdo entre os setores da saide no
enfrentamento de desafios com as IRAS, a RAM, a seguranca alimentar e saude ambiental
(Figura 1). Todavia, a realidade de ambientes nos quais quantidades consideraveis de
antibidticos sdo manipuladas, tais como hospitais, industrias e atividades veterindrias,
funcionam como meios seletivos para as bactérias, contribuindo para o aumento da RAM

(PEREIRA et al., 2002).
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Figura 1: Disseminag¢do de antibidticos e resisténcia a antibidticos na agricultura, comunidade,
hospitais, tratamentos de aguas residuais ¢ ambientes associados.
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Fonte: Adaptado de DAVIES et al., 2010.

Os esforgos para o combate da RAM sao crescentes, conforme o problema se agrava
mundialmente. Desde 2010, a Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura (FAO), a Organizagdo Mundial de Saude Animal (OMSA) e a Organizagdo Pan
Americana da Saude (OPAS) se uniram com o compromisso de combater a RAM, com o
objetivo de mitigar os riscos na interface saide publica, animal e ao meio ambiente. Sob este
cendrio, as trés organizacdes implementaram o projeto “Trabalhando juntos para combater a
resisténcia aos antimicrobianos” sob a perspectiva One Health, que reconhece a RAM como
sendo um assunto multifacetado que exige a necessidade de uma resposta intersetorial. O
projeto, com duragdo de trés anos (2020-2022) e apoiado financeiramente pela Unido Europeia,
tem como objetivo estratégico geral ampliar os esforgos para combater a RAM por meio da
implementagdo dos Planos de Ac¢do Nacional de sete paises: Argentina, Brasil, Chile,
Colombia, Paraguai, Peru e Uruguai (OPAS, 2020). No Brasil, foi elaborado o Plano de A¢ao
Nacional para prevengdo e controle da RAM no pais (PAN-BR), em convergéncia com os
objetivos definidos pela alianga tripartite. O PAN-BR esteve em vigor durante cinco anos, de
2018 a 2022, e foi avaliado anualmente com possibilidade de ajustes. No PAN-BR (formato
executivo) foram apresentados quatorze Objetivos Principais, trinte e trés Intervencdes

Estratégicas e setenta e cinco atividades, alinhados aos cinco Objetivos Estratégicos do Plano



14

de Acao Global. Dentre os objetivos principais, incluem: aprimorar a formagao e a capacitagio
de profissionais e gestores com atuacao nas areas da saide humana, animal e ambiental em
RAM; promover estratégias de comunicacdo e educacdo em saude; aprimorar ¢ ampliar o
conhecimento sobre a RAM por meio da realizacdo de estudos cientificos; construir e
estabelecer o sistema nacional de vigilancia e monitoramento integrado da RAM; fortalecer a
implantagao de medidas de prevencao e controle de infec¢des no ambito da agropecuaria;
ampliar a cobertura do saneamento basico para prevengdo e controle de infec¢do; promover o
uso racional de antimicrobianos no ambito da saide humana; promover o gerenciamento
adequado de residuos de medicamentos antimicrobianos; instituir a prevencao e controle da
RAM como politica de estado, entre outros (BRASIL, 2019).

Devido ao aumento no numero de casos de infecgdes causadas por microrganismos
resistentes, estima-se que o numero de obitos alcance mais de dez milhdes por ano até 2050,
caso ndo sejam implantadas medidas globais de controle e vigilancia (ONU, 2023). Em 2017,
a Organizagao Mundial da Saude (OMS) criou uma lista denominada de WHO-PPL Global
(Global Priority Pathogens List), contendo as principais bactérias resistentes que urgentemente
carecem de incentivos a pesquisa € ao desenvolvimento de novos antimicrobianos. De acordo
com essa lista, as espécies de bactérias classificadas em estado critico de prioridade sdo:
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa (resisténcia aos carbapenémicos),
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp.,
Providencia spp. e Morganella spp. (resisténcia as cefalosporinas de 3% geracao) (WHO, 2017).

Nesta lista é evidenciada a prevaléncia de patogenos de categoria critica, com resisténcia
a antibidticos pertencentes a classe beta-lactamicos. Para minimizar o impacto na saude global
e no meio ambiente, um regulamento disposto na RDC n° 222 da Anvisa em 2018 foi publicado
recomendando que a descontaminagdo adequada e o correto descarte dos residuos gerados da
manipulagdo desses microrganismos, além da descontaminagdo adequada de ambientes
hospitalares e laboratoriais, sdo medidas fundamentais para evitar a contaminagao de efluentes
e do meio ambiente (BRASIL, 2018).

Em suma, o aumento da resisténcia aos antibioticos ¢ considerado uma das ameacas
mais significativas a satde global (WHO, 2020). Nesse sentido, praticas adequadas na
manipulacdo de antimicrobianos sdo extremamente importantes para conter a RAM. As
principais a¢des que contribuem para a conten¢do da RAM, de acordo com a Organizac¢do Pan-
Americana da Satde, s3o: prescricdo adequada, educa¢do comunitdria, vigilancia de
resisténcias e infeccdes associadas a assisténcia a saude e cumprimento da legislacdo sobre o

uso e dispensagdo de antimicrobianos (OPAS, 2022).
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1.3 CLASSIFICACAO DOS ANTIMICROBIANOS

Os farmacos antimicrobianos podem ser divididos em aqueles obtidos de
microrganismos, denominados de antibioticos, € os de origem sintética ou semissintética,
chamados de quimioterapicos ou farmacos antimicrobianos sintéticos (MADIGAN et al., 2016;
TIMENETSKY, 2017). A atividade antimicrobiana ¢ denominada bactericida, quando mata os
microrganismos, ou bacteriostatica, quando inibe seu crescimento, sendo necessdria a atuagao

do sistema imunitério para eliminagdo do microrganismo (MADIGAN et al., 2016).

Em 1928, o primeiro antibidtico descoberto, denominado penicilina, pertencia a classe
dos beta-lactamicos. O cientista responsavel pela descoberta, Alexander Flemming, notou que
o fungo Penicillium notatum produzia uma substancia com ac¢do antimicrobiana a cultura de
estafilococos (FLEMING, 1929). A partir disso, iniciou-se a producao de antibidticos, e
diversos outros antibidticos foram descobertos. Os antimicrobianos sdo um grupo diversificado
de medicamentos classificados de acordo com sua estrutura quimica, mecanismo de agao,
espectro de atividade ou origem. Existem aqueles denominados de largo espectro, que possuem
atividade contra uma ampla gama de microrganismos, € os de curto espectro, que agem contra
algumas espécies e grupos especificos de bactérias. Considerando a existéncia de diversos tipos
de farmacos antimicrobianos, estes foram divididos em diferentes classes (Quadro 1), sendo os
mais comumente utilizados: os beta-lactdmicos, quinolonas, tetraciclinas, macrolideos,

sulfonamidas, aminoglicosideos, entre outros (DAVIES et al., 2010).



16

Quadro 1: Classes de antimicrobianos e seus respectivos mecanismos de agao.

CLASSE EXEMPLOS MECANISMO DE ACAO
penicilinas, Inibem a sintese da parede celular de
cefalosporinas, peptideoglicano, fixando-se as proteinas de
Beta-lactamicos _ . o . .
monobactamicos e ligagdo de penicilinas (PBPs), impedindo a
carbapenémicos producao de peptideoglicano.
sulfadiazina,
. Inibem a sintese bacteriana de acido folico,
. sulfadoxina e
SUULUENITTER essencial para a producdo de 4cidos
sulfametizol p P ¢
nucléicos.
amicacina,
gentamicina,
. . .. Inibem a sintese proteica, ligando-se a
Aminoglicosideos neomicina, ) i
subunidade ribossomal 30S.
plazomicina e
estreptomicina
azitromicina,
Macrolideos claritromicina e Inibem a sintese proteica, ligando-se a
: o subunidade ribosomal 50S.
eritromicina
minociclina,
Tetraciclinas tetraciclina e Imbe@ a 51'ntese proteica, ligando-se a
- subunidade ribosomal 30S.
doxiciclina
ciprofloxacina,
. levofloxacina, ' ‘
Quinolonas : . Inibem a sintese de DNA, ligando-se as
moxifloxacina e . .
enzimas DNA-girases.
norfloxacina

Fonte: MADIGAN et al., 2016.

Os antibidticos beta-lactamicos representam um dos grupos mais amplamente utilizados

na medicina veterinaria ¢ humana (GRENNI et al., 2018). Os beta-lactdmicos sdo assim

denominados por conterem um anel beta-lactimico em sua estrutura quimica (Figura 2), sendo

este anel o responsavel pela inibicdo da sintese da parede celular de peptideoglicano nas

bactérias. Os antibioticos beta-lactdmicos sdo subclassificados em: penicilinas, cefalosporinas,

monobactamicos e carbapenémicos (Figura 2). Exemplos de penicilinas sdo a oxacilina,

amoxicilina, carbenicilina. Em comparacdo com as penicilinas, as cefalosporinas possuem
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estrutura quimica semelhantes, mas apresentam menos riscos alérgicos (WERTH, 2022). As
cefalosporinas atuam contra um amplo espectro de microrganismos, ¢ ainda sao agrupadas em
quatro geracgdes, dependendo do seu espectro de atividade antibidtica. Cada gera¢ao possui um
espectro mais amplo de atividade, como a cefalexina (1* geragdo), ceftriaxona (3% geragao) e
ceftazidima (4* geracdo). Os monobactamicos possuem eficacia limitada a bactérias Gram-
negativas aerobios, sem atividade contra bactérias Gram-positivas ou anaerdbios. Os
carbapenémicos, por outro lado, sdo antibioticos de amplo espectro eficazes contra uma ampla
gama de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo bactérias anaerobias. Esses
medicamentos sdo considerados como ultimos recursos para tratar infecgdes bacterianas
resistentes a outros fArmacos antibacterianos. Exemplos desse farmaco sdo o imipenem e o

meropenem (MELO et al.,2012).

Figura 2- As quatro classes de firmacos antimicrobianos beta-lactdmicos. Estrutura central dos

antibioticos beta-lactimicos representada em verde em todas as estruturas.
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Fonte: Adaptado de ZABISZAK et al., 2023.

As sulfonamidas foram os primeiros agentes quimioterapicos descobertos na década de
1930. Esses farmacos possuem ac¢do contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, alguns
fungos e protozoarios, e atuam inibindo a sintese bacteriana de acido folico, essencial para a
producao de 4cidos nucléicos. Alguns exemplos incluem asulfadiazina, sulfadoxina e o

sulfametizol (MELO et al.,2012).

Os aminoglicosideos sdo comumente utilizados para o tratamento de graves infecc¢oes
causadas por bactérias aerébias Gram-negativas. Estes medicamentos apresentam baixo custo
e baixo risco alergénico. Em razao de sua ototoxicidade e nefrotoxicidade, as doses desse
antibiotico precisam ser bem definidas e o paciente deve ser monitorado durante o tratamento.
Os aminoglicosideos atuam inibindo a sintese proteica bacteriana a partir de sua ligagdo com

as subunidades 30S do ribossomo, que sdo o alvo deste antimicrobiano na bactéria. Exemplos
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de aminoglicosideos sdo: amicacina, gentamicina, neomicina, plazomicina e estreptomicina

(WERTH, 2022).

Os macrolideos sdo antibidticos que inibem a sintese proteica da bactéria, mas
diferentemente dos aminoglicosideos, os macrolideos ligam-se a subunidade ribosomal 50S.
Eles fazem parte de um grupo chamado MLS (Macrolideos, Lincosamidas e Streptogramina).
Estes medicamentos sdo mal absorvidos por via oral, e incluem azitromicina, claritromicina,
eritromicina, fidaxomicina. Esse grupo pode ser usado como alternativa para pacientes
alérgicos aos beta-lactdmicos. Assim como os macrolideos, as tetraciclinas também atuam
inibindo a sintese proteica, e sdo utilizadas para o tratamento de infec¢des causadas por
Rickettsia, Chlamydia e Mycoplasma, bem como variedades de bactérias Gram-negativas e

Gram-positivas. Exemplos incluem, minociclina, tetraciclina e doxiciclina (WERTH, 2022).

As quinolonas s3o ativas contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, atuam
inibindo a sintese de DNA bacteriano a partir de sua ligagdo em enzimas como DNA -girase,
que participa do processo de replicagdo do DNA bacteriano. As quinolonas comuns incluem
ciprofloxacina, levofloxacina, moxifloxacina e norfloxacina. No Quadro 1, estdo listadas as

classes de antibioticos aqui citados e seus respectivos mecanismos de agdo (WERTH, 2022).

1.4 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA (RAM) E MECANISMOS DE ACAO

Com o decorrer do tempo, o aumento do consumo e uso indiscriminado de antibidticos
levou a um aumento no desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana. Na década de 40, ja
houve o primeiro relato de resisténcia bacteriana contra a penicilina, a partir da enzima beta-
lactamase AmpC, produzida pela Escherichia coli (ABRAHAM; CHAIN, 1940). No discurso
de Alexander Flemming ao ganhar o prémio Nobel de Medicina pela descoberta da penicilina
ficou um alerta para o uso cauteloso dos antimicrobianos, pois em seus experimentos ja era

possivel visualizar linhagens bacterianas resistentes aos antibioticos (FLEMING, 1945).

\ ~

A RAM ocorre quando microrganismos se revelam indiferentes a acdo dos farmacos
antimicrobianos. A RAM se tornou um problema mundial crescente de saude publica devido
ao uso indiscriminado de antibidticos (OPAS, 2020). Esse tipo de resisténcia ¢ alarmante, pois
dificulta o tratamento de infec¢des causadas por microrganismos como fungos, bactérias,
protozodrios e virus. Os ambientes nos quais quantidades consideraveis de antibioticos sdao
manipuladas, tais como hospitais, industrias e atividades veterindrias, funcionam como meios

seletivos para as bactérias (REGITANO et al., 2010). Assim, como um mecanismo de defesa,
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grande parte desses microrganismos desenvolvem estratégias que os tornam resistentes a uma

ou mais classes de antibioticos.

O mecanismo de RAM apresenta caracteristicas codificadas geneticamente, que podem ser
intrinsecas ou adquiridas. A resisténcia intrinseca € caracterizada por ser um mecanismo em
que a bactéria ¢ naturalmente resistente a certos antibidticos, e esse gene ¢ herdado por
transferéncia vertical. Por outro lado, a resisténcia pode ser considerada adquirida quando
ocorre da seguinte maneira: transferéncia horizontal de material genético ou de elementos
genéticos moveis (plasmideos, integrons, transposons, bacteriofagos), mutacdes da estrutura e
fisiologia celular, ou ainda de uma associagio de ambas (FORBES, 1998; CHAVARRIA-
BENCOMO, 2023). A transferéncia horizontal permite que genes de resisténcia possam mover-
se entre bactérias que ndo estdo filogeneticamente proximas. Isso pode ocorrer por meio de

processos como conjugacao, transformagao ou transdu¢ao (MCINNES, 2020).

A microbiota natural do ambiente sofre pressdo seletiva por agentes antimicrobianos
liberados neste ambiente. As células bacterianas resistentes apresentam alguns mecanismos que
impedem a acdo dos agentes antimicrobianos. Esses mecanismos sao codificados por GRA que
sao disseminados para outras bactérias suscetiveis por transferéncia génica horizontal. Em
geral, quatro mecanismos sao adotados pelas bactérias para combater o estresse antimicrobiano,
tais como: alteracdo do sitio alvo, inativacdo enzimatica, alteragdo da permeabilidade da
membrana e mecanismo de efluxo (Figura 3). A alteracdo da permeabilidade da estrutura da
membrana plasmatica pode impedir a entrada do agente antimicrobiano. Essa alteracao
corresponde a modificagdes dos canais de porinas. A altera¢do do sitio alvo ¢ a alteragdo do
sitio especifico de ligacdo dos antibidticos na bactéria. Esse mecanismo permite que haja uma
diminui¢do na afinidade da droga pelo sitio especifico e, consequentemente, uma reducdo da
atividade do farmaco. Em relacdo a inativagdo enzimatica, bactérias podem produzir enzimas,
como as beta-lactamases, as quais modificam a estrutura da droga, inibindo ou neutralizando
seu efeito antimicrobiano. Outro mecanismo de resisténcia ¢ a bomba de efluxo, que esta
associada a propriedade de expulsar de forma ativa os antibidticos para o meio extracelular,

promovendo uma inativa¢dao do antimicrobiano (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).
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Figura 3- Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos adotados pelas bactérias resistentes a
antimicrobianos.
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Fonte: Adaptado de BOBATE et al., 2023.

Atualmente, os microrganismos resistentes t€ém ganhado atenc¢do cientifica devido ao
aumento das taxas de RAM, principalmente, na América Latina (OPAS, 2020). O grupo de
antibidticos que tem atraido mais preocupacdo sdao os beta-lactamicos, especialmente,
imipenem e meropenem, que foram introduzidos em 1985. Durante anos, essa classe foi um dos
agentes mais importantes para combater infecgdes causadas por cepas multirresistentes, porém,
devido ao seu uso indiscriminado, sua efetividade terapéutica vem declinando de forma

consideravel (DIJKSHOORN et al., 2007; MARRA et al., 2011, TSE et al., 2018).

1.5 ENZIMAS BETA-LACTAMASES

A resisténcia aos beta-lactamicos pode surgir de diferentes mecanismos, incluindo a
producao das enzimas beta-lactamases. As beta-lactamases podem estar presentes no
compartimento extracelular de bactérias Gram-positivas (Figura 4), ou no espaco

periplasmatico em bactérias Gram-negativas (BUSH, 1988).

Em bactérias Gram-negativas o mecanismo predominante de resisténcia aos beta-
lactamicos ¢ a sintese de enzimas beta-lactamases, em menor quantidade. Estas enzimas sdo
retidas em pequena quantidade no espaco periplasmatico (Figura 4) e a sua presenca resulta na
redu¢do da permeabilidade da membrana externa (DELCOUR, 2009). Em contrapartida em
bactérias Gram-positivas, existe a secre¢do de penicilinases no meio extracelular em grande
quantidade (Figura 4). Este mecanismo resulta em modificagdes do alvo do agente
antimicrobiano, as proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) (MUNITA; ARIAS, 2016). As

PBPs sdo enzimas essenciais na sintese dos peptidoglicanos presentes na parede celular
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bacteriana, e quando inibidas sdo gerados espacos na parede celular da célula em crescimento
pelos quais a agua entra e leva ao colapso por lise osmética (KOHANSKI et al., 2010). Este
tipo de mecanismo ¢ geralmente relatado em isolados de S. aureus resistentes a meticilina

(MRSA) (FERRER-BERGUA et al., 2022).

As enzimas beta-lactamases produzidas pelos microrganismos clivam o anel beta-
lactamico, modificando assim a estrutura do antimicrobiano, e inibem sua ligacdo efetiva as
PBPs, o que permite a continuagdo da sintese da parede celular bacteriana (FORBES et al.,
1998). Esse anel € o principal responsavel pela atividade bactericida da droga, de modo que a
sua destrui¢do neutraliza a agdo do farmaco. Além disso, as beta-lactamases podem apresentar
diferentes espectros de atividade devido a sua variedade estrutural. A classificacdo tradicional
das beta-lactamases foi proposta por Ambler, dividindo essas enzimas em quatro grupos: A, B,

C e D. (AMBLER, 1980).

Figura 4- Principais mecanismos de resisténcia aos beta-lactimicos em bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas.
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1.5.1 Beta-lactamases de Classe A de Ambler

Grande parte dos genes que codificam as beta-lactamases de classe A estdo codificados
nos plasmideos bacterianos, podendo ser transferidos através da transferéncia horizontal. As
enzimas desta classe podem ser de espectro estreito, de espectro estendido (ESBL) ou serina
carbapenemases. Existe uma vasta gama de beta-lactamases de classe A que compreende as
enzimas: TEM (temoneira) (CHEN et al., 2006; ENDIMIANI et al., 2007), SHV (sulfhydry!
variable) (NAAS et al., 2007), CTX-M (cefotaxime hydrolyzing capabilities) NAGANO et al.,
2004; POTRON et al., 2011) e KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) (ROBLEDO et
al., 2010). Cerca de 90% das cepas de Staphylococcus aureus sdo produtoras de enzimas beta-

lactamases de classe A (LACEY, 1984).

As beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) sao principalmente produzidas pelos
Gram-negativos dos géneros Klebsiella, Escherichia, Proteus, Enterobacter, entre outros.
Contudo os carbapenémicos nao sao hidrolisados pelas ESBL, e sdo uma alternativa para essa
situacdo. As serina carbapenemases podem inativar todos os beta-lactdmicos, inclusive os
carbapenémicos. Essas enzimas sdo produzidas principalmente em Klebsiella pneumoniae,

denominada de enzima KPC (CUNHA, 2014).
1.5.2 Metalo-beta-lactamases de Classe B de Ambler

As metalo-beta-lactamases (MBL) pertencem a classe B de Ambler, com o diferencial
das demais classes a presen¢a de um metal em sua estrutura. Geralmente, o metal presente em
sua estrutura ¢ o atomo de zinco que participa da catalise sobre os anéis beta-lactamicos. Os
genes que codificam essas enzimas podem estar presentes em plasmideos, integrons ou no
cromossomo. Nesse grupo estdo inclusas enzimas do tipo IMP (Imipenemase) e VIM (Verona
integron-encoded metallo-beta-lactamase) em patogenos Gram-negativos como membros da
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa ¢ A. baumannii (LARAKI et al., 1999). As bactérias que
expressam MBL s6 ndo sdo resistentes aos monobactdmicos. Todavia, as bactérias
multirresistentes que expressam tanto MBL quanto ESBL acabam neutralizando a agdo de
monobactamicos. Um tipo de MBL descrito em surtos hospitalares no Brasil é a enzima SPM
identificada a partir de uma cepa de P. aeruginosa resistente, responsavel por causar infec¢ao
do trato urinario em paciente pedidtrico internado no complexo do Hospital Sdo Paulo
(TOLEMAN et al., 2002). Os MBL sdo uma grande ameaca a satde ptblica devido a restri¢ao

das opgdes de tratamento.
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1.5.3 Beta-lactamases de classe C (AmpC)

As beta-lactamases de classe C sdo codificadas por genes presentes, normalmente, no
cromossomo bacteriano. A principal enzima dessa classe ¢ a cefalosporinase AmpC, que
hidrolisa as penicilinas. Os carbapenémicos podem ser uma alternativa por serem capazes de
inativar essas enzimas (BUSH et al.,, 1995). Porém, muitas vezes, esses genes podem
permanecer silenciados até que ocorra o contato com um antibioético indutor, como ampicilina,
amoxicilina, cefazolina. O grupo das bactérias que tradicionalmente apresentam esse gene €
denominado de MYSPACE: Morganella, Yersinia, Proteus, Providencia, Aeromonas,

Citrobacter e Enterobacter (BRASIL, 2020, p.114).
1.5.4 Beta-lactamases de classe D

As beta-lactamases de classe D s@o conhecidas como oxacilinases (OXA), e podem ser
codificadas por genes localizados em plasmideos ou no cromossomo bacteriano. As enzimas
dessa classe constituem uma familia bem extensa e o espectro de inibigdo pode ser
extremamente variavel. Assim, existem aquelas capazes de inibir a oxacilina e outras capazes
de conferir resisténcia a todas as penicilinas e a maioria das cefalosporinas. Estas sdo chamadas
de ESBL tipo OXA4 (OXA-type ESBLs) e as enzimas resistentes a carbapenémicos sao do tipo
OXA (OXA-type carbapenemases). As enzimas mais comumente isoladas sdo OXA-23 e

OXA-58, produzidas, normalmente, por Acinetobacter baumannii.

1.6 RESISTOMA E GENES DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS (GRA)

O resistoma de um microrganismo ¢ uma parte de seu material genético que contém uma
totalidade de genes de resisténcia a antimicrobiano. Especificamente, o conceito de resistoma
refere-se ao conjunto de genes de um organismo ou ambiente, incluindo genes de bactérias
patogénicas e ndo patogénicas, direta ou indiretamente associados a resisténcia a antibioticos
(PERRY et al., 2014). Os genes que codificam a producdo de enzimas beta-lactamases podem
estar localizados no cromossomo bacteriano ou em plasmideos. A mobilidade de genes pode
ser ampliada por meio de transposons capazes de transportar genes codificadores de beta-
lactamase dos plasmideos até os cromossomos. Esta mobilidade é essencial na disseminacdo de
GRA entre diversas comunidades bacterianas (WILLIAMS, 1999). Os GRA contidos no
resistoma podem ser encontrados em varios ambientes, incluindo solo, 4gua e nos microbiomas

de humanos e animais (MCEWEN et al., 2017).
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Os GRA nio surgiram apenas devido ao uso de antibioticos na medicina, muitos destes
genes existem na natureza hd milhdes de anos como parte dos mecanismos de defesa
bacterianos. No entanto, o uso excessivo € indevido de antibioticos nos cuidados de saude, na
agricultura e na pecuaria acelerou a propagacao ¢ selecdo de genes de resisténcia aos
antibidticos no ambiente e dificulta a contengdo da RAM (AMINOV; MACKIE, 2007;
PEREIRA et al., 2002). Ainda, existem poucos estudos que abordam a questdo de GRA em
amostras ambientais que, inclusive, podem explicar a origem dessas resisténcias (AMINOV;

MACKIE, 2007).

Em decorréncia da diversidade de GRA e do uso excessivo de uma grande variedade de
antibioticos, desenvolveram-se GRA contra todas as classes de antibioticos. Além disso,
algumas bactérias sdo capazes de adquirir um perfil de multirresisténcia, a qual € caracterizada
pela resisténcia a mais de uma classe de antibidticos (SABINO et al., 2019). Em uma pesquisa
prévia, foram detectados 754 GRA pertencentes a 10 classes diferentes de antibidticos na
microbiota de animais ruminantes, sendo de maior predominancia GRA contra beta-lactamicos,
glicopeptideos, tetraciclina e aminoglicosideos. Nesse mesmo estudo foi identificado GRA em
todos os genomas da familia Enterobacteriaceae, assim como em todas as espécies do género
Enterococcus e entre cepas de Staphylococcus epidermidis (SABINO et al., 2019). A
multirresisténcia ocorre, em geral, pelo acimulo de genes de resisténcia em plasmideos ou
transposons, no qual cada gene codifica resisténcia a uma determinada classe antimicrobiana
(NIKAIDO, 2010). As cepas bacterianas mais comumente constatadas com propriedades
multirresistentes pertencem as espécies Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp. e Proteus spp., que sao potencialmente causadoras

de graves infeccdes (BHARADWAJ et al., 2022; JUBEH et al., 2020; MBANGA et al., 2021).

De acordo com estudos recentes, os genes fet A e tet E que codificam bombas de efluxo a
tetraciclina, em sua maioria estdo presentes em FE. coli. Além disso, a producdo de beta-
lactamase de Espectro Estendido (ESBL) pela expressdo dos genes bla TEM, bla SHV ou bla
CTX-M também podem ser encontradas em FE.coli e entre membros da familia
Enterobacteriaceae. Os multiplos genes em bactérias sdo frequentemente encontrados em
residuos hospitalares que, geralmente, apresentam bactérias Gram-negativas portadoras de
genes bla como. bla KPC, bla CTX-M e bla SHV, acompanhados de gene erm (macrolido), su/
(sulfonamidas) e fet (tetraciclina) (STACHUROVA et al., 2022; MORE et al., 2023).

Investigagdes revelam que mesmo microrganismos geneticamente distintos, com diferentes
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linhagens e dos mais variados tipos de suscetibilidade, apresentam GRA a diversos

antimicrobianos (NETO et al., 2020).

Dessa forma, a resisténcia antimicrobiana (RAM) pode ser consequéncia tanto da liberagao
e descarte inapropriado de antibidticos no ambiente, quanto da presenca de bactérias ambientais
que abrigam GRA previamente existentes e disponiveis para serem transferidos no ambito
ambiental, animal e humano (AMINOV; MACKIE, 2007). O aumento da RAM faz com que
seja necessario o desenvolvimento de novas opgoes terapéuticas (BRASIL, 2020, p.9). Logo,
compreender os genes de resisténcia aos antibidticos associados a diversos ambientes € crucial

porque sua presenga pode representar implicacdes significativas para a saude publica.

1.7 DISSEMINACAO DE GRA EM CORPOS HiDRICOS

As atividades antrépicas como a liberagdo de efluentes sem tratamento adequado e a
pecudria sdo fatores que contribuem para a ocorréncia de GRA em ambientes aquaticos. Dessa
forma, os corregos e rios sdo vias propicias para a contaminagdo por antimicrobianos e
dissemina¢cdo dos GRA. Estudos ja detectaram a presenca de microrganismos com genes de
resisténcia antimicrobiana nos ambientes aquaticos (BORTOLOTTI et al., 2018; REGINA et al.,
2021; TAO et al., 2010; ROBERTO et al., 2019) e descreveram os efeitos dos antibioticos nos
corpos hidricos (PEREIRA et al., 2002; PROIA et al., 2018; REGINA et al., 2021; SAVENKO
e KRYVTSOVA, 2021), como a aquisicao de resisténcia aos antibidticos pelos microrganismos
presentes nesse reservatorio ambiental por meio da transferéncia e incorporagao de GRA. Como
resultado dessa contaminagdo, ha uma constante mudanca na composi¢do microbiana bem
como a altera¢do no genoma bacteriano pela incorporacdo de GRA. Consequentemente, esses
GRA podem estar presentes na dgua consumida e utilizada, o que torna essencial a realizagdo
do monitoramento e andlises dessas comunidades microbianas.

A evolugdo progressiva de RAM ¢ um indicio para implementacdo de novos critérios
de vigilancia e controle da qualidade da 4dgua. Os padrdes de potabilidade estabelecidos, de
acordo com Brasil (2021), restringem a avaliacdo da qualidade da agua a partir de critérios
microbioldgicos, como a presenca de E. coli e coliformes termotolerantes, além de critérios
fisico-quimicos. Embora o perfil de RAM ndo seja exigido para as amostras de dgua potavel,
tal informag¢do ¢ um fator crucial para determinar o risco de contaminagdo por bactérias
multirresistentes, a fim de apresentar estratégias de manejo para reduzir e controlar a

disseminagdo de RAM em aguas doces.
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1.7.1 Vias de disseminacido de GRA

A pecuaria ¢ uma das principais atividades economicas do Brasil no qual os antibio6ticos
sdo amplamente utilizados para acelerar o crescimento animal e para o tratamento de doengas.
O gado tratado com antibioticos elimina parte do residuo do medicamento para o solo através
de suas excretas, que posteriormente serdo direcionadas para o ambiente aquatico (AGA et al.,
2003; BLACKWELL et al., 2009). Além disso, o esterco ¢ usado como fertilizante na
agricultura, podendo, assim, propagar as bactérias resistentes no meio. O uso inadequado do
antibidtico em animais e plantas ¢ um grande risco para o desenvolvimento de bactérias
multirresistentes (WU et al., 2022).

Nas terras agricolas, as liberagdes de residuos de antibidticos de uma série de praticas
agricolas, que incluem o estrume animal, a reutilizacdo de lamas de esgoto como fertilizantes e
a irrigacdo com Aaguas residuais recuperadas, aceleraram principalmente a ocorréncia e
prevaléncia da RAM (Figura 1). Na pesquisa de Wang et al. (2022) foi investigada a
transferéncia de GRA no sistema solo-planta. Foi observado que cento e vinte tédxons
bacterianos eram compartilhados entre solos fertilizados com esterco e amostras de vegetais.
Consequentemente, havia uma bioacumulagdo de BRA e GRA dentro dos compartimentos
vegetais, representando, desta forma, graves ameagas a saude publica e a seguranca alimentar
por meio do consumo direto de alimentos (MATAMOROS et al., 2022).

De acordo com a pesquisa de Van Boeckel e Ranya Mulchandani (2023) h4a uma
estimativa que, até 2030, o mundo consumira cerca de 107.500 toneladas de antibidticos por
ano, voltados somente para pecuaria. Nesse sentido, ha um grande risco na saide humana ao se
tratar da contaminagdo de fontes de dgua doce, principalmente nascentes, em decorréncia do
cenario medicamentoso do gado presente em areas rurais.

Além das fontes de contaminac¢do provenientes da pecudria, a crescente urbanizacao
contribuiu para liberagcdo de efluentes nos rios, geralmente sem nenhum tratamento prévio
(MOLISANI; ESTEVES, 2013). Os esgotos industriais, domésticos e hospitalares sdo
compostos por uma variedade de elementos toxicos capazes de alterar a qualidade da agua e,
consequentemente, os padrdes de satide da populacido que a consome. Essas dguas residuais de
diversas origens possuem inimeros poluentes como metais, compostos inorganicos € organicos,
microrganismos patogénicos, nutrientes e residuos de medicamentos, sendo um ambiente
propicio para a proliferacdo da RAM. O despejo inadequado desses efluentes pode causar a
eutrofizagdo e poluigdo de rios e corregos, acarretando o processo de anoxia do ambiente pelo
aumento da atividade bacteriana (MOLISANI; ESTEVES, 2013; CHOWDHURY et al., 2016;
KASSIM et al., 2022). Com o aumento da atividade bacteriana no meio, o GRA pode ser
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transferido para os descendentes ou para bactérias taxonomicamente distintas. Quatro ou mais
GRA (int 1, bla-TEM, tetA, sul 1 e gnr B) foram detectados em mais de 80% dos isolados de
amostras coletadas em trés estagdes de tratamento de esgoto no estado de Minas Gerais
(MACHADO et al., 2023). A literatura mostra também que o consumo de alimentos irrigados
com a reutilizacdo de aguas residuais tratadas oferece grande risco a satide, principalmente pela
presenca de patdgenos, microrganismos resistentes a antimicrobianos e metais pesados que se
impregnam no alimento (PEDRERO et al., 2010).

Além disso, os hospitais sdo considerados verdadeiros hotspots para o desenvolvimento
da RAM por conta do alto consumo de antimicrobianos, desempenhando um papel importante
na disseminacdo de GRA (HOCQUET et al., 2016). Nessas condicdes, as aguas residuais
hospitalares tendem a concentrar uma quantidade elevada de GRA (LEPESOVA et al., 2020).
E ainda, o cenario pode ser agravado quando o hospital lanca seus efluentes, sem tratamento
prévio, diretamente em estagdes de tratamento de 4gua ou ainda em corpos hidricos (ZAGUI et
al., 2023). Pesquisas relatam uma alta incidéncia de bactérias intestinais humanas, como
Escherichia coli, portadoras de ESBL em ambientes hospitalares (CARBONNE et al.,2013).
Outras bactérias resistentes, que estao presentes no WHO-PPL Global, também tem sido cada
vez mais relatadas em hospitais, como Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumannii

(PEREZ et al., 2020; OTTER et al., 2017; AMARSY et al., 2021).

1.8 A BACIA HIDROGRAFICA DO RIO MACAE COMO POTENCIAL RESERVATORIO
DE GRA

A bacia hidrografica do Rio Macaé ¢ uma importante fonte de dgua que prové
importantes servicos ecossistémicos e econOmicos vinculados a atividades de agricultura,
pecudria, turismo, produgdo agricola, geragdo de energia e abastecimento da cidade, além da
sua diversidade de fauna e flora (FREITAS, 2015).

A cidade de Macaé ¢ uma das principais bases operacionais de exploragdo offshore de
petroleo e gas na Bacia de Campos, que contribuem para a geracao de riqueza do Estado do Rio
de Janeiro. Essa atividade econdmica atraiu investimentos para o municipio, porém culminou
em um crescimento demografico desordenado. A partir de entdo, Macaé¢ tem sido alvo da
ocupagdo irregular e da caréncia de estruturas de saneamento e tratamento de residuos que
causam a polui¢do e contaminagdo ambiental. Sendo assim, o uso intensivo e o descarte
inadequado de antibidticos no ambito doméstico ou hospitalar, associado a presenga de
atividades pecudrias na regido, podem estar contribuindo para formagdo de microrganismos

multirresistentes incrementados e disseminados nas 4guas do Rio Macaé.
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O estudo aqui descrito concentra-se em uma familia de genes que codificam resisténcia
a antibidticos beta-lactamicos. Como os beta-lactamicos representam aproximadamente dois
tercos, em peso, de todos os antibidticos administrados principalmente em humanos
(LACHMAYR, 2007), entdo, possivelmente essa classe estara presente nas aguas do Rio
Macaé. Sendo assim, esse trabalho tem como hipdtese que genes de resisténcia a beta-
lactamicos estdo presentes no Rio Macaé e seus afluentes. A caracterizagdo de GRA de um
ecossistema permite expandir as nogdes do potencial impacto da disseminagdo de
microrganismos resistentes no local, com consequéncias criticas a saitde humana, animal e
ambiental. A partir desse conhecimento, a elaboragdo de politicas publicas de prevencao e

conscientizacao contra a RAM se tornam mais viaveis.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais
Esse projeto tem como objetivo detectar GRA da classe dos beta-lactimicos no DNA de

microrganismos presentes em amostras de dgua da bacia hidrografica do Rio Macaé.

2.2 Objetivos Especificos
e Avaliar o perfil de genes de resisténcia a beta-lactamicos da Represa de Tapera, do
Rio Sao Pedro e do Rio Macaé por PCR;
e Comparar as andlises das amostras coletadas no periodo seco e chuvoso.
e (aracterizar o perfil de RAM desse ecossistema referente a essa classe de

antibidtico.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 AREA DE ESTUDO

A bacia hidrografica do Rio Macaé esta localizada no Estado do Rio de Janeiro e abrange
os municipios fluminenses de Nova Friburgo, Casimiro de Abreu, Rio das Ostras, Conceigdo
de Macabu, Carapebus e Macaé. A sua area de drenagem compreende 1.765 km?, sendo que
82% estdao no municipio de Macaé. O curso de suas adguas se estende cerca de 136 km com sua
nascente acima de 1560 m de elevagdo no municipio de Nova Friburgo. Na porg¢ao inferior, o
rio desdgua no oceano Atlantico por meio do estudrio situado na regido urbanizada de Macaé¢,
que recebe efluentes de grande parte da cidade, inclusive esgoto ndo tratado. A area de estudo
situa-se no sistema de transposi¢ao dos rios Macabu e Sao Pedro, na Regido Serrana de Macaé
(Figura 5). O alto curso da bacia do Rio Macabu abrange parcialmente o municipio de Trajano
de Moraes e se desenvolve formando a Represa de Tapera com 120 km? de area e 30 km de
extensdo. Suas aguas desdguam no alto curso do Rio Sdo Pedro devido ao sistema de
transposi¢ao por um tinel subterraneo com aproximadamente 4,9 km de comprimento. Assim,
o Rio Macabu serve como ambiente doador e o Rio Sdo Pedro como bacia receptora. A sub-
bacia hidrografica do Rio Sao Pedro, com 490 km? de area ¢ 50 km de extensdo, ¢ integrada a
bacia hidrografica do Rio Macaé no baixo curso, sendo considerado um dos principais afluentes
do Rio Macaé.

Figura 5: Mapa de localizacdo do sistema de transposi¢do Macabu/Sdo Pedro e dos pontos de
amostragem. S1- Sdo Pedro Alto Curso (pré-transposicao); S2- Represa de Tapera/desvio de agua; S3-
confluéncia da agua de desvio com o Rio Sdo Pedro; S4-Rio Sao Pedro- BR101 (pds-transposicao); S5-
Rio Macaé- BR101; S6-Estuario do Rio Macaé.

LEGENDA
« Pontos de coleta -~ Transposigéo de agua BH do Rio Sao Pedro g, \ . hidrogréfica
Reservatério BH do reservatério BH do Rio Macaé

Fonte: Adaptado de BENASSULY, 2023.
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3.2 COLETA DAS AMOSTRAS DE AGUA DO RIO MACAE

As amostras de dgua utilizadas para este estudo foram coletadas durante o periodo seco em
outubro de 2021 e no periodo chuvoso em marcgo de 2022, ao longo do sistema de transposi¢ao
do Rio Sao Pedro até a foz do Rio Macaé (Figura 5). Ao todo foram 6 pontos de coleta: montante
da descarga do sistema de transposicao no Rio Sao Pedro (S1), Represa de Tapera (S2), jusante
da descarga do sistema de transposi¢ao no Rio Sdo Pedro (S3), Rio Sdo Pedro-BR101 (S4), Rio
Macaé-BR101(S5), estudrio do Rio Maca¢ (S6). Os pontos em que foram coletadas amostras
na Represa de Tapera (ponto S2) sdo proximos do barramento, da casa de maquinas e a jusante
da confluéncia do Rio Macabu (Figura 5). Préximo ao local de amostragem (S2) da Represa de
Tapera (Figura 5), no municipio de Trajano de Moraes, existe um centro de saude (posto PSF
Tapera), indicado na Figura 6.A area rural corresponde aos seguintes pontos de coleta: Sao
Pedro Alto Curso (S1); Represa de Tapera (S2); confluéncia da dgua de desvio com o Rio Sao
Pedro (S3); Rio Sao Pedro- BR101 pés-transposicao (S4) e Rio Macaé- BR101 (S5). Somente
o ponto S6 (estuario do Rio Macaé) pertence a area urbana.

As amostras foram coletadas em duas estagdes (seca e chuvosa), de forma estéril e em
triplicata, em frascos de vidro transparente esterilizada, com boca larga, e com tampa de plastico
esmerilhada, bem ajustada, com capacidade de 1000 mL, previamente autoclavados. Essas
amostras foram armazenadas em isopor com gelo e transportadas até o Laboratorio Integrado
de Microbiologia e Bioprocessos do Instituto de Biodiversidade e Sustentabildade

(NUPEM/UFRYJ).
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3.3 EXTRACAO DO DNA MICROBIANO TOTAL DAS AMOSTRAS DE AGUA

Para a concentracdo da biomassa microbiana, cerca de 500 mL de amostra de dgua foi
filtrada com auxilio de uma bomba de vécuo, utilizando sistema de filtragdo em polisulfona
esterilizado (Nalgene®) com filtros de poros de 0,22 pum. Posteriomente, os filtros foram
submetidos a extracdo do DNA, com auxilio do kit DNeasy PowerSoil® (QIAGEN, Hilden,
Alemanha), composta pelas etapas de: adi¢do da solugdo CDI para o preparo da amostra; lise
das células; remogao de inibidores, etapa em que ¢ adicionado a solu¢ao CD2; ligacdo do DNA
na coluna, nesta etapa ¢ adicionado a solucdo CD3; lavagem com solu¢ao EA e solugdo CS5;
elui¢do do DNA. As concentragdes de DNA em ng/uL. de cada amostra foram quantificadas por
fluorimetria com o auxilio do equipamento Qubit™2.0® (Life Technologies, EUA), utilizando
o kit Qubit dsDNA HS assay kit® (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), de acordo com as

instrugoes do fabricante.

3.4 MICRORGANISMOS UTILIZADOS COMO CONTROLES POSITIVOS

Estirpes previamente isoladas e caracterizadas quanto a presenca de genes de resisténcia
antimicrobiana foram cedidas por dois laboratorios do Departamento de Microbiologia Médica
do Instituto de Microbiologia Paulo de Goées (UFRIJ), conforme descrito no Quadro 2. Os
estoques das culturas bacterianas foram transferidos para o agar BHI (Kasvi, Italia) inclinado e

posteriormente as bactérias foram isoladas em placas contendo agar BHI pelo método de



33

esgotamento, a fim de verificar a pureza das cepas. As placas foram incubadas a 37 °C/24h e
as colonias isoladas foram transferidas para o caldo BHI (Kasvi, Itdlia) e incubadas por
aproximadamente 12 horas a 37 °C. Apos o crescimento das culturas puras, 1 mL do cultivo foi
centrifugado a 16.000 xg por 5 minutos e o precipitado utilizado para extracado de DNA, com
auxilio do kit Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA, USA), compostas por trés
etapas: lise das células, precipitagdo da proteina, precipitagdo do DNA e reidratacdo. Para a
extracdo de DNA de Staphylococcus aureus as células foram suspensas em 480 ul 50mM de
EDTA, e tratadas com as enzimas lisozima e lisostafina, seguindo as instrugdes do fabricante.
O DNA genomico dos microrganismos foi quantificado no fluorometro Qubit™2.0® (Life

Technologies, EUA) e armazenado a -20 °C até o momento do uso.

Quadro 2: Microrganismos resistentes aos beta-lactamicos, utilizados como controle positivo no
resente estudo.

Gene alvo Estirpes resistentes

blacrx-m, blakrc, blasuv, blarem | Klebsiella pneumoniae SHV KP13

blaOXA-23, blaOXA-51 Acinetobacter baumannii OXA-23
blaSPM-1, ampC Pseudomonas aeruginosa SPM, am+D
blaZ, mecA Staphylococcus aureus mecA+33591

3.5 AMPLIFICACAO DE GRA POR PCR

Os marcadores genéticos de resisténcia antimicrobiana (GRA) foram amplificados usando
oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos a classe dos beta-lactadmicos, de acordo com
0 Quadro 3. Um total de 10 pares de primers foram selecionados para o estudo, de forma a
pesquisar a classe dos beta-lactdimicos (MOZAZ et al., 2015; REGINA et al., 2021). A
amplificacao foi realizada em um termociclador automatizado MyCycler™ Thermal Cycler
System (BIO-RAD, USA). O programa basico das reacdes de PCR consistiu em 1 etapa de 95
°C por 5 minutos; 25 ciclos de desnaturacao a 95 °C com 30 segundos cada, seguida da etapa
de anelamento que foi realizada em fungdo das caracteristicas de cada par de primer (Quadro
3). Posteriormente, foi adicionado a etapa de extensdo a 72 °C por 30 segundos, finalizando
com a extensdo final a 72 °C por 5 minutos.

A concentracdo final dos reagentes para a reacdo de PCR, em um volume final de 25 pL
foi constituida de 1 pLL. de DNA da amostra alvo (~10 ng/ uL), 0,2 uM de cada primer, 0,2 mM
dNTP (Sinapse inc), 2,0 mM MgCl.(Promega®), 0,625 U Taq polimerase (GoTaq® G2 Flexi
DNA Polymerase Promega®), 1x Buffer Tag DNA polimerase Promega®, conforme
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instrugdes do fabricante. As triplicatas das amostras de agua de cada ponto de coleta foram
unidas para obter um volume maior de DNA total, que foi utilizado como DNA molde para

pesquisa dos genes listados no Quadro 3 por PCR.

Quadro 3: Caracteristicas dos primers selecionados para amplificacdo dos marcadores genéticos de
resisténcia a beta-lactdmicos nas amostras de agua do Rio Macaé.

Temperatura
Cereaio Primers (5-3") e de .
Resisténcia Beta- Amplicon Referéncia
lactimicos (pb) Anelamento
P )
Oligonuceotideo senso Oligonucleotideo antisenso
blaCTX-M ATG TGC AGY ACC AGT AAAG GGT CAC CAG AAG GAG C 562 56 Jones et al., 2009
blaKPC ATG TCA CTG TAT CGC CGT CT TTT TCA GAG CCT TAC TGC CC 892 56 Jones et al., 2009
blaSHV CTT TAC TCG CCT TTATCG GC TTA CCG ACC GGC ATC TTT CC 982 56 Jones et al.,2009
blaTEM GTG CGC GGA ACC CCT ATT TTA CCA ATG CTT AAT CAG TGA GGC 968 56 Jones et al., 2009
blaOXA-23 GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT 501 52 Woodford et al.,2006
blaOXA-51 TAA TGC TTT GAT CGG CCT TG TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG 353 52 Woodford et al.,2006
blaZ ACT TCA ACA CCT GCT GCT TTC TGA CCACTT TTA TCA GCA ACC 173 55 Martineu et al., 2000
ampC CTG TTC GAG ATC GGC TC CGG TAT AGG TCG CGA G 166 60 Xavier et al., 2010
blaSPM-1 CCT ACA ATC TAA CGG CGA CC TCG CCG TGT CCA GGT ATA AC 649 40 Gales et al., 2003
mecA GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A [ACCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA Al 310 58 Zhang et al., 2004

3.6 DETECCAO DOS PRODUTOS DA PCR AMPLIFICADOS

Apos a amplificagdo por PCR, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2% (K9-9100 Kasvi), em tampdo 0,5x Tris/ Acido Acético /EDTA (TAE). A
eletroforese foi realizada utilizando-se o equipamento Mini-Run Gel Electrophoresis System
Bioer (GE-100). Foram aplicados 2 pL de Safer Dye (1 mL K9-16C Kasvi) e 5 pL dos produtos
da PCR no gel de agarose. Em seguida, o perfil de bandas de DNA amplificado foi visualizado
com o auxilio de um transiluminador de luz ultravioleta (LED Transilluminator BK-001 Kasvi).
O padrao de peso molecular comercial (100 pb DNA /ladder, Promega®) foi utilizado como
referéncia para a comparagdo dos tamanhos dos fragmentos amplificados obtidos de GRA. O

branco foi produzido a partir de reacdes de PCR sem o DNA molde.
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4 RESULTADOS
4.1 OBTENCAO E QUANTIFICACAO DO DNA TOTAL

As amostras do DNA extraido foram quantificadas e no periodo chuvoso de margo de
2022 variaram de 1,07 a 65,6 ng/uL, enquanto que, no periodo seco de outubro de 2021, a
variagdo foi de 0,344 a 14,8 ng/uL, conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1: Quantificagdo de DNA microbiano total presente nas triplicatas de amostra de agua da bacia
hidrografica do Rio Macaé, coletadas no periodo seco e chuvoso.

Quantificacido DNA (ng/pL)
Amostras Periodo | Periodo
Seco Chuvoso
S1.1 0,382 1,07
S1.2 N/D N/D
S1.3 0,344 N/D
S2.1 7,92 25,6
S2.2 14,8 31,2
S2.3 14,3 30,6
S3.1 2,04 12,4
S3.2 7,34 15,5
S3.3 1,91 11,5
S4.1 5,74 2,58
S4.2 3,38 5,4
S4.3 3,40 4,52
S5.1 4,10 9,9
S5.2 2,96 10,2
S5.3 3,30 7,26
S6.1 10,6 52,4
S6.2 10,7 65,4
S6.3 9,78 65,6

S Sd0 Pedro Alto Curso (pré-transposi¢io); S2Represa de Tapera/desvio de dgua; S3Confluéncia da dgua de
desvio com o Rio Sdo Pedro; $4Sdo Pedro baixo curso BR 101(pos-transposigdo); SSMacaé baixo curso BR
101; S6Estuario do Rio Macaé; N/D: ndo detectado.

Foi possivel observar que as quantificagdes do DNA microbiano extraido das amostras
S2 em ambas as estagdes foram baixas devido ao ponto de coleta estar localizado no alto curso,
onde provavelmente ha menos impacto antrépico na dgua e consequentemente menor carga
microbiana. Da mesma forma, os pontos localizados em areas mais urbanizadas, com maior
influéncia antrdpica, ha valores maiores da quantificagdo de DNA, como na amostra do ponto

S6.
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4.2 ANALISE DA PRESENCA DE GRA DA CLASSE DOS BETA-LACTAMICOS

Na Tabela 2 e na Figura 6 ¢ apresentado o resultado da amplificagdo dos genes de
resisténcia aos beta-lactamicos. Trés dos dez genes selecionados e analisados foram detectados
em quatro pontos de amostragem distintos, o que corresponde a 30% dos genes pesquisados no
estudo (Tabela 2 e Figura 6). Entre os beta-lactimicos, apenas bla-KPC e bla-TEM foram
encontrados em duas estacdes (Tabela 2). O gene bla-KPC foi detectado no ponto S6 tanto no
periodo seco quanto no periodo chuvoso. O ponto S6 representa o estudrio, e foi o ponto que
apresentou mais genes de resisténcia, com 43% de prevaléncia (Tabela 2). O gene bla-TEM foi
detectado em quatro amostras, duas da estagdo seca e duas da estagdo chuvosa (Tabela 2). E
importante destacar que bla-TEM foi detectado na represa de Tapera (ponto S2) durante as duas
estacdes, e na pré (S1) e pds-transposi¢do (S3) do Rio Sdo Pedro (S1), durante as estagdes
chuvosa e seca. O gene bla-SHV foi detectado apenas no estuario (ponto S6) no periodo

chuvoso.

Tabela 2: Presenca dos GRA beta-lactaimicos nas amostras de agua dos diferentes pontos da bacia
hidrografica de Macaé.

Pontos de coleta/estacio
Genes alvo s1* S2 S3 sS4 S5 S6 Total
D W D W D W D W D WD W

blaCTX-M

blakPC S I e T e
blaSHV T T T

+ |+

blaTEM S T T
blaOXA-23 T e T .
blaOXA-51 I T e
blaz B e e

ampC - S T T . S
blaSPM-1 - T T S I
mecA - - - - - - - - - N

Total o 11 1241 0|0 O|0 0|1 2
GRA por local (%) 14 29 14 0 0 43 100
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Os pontos que apresentaram maior prevaléncia de deteccdo de GRA, independente da
estagdo coletada, foi o ponto S6 relativo ao estuario, seguido pela represa de Tapera (S2), com
43% e 29%, respectivamente (Tabela 2). As porcentagens foram calculadas considerando a
detecgdo total de gene em um ponto de coleta pela detecgdo total de genes em todos os pontos

(sete detecgdes totais, Tabela 2). Com relagdo ao periodo de coleta, a incidéncia de GRA foi
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um pouco maior para o periodo chuvoso (57%), com quatro amostras positivas, seguido pelo
periodo seco no qual foram detectadas trés amostras, representando 43% do total de genes

resistentes a beta-lactimicos detectados.

Os resultados da amplificacdo dos GRA no gel de agarose estdo ilustrados na Figura 6.
O gene bla-KPC foi detectado no estuario (ponto S6) em ambas as estagdes (Tabela 2). O gene
bla-SHYV foi identificado apenas no ponto S6 durante o periodo chuvoso. E o gene bla-TEM
esteve presente no ponto S1(pré-transposicao) na estagdo chuvosa, na represa em ambas as

estagdes, e no ponto de confluéncia no periodo seco (ponto S3) (Figura 6).

Figura 7: Gel de agarose mostrando produtos amplificados por PCR de GRA selecionados.

c+ 6' 6

A L B L c+ 6'
1000pb
500pb

Gene bla-KPC= 892pb Gene bla-SHV=982pb
C+= Klebsiella pneumoniae KP13 SHV C+= Klebsiella pneumoniae KP13 SHV

C &t @ 2 3 2z T
100bp DNA
Ladder
1000pb
1000pb
5
500pb

Gene bla-TEM= 968pb
C+= Klebsiella pneumoniae KP13 SHV

1000pb

L: padrao de DNA de 100 pb; c+: controle positivo; 1°: pré-transposi¢do no periodo chuvoso; 2 e 2°: represa nos periodos seco
e chuvoso, respectivamente; 3: confluéncia no periodo seco; 6 e 6’: estuario no periodo seco e chuvoso, respectivamente. (A)
Gene bla-KPC (tamanho do fragmento esperado de 892 pb). (B) Gene bla-SHV (fragmento esperado de 982 pb). (C) Gene bla-
TEM (fragmento esperado de 968 pb).

Em 50% das 12 amostras totais coletadas, pelo menos um gene de resisténcia a beta-
lactamicos foi identificado. Dentre todos os 10 GRA investigados no estudo, houve uma
frequéncia de detec¢do de 33,3%, 16,7% e 8,3 % para os genes bla-KPC, bla-SHV e bla-TEM,
respectivamente para as 12 amostras analisadas (Figura 7). O gene bla-TEM foi comum para

trés pontos (quatro amostras), mas nenhum marcador genético foi comum a todas as amostras.
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Figura 8: Frequéncia de detecg@o de genes de resisténcia a beta-lactdmicos estudados.
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As amostras coletadas na area urbana do rio apresentaram maior nimero de GRA, sendo
dois marcadores genéticos exclusivos dessas areas (Figura §). Em areas rurais, apenas o gene
bla-TEM foi exclusivo desta area (Figura 8). Além disso, ¢ importante destacar a presenga deste

gene (bla-TEM) que codifica uma ESBL no ponto 1 do periodo chuvoso, localizada perto da

nascente do rio.

Figura 9: Perfil de ocorréncia de GRA entre os pontos de coleta das amostras de agua do Rio Macaé.
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Pontos: S1- Sao Pedro Alto Curso (pré-transposico); S2- Represa de Tapera/desvio de agua; S3- confluéncia da dgua de desvio

com o Rio Sdo Pedro; S4-Rio Sao Pedro- BR101 (pés-transposicdo); S5-Rio Macaé- BR101; S6-Estuario do Rio Macaé.
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5 DISCUSSAO

Os rios, lagos e corregos representam uma fragao essencial da dgua doce disponivel para
consumo humano e animal, e sua preservacao e qualidade ¢ indispensavel quando se trata do
conceito One Health. Os antibidticos beta-lactaimicos ja foram detectados em rios e lagos
asiaticos e sua presenga foi atribuida principalmente ao lancamento de residuos domésticos,
industriais e agricolas nestes locais (ANA et al., 2021). Neste estudo, também caracterizamos
e detectamos um perfil de resisténcia aos beta-lactamicos, ao longo da bacia hidrografica do
Rio Macaé. E importante ressaltar que os resultados desse estudo sio baseados em genes
contidos no material genético e vale lembrar que, a expressdo desses GRA nao esta

necessariamente ligada a detec¢do do gene amplificado.

Estudos anteriores baseando-se em andlises fenotipicas de beta-lactamicos detectaram
prevaléncia de isolados de Enterobacteriaceae produtores de ESBL em amostras fecais, de
alimento e de pacientes com doencas infecciosas (MESA et al., 2006). Em amostras de aguas
de pocos rurais, estudos também mostraram a prevaléncia de Enterobacteriaceae produtoras de
ESBL (ZHANG et al., 2015). Entretanto, a desvantagem de um estudo baseado apenas no
fendtipo de resisténcia ¢ que ndo ¢ possivel caracterizar o mecanismo de resisténcia associado
ao fenotipo. Por exemplo, a avaliacdo fenotipica aos beta-lactdmicos nao possibilita distinguir
se o mecanismo ¢ mediado por enzimas beta-lactamases ou mediada por proteinas de ligagdo a
penicilina (PBPs). Nesse sentido, o estudo ndo seria eficaz para auxilio ao tratamento clinico,

uma vez que mecanismos diferentes implicam em tratamentos diferentes (U.S, 1995).

O Rio Macaé tem o uso e ocupacdo do solo associado a areas de pastagens, agricolas,
urbanizagdo, fragmentos florestais, areas inundaveis entre outros (MOLISANI et al., 2019). O
indice de qualidade da agua em diversos pontos pode estar relacionado as atividades
potencialmente poluidoras predominantes na area, e a falta de protecdo vegetal e de barreiras
no entorno de suas nascentes. Nesse cenario, o crescimento econdmico e populacional de Macaé
intensificou os processos de contaminagdo do recurso hidrico e, consequentemente, provavel
desenvolvimento de microrganismos resistentes a antimicrobianos, presentes nas aguas

residuais langadas no Rio Macaé.

Entre os trés marcadores de resisténcia encontrados nos locais amostrados, estdo genes que
codificam beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) (bla-SHV, bla-TEM) e
carbapenemases (b/la-KPC). Tanto bactérias patogénicas quanto ndo patogénicas sdo capazes

de codificar essas enzimas, sendo que a expressao desses genes ¢ induzida pela exposi¢do dos
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genes a um antibidtico que contenha um anel beta-lactamico em sua estrutura quimica (UR-
RAHMAN et al., 2018). Estudos recentes também investigaram a disseminacdao de GRA em
aguas residuais e monitoraram a presenca de cepas multirresistentes nos locais estudados
(STACHUROVA et al., 2022; ZAGUI et al., 2023). Stachurova et al. (2022) evidenciaram
presenga de bactérias resistentes a ampilicina e cepas multirresistentes isoladas em aguas
residuais e de um reservatdrio de agua na Republica Tcheca, mostrando uma abundancia
relativa dos genes bla-TEM, blaNDM-1 e vanA no inverno. Além disso, o gene bla-TEM foi
abundante na dgua da represa, mostrando uma ocorréncia massiva deste gene na maioria das
bactérias ambientais, assim como encontrado em nosso estudo para amostras da area rural (S1,

S2, 83, S4 e S5).

A dispersdo de marcadores genéticos de resisténcia aos beta-lactaimicos em amostras da
bacia hidrografica do Rio Macaé também pode ser explicada pela transferéncia horizontal de
GRA. A transferéncia horizontal permite que microrganismos que nunca tiveram contato com
antimicrobianos adquiram os GRA. Sendo assim, muitos microrganismos presentes em
ecossistemas aquaticos podem ja ter apresentado o gendtipo de resisténcia, sem ter apresentado
o fendtipo. E com o descarte incorreto de antibioticos, esses microrganismos passariam a ter
contato com a droga antimicrobiana, com consequente expressao do cardter de resisténcia
bacteriana (BAQUERO et al., 2008). Nesse sentido, a rapida expansao da atividade humana,
como a pratica de lancamento de efluentes hospitalares e domésticos, areas de pastagens e
agricolas presentes na regido de Macaé, pode exacerbar os riscos para a saude humana

induzidos por GRA.

O estuario de Macaé recebe residuos de diversas origens e neste ponto amostral foi possivel
detectar a presenca do gene bla-SHV e bla-KPC. Possivelmente o estudrio esta sendo alvo de
contaminagao por antibidtico, assim como na area rural do rio, onde foi detectado apenas o gene
bla-TEM (Figura 7). A diferenca da diversidade de GRA entre as areas ainda precisa ser melhor
caracterizada por meio da selecdo e andlise de outros marcadores genéticos. Porém, em um
estudo realizado na bacia hidrografica no sudeste da China foi observado que tanto a variedade
quanto a abundancia de GRA nas aguas aumentaram das regides rurais para as urbanas (PENG
et al., 2020). Neste estudo, os autores compararam os GRA presentes a montante e a médio rio,
e concluiram que o nimero ¢ a diversidade de GRA foram significativamente maiores nas aguas
a jusante. Outros estudos também mostraram que as diversidades de GRA seriam altas em
regides sob condi¢des urbanas dominadas pelo homem com maior densidade populacional

(ZHANG et al., 2015). As atividades antropogénicas que podem levar a liberagdo de
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antibioticos e consequentemente a evolucdo e propagacdo de GRA no ambiente aquatico
incluem o tratamento abusivo com antimicrobianos, escoamentos agricolas e descargas de

aguas residuais urbanas tratadas ou ndo tratadas (PENG et al., 2020).

Sendo assim, a maior prevaléncia de GRA no estuario do Rio Macaé (ponto S6) pode
estar relacionada ao langamento de esgoto ndo tratado, bem como o descarte incorreto de
antibidtico na foz do Rio Macaé. De fato, ha uma prevaléncia de GRA em areas com maior
impacto antropico do que em areas menos urbanizadas. Entretanto, no geral, o Rio Macaé e
seus afluentes apresentaram uma quantidade detectdvel relativamente baixa de genes beta-
lactamicos nas amostras analisadas, quando comparado aos marcadores genéticos detectados
na bacia hidrografica de Rio das Ostras (REGINA et al.,2021), municipio vizinho de Macaé¢
situado a aproximadamente a 39 km da nascente do Rio Macaé. Dentre os 43 GRA investigados
por Regina et al. (2021), cinco (12%) GRA pertenciam a classe beta-lactimicos. Das doze
amostras analisadas ao longo da bacia hidrografica de Rio das Ostras apenas cinco nao
apresentaram detec¢do de genes de resisténcia aos beta-lactamicos. Além disso, também foi
identificado o gene bla-TEM na nascente do Rio das Ostras, area rural do estudo (REGINA et
al., 2021), corroborando com os nossos resultados. De uma forma geral, estas observacdes
indicam a presenca de substancias antimicrobianas nos ecossistemas aquaticos. Porém, além
dos genes aqui selecionados, recomendamos ampliar a investigagdo para uma gama maior de
genes de resisténcia, estendendo a outras classes de antibidticos. Dessa maneira, sera possivel

caracterizar o perfil completo de GRA no Rio Macaé¢ com um maior nimero de dados.

No entanto, vale ressaltar que neste estudo, o gene bla-TEM apresentou maior
frequéncia de deteccdo na area rural e, inclusive, foi identificado no ponto perto da nascente do
rio (S1). Logo, a presenga deste gene pode indicar a presenca de contaminantes nas aguas da
area rural, principalmente na nascente. Outros autores ja demonstraram que os antimicrobianos
aplicados na pecuaria sao uma grande fonte de polui¢do de riachos e nascentes localizados em
areas rurais (GROS et al., 2023; GRAY et al., 2020). Os residuos de antimicrobianos quando
depositados no solo, escoam para os rios podendo aumentar a concentragdo de antibidticos
presentes na agua, e consequentemente impondo um meio seletivo para a proliferacdo de
bactérias resistentes no corpo hidrico. Os beta-lactamicos, aminoglicosideos e tetraciclinas sao
os grupos de farmacos frequentemente utilizados na pecudria, e quando detectadas em um
ambiente rural, pode ser indicio de que o esterco seja uma fonte potencial de contaminagao por
antibidticos (SPISSO et al, 2009). O uso de antimicrobianos na pecuaria ¢ mundialmente aceito

e consumido em niveis extremamente elevados quando se trata de determinadas classes de
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farmacos. Em 2020, China, Brasil, India e Estados Unidos permaneceram entre os cinco
principais paises consumidores de antimicrobianos em fung¢ao do sistema de pecudria intensiva,
sendo que mais de 10.000 toneladas de antibidticos foram utilizadas por esses paises nesse ano
(MULCHANDANI et al., 2023). Como Macaé tem o uso e ocupagao do solo associado a
atividades pecuaristas principalmente na area rural da cidade, a presenca do gene bla-TEM nas
amostras S1 e S3 sugerem que a pecudria, atividade predominante no local, estd sendo uma

possivel fonte de contaminagao de GRA nas aguas do Rio Sao Pedro.

Em relacdo a contaminagdo de efluentes hospitalares, um estudo recente realizado em
Ribeirdo Preto-SP identificou 14 isolados bacterianos pertencentes a Enterobacter spp.,
fenotipicamente produtores de ESBL ou carbapenemases, em amostras de aguas residuais
hospitalares, dguas residuais urbanas brutas e tratadas. O trabalho demonstrou que, no geral, foi
encontrada resisténcia generalizada aos antibidticos beta-lactamicos, o que pode ser atribuido
ao seu amplo consumo particularmente em ambientes hospitalares (ZAGUI et al., 2023). Diante
deste cendario ¢ importante ressaltar que a pandemia recente de COVID-19 também contribuiu
significativamente para o aumento da RAM, devido a intensificagdo dos tratamentos com
antibidticos. Houve uma enorme pressao sobre os sistemas de satde, a emergéncia prolongada
esgotou recursos € levou a uma alteragdo nas agdes de prevencdo e controle de infecgdes,
ocasionando um aumento de infecgdes nas unidades de saide (WEINER-LASTINGER et al.,
2021). A prescri¢do e o uso de antimicrobianos aumentaram, principalmente entre os pacientes
com COVID-19. Pacientes com COVID-19 em estado critico necessitavam frequentemente de
hospitalizagdo, geralmente associada a intervencdo com tratamentos antimicrobianos
(FERGUSON et al., 2020). Além disso, ndo houve incentivos e refor¢o dos programas de uso
racional de antimicrobianos (OPAS, 2022), somado ao fato do uso indiscriminado de
azitromicina sem a devida comprovagao de eficacia para o tratamento da COVID-19 (BUTLER
et al., 2021). Consequentemente, estudos evidenciaram um aumento na resisténcia de cepas de
Escherichia coli e Streptococcus pneumoniae, apés a distribui¢do em massa da azitromicina,

com base na literatura (O’BRIEN et al., 2019).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nesse estudo foram descritos por Rodriguez-
Mozaz et al. (2015) e Regina et al. (2021). Os produtos do gene bla-TEM (Figura 5C)
amplificados apresentaram tamanho um pouco acima do esperado (968 pb). De acordo com
Volkmann et al. (2007), tal fato pode ocorrer porque as amostras ambientais podem conter

compostos que interferem na reagdo de amplificacdo, prejudicando a reagdo de PCR ¢ a
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visualizagdo do gel por eletroforese. Tais inibidores incluem substincias htumicas, sais

organicos ou detergentes que perturbam a detec¢do de GRA (VOLKMANN et al., 2007).

O estudo de Rodriguez-Mozaz et al. (2015) evidenciou a polui¢do por antibioticos e
GRA de efluentes hospitalares e de uma estacdo de tratamento de dguas residuais (ETAR) para
o Rio Ter em uma cidade da Espanha. Cinco pontos de amostragem localizados: nos efluentes
de 4guas residuais do principal hospital da cidade de Girona (Espanha); afluentes e efluentes da
ETAR e a montante e jusante do ponto de descarga da ETAR no rio foram avaliados. Foi
observada a ocorréncia de nove antibidticos em concentragdes elevadas, principalmente em
amostras de efluentes hospitalares, incluindo ciprofloxacina, azitromicina, claritromicina e
sulfametoxazol, cuja presenca pode afetar as comunidades microbianas presentes no rio. Nesse
sentido, foi evidenciado que o rio receptor estava sendo afetado pelo aumento dos genes bla-
TEM, como resultado do tratamento de aguas residuais, e que este gene estava presente em
maiores concentracdes nas amostras de efluentes do hospital (MOZAZ et al., 2015). Além
disso, o autor afirma que o gene bla-TEM ¢ um GRA transmitido por plasmideos mais
frequentemente detectados, que confere resisténcia as penicilinas e cefalosporinas de espectro
estendido. Levando este estudo em consideragdo, a presencga do gene bla-TEM no ponto S2 do
nosso estudo também pode ser decorrente da influéncia de efluentes oriundos de dois postos de
saude proximo ao local de amostragem. Isto sugere que, possivelmente, esse efluente hospitalar

esteja contribuindo para a disseminagao desse gene no corpo hidrico.

A 4gua representa uma via importante de propagacdo de bactérias entre diferentes
ambientes aquaticos, incluindo habitats de dgua doce que abrigam uma grande diversidade
bacteriana (MOREIRA et al., 2014). Considerando a abordagem One Health, o consumo de
agua potavel ¢ uma importante via para a entrada de GRA ambientais no intestino humano
(ALAWI et al., 2022). Um estudo feito nas bacias hidrograficas do Sao Jodo e do Guandu, que
fornecem agua potavel para a cidade do Rio de Janeiro, detectou substincias das classes de
antimicrobianos beta-lactdmicos, macrolideos e sulfonamidas em amostras de aguas nao
tratadas, sendo a bacia hidrografica do Guandu a que apresenta os maiores indices de
antimicrobianos (BIANCO et al., 2022). Essas bacias sdo frequentemente impactadas devido a
falta de tratamento de esgoto nas cidades vizinhas. Assim como neste trabalho, alguns genes de
resisténcia a beta-lactamicos também foram detectados na bacia hidrografica do Rio Sao Joao,
bacia hidrografica do Guandu e nas amostras de dgua potavel. No entanto, foram detectados
outros genes que codificam enzimas metalo-beta-lactamase, como bla-AIM, bla-GIM, bla-IMP

e bla-VIM (BIANCO et al., 2022). Além disso, nesta mesma pesquisa foi avaliado os residuos
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de antimicrobianos, em que residuos de claritromicina, sulfametoxazol e azitromicina foram
encontrados na dgua nao tratada e na dgua potavel em todas as amostras (BIANCO et al., 2022).
Isso refor¢a a necessidade de se realizar pesquisas futuras mais amplas abrangendo a pesquisa
de outros GRA, além da presenca da residuos de antimicrobianos.

A presenga de GRA na agua potavel desinfectada e descontaminada ainda ¢ pouco
estudada. Porém, alguns estudos demonstraram que a agua potavel tratada pode conter bactérias
dos géneros Sphingomonas, Pseudomonas e Acinetobacter ou da familia Enterobacteriaceae
nao fecais capazes de resistir a diferentes antibidticos e tratamentos (MOREIRA et al., 2017;
ROCHA et al., 2013). Ja se sabe que bactérias resistentes podem sobreviver as pressoes
seletivas que ocorrem durante o processo de tratamento da agua por cloracao (GUO et al.,
2014). Entretanto, a remocao de GRA varia dependendo do esquema de tratamento de dgua. A
desinfec¢do com cloro € capaz de reduzir muitos GRA, mas sem destrui-los, resultando em sua
descarga em ambientes aquaticos. Isso faz com que o DNA de bactérias mortas ou inativas
provavelmente possa persistir no ambiente (GUO et al., 2014).

A produgdo da enzima beta-lactamase ¢ o mecanismo bastante comum de resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos beta-lactimicos. A carbapenemase bla-KPC foi aqui
identificada na bacia hidrografica do Rio Macaé. Esse resultado condiz com o estudo de Bianco
et al. (2022) em que foi encontrado genes que codificam as carbapenemases na bacia
hidrografica do Rio Guandu (BIANCO et al., 2022). Ademais, bactérias portadoras de genes de
resisténcia a carbapenémicos possuem um alto potencial de disseminagdo na microbiota
ambiental (ROSSOLINI et al., 2001). Sob a perspectiva One Health, existe uma intersec¢ao
entre a 4gua e o microbioma associado ao ser humano. A expressao “microbioma associado ao
ser humano” se refere a todos os microrganismos capazes de colonizar ou infectar o hospedeiro
humano, independente de qual seja o seu habitat principal (ROBERTO et al., 2014). Nesse
sentindo, ha duas possibilidades de intersec¢ao entre o microbioma associado ao homem e os
ambientes aquaticos. Um refere-se a liberagdo de bactérias dos seres humanos nas aguas
residuais e o outro, compreende bactérias que estdo presentes na agua potavel, mas também sao
encontradas no microbioma associado ao homem (MOREIRA et al., 2014).

O entendimento da ocorréncia de bactérias resistentes a antibidticos na agua potavel ¢
importante devido aos efeitos nocivos na saide humana. Nesse caso, a transmissdo poderia
acontecer diretamente, no qual bactérias aquaticas resistentes seriam transmitidas para os seres
humanos ou, indiretamente, através da transmissdo de GRA de bactérias aquaticas para
bactérias relacionadas ao microbioma humano (MOREIRA et al., 2014). Portanto, o

rastreamento de genes de resisténcia a antibidticos em diferentes compartimentos ambientais ¢
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uma ferramenta importante para avaliar a ecologia e epidemiologia da resisténcia a antibidticos
e fornecer informagdes para a gestdo de antibidticos € de GRA, a fim de facilitar a melhoria da

qualidade da agua potavel.
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6 CONCLUSAO

Este estudo forneceu uma andlise da presenga de GRA da classe dos beta-lactamicos da
bacia hidrografica do Rio Macaé. Nessa andlise, a deteccio de GRA apresentou uma
distribuicdo uniforme entre os periodos seco e chuvoso. O gene bla-TEM apresentou maior
ocorréncia nas amostras rurais, enquanto os genes bla-SHV e bla-KPC foram detectados
exclusivamente no estuario do Rio Macaé. O estuario do Rio Macaé foi o ponto de maior

prevaléncia de deteccdo de GRA.

Entretanto, esses dados reforcam a importancia da realizagdo de mais estudos em
ambientes aquaticos, a fim de identificar outras classes de GRA e possiveis fontes de
contaminac¢do. Além disso, estudos adicionais utilizando gPCR podem ser realizados a fim de
aumentar a sensibilidade. O perfil do resistoma do Rio Macaé aqui descrito pode refletir a
realidade de outros rios, lagos e corregos que sofrem com o impacto antrépico, especialmente

com o déficit de redes de tratamento de esgoto no Brasil.
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