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RESUMO

IDENTIFICACAO MOLECULAR DE Escherichia coli E AVALIACAO DE
SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

AUTOR: Ubiratan Alegransi Bones
ORIENTADOR: Genesio Mario da Rosa

A qualidade dos recursos naturais garante a sobrevivéncia e perpetuacdo de espécies. Nesse
sentido, a agua é um recurso primario e indispensavel para a existéncia de vida no planeta. Em
funcdo da degradacgé@o ambiental generalizada, causada mau uso e ocupacgéo do solo, 0s recursos
hidricos encontram-se contaminados por poluentes quimicos, fisicos e microbiologicos. Porém,
alguns destes carecem de legislacdo que disponha sobre a necessidade de monitoramento de
presenca ou quantificacdo. No caso dos contaminantes microbioldgicos, Escherichia coli (E.
coli) é uma bactéria amplamente reconhecida e discutida pela ciéncia. Inicialmente prevista
como um microrganismo comensal da flora intestinal de animais e sangue quente, passou a ser
entendida como um risco de saude global, em funcéo de sua capacidade de mutacdo. Além de
possuir caracteristicas intrinsecas de um patogeno, devido a sua estrutura celular, E. coli
adquiriu maior resisténcia as pressdes seletivas e viruléncia para invadir e colonizar células de
hospedeiros, devido a mecanismos genéticos e ambientais. Em funcdo disso, os tratamentos
convencionais utilizados para tratar pacientes tem perdido sua eficicia ano apds ano e a prépria
organizacdo mundial da salde trata desse assunto como uma ameaca prioritaria a ser
neutralizada. Desse modo, considerando a grande quantidade de infecgdes registradas no Brasil
e no mundo, por essa bactéria, é relevante que sejam realizados estudos analiticos que
respondam quais sdo as possiveis fontes de contaminacgdo e disseminacdo deste patdgeno no
ambiente, de modo a favorecer as acGes de instituicGes publicas, em defesa da populacdo. O
presente trabalho analisou uma série historica de vinte anos disponibilizados pelo Ministério da
Saulde, de surtos de doencas de transmissdo hidrica e alimentar (DTHA) e a partir da analise
desses dados, identificou-se uma crescente em infecgOes de E. coli de cinco patotipos. A partir
disso, seguiu-se para uma pesquisa de campo, com o intuito de estudar o dinamismo do perfil
de resisténcia ou susceptibilidade bacteriana na superficie da &gua de microbacias com
diferentes usos e ocupacdo do solo. Os resultados dessa pesquisa demonstraram que a
resisténcia de E. coli esta prevalecendo nos mais diversos compartimentos ambientais, com
maior énfase para as aglomeracGes urbanas, o que sugere ainda mais estudos sobre a
persisténcia desse microrganismo no ambiente e seus mecanismos de patogenicidade.

Palavras-chave: Poluentes. Microrganismos. Resisténcia.



ABSTRACT

MOLECULAR IDENTIFICATION OF Escherichia coli AND EVALUATION OF
SENSITIVITY TO ANTIMICROBIALS

AUTHOR: Ubiratan Alegransi Bones
ADVISOR: Genesio Mario da Rosa

The quality of natural resources guarantees the survival and perpetuation of species. In this
sense, water is a primary and indispensable resource for the existence of life on the planet. Due
to widespread environmental degradation, caused by misuse and occupation of land, water
resources are contaminated by chemical, physical and microbiological pollutants. However,
some of these lack legislation that provides for the need to monitor their presence or
quantification. In the case of microbiological contaminants, Escherichia coli (E. coli) is a
bacterium widely recognized and discussed by science. Initially envisaged as a commensal
microorganism of the intestinal flora of warm-blooded animals, it came to be understood as a
global health risk, due to its ability to mutate. In addition to having intrinsic characteristics of
a pathogen, due to its cellular structure, E. coli acquired greater resistance to selective pressures
and virulence to invade and colonize host cells, due to genetic and environmental mechanisms.
As a result, conventional treatments used to treat patients have lost their effectiveness year after
year and the world health organization itself treats this issue as a priority threat to be neutralized.
Thus, considering the large number of infections registered in Brazil and in the world, by this
bacterium, it is important that analytical studies be carried out that answer what are the possible
sources of contamination and dissemination of this pathogen in the environment, in order to
favor the actions of public institutions, in defense of the population. The present work analyzed
a historical series of twenty years made available by the Ministry of Health, of outbreaks of
diseases transmitted by water and food (DTHA) and from the analysis of these data, an increase
in E. coli infections of five pathotypes was identified. From this, field research was carried out,
with the aim of studying the dynamism of the bacterial resistance or susceptibility profile on
the water surface of watersheds with different land uses and occupation. The results of this
research demonstrated that E. coli resistance is prevailing in the most diverse environmental
compartments, with greater emphasis on urban agglomerations, which suggests further studies
on the persistence of this microorganism in the environment and its pathogenicity mechanisms.

Keywords: Polluting. Microrganisms. Resistance.
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1 INTRODUCAO GERAL

A agua é um bem primério para a existéncia de vida no planeta. Nesse sentido, a
disponibilidade e seguranca desse recurso, para consumo ou recreacdo, deve ser assegurado
para todos, pois d& suporte a salde e gera qualidade de vida. No entanto, em paises com menores
condigdes econdmicas e baixa cobertura de indicadores de saneamento basico, a 4gua tende a
possuir baixa qualidade e até oferecer riscos a saude publica, devido a poluicdo que facilita a
presenca de microrganismos patogénicos. Desse modo, a gestdo da agua, desde o manejo,
captacdo, tratamento e abastecimento, deve ser rigorosa para garantir a seguranca dos
consumidores (STEC et al., 2022).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 50% dos 6bitos por
doencas relacionadas a agua é causada por infeccdes bacterianas intestinais (WATER et al.,
2002). O problema das doencas causadas por microbios transmitidos pela agua € um grande
desafio de satde publica. Isso ocorre devido a baixa qualidade microbioldgica de reservatdrios
de &guas naturais, que pode levar a sérias consequéncias, seja pelo contato recreativo ou como
finalidade de consumo humano. Por isso € imprescindivel que seja realizado 0 monitoramento
da qualidade de aguas superficiais (NAIDOO e OLANIRAN, 2014; FEWTRELL e KAY, 2015;
MAGANA-ARACHCHI e WANIGATUNGE, 2020).

Os riscos para a salde humana associado a agua ndo potavel, especialmente de fontes
naturais, ainda ndo configuram um consenso, considerando que a qualidade das &guas
superficiais pode mudar rapidamente. Essas mudancas podem representar alto risco,
principalmente quando sdo relativas aos agentes bacterianos, que possuem potencial patogénico
diversificado e dinamismo com outros agravantes ambientais. Essas mudancas, geralmente
ocorrem no ambiente, devido a liberacdo de aguas residuais municipais domésticas, escoamento
de aguas pluviais, efluentes industriais, bem como efluentes agropecuérios que sao lancados
em mananciais, como rios e lagos (NAIDOO e OLANIRAN, 2014; EDOKPAYI, ODIYO e
DUROWOJU, 2017).

No contexto microbioldgico, de acordo com os relatérios de doencas de transmissao
hidrica e alimentar do Pais (BRASIL, 2021), o microrganismo que mais causou doencas dessa
modalidade, na dltima década, foi Escherichia coli, bactéria presente naturalmente no corpo
humano que contribui com funcionamento correto dos 6rgéos e organismo. E. coli, por exemplo,
é amplamente conhecida e estudada por sua versatilidade, pois além de ser um microrganismo
comensal em humanos, é utilizada para producéo de farmacos e enzimas industriais. Além disso,

reduz as chances de colonizacgéo por bactérias patogénicas e favorece o hospedeiro ao produzir
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vitamina K e B12, que favorecem o processo de coagulacdo do sangue e a formacao de glébulos
vermelhos. No entanto, ao passo que pode gerar inimeros beneficios, essa bactéria também
pode gerar doencas intestinais e extra intestinais, bem como outros danos, em funcdo das
mutacdes sofridas constantemente para sua adaptacdo e sobrevivéncia (BENTLEY e
MEGANATHAN, 1982; LAWRENCE e ROTH, 1996; BLOUNT, 2015).

Os fatores ligados as mutacdes em E. coli, podem gerar viruléncia e aumento da
resisténcia contra antibidticos. A viruléncia se desenvolve desde o inicio da colonizacdo. Essa
caracteristica, atribui a E. coli, uma caracterizacdo em diferentes grupos, classificados como
patotipos, determinando diferencas na capacidade de colonizar as células e tecidos do
hospedeiro, também atribuida ao conjunto de genes e os locais de infeccdo. No caso da
resisténcia, hd uma separacdo por classes de drogas, levando em consideracdo os sitios de
inibicdo da acdo dos antibacterianos. A resisténcia existe desde a exposicao dos microrganismos
a droga no ambiente. Por isso, apesar desta ser uma tendéncia natural, o problema tem sido
acentuado em funcao do uso indevido e indiscriminado de antibi6ticos (BECEIRO, TOMAS e
BOU, 2013).

Em funcdo do aumento de pesquisas debatendo o assunto e dos riscos que cepas
patogénicas de E. coli representam a saude publica, as discussGes para compreensdo das origens
desses fatores, bem como os meios de disseminacdo e consequéncias, passam a exigir dos
pesquisadores uma analise sistematica. Desse modo, faz-se necessario estudar as
potencialidades do agente patogénico, analisando o grau de risco de sua persisténcia e quais
ambientes podem estar associados ao aumento da resisténcia das bactérias (DCD, 2023). Apesar
do exposto, uma das grandes lacunas existentes na ciéncia é a falta de pesquisas que, a0 menos,
possam sugerir ou indicar possiveis focos de persisténcia de bactérias resistentes, que facilitem
a acdo das autoridades para uma tomada de decisdes assertivas.

Nesse sentido, ndo s6 no Brasil, como em outros paises, cepas de E. coli patogénica séo
consideradas um dos maiores problemas microbiolégicos persistentes da atualidade, causando
milhares de doentes e dbitos todos os anos. Com aumentos significativos em seu perfil de
resisténcia aos antibidticos de todas as classes, sendo algumas cepas quase impossiveis de
combater com doses convencionais dos farmacos. As medidas atuais, para mitigar esses
problemas, além da prospeccédo de novos farmacos é a recomendacéo de diminui¢do do uso de
doses sub-letais para producdo de alimentos de origem animal, bem como a reducdo para
tratamento humano, quando néo for necessario (WHO, 2020; CDC, 2021; ECDC, 2023).

Desse modo, essa pesquisa foi executada de forma a estudar os fatores de patogenicidade

mais relevantes e atuais, presentes em cepas de E. coli, discutindo, de forma sistematica, as
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interacbes que facilitam a adaptacdo e evolugdo do microrganismo para garantir sua
sobrevivéncia. Além disso, a segunda etapa deste trabalho teve o objetivo de analisar as
correlacdes entre o perfil de resisténcia de isolados ambientais de E. coli, com os diferentes

tipos de uso e ocupacéo do solo, em microbacias localizadas no norte do Rio Grande do Sul.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a bactéria Escherichia coli e avaliar o perfil de resisténcia e susceptibilidade
de cepas isoladas da superficie da agua em sub-bacias de um lajeado, com diferentes

caracteristicas de uso e ocupacao do solo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

l. Realizar uma revisdo de literatura atual sobre os fatores de patogenicidade de E.
coli;
. Avaliar a presenca e quantificar E. coli ao longo do Lajeado Pardo;
. Identificar cepas de E. coli, por meio de PCR e avaliar o perfil de suscetibilidade
a antibacterianos;
V. Analisar a persisténcia de resisténcia nas microbacias com diferentes usos e

ocupacdo do solo;
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3 CAPITULO 1-MANUSCRITO 1. VIRULENCIA E RESISTENCIA BACTERIAANA
EM Escherichia coli: FATORES DE PATOGENICIDADE DE ALERTA GLOBAL

RESUMO

O potencial patogénico de microrganismos esta diretamente ligado a sua capacidade de mutacéo
para adaptacdo nos diferentes ambientes aos quais sdo submetidos. Nesse sentido, Escherichia
coli é a bactéria mais estudada na atualidade, devido a sua facilidade em adquirir genes que lhe
permitem invadir células humanas, persistir em diversas partes do corpo e resistir a grande parte
dos farmacos conhecidos nos centros de tratamento. A partir de uma anélise bibliométrica, de
manuscritos publicados sobre E. coli, observou-se a relacdo entre alguma palavras-chave
amplamente citadas no espaco amostral do mapa gerado. Em funcgédo disso, esse manuscrito
procedeu como uma analise de dados do relatério de doencas de transmisséo hidrica e alimentar
(DTHA) causadas por esse patogeno no Brasil. Considerando a relevancia observada no
relatorio, seguiu-se para uma avaliacdo do estado da arte da ciéncia, para descrever todos 0s
patotipos de E. coli capazes de infectar humanos, citados na literatura. Além disso, descrever
os fatores de resisténcia e a relacdo sinérgica ou antagdnica entre a viruléncia e resisténcia nas
células bacterianas. Os resultados revelaram que 0 microrganismo aqui citado, representou mais
de 20% de todas infeccBes causadas por veiculacao hidrica e alimentar no Pais. Além disso, dos
dez patotipos apresentados ao longo desse manuscrito, cinco ja foram notificados no Brasil. A
facilidade de disseminacgéo de E. coli no ambiente e o alto potencial patogénico de suas cepas
mutantes sugere a necessidade de um alerta para toda a populacdo. Levando em conta a
subnotificacdo de casos e a precariedade dos sistemas sanitério e de saude publica brasileiros,
faz-se necessario que as autoridades entendam a gravidade e o potencial epidemioldgico dessa
bactéria.

Palavras-chave: Andlise bibliométrica. Fatores de patogenicidade. Epidemiologia.

VIRULENCE AND ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN Escherichia coli: GLOBAL
ALERT PATHOGENICITY FACTORS

ABSTRACT

The pathogenic potential of microorganisms is directly linked to their ability to mutate to adapt
to the different environments to which they are subjected. In this sense, Escherichia coli is the
most studied bacterium today, due to its ability to acquire genes that allow it to invade human
cells, persist in different parts of the body and resist most of the drugs known in treatment
centers. From a bibliometric analysis of published manuscripts on E. coli, the relationship
between some widely cited keywords in the sample space of the generated map was observed.
As a result, this manuscript proceeded as an analysis of data from the report on waterborne and
foodborne diseases (DTHA) caused by this pathogen in Brazil. Considering the relevance
observed in the report, an evaluation of the state of the art of science was carried out, to describe
all the pathotypes of E. coli capable of infecting humans, mentioned in the literature.
Furthermore, describe resistance factors and the synergistic or antagonistic relationship
between virulence and resistance in bacterial cells. The results revealed that the microorganism
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cited here represented more than 20% of all infections caused by water and food transmission
in the country. In addition, of the ten pathotypes presented throughout this manuscript, five
have already been reported in Brazil. The ease of dissemination of E. coli in the environment
and the high pathogenic potential of its mutant strains suggest the need for a warning to the
entire population. Taking into account the underreporting of cases and the precariousness of the
Brazilian sanitary and public health systems, it is necessary for the authorities to understand the
seriousness and epidemiological potential of this bacterium.

Key-words: Bibliometric analysis. Pathogenicity factors. Epidemiology.

3.1 INTRODUCAO

A bactéria Escherichia coli (E. coli), além de ser um microrganismo comensal e viver
de forma harménica no organismo de humanos e outros animais, também é conhecida por ser
uma das causas mais comuns de diarreias. No entanto, a preocupagdo com esse agente
infeccioso vem crescendo, devido ao fato de nos Gltimos 20 anos haver a identificacéo de cepas
virulentas dessa bactéria associadas a notificacdes de doencas de transmissdo hidrica e
alimentar (DTHA).

Além de sintomas diarreicos, 0 microrganismo é responsavel por cerca de 90% de todas
as infeccdes do trato urinario (ITU), gerando altos custos financeiros e causando significativa
mortalidade entre os pacientes infectados (MOMTAZ H, et al., 2013; JOHNSON JR, 1991).
De acordo com o Ministério da Saude (2022), casos ainda mais graves sdo relatados em relagédo
a infeccdo intestinal sanguinolenta (colite hemorragica), que pode ainda evoluir para
complicacBes extraintestinais como uma sindrome hemolitico uremica. Todas essas
complicacdes sdo diretamente ligadas aos fatores de viruléncia dos patotipos de E. coli, sejam
eles intrinsecos ou adquiridos pelas bactérias, que estdo constantemente em contato com
diversos ambientes suscetiveis a mutagdes.

A resisténcia antimicrobiana (RAM) esta presente nos mais diversos agentes infecciosos,
como bacteérias, virus, fungos e parasitas, podendo ser relacionados a uma questdo natural,
relativa ao ambiente ou adquiridos pelo uso inadequado de medicamentos. Essa resisténcia é
uma ameaca crescente a saude publica de preocupacéo significativa para 0s paises e para a
salde publica. Existem evidéncias crescentes da identificacdo de bactérias multirresistentes que
causam infeccOes consideradas simples, mas que, devido ao fato de serem resistente ao
tratamento com medicamentos convencionais, torna-se um problema grave (WHO, 2021).

O ambiente e seus reservatorios contribuem para o surgimento e disseminagdo da
viruléncia e resisténcia de microrganismos. Locais de descarga de aguas residuais de

comunidades ou industriais, unidades de saude, fabricantes de antimicrobianos, producéo
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animal e vegetal possuem alta carga microbiana e facilitam a sobrevivéncia e mutagéo destes
das mais diversas formas (FAO, 2016).

Apesar de existir uma gama de trabalhos sobre varios patdgenos microbianos,
geralmente sdo discutidos de forma fragmentada, abordando partes do problema. Porém, é
necessario que haja uma visao integral para o entendimento e acdo de mitigacdo ou resolucdo
dos possiveis danos a salde humana e ambientais, atendendo inclusive os objetivos do
desenvolvimento sustentavel (ODS) que dignificam a vida humana. Em especifico, o objetivo
trés, visa garantir o acesso a saude de qualidade e promover o bem-estar para todos, em todas
as idades. Para o cumprimento dessa meta, muitos esforcos deverdo ser voltados ao cuidado
com a disseminacdo de microrganismos resistentes e virulentos, com énfase a E. coli, que
representa a maior parcela das infec¢bes e doencas de transmissdo hidrica e alimentar (DTHA)
do Pais. O Brasil, de acordo com o relatorio de 2020, encontra-se na classificacdo medio-alto
em relacdo a cobertura de informac6es sobre AMR (WHO, 2021).

No ano de 2019, a resisténcia microbiana foi declarada como uma das 10 principais
ameacas globais a salde publica, enfrentadas pela humanidade. De acordo com relatorio da
Organizacdo Pan-Ameriacana de Saude — OPS (2023), desde o ano de 2014, Escherichia coli €
0 patégeno mais representativo em relacdo a resisténcia antimicrobiana. Juntamente com seus
fatores de viruléncia forma-se um fenémeno de riscos complexos e sera necessaria uma
abordagem intersetorial para harmonizar humanos, animais, plantas e meio ambiente. Assim, a
vigilancia ¢ uma ferramenta fundamental para monitorar os padrées emergentes de agentes
infecciosos, a capacidade e efetividade na contencdo destes.

A partir da anélise bibliométrica e dos casos de DTHA notificados desde o ano 2000 até
2021 no Brasil, enfatiza-se que a bactéria alvo desse estudo, possui destaque nos casos de
infeccdes. Dessa forma, o0 objetivo desse trabalho é abordar caracteristicas especificas de
viruléncia e resisténcia em E. coli e a relacdo entre esses dois fatores, bem como discutir

informac0es relevantes e atualizadas sobre seu potencial patogénico.

3.1.1 Escherichia coli COMO PRINCIPAL CAUSADOR DE SURTOS DE DTHA NO
BRASIL

De acordo com dados do DATASUS (2020), foram registrados mais de 167 mil
internacOes e 1898 Obitos causados por doenca de veiculagao hidrica. Nesse mesmo ano, foram
totalizados mais de 70 milhdes de reais gastos com essas internagcdes. Em consonancia com

esses dados, E. coli foi o0 agente etioldgico que mais causou surtos de DTHA no pais (23,16%),
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nos Ultimos dez anos registrados. Destaca-se a primeira década dos anos 2000 (Figura 1),
qguando outros microrganismos representaram grande parcela de infeccbes e doengas, tendo

uma maior representatividade de Salmonella, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus.

Figura 1 — Principais agentes etioldgicos causadores de surtos de DTHA, por periodo.
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Fonte: Autor (2023).

Considerando a importancia de E. coli como um poluente emergente e com alto
potencial de mutacdo, apesar das limitacdes técnicas para deteccdo e diferenciacdo de
subespécies, no Pais, houve um aumento de mais de 60% das notificacdes de surtos causadas
por diferentes patotipos de E. coli. Dentre as cepas patogénicas dessa bactéria (conforme a
figura 2), apenas cinco, dos sete patotipos conhecidos, ja foram notificados como agentes

causadores de DTHA no Brasil.

Figura 2 — Principais patotipos de Escherichia coli causadores de DTHA, no Brasil.
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*CEPAS: *EHEC — Enterohemorragica; *EAEC — Enteroagregativa; *ETEC — Enterotoxigénica; *EIEC —
Enteroinvasiva; *EPEC — Enteropatogénica.
Fonte: Autor (2023).
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O presente trabalho justifica-se por apresentar dados de uma série histdrica desde o ano
2000 até 2021 e suas referidas notificacdes de surtos causados por esse microrganismo. Sendo
assim, compreendendo a importancia do patdgeno e o crescente nimero de infecgdes causadas
nos Ultimos dez anos no Pais, adotou-se o software de analise bibliométrica VosViewer como
balizador metodoldgico. Para tanto, foram consideradas as producgdes cientificas, com maior

relevancia, dos ultimos cinco anos, de acordo com os dados da plataforma Scopus, sobre E. coli.

Foram importados 2000 documentos com dados de titulo, resumo, palavras-chave e
referéncias. A partir dessas informacdes, foi gerado o mapa de co-ocorréncia de palavras com
um namero de ocorréncias igual ou superior a 200 vezes, no espaco amostral. As palavras que

se repetiram, bem como plurais e sindnimos foram retiradas do mapa final.

Figura 1 — mapa de co-ocorréncia de palavras-chave relativas aos fatores de patogenicidade de Escherichia coli
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Fonte: Autor (2023).

Considerando as principais palavras-chave encontradas na analise bibliométrica, esse
artigo foi direcionado para dispor de informacGes atuais e relevantes para caracterizagdo do
estado da arte da ciéncia sobre cepas patogénicas de E. coli. Levando em conta a crescente

notificacdo de doencas causadas por esse poluente emergente no Brasil e seus consequentes
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riscos a saude publica, discutiu-se a classificacdo dos patotipos virulentos e 0os mecanismos de
resisténcia da bactéria.

3.1.2 PRINCIPAIS PATOTIPOS HUMANOS DE Escherichia coli

Fatores de viruléncia sdo moléculas especificas, principalmente proteinas produzidas e
liberadas por bactérias, fungos, protozoarios e virus. Esses fatores sdo codificados por genes
especificos localizados no cromossomo ou elementos genéticos moveis (por exemplo,
plasmideos ou transposons) em patdgenos bacterianos. Cada patétipo de E. coli tem seus
mecanismos de patogenicidade caracteristicos e um perfil especifico de fatores de viruléncia
codificados por agrupamentos de genes especificos (WU, WANG E JENNINGS, 2008;
ALEGBELEYE, SINGLETON E SANT’ANA 2018).

Parte dos patotipos de E. coli causam, em sua maioria, problemas especificamente
intestinais, sendo eles: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC),
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa coli
(EAEC), E. coli difusamente aderente (DAEC) e, um novo patotipo, E. coli aderente-invasiva
(AIEC), causando principalmente diarreia e distdrbios intestinais (ALEGBELEYE E
SANT’ANA, 2020).

Além destes, existem outros patotipos de E. coli altamente patogénicas, definidas como
patdgenos extra intestinais (EXPEC), que podem causar infec¢des do trato urinario, septicemia
e meningite neonatal em humanos. Essas cepas sdo abrangidas pelos patotipos E. coli
uropatogénica (UPEC), E. coli associada a sepse (SEPEC), E. coli causadora de meningite
neonatal (NMEC) ( BELANGER et al. 2011 ; MESSAILI, MESSAI E BAKOUR, 2019).

Na tabela 1, sdo apresentados os patotipos de E. coli comentados anteriormente, bem
como ha uma abordagem de parte dos genes e suas fun¢des que conferem viruléncia a essa
bactéria. Os dados encontrados na literatura passaram por conferéncia no banco de dados
Genbank — National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Tabela 1 - Patotipos e genes de viruléncia em Escherichia coli

Patotipo Funcéo Genes
EPEC Expresséo de fimbrias csgA, fimA
Aderéncia bfp
Fixacdo e remocao do enterécito eae
Receptor translocado de intimina tir
Ligacdo inicial aos enterdcitos lifA
Perturbacdo da funcionalidade mitocontrial e morte da célula hospedeira MAP

Sinalizacdo de quorum sdiA



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749120320583?via%3Dihub#bib17
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749120320583?via%3Dihub#bib132
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Estruturas translocadoras de T3SS, pili comum de E. coli espA
Estruturas translocadoras de T3SS, inibicdo da fagocitose espB
Clivagem de estruturas translocadoras T3SS espC, espP
Estruturas translocadoras de T3SS espD
Evasdo mune, morte da célula hospedeira espF
Inibicdo da fagocitose espH
Inibicdo da fagocitose e formacdo de biofilme espJ
Ativacdo do inflassoma, inibicdo da secre¢do de citocinas nleA
Ativacéo do inflassoma e morte da célula hospedeira nleF
Interrupcdo do ciclo celular e retardo da apoptose cif
EHEC Fixacdo e remocao do enterécito eae
Receptor translocado de intimina tir
Expressdo de fimbrias csgA, fimA
Efeito citotoxico, localizacdo da superficie de nucleolina stx1, stx2
Evasdo mune, morte da célula hospedeira espF
Inibicdo da fagocitose e formacg&o de biofilme espJ
Morte da célula hospedeira espT
Ativacdo do inflassoma e morte da célula hospedeira nleF
Fimbrias polares longas e fixacao inicial Ifp
Formacéo de biofilme nle(H,Eou B), bleG, sab, saa, eha
Estabelecimento de biofilme e adeso toxB
EIEC Sintese de aerobactina iutA
Complexo receptor de ferro sider6foro iucB
Atividade mucolitica, inducéo de extrusdo de células epiteliais, SPATE, pic
expressao de ShET1
Citotoxina, acimulo de fluido intestinal, SPATE SigA
Efetor tipo 111, reorganizacéo do citoesqueleto, bloqueio de morte ipaA
celular
Efetor tipo 111, adesdo, escape do fagossomo, renovacéo celular ipaB
Efetor tipo 111, adesdo, polimerizacdo de actina, ipaC
escape do fagossomo
Efetor tipo 111, adesdo, escape do fagossomo, bloqueio da morte celular ipaD
Invaséo e ameniza a resposta inflamatoria ipaH
Inibicdo da membrana de trafego de células hospedeiras, inibicéo de ipal
inflamassomas
Reorganizacdo do citoesqueleto, formagéo de rugosidades ipgB1
Reorganizacéo do citoesqueleto ipgD
Reorganizacao do citoesqueleto, inibi¢do da autofagia, blogueio da vira
morte celular
Sintese genética do fator de viruléncia VirB
Expresséo génica do fator de viruléncia VirF
Nucleacéo de actina VirG
Ameniza a resposta inflamatoria ospB
Descolamento celular 0spE
Ameniza a resposta inflamatdria ospF, ospG, ospl, ospZ
AIEC Fator necrosante citotoxico | cnfeu
Lipopolissacarideo, principais partes da membrana externa Ips
Atravessamento da camada mucosa e peptideos de defesa do hospedeiro IpfA
Invasdo da proteina A do endotélio cerebral ibeA
Invasdo, ameniza a resposta inflamatoria ipaH
Sintese de capsulas kpsMT Il
a-Hemolisina hlyA
Captacdo de yersiniabactina férrica fyuA
Proteina de resposta ao estresse polipeptidico yjaA
Fimbria fimH, sfa
DAEC Fimbria fimA
Afa/Dr adesinas, secre¢do de 1L-8 afaA-E
Rearranjo do citoesqueleto, destruicdo microvilosidades, Afa/Dr DraA-E, daaA-E

adesinas, secre¢do de IL-8, expressao de MICA
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Adesina, pili pop
Toxina enteroagregativa estavel ao calor, diarreia secretora astA
Inducdo da extruséo de células epiteliais, entrada na célula hospedeira, pet
SPATE
Citotoxina, acumulo de fluido intestinal, SPATE SigA
SPATE, toxina autotransportadora secretada, mediacéo da autofagia sat
Clivagem de estruturas translocadoras T3SS espP
ETEC Colonizagéo CFA/I, CFA/II, CFA/IV, CS1-6
Ligac&o inicial etpA
Toxina ST I, diarreia aquosa e secretora, secre¢do de estA, estB
quimiocinas e citocinas
Diarréia aquosa LTLLTH
SPATE eatA
Toxina enteroagregativa estavel ao calor, diarreia secretora astA
Shigella enterotoxina, secretor de atividade intestinal ShET1, ShET2
Proteina autotransportadora etp
Secrecdo de toxinas ST tolC
EAEC Dispersdo no epitélio intestinal (dispersina) Aap
Sistema de secrecéo tipo VI (T6SS) aalA-Y
Toxina alfa-hemolisina hlyE
Enterotoxina extracelular de shigella, citotoxina sepA
Citotoxina, acumulo de fluido intestinal, SPATE SigA
Inducéo da extrusdo de células epiteliais, entrada na célula hospedeira, pet
SPATE
Atividade mucolitica, inducdo de extrusdo de células epiteliais, SPATE, pic
expressao de ShET1
Toxina enteroagregativa estavel ao calor, diarreia secretora astA
Fimbria de ades&o agregativa aggA, aafA, agg3A, agg4A, aggsA
Fixac&o e aderéncia aggR
UPEC Producéo de Hemolisina Hly (A; F; D)
Fator necrosante citotoxico cnfl
Colicina cvaC
Fatores de adesdo que ligam o fator de interferéncia de decaimento drb
(DAF)
Aderéncia a células uroepiteliais e invasdo mediada por FimH fiml
Fator de adesédo hra, iha, sfa
Aderéncia as células uroepiteliais papG apnaz, PrsG e
Protease de membrana externa ompT
Producéo de polissacarideos capsulares KpsMT
Receptor de sideroforo iroN
Siderdforo que se liga ao ferro iucD
Autotransportador de serina protéase - colonizagao intestinal picU
Toxina autotransportadora secretada sat
Bacteriocina usp
Toxina autotransportadora vacuolizante iva, vat
Aerobactina iutA
Pili associado a pielonefrite papEF, papG(ll; 1), papC, papA
Aglutinina resistente ao calor hra
Adensina afimbrial afa
SEPEC Fimbrias Sfa, foc
Pili fimH
Receptor de sideroforo iroN
Colicina cvaC
Aumento da sobrevida sérica iss
Polissacarideo capsular kpsMKI, kpsMTII
Fator necrotizante citotoxico cnfl
Proteina de invasdo ibeA
NMEC Proteina da membrana externa ompT
Proteina de invasdo ibeA
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Hemaglutinina sensivel a temperatura tsh
Polissacarideo capsular kpsMKI, kpsMTII

Colicina cvaC

Aumento da sobrevida sérica iss
Aerobactina iutA
Receptor de sider6foro iroN
Fimbrias fimH

sfa, foc

Referéncias: (BOISEN et al., 2020; BUGAREL et al., 2011; FARAJZADEH-SHEIKH et al., 2020; PERNA et al.,
2020; MEZA-SEGURA et al., 2020; PAKBIN, BRUCK E ROSSEN, 2021; SCHUROFF et al., 2021; SAROWSKA et
al., 2019; CUNHA et al., 2017; SAIDENBERG et al., 2022; CONCEICAO et al., 2012).

*SPATE - serine protease autotransporters of the Enterobacteriaceae; *ShET — Shigella enterotoxina; *MICA —
Marcador de estresse celular

Fonte: Autor (2023).

3.1.2.1 Escerichia coli enteropatogénica — EPEC

EPEC geralmente esta associada a surtos de diarreia em bercarios, ndo sendo comum
em criangas maiores e adultos. Tem a capacidade de colonizar o intestino, onde pode ocorrer a
necrose de células epiteliais, devido a liberacdo de enterotoxina do autotransportador de serina
protease (OCHOA et al. 2008) e adesao a superficie do enterdcito e mudanca morfoldgica das
células, o que gera lesdes nas microvilosidades, semelhantes as causadas por E. coli O157:H7,
ndo havendo evidéncia de uma invasdo dos tecidos (ROTHBAUM, R. A. J. et al., 1982;
TAYLOR, C. J. A. etal., 1986).

Por definicdo, as EPEC nédo possuem genes para produzir a toxina Shiga (stx). Existem
dois tipos de caracterizacdo de cepas EPEC (tipica e atipica). Cepas de E. coli que sdo
classificadas como EPEC tipicas, possuem genes eae e bfpA. A maioria dessas produzem o
fendtipo de aderéncia localizada associado a producao de fimbria BFP. No caso das cepas de E.
coli atipica, possui apenas o gene eae e podem exibir expressdo de forma localizada, difusa ou
adesdo agregativa (SCALETSKY I.C.A. et al., 2010; SERAPIO-PALACIQOS, 2020).

A diarreia resulta da perda das propriedades absortivas das células infectadas € aquosa,
com muco, mas sem sangue, nauseas, dores abdominais, vomitos, dores de cabeca, febre e
arrepios. Os sintomas surgem 17 a 72 horas ap0s ao consumo do alimento contaminado e

desaparecem, normalmente, ao fim de 3 dias (ASAE, 2022).

3.1.2.2 Escherichia coli enterotoxigénica— ETEC

ETEC é frequentemente associado a diarreia do viajante, além de também causar
diarreia infantil, necessitando de uma alta quantidade de bactérias para o desenvolvimento de

sintomas. Este é um forte indicador de paises com baixo desenvolvimento (BLACK, R.E., et
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al., 1981; VON MENTZER et al. 2014). De acordo com os relatérios da Organizacdo Mundial
da Saude, a ETEC causa anualmente mais de 157.000 casos humanos de diarreia que levam a
morte (BUUCK et al. 2020). Os sintomas mais comuns sdo diarreia leve e cdlicas abdominais.
Os casos mais severos fazem lembrar a colera com diarreia de alta secrecdo, que leva a um
quadro de desidratagcdo grave em criangas nos primeiros anos de vida (FLECHENSTEIN E
KHULMANN, 2019).

Dentre os fatores de colonizacdo, CFA/I, CFA/lIl e CFA/IV sdo os principais
facilitadores para ETEC nas células epiteliais do intestino, além de estruturas proteicas
fimbriais e ndo fimbriais, proteinas autotransportadoras e flagelos (HAZEN et al. 2017). Ochoa
et al. (2008), demonstraram que ETEC afeta, com maior gravidade, pacientes com tipo
sanguineo A, devido a secre¢do adesina EtpA gque é uma lectina/hemaglutinina especifica desse
grupo sanguineo.

De acordo com Mirhoseini, Amani e Nazarian (2017), as enterotoxinas termoestaveis
(STs) e termolabeis (LTs) podem ser expressas separadamente ou juntas, ativando a producdo
de nucleotideos ciclicos, contribuindo para a perda liquida intestinal de agua, sal e liquidos,

causando diarreia secretora em humanos e animais.

3.1.2.3 Escherichia coli enteroinvasiva — EIEC

Esse patotipo, com maior frequéncia, infecta organismos de adultos e criangas com
maior faixa etéria, em paises com baixos indices de desenvolvimento econdmico. Infec¢des por
EIEC, até o momento, foram relatadas apenas em humanos, indicando um grau de
especificidade do hospedeiro muito raramente observado no género Escherichia (DENAMUR
et al. 2021).

Possui alta semelhanga & Shigella na sua atividade bioquimica, antigénica e patologica.
O mecanismo de viruléncia deste sorotipo € por invasdo na mucosa do colon, onde uma vez
alcancado os enterdcitos intestinais, ela confunde o mecanismo de fagocitose do lisossomo do
hospedeiro e pode invadir outros enterdcitos. Multiplica-se e eventualmente pode causar ulcera
no intestino (CROXEN E FINLAY, 2010).

Os sintomas surgem apo6s o consumo de alimento e agua contaminados, sendo que 0s
mais comuns incluem diarreia profusa ou disenteria (as fezes geralmente sdo mucodides e
sanguinolentas), arrepios, febre. Diferente de outros patotipos, EIEC € imovel, lisina
descarboxilase negativa e incapaz de fermentar lactose (VAN DEN BELD E REUBSAET 2012;
VAN DEN BELD et al. 2019).
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EIEC é um patdgeno intracelular obrigatério sem fatores de adesdo nem flagelos. Em
funcdo disso, esse patotipo fornece integridade a célula hospedeira, bloqueando a morte da
mesma para manter seu nicho de replicacdo (BELOTSERKOVSKY e SANSONETT]I, 2018).
De acordo com Bona et al. (2019), quando alocadas no citoplasma da célula epitelial, essas
bactérias suprimem a resposta imune do hospedeiro, usando efetores de proteinas para
sobreviver dentro das células do c6lon do intestino grosso.

3.1.2.4 Escherichia coli enteroagregativa — EAEC

Este patotipo de E. coli, diferencia-se dos demais por ter uma duracdo de sintomas que
costumam ultrapassar 7 dias. Esse microrganismo é causador de diarreia aguda e persistente em
adultos e criancas, apresentando fezes aquosas ndo formadas e febre baixa (OKEKE e
NATARO, 2001).

EAEC é capaz de formar agregados bacterianos, biofilmes robustos que podem agregar-
se inclusive em superficies sintéticas de vidro e plastico, envoltas por estrutura polissacaridica
que, por sua vez, sdo totalmente diferentes do mecanismo promovido por cepas de E. coli ndo
patogénicas (OKEKE e NATARO, 2001). O mecanismo de patogenicidade se da apds adesdo
ao epitélio intestinal (enterdcitos) via fimbrias agregativas de adesao, formacdo de biofilme e
secrecdo de toxinas, inflamacdo da mucosa e danos citotoxicos (NATARO e KAPER, 1998;
CROXEN et al. 2013; BOISEN et al. 2020).

Alguns fatores de viruléncia diferenciais incluem vesiculagdo de microvilosidades,
aberturas de criptas aumentadas e aumento da extrusdo de células epiteliais (HARRINGTON,
DUDLEY E NATARO, 2006). Em registro de estudo realizado por Nataro, Steiner e Guerrant
(1998), o patotipo causou encurtamento induzido nas vilosidades, acarretando em necrose
hemorragica superficial e resposta inflamatoria leve, com edema e infiltracdo mononuclear da
submucosa. Em uma ala de desnutricdo do hospital da Cidade do México, foi registrada a
analise de ileos de pacientes que morreram de diarreia persistente, onde danos a mucosa foram
demonstrados (ESLAVA, C., et al. 1993).

3.1.2.5 Escherichia coli enterohemorragica— EHEC

E. coli O157:H7 foi identificada como bactéria patogénica em 1982 quando foi
associada com dois surtos de colite hemorragica. Subsequentes surtos foram relatados e

posteriormente relacionados com carne picada mal cozinhada (RILEY et al. 1983).
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A colonizagdo em humanos ocorre no intestino grosso. A toxina Shiga liberada liga-se
as células endoteliais que expressam globotriaosilceramida - Gb3, permitindo a absor¢do na
corrente sanguinea e a disseminacdo da toxina para outros orgdos (PHILIPS et al. 2000;
SANDVIG, 2001). Estudos realizados por Karch et al. (1999) ; Matsushiro et al. (1999) ;
Wagner et al. (2002) e Tarr et al. (2005), demonstram que a administra¢do de antibidticos como
forma de tratamento de infeccbes causada por EHEC pode ser arriscado, piorando o caso clinico
de pacientes e aumentando o risco de desenvolver sindrome hemolitico urémica (SHU). Os
antibioticos promovem a producéo da toxina Shiga aumentando a replicacéo e a expressdo dos
genes stx.

Um fator importante que favorece a infeccdo desse patotipo é a resisténcia &cida, o que
Ihe permite resistir ao ambiente estomacal e adoecer o hospedeiro em baixas concentracdes que
variam de 10 a 100 unidades formadoras de colénia (TUTTLE et al. 1999).

Os sintomas mais comuns sdo colite hemorragica caracterizada por uma diarreia
sanguinolenta, fortes dores abdominais, vomitos e auséncia de febre (MELTON-CELSA, 2014).
Em casos mais graves pode ocorrer SHU e puarpura trombocitopénica trombética (PTT) em
criancas e idosos, respectivamente. Estas sindromas caracterizam-se por anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia, alteragdes da funcdo renal, febre e anomalias do sistema
nervoso central. A taxa de mortalidade associada é elevada.

Cerca de 5 a 10% dos individuos infectados com E. coli desenvolvem SHU, sendo este
microrganismo o responsavel por mais de 90% dos casos SHU em criangas. Dos sobreviventes
a SHU, cerca de 5% tem necessidade de tratamentos de dialise ou de transplante renal e, dos
restantes, 5 a 10% apresentam problemas neuroldgicos ou pancreaticos que diminuem

significativamente a sua qualidade de vida (ASAE, 2022).

3.1.2.6 Escherichia coli de aderéncia difusa — DAEC

Mais recentemente identificada em criancas com diarreia, ainda néo possui elucidacgdes
concretas sobre sua real funcdo em relagédo as sindromes diarreicas. Apesar da indefini¢éo sobre
a producdo de toxinas, alguns fatores de adesdo tém sido identificados e relacionados por
semelhanca as identificadas em cepas responsaveis por infeccdes urinarias. As adesinas podem
ser consideradas como fator de viruléncia para esse patotipo. A adeséo resulta em alteragdo das
microvilosidades das proteinas do citoesqueleto que devido ao aumento da permeabilidade dos
enterocitos, contribui para a ocorréncia de diarreia (KAPER, NATARO E MOBLEY, 2004).
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Atualmente DAEC tem sido dividida em duas classes. A primeira inclui cepas que
abrigam adesinas Afa/Dr (Afa/Dr DAEC) e estdo associadas a infecgdes do trato urindrio como
pielonefrite, cistite e bacteriuria assintomatica. A segunda classe inclui cepas d que expressam
uma adesina envolvida na aderéncia difusa (AIDA-I), que é uma causa potencial de diarreia
infantil.

Conforme Tieng et al. (2002), DAEC é capaz de induzir a expressao de marcador de
estresse celular (MICA) por células epiteliais intestinais células, indicando que a infec¢do pode

ser pro-inflamatoria e este efeito pode ser precursor de doencas inflamatdrias intestinais.

3.1.2.7 Escherichia coli de aderéncia difusa — AIEC

E. coli aderente invasora é associado a causa de colite ulcerativa e doenca de Crohn
(NADALIAN, et al. 2020), devido ao seu isolamento em pacientes portadores da mesma. Possui
mecanismos de adesdo e invasao a células epiteliais, conseguindo sobreviver e replicar-se
dentro de macro6fagos. De acordo com Darfeuille-Michaud (2004), supde-se que a bactéria pode
desencadear o inicio do processo inflamatério, em funcdo da invasdo das células do epitélio
intestinal e, devido a sobrevivéncia nos macrofagos, pode promover um estimulo antigénico
constante, inflamacao crénica e o desenvolvimento de granulomas.

Em casos como relatado por Craven (2012) e Simpson (2006), estudos com cepas AIEC
isoladas de cdes com colite granulomatosa e modelos murinos com doenca de Crohn ileal,
demonstraram que quando as cepas desse patotipo de E. coli foram erradicadas, a doenca entra
em estado de remissdo. Apesar das evidéncias encontradas na literatura atualizada, ainda nao
haver clareza e exatiddo sobre o papel das cepas EIEC em relacdo as doencas de infeccdo
intestinal (BRUDER E ESPELLI, 2022).

3.1.2.8 Escherichia coli Uropatogénica — UPEC

Dentre todas as infec¢es ndo complicadas do trato urinario, a E. coli uropatogénica
(UPEC) representa de 50 a 90%, tornando-se 0 organismo mais comum nesse tipo de infec¢oes
(RAKSHA, SRINIVASA E MACADEN, 2003; FOXMAN, 2014).

Os fatores de viruléncia da superficie celular bacteriana mais comumente incluem
fimbrias que ajudam na adesao a superficie da celula hospedeira, invasao tecidual (importante
na patogénese da UPEC causando 1TUs), formacéo de biofilme, captacdo de ferro, fatores de

resisténcia sérica, capsulas, toxinas, flagelos, elementos de adesdo e inducdo de citocinas. O
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fator de viruléncia da superficie celular bacteriana também inclui flagelo, lipopolissacarideo
capsular e proteinas da membrana externa. Hemolisina e sideréforos séo fatores de viruléncia
secretados (JOHNSON, 1991; EMODY, KERENYI E NAGY, 2003). Esses fatores de
viruléncia facilitam a colonizacdo do trato urinario e persisténcia contra os mecanismos de
defesa do hospedeiro (VAGARALI et al., 2008).

Devido a organizacdo genética, o gene CNF1, que confere fator necrosante citotoxico,
é altamente caracteristico de UPEC hemolitica, pois estd sempre aparece ligado ao gene HIyA.
No entanto, o gene HIyA ¢ independente da presenca de CNF1, tanto que outros patotipos
carregam apenas o gene HIyA.

De acordo com Foxman & Brown (2003), as ITUs podem ser limitadas ao trato urinario
inferior (cistite) ou envolver o trato renal (pielonefrite aguda). A maioria dos pacientes sdo
mulheres e metade de todas as mulheres na idade de 32 anos ja tiveram ITU pelo menos uma

VEZ.

3.1.2.9 Escherichia coli causadora de meningite neonatal - NMEC

Essas Cepas podem sobreviver na corrente sanguinea e invadir meninges de bebés,
causando meningite neonatal que € uma das infeccdes mais comuns que geram alta taxa de
mortalidade neonatal entre 15 e 40%, sendo que 30% dos sobreviventes apresentam sequelas
(GRIMWOOD et al. 2000). Devido as pesquisas com NMEC ainda serem recentes e haver
heterogeneidade genotipica e fenotipica entre as cepas, ha dificuldade de distingui-la das cepas
comensais do mesmo microrganismo (PARSEK E SINGH, 2003).

Sugere-se que essas cepas bacterianas sdo transmitidas aos recém nascidos no periodo
perinatal. Apds a colonizacdo, as NMEC passam do trato gastrointestinal para a corrente
sanguinea e atravessam a barreira hematoencefalica para o sistema nervoso central. Esse tipo
de infeccbes requer uma grande quantidade de células bacterianas e para isso, 0S genes
virulentos sdo indispensaveis (CROXEN E FINLAY, 2010).

Fatores de viruléncia importantes de NMEC incluem o antigeno capsular K1,
protegendo contra a fagocitose e responsavel pela disseminacdo de bactérias, ibe (A, B e C)
promovendo invasao nas células e posteriormente nos tecidos, proteina Iss protegendo contra a
fagocitose - agcdo bactericida do soro, e o fator V estimulador de colénias (SCHIMIDT E
HENSEL, 2004).

Wijetunge et al. (2015), com base nos resultados de genotipagem das cepas NMEC

examinadas, descobriram que todos os isolados tém a capacidade de invadir células endoteliais
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do cérebro humano, e mais de 70% deles carregavam os genes kpsll, K1, neuC, iucC, sit. As
cepas NMEC examinadas demonstraram alta capacidade (79,2%) de formar biofilmes.

3.1.2.10 Escherichia coli causadora de septicemia — SEPEC

A sepse bacteriana ocorre quando bactérias entram na corrente sanguinea e infectam
varios 0rgaos. O microrganismo isolado com mais frequéncia do sangue de pacientes € a E. coli.
SPEC é o patotipo de E. coli causador de sepse e apesar de ndo ter seus mecanismos bem
elucidados, devido a semelhanca entre genes com NMEC e UPEC, algumas especificidades ja
foram observadas pela literatura (MOKADY, GOPHNA E RON, 2005).

De acordo com estudo de Guirelli et al. (2019), as cepas SEPEC foram citotoxicas para
células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC), causando perda de juncGes
intercelulares, alongamento e morte. Tibo et al. (2016), relataram aumento a permeabilidade da
monocamada HUVEC, o fator citotdxico SEPEC purificado facilitou a translocacdo de
bactérias através da monocamada (transcitose).

SEPEC aderiram as células Vero, formaram microcoldnias, produziram uma matriz
extracelular, invadiram células e provavelmente se replicaram dentro das células. A adeséo e
invasdo de células Vero por cepas SEPEC podem ser fatores importantes envolvidos na sua
patogenicidade, o que sugere uma das possiveis etapas da entrada de SEPEC nos vasos
sanguineos renais. A adesao ao tecido renal pode fornecer a entrada para a corrente sanguinea.
Uma vez na corrente sanguinea, as cepas SEPEC devem ter composic¢des genéticas favoraveis
para sobreviver no sangue e, assim, induzir a sepse (ANANIAS E YANO, 2008).

Conceicdo et al. (2012), sugeriram que a adesdo do SEPEC as superficies celulares
ocorre com o envolvimento de mecanismos ndo-fimH. Além disso, todos os isolados de SEPEC
aderiram e invadiram células na presenca de D-manose (monossacarideo hexose simples

utilizado contra infec¢Bes urinarias).

3.1.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS EM Escherichia coli

Antibiéticos sdo medicamentos sugeridos por profissionais da salde para tratar
infeccbes causadas por bactérias. Assim como outros farmacos, essa classe possui
especificidades e limitagcGes quanto a sua administracéo, de acordo com o agente infeccioso, 0
quadro clinico do paciente e demais fatores intrinsecos. Por esse motivo, sdo comercializados

apenas mediante receita médica em varios paises, como € o caso do Brasil.
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Apesar de ndo haver um consenso sobre como a resisténcia a antibioticos surge em
microrganismos apds sua exposi¢do a antibidticos, Baquero (2001), sugere que a exposic¢ao a
concentragdes muito baixas de antibidticos pode selecionar mutantes de baixo nivel de
resisténcia, que servem como propulsor para as cepas com alto nivel de resisténcia.

Estudos clinicos indicaram que o tratamento tardio com antibiéticos inadequados para
bacteremia multirresistente exerceria uma influéncia negativa na recuperagdo do paciente
(MELZER E PETERSEN, 2007; ESPARCIA et al. 2014). De acordo com Canton et al. (2012)
0 uso de um antibiotico em uma concentracdo capaz de prevenir a geracdo de mutantes, acima
da concentracgdo inibitdria minima, restringiria o surgimento de cepas altamente resistentes em
meio aos microrganismos suscetiveis.

Outra dinamica crescente de bactérias resistentes é a distribuicdo de antibidticos nos
ecossistemas, pois a ingestdo humana de produtos alimentares de origem animal e vegetal
carrega um forte potencial para a disseminacao de genes de resisténcia a antibidticos através do
consumo de residuos de antibidticos e bactérias resistentes a antibioticos. Além disso, 0 uso
continuo de antibidticos no gado e em outros empreendimentos agricolas pode em breve tornar
esses medicamentos ineficazes para uso terapéutico humano (HARRISON E SEVEC, 1998).

A figura 3, representa como os principais farmacos utilizados para o tratamento de
infecgBes causadas por E. coli, age na célula, em diferentes sitios de controle, visando um

comportamento bacteriostatico ou bactericida.

Figure 3 — Mecanismos de acdo de antibidticos na célula bacteriana.

Cell Wall: Monobactams,
Cephalosporins, Carbapenems, Cell Membrane:
Polymyxins

Penicilins, Glycopeptides, Fosfomycin

DNA Structure and Function:
Quinolonas, nitroimidazoles

Protein Synthesis:
50S Chloramphenicol, Macrolides,

Purine Synthesis ) . )
Lincosamides, Streptogramins

Folic Acid Synthesis:

Sulfonamides, Trimetropine 308 Tetracyclines, Aminoglycosides

Fonte: Autor (2023).
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De acordo com Hawkey (1998), Mihaescu, Chifiriuc e Dutu (2007), 0s genes que
codificam a resisténcia a antibioticos ja existem no ambiente natural de selecdo das bactérias
antes mesmo da insercdo de antibioticos como tratamento. Desse modo, a resisténcia bacteriana
pode ser descoberta logo ap0s os primeiros anos de uso de antibidticos como pratica terapéutica.
O surgimento da resisténcia aos antibioticos é inerente a sua introdugdo em maiores escalas
(TODAR, 2008).

Conforme Coculescu (2009), até mesmo as bactérias mais resistentes podem ser
combatidas com o uso de antibioticos. Porém, as concentracdes exigidas para que isso aconteca
podem causar um efeito danoso para a salde humana. Por isso, é importante que as
concentracfes de farmacos como tratamento para inibicdo dos microrganismos seja a menor

possivel.

3.1.3.1 Resisténcia natural

Esse tipo de resisténcia pode ser intrinseca ou induzida. No caso da primeira, esse fator
ja esta associado universalmente a expressao em uma determinada espécie, independente de
exposicdo prévia ou transferéncia de genes. A permeabilidade reduzida da membrana e
atividade natural das bombas de efluxo sdo exemplos comuns envolvidos nessa modalidade que
confere menor susceptibilidade de bacilos Gram-negativos a Macrolitos, Lincosamida e
Estreptogramina B.

Na segunda, 0s genes ja estdo presentes nas bactérias, mas sé serdo expressos quando
expostos aos antibidticos. Nesse caso, tambeém existem bombas de efluxo naturais, associadas

a resisténcia para uma grande variedade de drogas.

3.1.3.2 Resisténcia adquirida

A resisténcia adquirida ocorre por transferéncia de genes, de forma horizontal, podendo
ser permanente ou temporaria. Existem mutacfes possiveis nas células bacterianas, que
conferem essa habilidade aos microrganismos, podendo ocorrer dele¢des de bases na estrutura
de um gene, substituicdes de uma base nitrogenada por outra, adicdo de nucleotideos
suplementares na estrutura de um gene, inversdo de codons na estrutura génica e a mutacao por
duplicacdo ou deficiéncia. As mutacBes que configuram resisténcia, ocorrem em genes
especificos, sendo que codificam: alvos de drogas, transportadores de drogas, reguladores que
controlam os transportadores de drogas e enzimas modificadoras de antibioticos (MARTINEZ,
2014).
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O mecanismo génico das bactérias possui o nucledide, que corresponde ao cromossomo
e elementos génicos extracromossdmicos, que sdo os plasmideos, transposons, integrons e
outros. O primeiro chega a representar até 20% dos casos de resisténcia adquirida, enquanto o
segundo representa aproximadamente 80% destes (HAWKEY, 1998). Por esses fatores, &
possivel compreender a facilidade de E. coli em desenvolver a resisténcia com maior facilidade
do que grande parte das outras bactérias.

A transferéncia horizontal de genes desempenha um papel fundamental na evolugéo das
bactérias e na disseminacao de genes de resisténcia antimicrobiana. Envolve a aquisicdo pela
célula bacteriana de DNA estranho, fendbmeno que pode ocorrer por meio de trés mecanismos:
transformacéo (captura de DNA livre), transducdo (via DNA de bacteriéfago) ou conjugacao
(WOZNIAK E WALDOR, 2010).

Apesar de existir uma extensa gama de medicamentos para tratamentos por infeccdes
bacterianas, existe um problema que vem evoluindo em relacdo a capacidade destes
microrganismos em reagir aos fatores invasivos a célula. O resultado da resisténcia adquirida

sdo alguns mecanismos que variam em sua forma de acéo, conforme o exposto na tabela 2.

Tabela 2 — Mecanismos de agdo de resisténcia bacteriana e suas drogas alvo.

Acéo Mecanismo Drogas alvo
Destrui¢do ou Producdo de enzimas, de forma natural ou B-Lactamicos,
inativagéo enzimatica induzida, para inativar o efeito do principio ativo aminoglicosideos,
da droga da droga macrolideos e
fenicois
Bloqueio do sitio alvo Producdo de enzimas ou presenca de estruturas Tetraciclinas, e
celulares bacterianas que impedem a ligacdo do Penicilinas
antibidtico ao sitio alvo
Alteracdo no sitio alvo  Constitui¢do de uma nova molécula substitutiva ao Quinolonas,
alvo original ou alteracdo na molécula original Eritromicina,
Meticilina,
Vancomicina e
Clindamicina
Efluxo e ejecéo do Bombas que expelem as drogas antes que atinjam Macrolideos,
antibiético a concentragao necessaria para matar a bactéria fluoroquinolonas e
Tetraciclinas
Reducéo na Reducdo ou exclusdo da abertura das porinas, Cefotaxima,
permeabilidade da onde o antibidtico se torna incapaz de entrar no Cefepime e
membrana espaco periplasmatico e agir Carbapenémicos
Formacéo de biofilme Adesdo das células em determinada Antimicrobianos em
Superficie e formagdo de multicamadas para geral

sintese de matriz extracelular de protecdo
Referéncias: (Li et al., 2015; RUPPE et al., 2015; NAAS, 2016).
Fonte: Autor (2023).
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A modificagdo enzimatica ou destruicdo do antibi6tico geralmente é promovida por
quatro classes de enzimas modificadoras de antibiéticos (hidrolases, transferases de grupo,
enzimas redox e lisases). As hidrolases, como as amidases que clivam o anel B-lactamico,
quebram ligacGes quimicas susceptiveis a hidrolise, como ésteres e amidas, que muitas vezes
sd0 essenciais para a atividade bioldgica dos antibioticos. Essas enzimas sollveis em &gua
podem ser facilmente excretadas de bactérias como uma contramedida profilatica,
interceptando moléculas de antibioticos antes do contato com as bactérias (WORTHINGTON
E MELANDER, 2013).

O grupo transferases representam uma classe de enzimas bacterianas que impdem
modificacOes covalentes em antibioticos para inibir a ligacdo do antibiotico ao alvo (DISNEY,
2012). A resisténcia aos aminoglicosideos é frequentemente conferida com base na inativacéo
antibidtica induzida por transferases (SHAW et al. 1993). As enzimas redox ndo tem seu
mecanismo totalmente elucidado, mas a resisténcia a tetraciclina conferida pela enzima TetX,
conhecida e citada na literatura, € promovida por essa classe (YANG et al. 2004). As lisases
clivam as ligacdes carbono-carbono, carbono-oxigénio, carbono-nitrogénio e carbono-enxofre
por um mecanismo independente da clivagem hidrolitica ou oxidativa. O VVgb, responsavel pela
resisténcia a estreptogramina, é exemplo dessa classe enzimatica (MUKHTAR et al. 2001).

Os alvos dos antibi6ticos podem ser reprogramados ou camuflados, como por protecao
assistida por fator do alvo da droga. Um exemplo é a proteina de ligagdo a penicilina 2 (PBP2),
que confere uma ligacdo de baixa afinidade com antibidticos B-lactamicos, permitindo a
continuidade da biossintese da parede celular bacteriana sem impedimentos. A modificacdo do
alvo do antibiotico (por exemplo, metilacdo do rRNA) pode servir para reduzir a afinidade com
custos limitados para a adequagéo (WILSON, 2014).

As bombas de efluxo bacteriano funcionam como um mecanismo de prote¢do da célula
bacteriana para manter a homeostase e a comunicacao celular, bombeando ativamente solutos,
metabdlitos, moléculas de deteccdo de quorum e toxinas, especificamente antimicrobianas
compostos (LI E NIKAIDO, 2009; COLLU E CASCELLA, 2013). Existem cinco familias de
bombas de efluxo de drogas bacterianas. No entanto, a resisténcia a multiplas drogas pode ser
adquirida através da regulacdo em uma unica bomba de efluxo, tornando este um sistema
altamente eficaz (HIGGINS, 2007). Li et al. (2004), descobriu que 94% dos compostos
antimicrobianos testados em seu experimento, eram suscetiveis ao efluxo pelo sistema
enddgeno de efluxo de multiplas drogas em E. coli. A falta de especificidade da droga facilita

0 acoplamento sinérgico da regulacdo do efluxo com outros mecanismos de resisténcia,
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particularmente mudangas na permeabilidade da membrana externa poderd afetar
negativamente as drogas em desenvolvimento.

Assim como na viruléncia, a formacao de biofilme é uma parte essencial na resisténcia
a antibioticos. Uma vez que as células comegcam a produzir adesdes e alguma matriz polimérica
extracelular, as células sdo consideradas irreversivelmente aderidas a superficie. Durante a fase
de maturagdo, as células aderidas comegam a proliferar e produzem uma matriz polissacaridica
extracelular, como protecdo da comunidade bacteriana diminuindo a suscetibilidade a
antibioticos, entre outros fatores (KHARDORI E YASSIEN, 1995). Além disso, a comunidade
bacteriana pode adquirir ainda mais resisténcia por transferéncia horizontal de genes, devido a
diversidade de subespécies da mesma bactéria, bem como de diferentes espécies bacterianas
(HOIBY et al., 2010).

Interromper a adesdo bacteriana antes da formacdo do glicocélice pode ser uma
estratégia antibidtica com eficacia analoga as terapias destinadas a matar bactérias plancténicas
(CAVALLARO, TAHERI E VASILEV, 2014). E importante ressaltar que, uma vez
estabelecido um biofilme aderente a superficie, as terapias projetadas para matar bactérias
planctonicas sdo ineficazes. Os biofilmes ja sdo até 1.000 vezes mais resistentes a antibidticos
quando comparados com suas contrapartes planctonicas flutuantes. Além disso, essa
comunidade coordenada, protegida por uma matriz viscosa chamada glicocalice, também
facilita a disseminacdo da resisténcia a antibidticos (STEWART E COSTERTON et al., 2001;
STOODLEY et al., 2002).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos tem ocorrido, em grande parte, devido ao
Seu uso intensivo e, em alguns casos, imprudente. O contato de microrganismos entre si com
residuos de antibioticos e material genético (ARG) em estacBes de tratamento de esgoto e
aplicacdes de efluentes agricolas nos campos, representam um grande reservatério e ambiente
de disseminacdo para bactérias ainda mais resistentes e adaptadas. Esses fatores adicionais
sobre ambientes de disseminagdo de resisténcia e viruléncia podem ser amplamente
encontrados na literatura citada (BERENDONK et al. 2015; PETRIE E BARDEN, 2015; WHO,
2014).

3.1.4 RELACAO ENTRE RESISTENCIA E VIRULENCIA BACTERIANA

Embora a viruléncia se desenvolva desde o inicio da colonizagdo do organismo
hospedeiro e a resisténcia desde o surgimento dos antibioticos, estas ndo sao caracteristicas

independentes. Algumas relagdes tem sido descritas em manuscritos cientificos, onde a
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aquisicdo de resisténcia a determinados antibidticos pode ser associada a diminuicéo dos niveis
de viruléncia do microrganismo. Porém, também existem evidéncias onde um mecanismo é
potencializador do outro (BECEIRO, TOMAS E BOU, 2013).

A depender dos mecanismos especificos de cada patotipo, nicho ecoldgico, condi¢bes
ambientais e do sistema imunoldgico do hospedeiro, podem haver maior ou menor gravidade
nos sintomas gerados a partir da infeccdo. Conforme Cepas e Soto (2020), foram observadas
trés possibilidades de combinacéo de fatores relacionadas, sendo o primeiro relativo ao aumento
de resisténcia e um consequente aumento de viruléncia; o segundo prevé um aumento da
resisténcia e diminuigdo da viruléncia e o terceiro considera um possivel aumento de resisténcia,
sem alterar as caracteristicas virulentas do microrganismo.

Além dos efeitos que a aquisicdo de resisténcia tem sobre a viruléncia, pode ocorrer uma
selecdo de ambas as caracteristicas, adaptando esses fatores genéticos para garantir uma
condicdo mais favoravel ao patégeno. Isso pode ocorrer através de elementos genéticos moveis,
como plasmideos e elementos integrativos e conjugativos que sao transferidos entre cepas
bacterianas pertencentes a mesma espécie ou a espécies diferentes, conferindo persisténcia que
atribui adaptacdo a diferentes ambientes e nichos (JOHNSON E NOLAN, 2009).

Os principais estudos que fazem referéncia a relacdo entre genes de resisténcia e
viruléncia em E. coli, tratam do patotipo UPEC, devido a estas causarem infeccdes ndo
complicadas do trato urinario (ITUs) que, em todo o mundo, sdo as infecgdes mais comuns em
humanos. Conforme Shah et al. (2019), uma associacdo significativa foi encontrada entre os
fatores de viruléncia da UPEC e a resisténcia antimicrobiana da UPEC. O surgimento de
microorganismos resistentes a medicamentos entre as cepas de UPEC eleva os riscos a salde
global (TABASI et al. 2015).

Os MGEs também podem codificar genes de viruléncia, onde podem ocorrer interacdes
entre resisténcia a antibidticos e viruléncia ( Bunduki et al., 2021 ). Estudo desenvolvido por
Firoozeh et al. (2022), demonstra que a aquisi¢do de genes de resisténcia leva a perda de genes
de viruléncia e, em alguns outros casos, 0 aumento da resisténcia a antibidticos aumenta a
viruléncia das cepas de UPEC.

De acordo com Villa et al. (2010), é possivel que os determinantes genéticos de
viruléncia, se localizados na mesma plataforma genética que o0s genes de resisténcia
antimicrobiana (plasmideos, transposons, integrons), possam ser comobilizados sob pressao
seletiva antimicrobiana. Além disso, as cepas virulentas estaveis podem ser perpetuadas se
adquirirem determinantes de resisténcia (DA SILVA E MENDONCA, 2012).
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Os estudos que abordam essa relagdo ainda estdo em desenvolvimento e fase de
entendimento dessas relagdes. Considerando as particularidades de cada microrganismo e cada
patotipo, para uma informacdo mais concreta sobre a interacdo de resisténcia e viruléncia
bacteriana, ainda serdo necessarias muitas analises moleculares e estatisticas que possibilitem
uma correlagdo ou ndo entre os fatores (YAZDANPOUR, TADJROBEHKAR E SHAHKHAH,
2020; CEPAS E SOTO, 2020; FIROOZEH et al., 2022). A depender do tipo de droga,
caracteristicas ambientais e outros fatores genéticos envolvidos, serd um grande desafio para os

pesquisadores.

3.2 CONSIDERACOES FINAIS

Escherichia coli € um microrganismo amplamente estudado, que tem evoluido devido
as pressdes ambientais as quais € submetido constantemente. Os mecanismos para infectar
hospedeiros e resistir aos tratamentos utilizados para o seu combate, bem como a velocidade e
a versatilidade para se adaptar em ambientes de dificil sobrevivéncia, tem preocupado as
entidades mundiais, tanto que os proprios relatorios da organizacdo mundial da satde enfatizam,
em ndmero, 0S riscos associados a esse patégeno.

No Brasil, apesar de existirem relatorios elaborados pelos 6rgdos responsaveis pela
saude publica, os dados abertos ainda s&o limitados e com poucas informag6es complementares
sobre os isolados. Considerando o nimero de pessoas que morrem antes de ter acesso a
tratamento, somado a pouca cobertura de identificacdo dos patdgenos, € possivel constatar que
existe uma subnotificagdo de casos e da disseminagdo dos mais diversos patotipos de E. coli
que causam doencas no Pais.

A resisténcia e a viruléncia dessa bactéria possuem um amplo espectro de mutacdes e
adaptacdes que, apesar da grande quantidade de dados cientificos, ainda necessitam de mais
estudo para maior elucidacdo, inclusive sobre a relacdo existente entre esses dois fatores que,
como abordado nesse manuscrito, em alguns estudos demonstra sinergia e em outros
antagonismo. Apesar do longo periodo em que essa bactéria vem sendo estudada pela ciéncia,
as descobertas parecem

Ademais, E. coli cresce no cenario mundial como um poluente emergente com alto
potencial de disseminacao e agravo em sintomas, podendo aumentar 0 nimero de Obitos em

suas infecgdes.
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4 CAPITULO 2 - MANUSCRITO 2. IDENTIFICACAO MOLECULAR DE Escherichia
coli E AVALIACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA BACTERIANA EM
MICROBACIAS COM DIFERENTES USOS E OCUPACAO DO SOLO

IDENTIFICACAO MOLECULAR DE Escherichia coli E AVALIACAO DO PERFIL
DE RESISTENCIA BACTERIANA EM MICROBACIAS COM DIFERENTES USOS
E OCUPACAO DO SOLO

RESUMO

Escherichia coli é um microrganismo versatil, que esta presente nos mais diversos ambientes.
Nos ultimos anos tem chamado atencdo da ciéncia pelo seu alto poder de mutagdo, adquirindo
resisténcia e driblando os mecanismos de acdo dos antimicrobianos. Apesar da existéncia de
uma ampla quantidade de manuscritos tratando da resisténcia antimicrobiana, ndo ha um
consenso sobre quais séo as principais fontes que permitem que esse microrganismo consiga se
disseminar rapidamente e causar frequentes infec¢des e surtos sintomaticos. O objetivo dessa
pesquisa foi analisar a qualidade microbioldgica da dgua em microbacias com diferentes
caracteristicas de uso e ocupacao do solo, visando identificar se ha resisténcia nas cepas de E.
coli isoladas e quais séo as suas possiveis origens. Para tal, foram realizadas trés campanhas de
coletas, das quais esses microrganismos foram isolados e identificados por PCR, passando
posteriormente por testes de susceptibilidade com nove antibacterianos amplamente utilizados
para tratar infeccGes causadas por essa espécie bacteriana. Observou-se que a microbacia
receptora de efluentes sanitarios do municipio apresentou maior contaminagdo de cepas
resistentes aos antibidticos testados e que estas foram persistentes durante o periodo das coletas.
Além disso, 80% de todas as cepas apresentaram resisténcia a Ampicilina, indicando a
necessidade de alerta para os riscos de infec¢do que o contato com este corpo d’agua pode
causar. Portanto, € importante que mais monitoramentos e analises sejam feitos nesses e em
outros mananciais para que seja possivel identificar o curso principal desse problema que gera
um 6nus constante para a populacao, tanto em relacdo a salde publica, quanto ao restante dos
ecossistemas.

Palavras-chave Detec¢do. Patogénicidade. Poluentes emergentes.

MOLECULAR IDENTIFICATION OF Escherichia coli AND EVALUATION OF
BACTERIAL RESISTANCE PROFILE IN MICROBACTIONS WITH DIFFERENT
USE AND LAND OCCUPATION

ABSTRACT

Escherichia coli is a versatile microorganism, which is present in the most diverse environments.
In recent years, it has attracted the attention of science due to its high power of mutation,
acquiring resistance and circumventing the mechanisms of action of antimicrobials. Despite the
existence of a large amount of manuscripts dealing with antimicrobial resistance, there is no
consensus on which are the main sources that allow this microorganism to spread rapidly and
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cause frequent infections and symptomatic outbreaks. The objective of this research was to
analyze the microbiological quality of water in microbasins with different characteristics of
land use and occupation, in order to identify whether there is resistance in the isolated E. coli
strains and what are their possible origins. To this end, three collection campaigns were carried
out, from which these microorganisms were isolated and identified by PCR, subsequently
undergoing susceptibility tests with nine antibacterials widely used to treat infections caused
by this bacterial species. It was observed that the microbasin that receives sanitary effluents
from the municipality showed greater contamination of strains resistant to the antibiotics tested
and that these were persistent during the collection period. In addition, 80% of all strains
showed resistance to Ampicillin, indicating the need to be alert to the risks of infection that
contact with this body of water can cause. Therefore, it is important that more monitoring and
analysis be carried out in these and other sources so that it is possible to identify the main course
of this problem that generates a constant burden for the population, both in relation to public
health and the rest of the ecosystems.

Key-words: Detection. Pathogenicity. Emerging pollutants.
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4.1 INTRODUCAO

A qualidade da agua é um pilar base de sobrevivéncia na Terra. Apesar de ser uma
condic&o de existéncia para a humanidade, grande parte desse recurso se encontra contaminado
e em condicdes inadequadas para usos especificos (LI E WU et al., 2019). Em funcdo disso, é
pertinente que sejam realizados estudos periddicos, que avaliem e identifiguem possiveis
contaminantes com potencial de toxicidade.

Um dos maiores problemas e contaminantes ativos da dgua s&o 0s microrganismos que
entram em contato com mananciais através de despejo de efluentes (domésticos, industriais,
agroindustriais, etc.) sem tratamento prévio. Desse modo, a pressdo ambiental sofrida por
bactérias, frente ao uso de antibioticos de forma indiscriminada, promove selecdo de patdgenos
mais resistentes, problematizando as formas convencionais de tratamento, tanto na area clinica,
quanto ambiental (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019).

Nesse sentido, cerca de 86% dos microrganismos causadores de infecgdes em humanos
no Brasil, por veiculacdo hidrica ou alimentar, sdo bactérias, das quais, nos ultimos 10 anos,
Escherichia coli foi o principal agente causador de doencas (BRASIL, 2023). Dessa forma, €
necessaria a avaliacdo de possiveis perfis de resisténcia dessa bactéria que podem acentuar
problemas de salde publica, sociais, ambientais e econémicos. Atrelada a necessidade de evitar
esses danos, a tecnologia de identificacdo molecular, facilita o trabalho de cientistas e oferece
dados confiaveis para que as autoridades possam agir em defesa da populacdo (KADRI, 2019).

Em relacdo aos patdgenos, o manejo incorreto de residuos e poluentes oriundos da
atividade de criacdo de animais, e a ocupacao urbana sem o devido saneamento basico, bem
como o efluente de agroindustrias, podem acarretar diversos problemas ao solo e aos
mananciais de agua, alterando os ciclos naturais (CAO et al., 2021; SAVIN et al., 2021). Nessa
vertente, quando a qualidade da agua se encontra comprometida, é possivel verificar a
intensidade dos danos ao ambiente a partir do monitoramento e analise de determinados
indicadores, dos quais, Escherichia coli (E. coli) € um dos microrganismos mais estudados
(MEAYS et al., 2004; WEN et al., 2020; HOLCOMB E STEWART, 2020).

Por outro lado, ha uma grande producdo de antibioticos, em ambito mundial, para
combater microrganismos causadores de doengas, no entanto, 0 uso excessivo destes
medicamentos para tratamento de pacientes infectados, bem como na producdo animal, conduz
grandes quantidades de residuos de farmacos que néo sdo metabolizados pelo organismo para
estacOes de tratamento de esgoto, rios e lagos. Esse processo desencadeia a resisténcia

antimicrobiana (RAM), em funcdo da exposicdo gradual destes microrganismos aos
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medicamentos presentes no ambiente, transmitindo essa capacidade as proximas geracgdes e até
para outras bactérias (GUPTA; DUBEY; KUMAR, 2016; ALAWI, TORRIJOS E WALSH,
2022).

Conforme Murray et al. (2022), a partir de uma analise de dados globais, estima-se que,
em 2019, cerca de 4,95 milhdes de mortes foram associadas a Resisténcia Antimicrobiana
(RAM) bacteriana, sendo que 1,27 milhdo foram diretamente atribuidas a estes microrganismos
patogénicos. Além disso, dentre 0s seis principais patdgenos de morte associados a resisténcia,
E. coli teve maior evidéncia.

O Brasil € um pais extenso e enfrenta crises sanitarias histéricas que podem ser vistas
por grande parte da populacdo como impossiveis de solucionar. Sendo assim, segundo o
Sistema Nacional de Informacges sobre Saneamento — SNIS, em 2019, quase 100 milhdes de
brasileiros ainda ndo tinham acesso a coleta de esgoto. Isso prova que a possibilidade de
disseminacdo de doencas de veiculacdo hidrica e acimulo de vetores é uma realidade.

Compreender os danos da RAM e as principais combinacGes patégeno-medicamento
que contribuem para ela é crucial para tomar decisdes politicas baseadas nas realidades locais,
sobre programas de prevencdo e controle de infeccdes, acesso a antibidticos essenciais e
pesquisa e desenvolvimento de novos tratamentos (MURRAY et al., 2022).

Considerando o exposto, esse trabalho teve como objetivo isolar e confirmar a
identidade molecular de cepas ambientais de Escherichia coli presentes em um corpo d’agua,
com diferentes perfis de uso e ocupacédo de microbacias. Além disso, quantifica-las para analisar
0 enquadramento do corpo hidrico, delineando o perfil de resisténcia ou susceptibilidade das
bactérias isoladas, para mapear possiveis focos de contaminacao e verificar a presenca de risco

para a populacéo.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Coleta das amostras de dgua e caracterizacao da area de estudo

As coletas de 4gua ocorreram em microbacias do Lajeado Pardo, localizadas entre os
municipios de Frederico Westphalen e Taquarugu do Sul, regido noroeste do estado do RS,
Brasil (IBGE, 2023). O Lajeado Pardo possui uma extensdo de 5.700 m, tem sua nascente nas
coordenadas: latitude 27° 25°43°’S e longitude: 53° 43°25”, com uma altitude média de 488 m.

Da nascente até o ponto de represamento para captagdo de agua que abastece 0s municipios de
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Frederico Westphalen e Caicara — RS, Brasil. Foram realizadas trés campanhas de coletas, que
se estenderam de janeiro até marco de 2022. Os tubos utilizados para coleta foram pre-
esterilizados e armazenados na auséncia de luz durante o transporte até o laboratorio.

A confecgdo dos mapas de localizacdo, delimitacdo da sub-bacia, microbacias e uso e
ocupacdo do solo, foi realizada no software QGIS v.3.10.9. As imagens espaciais foram obtidas
pelo portal do instituto nacional de pesquisas espaciais (INPE, 2022), do satélite CBERS4A,
camera imageadora WPM, com imagens processadas em L4, bandas espectrais RGB e
resolucdo espacial de oito metros. Os cursos d’agua e a delimitagdo das bacias foram gerados a
partir do modelo altimétrico, fornecidos pelo banco de dados geomorfométricos do Brasil
(TOPODATA).

A sub-bacia foi delimitada a partir do exutério, conectando os pontos de maior elevacéo,
baseados nas curvas de nivel. As classes, representadas na figura 1, utilizadas para
caracterizagéo de uso e ocupacao do solo, foram: formacéo florestal, agricultura e pastagem e
infraestrutura urbana, conforme as classificac6es sugeridas pelo instituto brasileiro de geografia
e estatistica (IBGE, 2020).

Figura 1 — Mapas de localizagdo com tematica de uso e ocupagao do solo e delimitacdo das microbacias, com

pontos de coleta da 4gua analisada, no Lajeado Pardo — RS, Brasil
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MAPA DE LOCALIZACAO E USO E OCUPACAO DO
SOLO DA SUB-BACIA DO LAJEADO PARDO
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Fonte: Autor (2023).

Na figura 2, é apresentado o0 mapa representativo das microbacias, onde podem ser
observados os pontos de coleta que ficam locados no exutério de cada microbacia (A, B, C, D
e E), e um ponto a barragem de captacdo de agua para abastecimento municipal. Desta-se se
microbacia “E”, por trem sido as coletas em periodo de estiagem, ndo foi posivel coletas pois
essa estava em escassez hidrica, assim foram coletadas amostras penas nas microbacia A, B, C
eD.

Figura 2 — Mapa com delimitacdo das microbacias e pontos de coleta das amostras analisadas.
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SUB-BACIA DO LAJEADO PARDO E MICROBACIAS
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Fonte: Autor (2023).

4.2.2 Cultura Estoque

As culturas de estoque foram armazenadas a -20 °C em 80% de caldo de infusdo de
cérebro e coracdo (BHI), com e 20% de glicerol (KOUADIO-NGBESSO et al., 2019). A cepa
padrdo utilizada como controle positivo foi Escherichia coli INCQS P3089 (laudo inserido no
material suplementar), cepa cedida pelo laboratério de microrganismos de referéncia do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ).
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4.2.3 Quantificacao de Escherichia coli e coliformes totais

As amostras de agua coletadas foram submetidas a deteccdo simultanea da enumeracao
de coliformes totais e E. coli, usando método Colilert, padrdo para agua e esgoto no Brasil
(BRASIL, 2013), método aprovado pelo Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater (SMEWW) (RICE et al., 2012).

Para compilar os dados dos pocos pequenos e po¢os grandes positivos e gerar 0 nimero
mais provavel (NMP) do sistema Quanti-Tray/2000, utilizou-se do software gratuito IDEXX
Water NMP Generator®,disponibilizado pelo laboratdrio da IDEXX. Ao inserir os valores dos
pOGOos pequenos e grandes positivos, 0 software informa automaticamente o NMP tanto de

coliformes totais quanto de E. coli, para cada amostra.

4.2.4 Métodos de isolamento bacteriano para Escherichia coli

O método da membrana filtrante com filtros de acetato celulose de 47 mm de didmetro
e tamanho do poro de 0,45 pum, consiste na filtragdo de uma amostra de agua (100 mL)
previamente homogeneizada, mediante pressdo negativa (vacuo) na intencdo de reter o0s
microrganismos na membrana. Posteriormente a membrana é inserida assepticamente sob meio
solido seletivo apropriado em placa de Petri, que por capilaridade entra em contato com a
bactéria. As placas sdo incubadas por 24 horas em incubadora B.O.D., com temperatura
adequada de cada meio de cultura (BRASIL, 2013). Para o controle negativo utilizou-se agua
destilada autoclavada e o controle positivo procedeu-se com cepa de referéncia da cultura de
estoque, anteriormente descrita.

Para cultivo diferencial, foi utilizado o agar Macconkey, um meio seletivo utilizado para
o isolamento e diferenciacdo de enterobactérias Gram-negativas. Neste meio é possivel
diferenciar bactérias fermentadoras de lactose, através da formacdo de coldnias roseas, das
bactérias ndo fermentadoras da lactose, com formacéo de col6nias incolores (ALLEN, 2005).

O meio EC Medium, favoreceu o isolamento de E. coli, conforme metodologia padrao
executada a temperaturas elevadas (44,5 e 45,4 °C) por 24 horas. O teste para coliforme fecal
que utiliza o meio EC ¢é aplicavel para investigacdes em agua de consumo humano, poluicéo de
corregos, fontes de agua natural, sistemas de tratamentode esgoto, dgua para banho, agua
salgada e monitoramento de agua em geral (RICE, 2012).

Por fim, foi realizada coloracdo de Gram para analisar se houve pureza dos isolados em

relacdo a estrutura, tipo de parece celular e agrupamento. Essa técnica permite distinguir dois
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tipos de estrutura celular em Gram-positivas ou Gram-negativas, justamente pela diferenciagéo
de coloracao das células (MOYES; REYNOLDS; BREAKWELL, 2009).

4.2.5 Procedimentos e reagentes para PCR

Para identificacdo das cepas isoladas em meios seletivos, foi utilizada a metodologia de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), visando amplificar sequéncias especificas de DNA que
representam cada espécie ou gene estudado.

4.2.5.1 Tampéo de corrida da amostra e gel de agarose

A solucdo de TBE foi feita com 108 g de Trisamino (Hidroximetil) Aminometano,
55 g de Acido Boérico, 7,5 g de EDTA (Acido etilenodiaminotetracético tetrassodico),
completando até o nivel de 1L de agua desionizada, em baldo volumétrico. Ndo houve
necessidade de ajuste de pH, pois 0 mesmo se manteve em 8,0 ao final do preparo. O preparo
seguiu as quantidades de reagentes utilizados em solu¢6es comerciais de TBE padrao para
0 USO proposto nesse estudo.

Em funcdo do tamanho do fragmento a ser amplificado, o gel de agarose foi feito em
uma concentracdo de 0,8%, levando em conta as consideracdes de Serwer (1983), que

realizou um estudo sobre diferentes concentracGes de géis e a resolucao dos fragmentos.

4.2.5.2 Pré-Mix para PCR

O Pré-Mix utilizado na reacdo possui todos os reagentes basicos para a reacdo de
PCR: tampao de reacdo (Tris (Hidroximetil) Aminometano e KCI), pH 8,4, concentracdo de
2,0 MM de MgClz, 0,2mM dNTP e 2,5 U de Tag DNA Polimerase recombinante.

4.2.5.3 Andlise de especificidade, preparo e diluigdo dos oligonucleotideos — primers

Os primers para identificacdo de espécie (forward e reverse) disponiveis na
literatura, foram analisados quanto a sua especificidade, formacéo de estruturas secundarias
e demais parametros para uma boa amplificacdo. Para isso, utilizou-se o software Netprimer
(BIOSOFT, 2022) e apds analise, aquele que apresentou melhor avaliacdo foi escolhido.

Depois da aquisi¢do do produto, com massa de 25 nmol e purificados por dessalinizacéo,
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foram diluidos em solucéo de estoque e solugdo de trabalho. A solugéo de estoque foi diluida
em 10 vezes multiplicadas pela quantidade de primer em cada amostra. Para a solugéo de
trabalho, foram retirados 10 uL da solucgéo de estoque e a esta quantidade foram adicionados
mais 100 uL de agua ultrapura. Desse modo, a concentracdo final da solucédo de trabalho de

1pmol/uL.

4.2.5.4 Quantificacdo dos reagentes para amplificacdo

Para cada reacao, seguindo o padréo do fabricante (anexo ao material suplementar),
foram acrescentados a um microtubo de 200 uL (livre de DNase e RNase): 12,5 uL de Pré-
Mix, 2,5 uL de cada primer (forward e reverse), 6,5 uL de &gua ultrapura e 1 uL de DNA
molde em uma concentracdo aproximada de 5 ng, quantificados em espectrofotdmetro UV,

em comprimento de onda de 260 nm.

4.2.5.5 Obtencdo do DNA bacteriano e amplificacdo em termociclador

O material genético bacteriano (DNA) foi obtido pelo método de fervura simples,
considerado ndo s6 superior em sua simplicidade, custo e curto tempo de manuseio, mas
também confiavel (PENG et al., 2013; YAMAGISHI et al., 2016).

A amplificagdo foi testada com diferentes parametros de curva, inclusive com
aqueles utilizados por McDaniels et al. (1996), para padronizar a reacdo antes do
experimento principal. Neste caso especifico, a metodologia foi ajustada para a reacéo,
seguindo 1 ciclo inicial para desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de trés etapas:
desnaturacédo (94°C por 30 segundos), anelamento (55°C por 30 segundos) e extenséo (72°C
por 2,5 minutos). Por fim, foi programado mais 1 ciclo a 72°C por 5 minutos de extensédo no

término da reacéo.

4.2.5.6 Ajuste de parametros para eletroforese

Os parametros para corrida de eletroforese em gel de agarose, foram ajustadas de acordo
com as sugestdes ja utilizadas na literatura (SERWER, 1983; STELLWAGEN, 2009).
Considerando um valor de aproximadamente 10 V/cm entre eletrodos da cuba. Desse modo,
foram testadas voltagens entre 60 e 100 V (considerando que a distancia dos eletrodos da cuba

utilizada é de 10 cm). A melhor resolucéo foi observada quando se utilizou 70 V por 60 minutos.
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Portanto, as demais amostras seguiram o mesmo padréo de metodologia.

4.2.6 Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

O teste de sensibilidade tem como objetivo avaliar o perfil de resisténcia de cepas padrao
ou ambientais, visando facilitar o entendimento dos profissionais da saide no momento de
administrar drogas para tratar pacientes infectados, reduzindo significativamente sua
mortalidade (PATEL e FANG, 2018). Considerando rapidez e a prevaléncia de cepas resistentes
no meio ambiente, é necessario que haja monitoramento e relato de casos que somem a literatura
para mitigar impactos na satde publica, que afetam diretamente as popula¢fes mais carentes
(FERNANDEZ e VEZQUEZ, 2019).

A partir das cepas previamente isoladas, junto ao padrdo, seguiu-se a metodologia de
Bauer et al. (1966), com ajustes de metodologia, considerando atualizagdes feitas pela
instituicdo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BRCAST, 2022).

Os testes foram feitos em trés repeticbes com cada cepa testada, para 9 tipos de
antibidticos utilizados para o tratamento de Escherichia coli, sendo eles: Ampicilina (AMP 10
Kg), Amoxacilina-clavulanato (AMC 20/10 pg), Cloranfenicol (CLO 30 ug), Gentamicina
(GEN 10 pug), Ciprofloxacino (CIP 5 ug), Cefazolina (CFZ 30 pg), Ceftazidima (CAZ 30 ug),
Fosfomicina (FOS 200 pg) e Levofloxacino (LVX 5 ug).

Apdbs o preparo de todos 0s reagentes e insumos para 0s testes e a execucdo do
experimento obedecendo as regras da metodologia citada anteriormente, os halos foram lidos
com paquimetro digital e depois comparados com as tabelas de pontos de corte clinicos
(BRCAST, 2022).

4.2.6.1 Célculo da Multipla resisténcia a antibioticos das cepas de Escherichia coli

A multipla resisténcia a antibiéticos (MAR) foi avaliada para todos os isolados (n=15)
bacterianos que foram testados contra 9 antibioticos comerciais e MAR de uma cepa foi
considerado quando houve resisténcia a pelo menos 2 antibiéticos (ODONKOR; ADDO, 2018).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Determinacdo do uso e ocupacdo do solo nas diferentes microbacias da area

estudada
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As classificaces atribuidas ao uso e ocupacéo do solo, consideradas conforme a prévia
anélise de campo, previram a predominancia de agricultura e pastagem (AP), formaces
florestais (FF) e infraestruturas urbanas (IU). A tabela 1, determina a classificacdo do uso e

ocupacdo do solo e os percentuais de cada classe por microbacia (A, B, C, D e E).

Tabela 1 — percentual de uso e ocupacdo do solo em cada microbacia.

CLASSE A B C D E
FF 22,87 26,70 19,17 19,99 27,79
AP 74,14 61,66 76,08 76,89 69,50
1A 2,99 11,64 4,74 3,11 2,71

Fonte: Autor (2023)

Em todas as microbacias houve a predominancia de areas de AP (71,18%), seguidas,
respectivamente, de pequenos agrupamentos de FF (22,98%) e 1A (5,84%), representando
médias da area total analisada de 23.565.413,43 Kmz2. Esses dados demonstram uma FF ainda
menor do que a tendéncia global, que, conforme FAO e UNEP (2020), ocupam 31% da area
terrestre do planeta. Na microbacia B, foi observado o maior contingente de 1U, que apresentou
55,88% do total calculado na microbacia.

Levando em conta a pequena quantidade de FF como mata ciliar, conforme é possivel
visualizar nos mapas expostos anteriormente (Figuras 1 e 2), é possivel que a contaminacao dos
recursos hidricos seja facilitada, devido a baixa cobertura de barreiras fisicas para impedir a
entrada de sedimentos, contaminantes quimicos e microbiol6gicos. Nesse sentido, 0s impactos
da supressao de vegetacao ciliar, podem ser observados a curto e longo prazo a partir da reducéo
da qualidade da agua, oferecendo riscos a salde ambiental e, consequentemente, humana
(SILVAetal., 2015; RITTER etal., 2015; CRISIGIOVANNI et al., 2020; SHAHA et al., 2022).

Nesse contexto, os efluentes resultantes de atividades agricolas, agropecuérias,
industriais e domésticas interagem de forma dinamica com o ambiente, pois néo fica retidos de
maneira estatica nos locais onde sdo dispostos. Tanto por escoamento, infiltragcdo, dispersao de
residuos provenientes dessas atividades ou efluentes sem tratamento dispostos diretamente nos
recursos hidricos, podem resultar na contaminacdo (CYCON, MROZIK e PIOTROWSKA-
SEGET, 2019; USGS, 2019; FAO, 2023).

Devido a essa dinamica entre contaminante/ambiente, o problema da resisténcia
bacteriana como um poluente emergente, tém crescido. Considerando que a maioria dos
antibioticos ndo é completamente metabolizada nos corpos de humanos e animais, parte desses

medicamentos entram em contato com bactérias presentes em efluentes, a dgua e solo. Desse
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modo 0s microrganismos adquirem resisténcia, devido a pressdo ambiental de constante
exposicdo (LARSON e FLACH, 2022).

4.3.2 Analise Microbiologica: Determinacéo da presenca ou auséncia e quantificacao de

Escherichia coli

A partir da analise qualitativa e quantitativa, conforme a metodologia Colilert,
observou-se a presenca de coliformes totais e Escherichia coli em todas as amostras analisadas
(Figura 3). Os resultados quantificados das amostras analisadas apresentaram grandes

quantidades, principalmente de coliformes totais.

Figura 3 — NMP de Escherichia coli em 100 ml, nos cinco pontos analisados em trés coletas periddicas.
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A legislagio CONAMA 357/2005 classifica os corpos da &gua no Brasil e essa
classificacdo é importante uma vez que enquadra os rios em classes segundo Sseus uUSOS
preponderantes pretendidos ao longo do tempo. O rio em que a presente pesquisa foi realizada,
ndo possui enquadramento. Nesse caso, a legislacdo atribui classificacdo 2. A classe dois
permite o abastecimento para consumo humano, apos tratamento convencional, recrea¢do de
contato primario, conforme Resolugdo CONAMA n° 274/2000, irrigacdo de hortalicas, plantas
frutiferas, parques, jardins, campos de esporte e lazer com os quais 0 publico possa vir a ter

contato direto e a aquicultura.

Em relacdo a classe de enquadramento do corpo hidrico, a CONAMA 357/2005 sugere
gue pelo menos 6 (seis) amostras devem der coletadas durante o periodo de um ano, com
frequéncia bimestral. Por isso, sugere-se 0 monitoramento continuo do corpo hidrico,

principalmente nos pontos de coleta das microbacias B e C, que ultrapassaram os limites de E.
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coli para 0 enquadramento da classe 2 e também da classe 3 na maioria das analises.

Para balneabilidade, conforme a resolu¢do CONAMA 274/2000, que define os critérios
para essa finalidade, pode se considerar que a 4gua analisada esta insatisfatdria ou impropria,
considerando que de todas as amostras coletadas, apenas 20% tiveram o0 NMP abaixo de 800 E.
coli por 100 ml. Na terceira campanha amostral, todos os pontos analisados excederam 2000 E.
coli por 100 ml, contando com um NMP acima de 100 mil por 100 ml nas microbacias B e C,

0 que indica um grau elevado de contaminacao.

4.3.3 Isolamento e identificacdo molecular de Escherichia coli

O par de primers para amplificacdo do material genético possui 670 pb (F -
ACCTGCGTTGCGTAAATA; R - GGGCGGGAGAAGTTGATG), conforme mcDaniels et
al. (1996). De acordo com a analise do software Netprimer, o par de primers ndo apresentou
estruturas secundarias como ligacéo entre primers ou do primer em si mesmo. As repeticdes de
oligos néo ocorreram com mais de 3 bases em sequéncia, contendo uma quantidade suficiente
de CG para a reagdo. A temperatura para anelamento ficou adequada aos parametros desejados
e a estabilidade de ligacdo com a fita molde foi satisfatoria (BIOSSOFT, 2022).

A partir do isolamento das cepas e da corrida em gel, com eletroforese, em cinco
bateladas, foram identificadas as espécies de acordo com a amplificacdo. Conforme a figura 4,
é possivel confirmar a amplificacdo a partir do padrédo de peso molecular (PM) que foi inserido
nas duas extremidades e na sequéncia foram inseridas as amostras de controle positivo para
Escherichia coli ATCC (PD), Cepa 1 (C1), Cepa 2 (C2), Cepa 3 (C3) e controle negativo (CN).

Figura 4 — Corrida em gel de eletroforese para visualizacdo da amplificagdo das fitas molde para identificacdo da
espécie.
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Fonte: Autor (2023).

Todas as bateladas apresentaram resultado positivo para os isolados ambientais nos
meios de crescimento bacteriano seletivos, confirmando a presenca de Escherichia coli em

todas as amostras, conforme o resultado observado nos testes de colilert.

4.3.4 Perfil de resisténcia das cepas isoladas aos antimicrobianos

Os farmacos para testes de susceptibilidade desse estudo foram escolhidos para
atender os requisitos de especificidade de aplicagdo para infec¢des causadas por E. coli.
Além disso, verificou-se a importancia de escolher os medicamentos que possuem 0s
pontos de corte mais bem definidos, evitando possiveis problemas de interpretacdo e
classificacdo quanto aos niveis de sensibilidade ou resisténcia bacteriana. Considerando
a importancia dos testes de susceptibilidade, é imprescindivel uma anéalise que possa
agregar o maximo de classes possiveis, facilitando o entendimento sobre qual mecanismo
de resisténcia esta ativo nas cepas.

Conforme o manual da CLSI (2022), sdo definidos quatro grupos, que sugerem
diferentes aplicagcbes. Grupo A: antimicrobianos considerados apropriados para
tratamento primario, bem como para relatorios de resultados de rotina para o grupo de
organismos especifico. Grupo B: antimicrobianos usados quando o organismo é resistente
a agentes da mesma classe antimicrobiana no Grupo A. Grupo C: antimicrobianos
alternativos ou suplementares contra cepas endémicas ou epidémicas resistentes a varios
medicamentos primarios, para tratamento de pacientes alérgicos a medicamentos
primarios, para tratamento de organismos incomuns ou para notificacdo a prevencéo de

infecgbes como auxilio epidemioldgico. Grupo U: antimicrobianos usados apenas ou
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principalmente para o tratamento de ITUs (CLSI, 2022).

A tabela 2 contém informac@es sobre as classes de cada antibiotico utilizado, bem

como seu mecanismo especifico de acdo e suas indicacdes clinicas em caso de infeccdes
por Escherichia coli.

Tabela 2 — Mecanismos de acdo e indicacdes clinicas por classe de antibioticos.

Classe/Grupo

Mecanismo de Acédo

Indicacdes clinicas

Penicilinas:
Ampicilina (A);

Inibicdo da sintese de parede celular
bacteriana e causam lise osmoética.

Pneumonias, otites e sinusites, Faringites
e epiglotites, infeccdes cutaneas,
meningites bacterianas, infeccdes do
aparelho reprodutor, endocardites
bacterianas, profilaxia

Beta-lactamicos:
Amoxicilina
clavulanato (B);

Inibicdo da enzimas beta-lactamases pelo
acido clavulanico, propiciando a a¢do da
amoxicilina que inibe a replicacdo e causa
lise das células.

Pneumonia; bronquite; Sinusite; Otite;
Faringite; Amigdalite; InfeccBes da pele;
Erisipela; Doenca inflamatoria pélvica;
Infeccdo urinaria, como cistite, uretrite
ou pielonefrite; Infeccdo nos 0ssos ou
articulacdes, como osteomielite.

Cefalosporinas:
1% geracéo:
Cefazolina (A/U);

3% geracao:
Ceftazidima (C);

Interrompem a sintese da camada de
peptidoglicano das paredes celulares
bacterianas, gerando a lise e morte celular.

12 geracdo: infeccBes de pele, partes
moles, faringite estreptocdcica, infeccoes
do trato urinario ndo complicadas e
profilaxia de cirurgias.

32 geracgéo: infecgdes de feridas
cirdrgicas, pneumonias, infeccoes do
trato urinario complicadas

Fluoroquinolonas:

Ciprofloxacino (B);
Levofloxacino (B).

Inibem a atividade da enzima DNA girase
que impede a replicagéo e transcricdo do
DNA bacteriano, que eventualmente
culminam na morte celular.

Trato genito-urinario, trato gastrintestinal
trato respiratorio, osteomielites
infecclo em partes moles, acdo contra
micobactérias, trato genito-urinario

Aminoglicosideos:

Gentamicina (A)

Inibicdo da sintese proteica. Ligam a
subunidade ribossomica 30S da bactéria, o
gue gera uma ma4 interpretagdo do cédigo

genético e interrupgao da traducao.

Septicemias, infec¢des do trato urindrio,
endocardites, infeccdes respiratorias,
infeccOes intra-abdominais, meningites
em recém-nascidos, infecgdes oculares,
osteomielites e infeccdes de articulacdes

Anfenicois:
Cloranfenicol (C)

Liga a subunidade 50S do ribossomo,
inibindo a sintese protéica da bactéria,
tendo, assim, a¢do bacteriostatica contra
uma gama de bactérias.

Meningite bacteriana e epiglotite, artrite
séptica, osteomielite, febre tifoide

Fosfomicinas:
Fosfomicina (U)

Atua como bactericida que rompe a sintese
da parede celular inibindo a sintetase do
fosfoenolpiruvato e, assim, interfere na

producéo de peptidoglicano

InfeccBes do trato urinério sem
complicacdes

Referéncias: (PEECHAKARA, BASIT E GUPTA, 2022; MARTIN E KAYE, 2004; BRUYERE,
DIHN E SOTTO, 2016; QUINTILIANI, NIGHTINGALE E CHARLES, 1978; CAMPOLI-
RICHARDS, 1988; ZHANG et al., 2018; BIENTINESI, MURRI E SACCO, 2020; XUE et al., 2021;
CHAVES E TADI, 2020; PONGS, 1979; KAHAN et al., 1979; CANDEL, DAVID E LOPEZ, 2019).

Fonte: Autor (2023).

As cepas apresentaram diferentes perfis de resisténcia. Apesar de pertencerem a mesma

espécie, possivelmente foram submetidas a diferentes graus de pressdo ambiental, bem como

entraram em contato com variados potencializadores. A pressao seletiva do uso, uso excessivo
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e uso indevido de antimicrobianos em humanos, animais e a agricultura levam a um aumento
gradual na resisténcia a antibidticos (PAITAN, 2018) que, posteriormente, faz com que
bactérias tratdveis agora sao intrataveis ou necessitem aplicacdo de uma ultima linha de
antibioticos (VENTOLA, 2015). Considerando as diferentes caracteristicas das microbacias
estudadas, é possivel que haja uma grande influéncia do tipo de uso e ocupagdo desses
ambientes sobre os perfis dindmicos de resisténcia bacteriana. Esse comportamento divergente

pode ser observado conforme a figura 3, que varia de acordo com o farmaco testado e a cepa.

Figura 3 — Antibiograma ilustrativo do perfil de resisténcia de cepas isoladas em diferentes microbacias.

Fonte: Autor (2023).

Como panorama geral, apenas trés cepas isoladas apresentaram comportamento igual
ao da cepa padrdo. Dos isolados da microbacia B, a cepa Ec9 apresentou um perfil semelhante
a Ec8 e a cepa Ec7 também demonstrou resisténcia. Esses microrganismos foram isolados do
mesmo setor e isso gera um alerta para que sejam feitas novas coletas e avaliagdes,
principalmente no ponto de coleta da microbacia B, que abrange parte da ocupacéo urbana do
municipio. Na tabela 3, é apresentado o perfil de resisténcia das cepas bacterianas aos
antibidticos CIP, AMP, CLO, GEN, FOF, LVX, CFZ, AMC e CAZ. As cepas foram nomeadas
pela espécie bacteriana (Ec) e enumeradas conforme o local de coleta, sendo BR a barragem de

captacdo e A, B, C e D as microbacias, nas trés campanhas de coletas.

Tabela 3 — Perfil de resisténcia bacteriano das cepas isoladas, caracterizadas como Escherichia coli.

CEPA | CIP |AMP | CLO |GEN | FOF | LVX | CFZ | AMC | CAZ

Padréo
Ec1-BR
Ec2-BR
Ec3-BR

Ecl-A

Ec2-A

Ec3-A

Ecl-B
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Ec2-B
Ec3-B
Ecl-C
Ec2-C
Ec3-C
Ecl-D
Ec2-D
Ec3-D
*R — Resistente; *S — Sensivel; *SDA — Sensivel com Dose Aumentada; *AlT — Area de Incerteza Técnica.
Fonte: Autor (2023).

Na tabela 4, sdo apresentados os resultados do TSA, onde o antibidtico testado menos
eficaz contra as 15 cepas testadas foi a ampicilina onde 80,0% das cepas foram resistentes a
essa droga, seguida da cefazolina (33,3%), ciprofloxacina/ cloranfenicol/ fosfomicina (13,3%),
amoxicilina clavulanato/ ceftazidima (6,7%). Nenhuma cepa foi resistente contra gentamicina

e levofloxacina.

Tabela 4 — Teste de suscetibilidade a antimicrobianos com isolados de Escherichia coli provenientes de amostras
de &gua bruta

Antibiotico (concentracéo) NP° de isolados suscetiveis (%) N° de isolados resistentes* (%)
CIP (5 ng) 13 (86,7) 2 (13,3)
AMP (10 ug) 04 (20,0) 11 (80,0)
CLO (30 ug) 13 (86,7) 2(13,3)
GEN (10 pg) 15 (100,0) 0(0,0)
FOS (200 pg) 13 (86,7) 2 (13,3)
LVX (5 ug) 15 (100,0) 0(0,0)
CFZ (30 pg) 10 (66,7) 5(33,3)
AMC (20/10 pg) 14 (93,3) 1(6,7)
CAZ (30 ug) 14 (93,3) 1(6,7)

* Cepas com perfil de SDA ou AIT foram consideradas resistentes.
Fonte: Autor (2023).

Assim como nos estudos realizados em outros paises por Rame et al. (2008) e Kadykalo
et al. (2020), encontrou-se isolados de E. coli que ndo poderdo ser tratadas com doses
convencionais dos antibiéticos CLO, AMP, AMC e CIP. De acordo com WHO (2020), a taxa
de resisténcia a ciprofloxacina, um antibiético comumente usado para tratar infec¢fes do trato
urinério, variou de 8,4% a 92,9% para E. coli. A ampicilina, antibiético com menor eficiéncia
nesse estudo, € utilizada contra organismos gram-positivos e gram-negativos. Esse
medicamento pode ter uma acao sinérgica com os aminoglicosideos e com os inibidores da [3-
lactamase, como &cido clavulanico e sulbactam (FOULDS, 1986; BARNHART, 1989). Suas
indicagdes clinicas abrangem infecgdes dos tratos respiratorio e urinario, gonorreia, meningite,
septicemia e infeccOes entéricas.

As drogas mais eficazes encontradas nesse trabalho foram o aminoglocosideo
gentamicina e a fluoroquinolona levofloxacina. A gentamicina é um farmaco nao representado
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nos relatérios de resisténcia aos antibidticos pela organizacdo mundial da saude, conforme a
figura 4. No entanto, o medicamento levofloxacino, apesar de aparecer nos relatorios, ainda
possui um dos menores indices de resisténcia. Esse medicamento, de acordo com Bundrick et
al. (2003), administrado apenas uma vez ao dia, demonstrou a mesma eficacia de ciprofloxacino
administrado duas vezes ao dia em pacientes infectados por E. coli, em sua grande maioria. 1sso
sugere uma maior efetividade como terapia para tratamento de infec¢des por essa bactéria.
Além da resisténcia a um antibiotico, as cepas podem desenvolver perfil
multirresistente, ou seja, resistente a pelo menos dois antibioticos. A Tabela 5 apresenta esses

valores. Das 15 cepas ambientais, 33,33% (n=5) apresentaram perfil de multipla resisténcia.

Tabela 5 — Multipla resisténcia a antibiético das cepas ambientais isoladas

Antibidticos ndo efetivos Padrdo de multirresisténcia Numero de isolados resistentes
Dois AMP, CFZ 3 (60,0)
Cinco CIP, AMP, CLO, FOS, CFZ 1(20,0)
CIP, AMP, CLO, CFZ, AMC,
Sete CAZ FOF 1 (20,0)

Fonte: Autor (2023).

A multirresisténcia em E. coli € uma realidade que vem sendo discutida ao longo de
anos e que persiste. Além disso, esse microrganismo com alto potencial de patogenicidade, é
notificado em estudos de varios lugares do mundo, independente de do grau de
desenvolvimento econémico dos paises (WRIGHT E PERINPANAYAGAM, 1987; PHILLIPS
et al. 1988; ASTAL et al. 2002; WOODFORD et al. 2007; PORRES-OSANTE et al. 2014;
RAMAN et al. 2018). Em funcdo disso, estudos que identificam e caracterizam cepas
bacterianas com potencial patogénico precisam seguir norteando as ac¢Oes das autoridades
responsaveis pela seguranca da populacao.

Desse modo, considera-se a necessidade de coletas periddicas para avaliar se ha
persisténcia desses microrganismos no ambiente, pois podem apresentar alto risco para diversas
espécies, inclusive humana, caso entrem em contato com organismos multirresistentes. Assim
como consta na figura 5, alguns dos antibioticos observados como ineficazes nesse trabalho, de
acordo com o relatério da organizagdo mundial da saitde WHO (2021), também foram
reportados em varios paises do mundo. Destacam-se, principalmente a resisténcia a
Ciprofloxacino e Ampicilina que além de estarem entre os mais reportados em diferentes paises,

também representam maior numero em pacientes com infec¢des no trato urinario (UTI).

Figura 5 — Relagdo do nimero de paises e pacientes com notificacdes de Infecgdes sistémicas basicas (BSI)
e InfeccOes do trato urinario (UTI) por cepas de E. coli resistentes. Dados do relatério WHO, 2021.
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FEP= cefepime; CRO= ceftriaxone; CTZ= ceftazidime; CF= cefotaxime; SXT= co-trimoxazole; AMP=
ampicillin; CL= colistin; CIP= ciprofloxacin; LUX= levofloxacin; MEM= meropenem; IPM= imipenem; ETP=
ertapenem; DOR= doripenem.

Fonte: Autor (2023).

Assim como os resultados encontrados nesse trabalho, muitos outros estudos
(HADIFAR etal., 2017; ZHANEL, ZHANEL E KARLOWSKY, 2018; ODONKOR E ADDO,
2018; MBELLE etal., 2019; SALLEH et al., 2022) espalhados pelo mundo encontraram E. coli
resistentes aos mais diversos antibioticos utilizados para tratar infeccGes causadas pela mesma.
Em humanos, segundo Geurtsen et al., (2022) esse microrganismo é capaz de infectar o trato
respiratorio, vesicula biliar, rins, intestino grosso e delgado, prostata, uretra, pele, corrente
sanguinea e o cérebro.

Considerando o amplo espectro de infecgdes que E. coli pode causar, é relevante que se
entenda a origem e as causas das mutagdes sofridas por essa bactéria, bem como maneiras de
remediacdo. As bactérias resistentes ndo apenas existem nas aguas residuais dos hospitais, mas
também persistem em &guas superficiais, sedimentos de rios e nos proprios organismos
presentes nesses ambientes, mesmo apés a descontaminacdo da agua (CDC, 2023). O conceito
de salde unica (one health), conforme o Center For Disease Control And Prevention reafirma
a ideia que a saude dos seres humanos esta diretamente ligada a todo o0 ambiente, pois tudo esta
conectado. Desse modo, € indispensavel a compreensdo de que é necessaria uma Visdo
abrangente e multissetorial, considerando as interacdes do homem com o ambiente, para que

seja possivel mitigar os problemas relativos a resisténcia antimicrobiana global.
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4.4 CONSIDERACOES FINAIS

A tendéncia de cepas de Escherichia coli resistentes a maltiplas drogas é global. Essa
pesquisa soma com informacdes para suprir os bancos de dados cientificos sobre o
comportamento de um microrganismo versatil que estd em evidéncia dentre os problemas de
salde em todo o mundo. Esse estudo demonstrou a efetividade na utilizacdo de metodologias
que propiciam a quantificacdo, isolamento e identificacdo molecular de E. coli, para um
delineamento eficiente do perfil de resisténcia dessa bactéria. Uma alta carga de E. coli foi
identificada na maioria dos pontos de coleta. Percebeu-se que as microbacias com maior
influéncia urbana propiciaram maior carga microbioldgica e o isolamento de cepas com

resisténcia a um maior nimero de antibi6ticos.

Nesse sentido, existem sérias lacunas de dados sobre o perfil de resisténcia de
Escherichia coli isoladas de pacientes infectados no Brasil. Mais distante dessa realidade esta
0 monitoramento dos corpos hidricos em relacdo a sua qualidade microbiologica. Apesar de
haver informacdes sobre o tipo de patégeno causador de doencas de transmissdo hidrica e
alimentar, ndo existem dados que confirmem a resisténcia ou susceptibilidade deste aos
medicamentos. Portanto, enfatiza-se a necessidade de expandir as pesquisas que monitoram

esses patdgenos e seu comportamento em diferentes ambientes.
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5 CONSIDERAQ@ES FINAIS GERAIS

As relagdes entre 0 ser humano e a natureza sempre geram impactos que nao podem ser
medidos de forma imediata. Algumas consequéncias sdo observadas a curto prazo, mas isso
n&o significa que os danos futuros serdo menores. Essa relagéo, que desgasta e pressiona o0 meio
ambiente, consequentemente gera uma pressao seletiva dos seres vivos e, nesse sentido,
algumas adaptacdes que ocorrem em nome da sobrevivéncia, geram altos riscos a espécie
humana.

Exemplo disso é a qualidade microbioldgica dos recursos hidricos que tem sua
qualidade afetada gradativamente pelo despejo de efluentes agricolas, industriais, domésticos e
hospitalares que, por sua vez, propiciam um ambiente tipico de selecdo dos organismos mais
adaptados. Nesse sentido, algumas bactérias possuem tendéncias intrinsecas, que facilitam sua
sobrevivéncia e infeccdo de hospedeiros. Exemplo disso é a Escherichia coli, uma bactéria que,
por muito tempo, foi vista como inofensiva, por estar presente no trato gastrointestinal de seres
humanos de forma comensal. Porém, com o passar dos anos, varias infeccdes causadas por
diferentes patotipos dessa bactéria foram notificadas e estudadas, chegando até o momento atual
como um dos microrganismos mais capazes de agravar o quadro clinico de pacientes infectados.

Tanto a resisténcia, quanto a viruléncia observadas nessa bactéria, gradativamente,
elevam o seu potencial patogénico e geram novos patotipos, sendo que até 0 momento, como
ja discutido nessa pesquisa, alguns mecanismos de patogenicidade sequer foram elucidados.
Desse modo, apesar da grande quantidade de estudos acerca de E. coli, ainda ha insuficiéncia
para descrever com clareza quais sdo as os principais focos de disseminacdo de suas cepas
patogénicas no ambiente. Considerando o desgaste social e 0s gastos com saude publica, as
opcOes que se mostram vidveis sdo aquelas que trazem as solu¢Bes mais simples e menos
onerosas. Sendo assim, é necessario que sejam realizados monitoramentos, constantemente
aprimorados que sirvam como norteadores aos 6rgaos publicos.

Nesse contexto, a presente pesquisa observou alta presenca de E. coli nas amostras de
agua coletadas na area de estudo. Levando em conta as legislagdes vigentes que preveem o
monitoramento para enquadramento dos corpos hidricos, se esses resultados persistirem, o
corpo hidrico devera ser considerado impréprio para balneabilidade e também sera necessaria
a mudanca de classes, considerando a fragilidade observada na qualidade microbioldgica da
agua do lajeado.

Em relacdo ao perfil de resisténcia de cepas ambientais de E. coli houve variagéo nas
areas de diferentes uso e ocupacgéo do solo. A persisténcia das bactérias com resisténcia a mais

antibioticos foi observada nas microbacias com maior influéncia urbana. Mesmo assim, ao
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longo das trés campanhas de coleta, todas as microbacias apresentaram cepas resistentes a pelo
menos um antibiético. Além disso, também foram encontrados microrganismos
multirresistentes, que podem gerar distarbios ambientais e, em caso de infeccdo em humanos,
pode dificultar ainda mais o tratamento, em funcdo da indisponibilidade de terapias
farmacologicas eficientes.

Ademais, apesar de haverem dezenas de doencas que também necessitam maior atencao
por parte de pesquisadores e autoridades, € importante que haja foco nos principais problemas
que persistem e crescem no Pais. Dessa forma, E. coli precisa ser monitorada, levando em conta
que, atualmente, é o principal microrganismo causador de doencas de transmissao hidrica e

alimentar no Brasil.
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