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RESUMO

O presente trabalho busca identificar e caracterizar o perfil de resistência a antibióticos
e a metais de bactérias Gram-negativas isoladas dos rios Pajuçara e Curuai,
relacionando com o impacto ambiental causado por atividades antrópicas nas
proximidades desses ambientes. Para isso, as cepas isoladas dos rios tiveram seu DNA
extraído e amplificado para sequenciamento do gene rRNA 16s, e foram submetidas a
testes de sensibilidade à 16 antibióticos (beta-lactâmicos, aminoglicosídeos,
tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas e cloranfenicois) e 2 metais pesados (Arsênio e
Manganês), através dos métodos disco-difusão e microdiluição em placa para
concentração inibitória mínima. O gênero mais predominante entre os isolados foi
Klebsiella (aproximadamente 45,5%), seguido de Stenotrophomonas (36,4%),
Achromobacter e Shigella (ambos 9,1%). Cerca de 27,27% dos isolados apresentaram
multirresistência, isto é, resistência a pelo menos 3 classes de antibióticos. Todos os
isolados foram resistentes à amoxicilina, ampicilina e cefalotina, e sensíveis à
ciprofloxacina e sulfazotrim. Os isolados dos gêneros Stenotrophomonas e
Achromobacter exibiram as maiores taxas de resistência a antimicrobianos, e também
obtiveram os maiores valores de concentração inibitória mínima aos dois metais
testados.

Palavras-chave: Multirresistência. Gram-negativos. Antibiograma. Metaloresistência.



ABSTRACT

The present work seeks to identify and characterize the antibiotic and metal resistance
profile of Gram-negative bacteria isolated from the Pajuçara and Curuai rivers, relating
it to the environmental impact caused by human activities in the vicinity of these
environments. For this, the strains isolated from the rivers had their DNA extracted and
amplified for sequencing the 16s rRNA gene, and were subjected to sensitivity tests to
16 antibiotics (beta-lactams, aminoglycosides, tetracyclines, sulfonamides, quinolones
and chloramphenicols) and 2 heavy metals (Arsenic and Manganese), through disk
diffusion and plate microdilution methods for minimum inhibitory concentration. The
most predominant genus among the isolates was Klebsiella (approximately 45.5%),
followed by Stenotrophomonas (36.4%), Achromobacter and Shigella (both 9.1%).
About 27.27% of the isolates showed multidrug resistance, that is, resistance to at least
3 classes of antibiotics. All isolates were resistant to amoxicillin, ampicillin and
cephalothin, and sensitive to ciprofloxacin and sulfazotrim. Isolates from the genera
Stenotrophomonas and Achromobacter exhibited the highest rates of antimicrobial
resistance, and also obtained the highest values ​​of minimum inhibitory concentration to
the two metals tested.

Keywords: Multi-resistance. Gram-negatives. Antibiogram. Metalloresistance.
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1. INTRODUÇÃO 

Existe uma variedade de agentes antimicrobianos que são frequentemente

encontrados no ambiente como: conservantes de alimentos, desinfetantes e antibióticos,

usados contra microrganismos para reduzir sua capacidade de crescimento, inibir sua

multiplicação ou até mesmo matá-los. A resistência antimicrobiana é definida como a

capacidade dos microrganismos sobreviverem e serem viáveis sob a influência de

agentes antimicrobianos (ABUSHAHEEN, M.A. et al. 2020). 

 A descoberta, comercialização e frequente administração de compostos

antimicrobianos para tratar infecções revolucionaram a medicina moderna, de forma

que os antibióticos se tornaram uma das intervenções médicas mais importantes em

tratamentos de doenças causadas por microrganismos (MUNITA, et al. 2016).

Entretanto, o uso prolongado e extensivo de antibióticos causou uma aceleração

da evolução genética natural das bactérias referente a resistência à antimicrobianos e,

consequentemente, levou a uma preocupação global, especialmente relacionada às

bactérias multirresistentes (popularmente chamadas de superbactérias) e aos impactos

para saúde humana a curto e longo prazo (READ; WOODS, 2014). O uso abusivo de

múltiplas drogas antimicrobianas também promoveu o desenvolvimento de

microrganismos resistentes em ambientes além do hospitalar, atualmente sendo

frequentemente identificados em ambientes comunitários (MUNITA, et al. 2016). 

Bactérias resistentes a antimicrobianos e seus genes de resistência têm sido

relatadas em diversos ambientes, incluindo solo (DJENADI et al., 2018), sistemas

aquáticos (OBAYIUWANA et al., 2018), esgotos domésticos e hospitalares.

Humanos e outros animais que carream microrganismos resistentes podem

contaminar o ambiente, através de excretas (urina e fezes) depositadas em locais

impróprios ou em sistemas de esgoto sem o devido tratamento. Em particular, as águas

residuais de hospitais e instalações agrícolas intensivas são provavelmente uma fonte

importante de organismos patogênicos resistentes que podem ser regularmente liberados

no meio ambiente (BAQUERO, et al. 2008).

Na última década, vários estudos relataram que bactérias resistentes a

antibióticos podem surgir no ambiente por meio de resistência cruzada a metais pesados
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ou co-regulação de vias de resistência (WIREMAN et al., 1997; AKINBOWALE et al.,

2007). O aumento da co-resistência para alguns patógenos é um problema global

significativo, complicando a batalha contra doenças infecciosas. A falta de saneamento

básico e o tratamento inadequado da água são fatores que contribuem para a resistência

aos antibióticos e a metais, promovendo a disseminação de bactérias resistentes e a

troca de material genético entre bactérias (OSIÑSKA et al., 2016a).

Deste modo, o presente trabalho tem objetivo identificar bactérias e seu perfil de

resistência a antimicrobianos e a metais pesados presentes nas amostras de água dos rios

Pajuçara e Curuai da cidade Santarém, Pará.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral 

● Caracterizar os perfis de resistência de bactérias isoladas dos rios Pajuçara e

Curuai de Santarém - PA.

2.2 Objetivos Específicos 

● Isolar e cultivar linhagens bacterianas provenientes de dos rios Pajuçara e Curuai

de Santarém – PA;

● Identificar espécies de isolados dos rios Pajuçara e Curuai de Santarém – PA;

● Caracterizar resistência a antimicrobianos e a metais pesados de isolados dos

rios Pajuçara e Curuai de Santarém - PA;
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3. REFERENCIAL TEÓRICO

3.1 Resistência a Antimicrobianos

3.1.1 Origem dos mecanismos de resistência bacteriana

3.1.1.1 Resistência natural (intrínseca e induzida)

A resistência intrínseca pode ser definida como uma característica que é

compartilhada universalmente dentro de uma espécie bacteriana (REYGAERT, W.C.;

2018). Essa capacidade inata das bactérias de resistir aos antibióticos é conhecida como

“insensibilidade”, pois os organismos não foram expostos a um determinado medicamento

(ALI, J., RAFIQ, Q.A., RATCLIFFE E.; 2018) porém, o gene de resistência é

invariavelmente expresso. 

Os mecanismos bacterianos mais comuns envolvidos na resistência intrínseca são a

permeabilidade reduzida da membrana externa (mais especificamente o lipopolissacarídeo,

LPS, em bactérias Gram-negativas) e a atividade natural das bombas de efluxo

(REYGAERT, W.C.; 2018).

No caso da resistência natural induzida, os genes ocorrem naturalmente nas

bactérias, mas só são expressos em níveis de resistência após a exposição a um

antimicrobiano.

3.1.1.2 Resistência adquirida

A resistência adquirida é definida como a resistência exibida quando uma bactéria

previamente sensível adquire um mecanismo de resistência por mutação em seu próprio

DNA cromossômico ou pela aquisição de novo material genético de uma fonte exógena

através da transferência horizontal de genes (transformação, transposição e conjugação). A

transmissão de genes de resistência mediada por plasmídeos é a via mais comum para

aquisição de material genético externo (LORENZ, M. G.; WACKERNAGEL, W., 1994).

- Mutação

Desde meados do século XX, patógenos multirresistentes têm tido relevância

clínica e podem ser atribuídos a mutações nas próprias bactérias (ALI, J., RAFIQ, Q.A.,

RATCLIFFE E.; 2018). Atualmente, com o avanço tecnológico e aprimoramento das

técnicas moleculares, as mutações tornaram-se mais aparentes e fáceis de detectar.

Mutações pontuais aleatórias podem ocorrer em qualquer espécie. Mutações dentro do 23S

rRNA são de particular interesse quando se trata de resistência microbiana, pois dentro
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dele está o sítio de ligação mais comum para os antibióticos inibirem a transcrição e a

tradução. (GAYNOR, M.; MANKIN, A., 2003)

- Transferência horizontal de genes

Para que as espécies microbianas mantenham a resistência aos antibióticos, elas

devem não apenas passar genes de resistência para seus descendentes (transferência

vertical), mas também ter a capacidade de disseminar genes entre outras espécies,

conhecida como transferência horizontal de genes, que ocorre por meio de três

mecanismos principais: transformação, transdução e conjugação.

A transformação é uma forma de recombinação genética na qual fragmentos de

DNA livres de uma bactéria morta entram em uma bactéria receptora e são incorporados

em seu cromossomo (CHRISTAKI, E., MARCOU, M., TOFARIDES, A., 2020). A

transdução envolve a transferência de material genético entre um doador e uma bactéria

receptora por meio de um bacteriófago. (TENOVER, F.C., 2006) Conjugação envolve a

transferência de material genético de uma célula bacteriana para outra por contato físico

direto entre as células através do qual um plasmídeo é transferido da célula doadora para a

célula receptora, e é provavelmente o mecanismo mais importante de transferência

horizontal de genes (CHRISTAKI, E., MARCOU, M., TOFARIDES, A., 2020).

Múltiplos genes de resistência estão frequentemente presentes em um único

plasmídeo permitindo a transferência de resistência a múltiplas substâncias em um único

evento de conjugação. A montagem de múltiplos genes de resistência em um único

plasmídeo é mediada por elementos genéticos móveis (transposons e integrons)

(TENOVER, F.C., 2006). Quando uma única bactéria possui resistência a pelo menos três

classes de antimicrobianos, é considerada multirresistente.

3.1.2 Disseminação de Resistência Bacteriana em Ambientes Aquáticos

Os antibióticos disseminados de forma inadequada no meio ambiente são

poluentes químicos que podem acelerar o desenvolvimento de determinantes de

resistência a medicamentos em bactérias, representando uma ameaça direta para a saúde

humana e animal (TITILAWO et al., 2015). 

Bactérias resistentes são disseminadas principalmente a partir do meio urbano e

fazendas de animais onde os resíduos farmacêuticos são despejados nas águas residuais

e, direta ou indiretamente, atingem os ecossistemas aquáticos, incluindo sistemas de

distribuição. O ambiente hospitalar é uma importante ambiente seletivo e fonte de
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resíduos de antibióticos e bactérias resistentes a antibióticos que são despejados para

estações de tratamento de águas residuais municipais (KORZENIEWSKA, E.,

KORZENIEWSKA, A., HARNISZ, M., 2013). 

As águas residuais são um ambiente rico em nutrientes com temperatura ideal

para o crescimento microbiano e altas concentrações microbianas, o que contribui para a

ocorrência de transferência de genes entre bactérias (OSIŃSKA, A., 2017)

A capacidade das bactérias de transferir genes por elementos genéticos móveis,

como plasmídeos e transposons, desempenha o papel principal na disseminação da

multirresistência em comunidades microbianas. Os integrons permitem que as bactérias

adquiram genes, o que garante sua sobrevivência e adaptação às mudanças nas

condições ambientais (DENG et al., 2015).

3.2 Antimicrobianos

3.2.1 Antibióticos

O termo antibiótico, anos atrás, designava apenas substâncias naturais produzidas

por bactérias ou fungos, entretanto atualmente o termo é usado popularmente para designar

tanto sintéticos ou semi-sintéticos (como quinolonas), quanto compostos naturais (como a

penicilina). (DÍAZ-CRUZ, M.S., 2007)

Existem diversas formas de classificar os antibióticos, como por exemplo baseado

no espectro bacteriano (estreito, amplo), via de administração (oral, injetável) ou atividade

(bacteriostático, bactericida). Contudo, do ponto de vista analítico, a classificação por

estrutura química é a mais útil. Sob essa ótica sucedem várias classes, isto é,

aminoglicosídeos, beta-lactâmicos, tetraciclinas, e um grupo de compostos simples.

3.2.1.1 Beta-lactâmicos (Penicilinas,  Cefalosporinas, Carbapenemos e
Monobactamos)

Os antibióticos β-lactâmicos são uma família de fármacos bactericidas

estruturalmente relacionados contendo o anel b-lactâmico em sua estrutura química que

inibem efetivamente a atividade catalítica das transpeptidases bacterianas, dessa forma

tornando a parede celular da bactéria fraca e mais propicia a lise. (LIMA, L.M., 2017)

β-lactâmicos são classificados em penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos e

monobactâmicos. Essa classificação depende da natureza química do anel fundido à

unidade farmacofórica b-lactâmica. Nos antibióticos de penicilina o sistema β-lactâmico é
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fundido a um anel contendo enxofre de cinco membros. Nas cefalosporinas, um anel

contendo enxofre de seis membros é fundido à unidade β-lactâmica. Em carbapenemos, a

unidade β-lactâmica é fundida a um anel ciclopenteno e 2,3 dihidrotiofeno,

respectivamente. Nos antibióticos monobactâmicos, nenhum anel é fundido ao sistema

β-lactâmico. (LIMA, L.M., 2017)

3.2.1.2 Aminoglicosídeos

Os aminoglicosídeos formam um grupo de antibióticos comumente usados em

infecções bacterianas causadas por Gram-negativas aeróbicas e inibem a síntese proteica

através de sua ligação na subunidade ribossômica 30s (DUARTE, S. M. da S., et al. 2019),

induzindo a leituras  incorretas e interrupção  prematura  da tradução do RNAm.

(MARTINS et al., 2019).

3.2.1.3 Tetraciclinas

O mecanismo de ação desses antibióticos é através da inibição da síntese proteica

bacteriana, o que ocorre principalmente através da sua ligação reversível à subunidade 30S

do ribossomo bacteriano (LIMA, L.M., 2017). Desta forma, há inibição da ligação do RNA

transportador a o ribossomo e, consequentemente, ocorre interferência no aporte e na

ligação dos aminoácidos formadores das proteínas. São considerados, portanto, antibióticos

bacteriostáticos.

3.2.2  Antibacterianos Sintéticos 

3.2.2.1 Sulfanilamida ou Sulfametoxazol Associado à Trimetoprima

A sulfanilamida pertence ao grupo das sulfonamidas e atua na síntese de ácidos

nucléicos, inibindo a síntese de ácido fólico. A sulfanilamida ambém possui uma

seletividade tóxica para as bactérias, pois produzem seu próprio ácido fólico

(GARCÍA-GALÁN, M. J.; DÍAZ-CRUZ, M. S.; BARCELÓ, 2011).

O sulfametoxazol, associado à trimetoprima, compete com a síntese de ácido

fólico e causa a inibição de duas vias de síntese de ácido fólico (SAUBERAN;

BRADLEY, 2018).

3.2.2.2 Quinolonas

As quinolonas atuam inibindo enzimas (topoisomerases) que são essenciais para a

síntese de DNA e potencialmente para a fragmentação do DNA cromossômico. Eles têm

uma atividade bactericida que depende da concentração (ALÓS, J-I., 2009) e  têm sido



19

amplamente utilizados para o tratamento de várias infecções adquiridas na comunidade e

em hospitais, na indústria de processamento de alimentos e no campo agrícola, tornando a

crescente incidência de resistência às quinolonas um problema frequente associado à

exposição constante a diversos microrganismos (ALVAREZ-HERNANDEZ et al., 2015).

As fluoroquinolonas são classificadas com base no seu espectro de atividade e

perfil farmacocinético. A ciprofloxacina é a fluoroquinolona mais potente, ativa contra

uma ampla gama de bactérias, sendo as mais suscetíveis os bacilos Gram-negativos

aeróbicos, especialmente as Enterobacteriaceae (SHARMA, P.C., et al 2010).

3.2.2.3 Cloranfenicol

O cloranfenicol é um antimicrobiano de espectro relativamente amplo,

predominantemente bacteriostático, atuando contra Gram positivos e negativos, clamídias

e micoplasmas (DEL FIOL, F. D. S., 2007).

O cloranfenicol é um antibiótico produzido pelo Streptomyces venezuelae e é um

potente inibidor da síntese de proteínas microbianas e, em menor grau, em células

eucarióticas (RUIZ & RAMIREZ, 1990).

3.3 Resistência a metais pesados

Alguns metais são oligoelementos indispensáveis à vida, pois são importantes

cofatores para enzimas. As bactérias necessitam destes compostos para o seu crescimento

(ARGUDÍN, M.A., 2019) no entanto, são tóxicos em altas concentrações devido à ligação

a enzimas e DNA, e por produção de radicais de oxigênio (LOPEZ-MAURY et al., 2002).

A introdução de metais pesados, em diversas formas no meio ambiente, pode

causar modificações consideráveis na estrutura e função das comunidades microbiana. Os

metais traço são contaminantes significativos em muitos sistemas aquáticos, devido em

parte a fontes antropogênicas, como insumos industriais e de mineração (MATYAR, F.,

KAYA, A., DINÇER, S., 2008).

3.3.1 Arsênio e manganês

Dentre os metais pesados, o manganês é um contaminante muito comum de águas

residuais e águas subterrâneas, pois é uma importante matéria-prima para a indústria.

(JUTTUKONDA, L.J., SKAAR, E.P., 2015)

O arsênio e o manganês são metais pesados que ocorrem naturalmente em

ambientes aquáticos, muito comum de águas residuais, águas subterrâneas e superficiais.
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Apesar de possuírem abundância relativamente baixa nesses ambientes, bactérias

resistentes a esses metais são alvo de muitos estudos para serem utilizadas como agentes de

biorremediação. No caso do arsênio, a alta toxicidade dos seus derivados converteu esse

elemento em um dos mais bem estudados e um grave problema de saúde pública mundial

(FEKIH, B., et al. 2018)

É aceito que praticamente todos os organismos, de bactérias a humanos, possuem

mecanismos de desintoxicação de metais como esses, principalmente envolvendo sistemas

de transporte capazes de os expelir das células (ROSEN E LIU, 2009).

3.4 Enterobacteriaceae

As Enterobacteriaceae são uma família de bacilos gram-negativos que formam um

grande grupo bioquimicamente e geneticamente relacionado que mostra uma

heterogeneidade substancial em sua ecologia, gama de hospedeiros e potencial patogênico

e se encontram distribuídos em todo o mundo (BRENNER, D.J.; FARMER, J.,

2015). Esses bacilos podem ser móveis ou imóveis, dependendo da espécie. São aeróbios

ou anaeróbios facultativos em crescimento e têm predileção por habitar o trato

gastrointestinal de animais (incluindo seres humanos) (PATERSON; L., 2012) mas também

podem ser encontrados no solo, água, frutas, carnes, ovos, vegetais, grãos, plantas com

flores e árvores. Sua patogenicidade para o reino animal e sua importância econômica, bem

como seu rápido tempo de geração, capacidade de crescer em meios definidos e facilidade

de manipulação genética os tornaram objetos de intenso estudo laboratorial (BRENNER,

D.J.; FARMER, J., 2015), uma vez que existe uma tendência mundial para o

desenvolvimento de multirresistência em todos os bacilos gram-negativos, incluindo as

Enterobacteriaceae. (PATERSON; L., 2012).

3.4.1 Shigella sp.

Shigella são patógenos de humanos e outros primatas essencialmente, embora tenha

havido relatos ocasionais de infecções em cães. A shigelose (disenteria bacilar) é

transmitida oralmente através de alimentos e água contaminados ou por disseminação

fecal-oral direta e é altamente infecciosa, com um inóculo mínimo de apenas 10 a 100

organismos necessários para causar a doença. As infecções causadas por algumas cepas

como S. dysenteriae  são descritas em sua maioria como multirresistentes (DEKKER, J. P.,

FRANK, K. M.; 2015).
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Assim como outros gêneros da família Enterobacteriaceae, Shigella são bacilos

aeróbios e anaeróbios facultativos, tendo um metabolismo do tipo respiratório e

fermentativo. São imóveis e não pigmentados e sua temperatura ótima de crescimento é de

cerca de 37ºC. Evidências científicas propostas por alguns autores consideram a restrição

do gênero problemática devido à estreita relação genética que existe entre Shigella spp. e

Escherichia coli. Não há traços únicos associados a Shigella. (PUPO et al.; 2000) Esses

indícios apoiam fortemente a visão de que as espécies de Shigella são biótipos/patótipos ou

clones de Escherichia coli. (STROCKBINE, N.A.; MAURELLI, A.T., 2015)

Determinados estudos publicados na década de 1950 (LURIA E BURROUS,

1957;) sugeriram que a recombinação genética entre esses organismos poderia

desempenhar um papel na evolução de alguns sorotipos de Shigella e, mais geralmente, na

evolução das populações naturais dessas bactérias. 

Já na década de 1970, BRENNER et al (1973) publicou descobertas acerca da reassociação

de DNA-DNA que forneceram os primeiros insights diretos sobre as relações evolutivas

entre Shigella e E. coli. Em conclusão foi descoberto que,  salvo exceções (S. boydii 13), as

espécies de Shigella estavam tão relacionadas com E. coli (>75% de similaridade de

nucleotídeos) quanto entre si. (STROCKBINE, N.A.; MAURELLI, A.T., 2015)

À semelhança de cepas de E. coli, os Shigella são quimiorganotróficos, isto é, são

organismos que usam orgânicos como fonte de energia e de carbono. Eles são geralmente

menos metabolicamente ativos do que típicas E. coli, razão pela qual crescem menos

rapidamente do que a maioria dos outros membros da família Enterobacteriaceae.

3.4.2 Klebsiella sp.

Klebsiella é um gênero composto por bacilos que são dispostos isoladamente, em

pares ou em cadeias curtas e muitas vezes cercado por uma cápsula. Em conformidade com

a definição geral da família Enterobacteriaceae, são imóveis (exceto K. mobilis) e

facultativamente anaeróbicos. As cepas deste gênero são encontrados em águas

superficiais, esgoto, solo e em plantas. Eles também colonizam as superfícies mucosas de

humanos, cavalos e suínos. (GRIMONT, P.A.; GRIMONT, F., 2015)

Klebsiella são patógenos oportunistas que são frequentemente isolados de várias

infecções em animais e humanos. Em humanos, Klebsiella spp. causa infecções

principalmente em pacientes hospitalizados (PODSCHUN; ULLMANN, 1998). Em
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animais, infecções do trato urinário, trato respiratório e sepse são as manifestações clínicas

mais comuns (BRISSE, S.; DUIJKEREN, E.V, 2005)

3.5 Xanthomonadaceae

A família Xanthomonadaceae é amplamente difundida de bactérias Gram-negativas

pertencentes à subdivisão gama das proteobactérias e composta por bactérias

filogeneticamente relacionadas de diversas origens e significados, incluindo os gêneros

fitopatogênicos Xylella,e Xanthomonas e o gênero relacionado Stenotrophomonas.

(TIMILSINA, S.; POTNIS, N.; NEWBERRY, E.A., et al. 2020)

3.5.1 Stenotrophomonas sp.

Esse gênero compõe-se de bacilos retos ou curvos mas não helicoidais, que

ocorrem sozinhos ou em pares; móveis por dois ou mais flagelos polares; aeróbicos, tendo

um metabolismo do tipo estritamente respiratório com oxigênio como aceptor de elétrons

(PALLERONI, N.J., 2015).

Embora as Stenotrophomonas spp. ocorram de forma ubíqua no meio ambiente, o

solo e as plantas são seus principais reservatórios ambientais. Membros do gênero

Stenotrophomonas têm um importante papel ecológico nos ciclos de nitrogênio e enxofre e

várias espécies de Stenotrophomonas, especialmente S. maltophilia e S. rhizophila, podem

se envolver em interações benéficas com plantas. S. maltophilia também é um patógeno

humano emergente que é responsável por infecções fatais em humanos (RYAN, R.P., et al

2009).

A alta frequência de detecção de S. maltophilia como patógeno oportunista e

isolamento de materiais de origem clínica, tem motivado inúmeros estudos sobre a

suscetibilidade das cepas a diversos antibióticos, bem como as condições intrínsecas e

exógenas que afetam tal sensibilidade (BROOKE, JS. 2012).

3.6 Alcaligenaceae e achromobacter

O gênero Achromobacter foi estabelecido pela primeira vez em 1923 pelo Comitê

da Sociedade de Bacteriologistas Americanos na época, hoje denominada Sociedade

Americana de Microbiologia. A estreita semelhança do gênero Achromobacter com o

gênero Alcaligenes, ambos membros da família Alcaligenaceae da ordem Burkholderiales,

levou à reatribuição de várias espécies de Achromobacter ao gênero Alcaligenes e

vice-versa. Esse gênero compreende atualmente 19 espécies oficialmente designadas, a

maioria das quais foi caracterizada na última década (ISLER ,B. , et al., 2020)

https://www.google.com/search?rlz=1C1NDCM_pt-BRBR777BR777&q=Alcaligenaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MIk3LUl6xGjCLfDyxz1hKe1Ja05eY1Tl4grOyC93zSvJLKkUEudig7J4pbi5ELp4FrHyOeYkJ-ZkpqfmJSanJqYCAAlhSopVAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjUxM3onsn5AhXRBbkGHbX8ClwQzIcDKAB6BAgGEAE
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De modo geral são bacilos móveis com 1–20 flagelos que se projetam em todas as

direções, não formam esporos e são obrigatoriamente aeróbico e não fermentativo. (BUSSE,

H.J.; AULING, G., 2015)

3.6.1 Achromobacter xylosoxidans

Em todo o mundo, A. xylosoxidans é a espécie mais comum recuperada de amostras

clínicas. As infecções por A. xylosoxidans incluíram bacteremia, meningite, infecções do

trato urinário, abscessos, osteomielite, úlceras de córnea, endocardite de prótese valvar,

peritonite, fibrose cística e pneumonia em hospedeiros imunocompetentes e

imunocomprometidos (DUGGAN, J. M., et al 1996).
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Obtenção, isolamento e condição de crescimento das amostras

A amostragem de água foi realizada no Município de Santarém, localizado na

região noroeste do estado do Pará, na Praia de Pajuçara (coordenadas 2°25'07.5"S

54°48'55.7"W) e Curuai (coordenadas 2°16'26.9"S 55°28'18.6"W). Foram utilizadas

garrafas estéreis de boca larga e com capacidade aproximada 500 ml, onde foram

coletadas amostras de água de regiões fóticas em um volume de aproximadamente 2

litros de água em cada um dos diferentes pontos da localidade (Figuras 1 e 2):

Figura 1. Mapa da região da Praia de Pajuçara, Santarém-PA.

Fonte: Google Maps, acesso em abril de 2022.
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Figura 2. Mapa da região de Curuai, Santarém-PA.

Fonte: Google Maps, acesso em abril de 2022.

Após a coleta, as amostras foram então acondicionadas e levadas ao laboratório

de Genômica e Biologia de Sistemas da Universidade Federal do Pará em até 48h. 

Para a obtenção dos isolados foi empregada a técnica de filtração, onde as

amostras de água obtidas foram filtradas em membranas com poro de 0,22 μm em

diferentes volumes (1, 2, 10 e 100 ml). Posteriormente, as membranas foram

depositadas em placas de 60 mm contendo meio de cultura MacConkey Ágar (seletivo

para bactérias gram negativas) suplementado com cefotaxima (8 μg/ml). As placas

semeadas foram incubadas em estufa bacteriológica a 37°C por 24 horas. 

4.2 Extração de DNA

Para extração de DNA, os isolados bacterianos foram inoculados em meio

Tryptic Soy Broth (KASVI) e cultivados a 37ºC durante a noite com agitação. Uma

alíquota de 5 ml da cultura foi centrifugada a 13.000 RPM por 10 min. O pellet celular

foi submetido à extração de DNA usando o método de fenol clorofórmio. A qualidade

do DNA extraído foi determinada pelo padrão da banda em gel de agarose 1,5%.
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4.3 Amplificação e identificação através do gene rRNA 16S

O gene RNA ribossomal 16s foi amplificado usando os iniciadores universais

específicos 8F (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) e 1492R (5’- GT TAC CTT

GTT ACG ACT T-3’). A PCR foi realizada em uma reação de 25 µL [12,5 ul de GoTaq

Master Mixes (PROMEGA), 1 ul de cada primer (0,2 pmol), 1 ul de amostra de DNA

(entre 20 e 100 ng) e 9,5 ul de água ultrapura (Milli-Q)]. As condições de ciclagem

foram uma desnaturação inicial a 95°C por 5 min, seguida por 30 ciclos de 95 ° C por 1

min, 55ºC por 1 min e 72 C por 1 min, e uma etapa de extensão final de 72ºC por 10

min.

O sequenciamento foi realizado na plataforma Sanger ABI 3.500 (Thermo Fisher

Scientific.As leituras foram tratadas e exportadas utilizando o software do fabricante.

Para identificação das espécies das amostras, foi realizado alinhamento de sequências

utilizando a ferramenta web BLASTN (NCBI) com os parâmetros default e o banco de

dados de RNA Ribossomal, considerando a espécie do microrganismo a espécie com o

alinhamento de maior identidade e e-value.

4.4 Caracterização fenotípica de resistência a antimicrobianos e metais pesados

4.4.1 Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (disco-difusão) 

Para estimar o perfil de resistência dos isolados foi aplicada a técnica de

disco-difusão (Método de Kirby e Bauer) (Bauer et al., 1966) seguindo as

recomendações descritas pela Laborclin (Rev.: 05, 04/2011). Cada isolado foi diluído

em solução salina até o valor de 0,5 da escala de MacFarland. A diluição foi aplicada

com auxílio de um swab sobre toda a superfície do meio ágar Mueller-Hinton em placas

petri de 60 mm. Após isto, foi aplicado sob a superfície, espaçadamente, discos

impregnados com variados antibióticos (Laborclin, Brasil) (Tabela 1). Como controle

positivo foi utilizada a cepa padrão Escherichia Coli ATCC 25922.

Tabela 1: Antibióticos testados e suas respectivas quantidades em μg.

Antibióticos β-lactâmicos Antibióticos de outras classes

AMO AMC AMP CFL CPM IMP ATM CAZ CTX CIP CLO GEN TOB DOX AMI SUT

Quantidade
(μg) 20/10 30 10 30 30 10 30 30 30 5 30 10 10 30 30 25
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Tabela 1 - Antibióticos: amoxicilina, amoxicilina + ácido clavulânico, ampicilina, cefalotina, cefepime,
imipenem, aztreonam, ceftazidima, cefotaxima, ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina, tobramicina,
doxiciclina, amicacina e sulfazotrim, respectivamente.

As placas inoculadas foram incubadas durante 16 a 24 horas a 37°C e a medida

dos halos de inibição foi realizada utilizando-se régua para medição de antibiograma.

Os valores do halo de inibição foram comparados com os valores padrões segundo a

norma do Clinical and Laboratory Standards Institute – CLSI.

4.4.2 Teste de concentração inibitória mínima de metais (Arsênio e Manganês)

● Preparo do inóculo

Cada isolado e a cepa padrão Escherichia Coli ATCC 25922 foram cultivados

em ágar Mueller-Hinton a 37°C por 16 – 18 horas (overnight), depois foram

selecionadas colônias iguais da placa para suspender em solução salina estéril (NaCl

0,9%) à uma turvação de 0,5 na escala MacFarland.

● Microdiluição em caldo

Em uma placa de 96 poços com fundo cônico, foi adicionado 100 μL do caldo

Mueller-Hinton 2X estéril em todos os poços. Na primeira e na oitava coluna (H e A) da

placa em posição vertical foi adicionado 100 μL de água MilliQ estéril (a mesma usada

para preparar as soluções-trabalho de cada metal testado). Nas colunas de 2 a 6 (G, F, E,

D, C, B) foram adicionados 100 μL das soluções de metal (nas respectivas

concentrações em molar: 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125, 0.00625 e 0.0031) totalizando 200 μL

de volume final que em seguida foi homogeneizado e descartado 100 μL, de tal modo

que o volume final de cada poço antes dos inóculos fosse de 100 μL.

Quanto aos inóculos, foram aplicados 5 μL em todos os poços de cada linha de

acordo com o isolado, exceto na coluna H que corresponde ao controle negativo. A

linha 1 em todas as placas correspondeu a cepa padrão Escherichia Coli 25922 como

controle de sensibilidade e as linhas de 2 a 12 correspondem a cada isolado testado. Os

testes foram feitos em triplicata, de forma que para cada teste de metal foram preparadas

três placas de 96 poços. As placas foram seladas com adesivo estéril e incubadas a 35°C

por 16 a 20 horas sob agitação de 150 RPM.

A Concentração Inibitória Mínima (MIC) é a menor concentração da solução de

metal que inibe completamente o crescimento do organismo nos poços de microdiluição

conforme detectado a olho nu ao comparar com a turbidez do controle positivo (coluna

A). Nos casos de difícil visualização a olho nu, foi aplicada a solução de corante
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comercial à base de resazurina, alamarBlue (invitrogen), que a partir da resposta à

atividade metabólica das células vivas, converte a resazurina em resorufina fluorescente

de cor rosa. 

Para os isolados que não houve inibição no crescimento na maior concentração

testada (0,1 M) de um determinado metal, foi feita uma nova triplicata com diluições

em concentrações mais altas a fim de encontrar o valor de concentração inibitória

mínima.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Predição das famílias e gêneros amostrais

Após o repique das colônias isoladas, foram obtidos cerca de 65 isolados, que

foram armazenados em glicerol 30% a -80°C. Dos 65 isolados, somente 11 isolados

(quatro isolados do rio Curuai e sete isolados do rio Pajuçara) foram mantidos viáveis e

utilizados no presente estudo, após sucessivos problemas elétricos e de

acondicionamento a -80°C durante o período da pandemia de COVID-19.

A tabela 2 demonstra a identificação taxonômica de acordo com o alinhamento

das sequências utilizando o BLASTN. Nela é possível observar que todos os isolados

possuíram identidade maior que 99% com seus respectivos resultados, entretanto apenas

para a cepa PAJ 12B foi possível identificar espécie.

Tabela 2: Resultado do BLASTN.

Amostras Taxonomia Identity (%) e-value

CRR 01 Klebsiella sp. 99.854 0.0

CRR 02 Klebsiella sp. 99.856 0.0

CRR 03 Klebsiella sp. 99.863 0.0

CRR 04 Klebsiella sp. 99.846 0.0

PAJ 11A Stenotrophomonas sp. 100.000 0.0

PAJ 11B Klebsiella sp. 99.750 0.0

PAJ 12 Shigella sp. 99.657 0.0

PAJ 12B Achromobacter xylosoxidans 100.000 0.0

PAJ 13A Stenotrophomonas sp. 100.000 0.0

PAJ 15B Stenotrophomonas sp. 99.555 0.0

PAJ 16 Stenotrophomonas sp. 99.626 0.0

Fonte: autor.

Quantitativamente, estes isolados foram associados principalmente à família

Enterobacteriaceae (54,5%), seguida pela família Xanthomonadaceae (36,4%) e a

família Alcaligenaceae (9,1%) (Figura 3).

Figura 3: Famílias predominantes.
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Fonte: autor.

Quanto aos gêneros mais predominantes, a maior quantidade de isolados são

Klebsiella (5 isolados), seguido por Stenotrophomonas (4 isolados) e Shigella e

Achromobacter com 1 isolado cada (Figura 4).

Figura 4: Gêneros predominantes.

Fonte: autor.
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5.2 Perfil fenotípico de resistência microbiana

- Antibióticos

Cerca de 27,27% dos isolados foram classificados como multirresistentes. Todos

os isolados apresentaram resistência aos antibióticos amoxicilina e ampicilina

(penicilinas) e ao antibiótico cefalotina (cefalosporinas de 1ª geração). Esses resultados

assemelham-se com estudos anteriores, que relataram a presença de bactérias

multirresistentes em sistemas aquáticos naturais que podem ser resultado das diversas

pressões antrópicas (TAYLOR et al., 2011). Entretanto, combinando amoxicilina com

um inibidor de beta-lactamase (ácido clavulânico) somente 9,1% dos isolados é

considerado resistente e 18,18% possuem resistência intermediária, de acordo com os

valores padrões fornecidos pela CLSI (Clinical & Laboratory Standarts Institute).

Mais da metade, 6 de 11 isolados (54,5%), foram classificados como resistentes

a cefotaxima e 1 (9,1%) apresentou resistência intermediária. Esse era um resultado

previsível, uma vez que essa foi a droga utilizada no isolamento para seleção dos

isolados. Entretanto, a quantidade utilizada para seleção foi de 8μg e do disco utilizado

no teste de antibiograma foi de 30μg, logo ainda que mais da metade fosse considerada

resistente, 5 amostras foram consideradas sensíveis (todas cepas de Klebsiella).

Apenas 1 isolado apresentou resistência a ceftazidima, ainda que considerada

intermediária. Resistência a carbapenem foi detectada apenas em Stenotrophomonas e

Achromobacter (45,5% dos isolados).

Para antibióticos não-betalactâmicos, os níveis de resistência foram observados

contra 24,2% dos aminoglicosídeos GEN, TOB e AMI (3% resistência intermediária).

Todos os isolados foram considerados sensíveis a classe Quinolonas (CIP) e

sulfonamidas (SUT). Aproximadamente 36,4% dos isolados apresentaram resistência

intermediária a Cloranfenicol (CLO) e o restante foi considerado sensível. Com relação

às tetraciclinas, 45,5% dos isolados são avaliados como resistentes, 18,2% possuem

resistência intermediária e 36,3% são apontados como sensíveis.



32

Figura 5: Quantidade de isolados resistentes, intermediários e sensíveis  para cada

antibiótico testado.

Fonte: autor.
Fig. 5 - Antibióticos: amoxicilina, amoxicilina + ácido clavulânico, ampicilina, cefalotina, cefepime,
imipenem, aztreonam, ceftazidima, cefotaxima, ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina, tobramicina,
doxiciclina, amicacina e sulfazotrim, respectivamente.

Como destaque, os isolados dos gêneros Stenotrophomonas, Shigella e

Achromobacter (54,6%) apresentaram as maiores taxas de resistência a múltiplos

antimicrobianos (Tabela 3). As cepas Stenotrophomonas PAJ 11A apresentou

resistência a 62,5% antibióticos testados, Shigella PAJ 12 com resistência a 50% dos

antimicrobianos e 12,5% de resistência intermediária e Achromobacter PAJ 12B na qual

se verificou 56,25% de resistência e 6,25% de resistência intermediária.

Tabela 3: Isolados com maior potencial de resistência e valores dos halos do

antibiograma para cada antibiótico.

Antibióticos β-lactâmicos Antibióticos de outras classes

Amostras AMO AMC AMP CFL CPM IMP ATM CAZ CTX CIP CLO GEN TOB DOX AMI SUT

Stenotrophomonas PAJ
11A 0 18 0 0 0 0 0 26 0 26 25 0 0 22 5 24

Shigella PAJ 12 0 20 0 0 10 26 0 20 0 30 23 0 14 14 16 20

Achromobacter PAJ 12B 0 22 0 0 10 5 0 20 0 30 27 8 18 13 14 24
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Fonte: autor.

Tabela 3 - Antibióticos: amoxicilina, amoxicilina + ácido clavulânico, ampicilina, cefalotina, cefepime,
imipenem, aztreonam, ceftazidima, cefotaxima, ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina, tobramicina,
doxiciclina, amicacina e sulfazotrim, respectivamente.

- Metais

Comparadas a cepa padrão utilizada (Escherichia Coli ATCC 25922), todas as

amostras tiveram um valor de concentração inibitória mínima maior. Para os isolados

que não houve inibição no crescimento na maior concentração testada (0,1 M) de um

determinado metal, foi feita uma nova triplicata com diluições em concentrações mais

altas a fim de encontrar o valor de concentração inibitória mínima.

Os isolados dos gêneros Stenotrophomonas (Amostras PAJ 11A, 13A, 15B e

16), Shigella (PAJ 12) e Achromobacter (PAJ 12B) obtiveram valores maiores em

comparação aos isolados do gênero Klebsiella (Amostras CRR 01, 02, 03, 04 e PAJ

11B) (Tabela 4).

Tabela 4 – Teste Concentração Inibitória Mínima (CIM) com concentrações entre
0,0031M a 0,1M

TESTE 1 - CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (0,1M a 0,0031M)

AMOSTRAS ARSÊNIO MANGANÊS

E.Coli (controle) >0,0031 M >0,00625 M

CRR 01 >0,00625 M >0,0125 M

CRR 02 >0,00625 M >0,0125 M

CRR 03 >0,00625 M >0,0125 M

CRR 04 >0,00625 M >0,0125 M

PAJ 11A >0,05 M -

PAJ 11B >0,00625 M >0,0125 M

PAJ 12 - >0,05 M

PAJ 12B - >0,05 M

PAJ 13A >0,05 M >0,0125 M

PAJ 15B >0,05 M >0,05 M

PAJ 16 >0,025M >0,05 M

Fonte: autor.
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No segundo teste de concentração inibitória mínima, as concentrações de arsênio

variaram entre 0,05 M a 1,6 M, enquanto que para o manganês, a concentração variou

entre 0,1M a 3,2M.

Para o arsênio, os maiores valores de concentração inibitória mínima são dos

isolados PAJ 12 e PAJ 12B, Shigella e Achromobacter respectivamente (Tabela 5); o

valor da MIC foi de 0,8 M para ambos. Para o manganês, a amostra com o maior valor

de concentração inibitória mínima foi a PAJ 11A (Stenotrophomonas), que exibiu

inibição de crescimento na concentração de 0.4M.

Tabela 5 – Teste Concentração Inibitória Mínima (CIM) com concentrações entre
0,05M a 1,6M para arsênio.

TESTE 2 - CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA

Amostras ARSÊNIO (1,6M a 0,05M)

PAJ 12 >0,4M

PAJ 12B >0,4M

Amostras MANGANÊS (3,2M a 0,1M)

PAJ 11A >0,2M

Fonte: autor.

Novamente, as cepas dos gêneros Stenotrophomonas, Shigella e Achromobacter

exibiram os mais altos níveis de resistência, dessa vez aos metais pesados testados (PAJ

11A – maior concentração inibitória mínima do Arsênio e PAJs 12 e 12B maiores

concentrações inibitórias mínimas relacionadas ao Manganês), reforçando a hipótese de

co-resistência / resistência cruzada proposta por outros estudos citados anteriormente.
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6. CONCLUSÃO

Diante dos resultados obtidos, é possível observar, além da predominância de

bactérias co-resistentes e um valor elevado de bactérias multirresistentes a antibióticos

(pouco menos de 28%), a importância do monitoramento da disseminação da resistência

em ambientes aquáticos. Os rios Pajuçara e Curuai estão localizados próximo a área

urbana de Santarém-PA e as atividades antrópicas adjacentes podem ser um dos fatores

de impacto ambiental nas comunidades microbianas nativas, acelerando a disseminação

de genes de resistência e possivelmente induzindo risco à saúde humana.

Por fim, como perspectiva, todos os isolados serão objetos de estudo em novos

projetos que irão verificar presença de genes de beta-lactamases e sequenciar o genoma

dos isolados considerados de maior impacto e interesse biotecnológico para posterior

análise molecular.
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