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RESUMO

Palavras-chave: Parque Nacional Serra da Capivara; bactérias; enteropatégenos.

O Parque Nacional Serra da Capivara (PNSC) é um ambiente propicio para o
desenvolvimento e conservacdo de grande nimero de espécies endémicas da caatinga, além
de ser uma regido de importancia impar, pois € o maior sitio arqueolégico do Brasil. A dgua
nesta regido € escassa e o contato das pessoas e seus animais domésticos e de criacdo com o0s
animais silvestres faz com que aumente a possibilidade de circulagdo de possiveis patdgenos,
possibilitando a emergéncia de doencas tanto no homem quanto em animais. Este trabalho
teve como objetivo analisar a presenca e circulacio de bactérias potencialmente
enteropatogénicas e zoondticas na regiao do Parque Nacional Serra da Capivara, localizado no
sudeste do Estado do Piaui — Brasil. Coletas de amostras de dgua, fezes humanas e de animais
silvestres e de criacdo foram realizadas em diferentes regides no interior € no seu entorno,
durante as idas ao campo, computando um montante de 170 amostras coletadas. Obteve-se
522 isolados pertencentes aos seguintes géneros/espécies da familia Enterobacteriaceae:
Escherichia coli (32,6%); Enterobacter spp. (22,8%); Klebsiella spp. (11,8%); Salmonella
spp. (10%), Citrobacter spp. (9,2%) dentre outros. Nao foi possivel o isolamento de amostras
do género Campylobacter, importante enteropatégeno de impacto para a Sadde Publica. O
percentual de resisténcia das amostras a pelo menos uma das drogas testadas foi de 71%
sendo mais representativos para os farmacos: penicilina, cefoxitina e tetraciclina. A vigilancia
dos sorovares de Salmonella em ambientes aqudticos constitui um importante elemento para o
monitoramento de infecgdes humanas e animais. Neste estudo foram identificados 11
sorovares de Salmonella: Worthington, Panama, Brooklyn, Glasgow, Braenderup, Isangi,
Grumpensis, Rubislaw, Miami, Cerro, Thompson e duas amostras identificadas como
Salmonella enterica subsp. houtenae. Quando analisadas quanto ao seu perfil filogenético,
observou-se 14 clones distintos. Isolados com mesma origem clonal circulam em diferentes
pontos de coletas no interior e entorno do Parque Nacional Serra da Capivara. Os dados
obtidos neste estudo sdo relevantes para a Saude Publica, pois contribuem para o
monitoramento ambiental a partir do conhecimento da epidemiologia dos enteropatdgenos

circulantes no ambiente, impactando animais e a populag¢do que habita na regido do PNSC.
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ABSTRACT

Keywords: Parque Nacional Serra da Capivara; bacteria; enteropathogens.

The National Park “Serra da Capivara” (PNSC) is a proper environment for the development
and conservation of a great number of species of the caatinga and endemic species, it is also a
region of singular importance for being the largest archaeological site in Brazil. The water in
this region is scant and the contact of people and of their animal whether they are pets or for
breeding, with the wild animals incresases the probability of circulation of pathogens, making
it possible for the appearance of deseases in men and in other animals. This study had the
objective of analisyng the presence and circulation of bacterias potencially
enteropathenogenic and zoonotic in the region of the National Park “Serra da Capivara”,
located in the southeast of the state of Piaui — Brazil. Water samples, feces of humans and of
breeding and wild animals were collected in different regions inside and in the surroundings
of the PNSC, during trips to the field mounting up to 170 samples collected. Five Hundred
and twenty two isolated were obtained to the following genus/species of the family
Enterobacteriaceae: Escherichia coli (32.6%); Enterobacter spp. (22.8%); Klebsiella spp
(11.8%); Salmonella spp (10%), Citrobacter spp. (9.2%) amongst others. The isolation of the
sample of the genus Campylobacter, important enteropathogen of public health impact, was
not possible. The percentage of resistence of the samples to, at least, one of the drugs tested
was from 71% and the percentages of resistence were more representative for the drugs:
penicilin, cefoxitin and tetracyclin. The surveillance of Salmonella serovars in aquatic
environment constitutes an important element for the monitoring of animal and human
infections. In this study 11 different Salmonella serovars were identified: Worthington,
Panama, Brooklyn, Glasgow, Braenderup, Isangi, Grumpensis, Rubislaw, Miami, Cerro,
Thompson and 2 samples identified as S. enterica subsp. houtenae. When analysed according
to their filogenetic profile, they produced 14 different clones. Isolate samples with same
clonal origen circulate in distinct points of collect inside and in the surroundings of the PNSC.
The data obtained in this study are relevant for public health, because they contribute to the
environmental monitoring based on epidemiology knowledge of the enteropathogens
circuling in the environment, causing impact on the animals and in the population living in the

area. of the PNSC.
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Glasgow Avaliados através de PFGE Digeridos pela Enzima
Xbal (Homologia entre 50% e 100%) e Padrdes Calculados pelo
Coeficiente de Dice
Figura 11 — Distribuic@o dos Grupos Filogenéticos de Salmonella ser. Isangi
Avaliados através de PFGE Digeridos pela Enzima Xbal 107
(Homologia entre 70% e 100%) e Padroes Calculados pelo

Coeficiente de Dice
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Figura 12 — Distribui¢do dos Grupos Filogenéticos de Salmonella ser. Miami
Avaliados através de PFGE Digeridos pela Enzima Xbal
(Homologia = 94%) e Padrdes Calculados pelo Coeficiente de
Dice

Figura 13 — Distribui¢do dos Grupos Filogenéticos de Salmonella ser.
Grumpensis avaliados através de PFGE digeridos pela enzima
Xbal (Homologia entre 70% e 100%) e padrdes calculados pelo
Coeficiente de Dice.

Figura 14 — Distribui¢do dos Grupos Filogenéticos de Salmonella ser.
Panama Avaliados através de PFGE Digeridos pela Enzima Xbal
(Homologia entre 60% e 100%) e Padrdes Calculados pelo
Coeficiente de Dice

Figura 15 — Distribui¢do dos Grupos Filogenéticos de Salmonella ser.
Rubislaw Avaliados através de PFGE Digeridos pela Enzima
Xbal (Homologia = 66%) e Padrées Calculados pelo Coeficiente
de Dice

Figura 16 — Distribui¢do dos Grupos Filogenéticos de Salmonella ser.
Thompson Avaliados através de PFGE Digeridos pela Enzima
Xbal (Homologia entre 60% e 100%) e Padrdes Calculados pelo
Coeficiente de Dice

Figura 17 — Distribui¢ao dos Grupos Filogenéticos de Salmonella ser.
Worthington Avaliados através de PFGE Digeridos pela Enzima
Xbal (Homologia = 100%) e Padrdes Calculados pelo
Coeficiente de Dice

Figura 18 — Pontos de Coleta Positivos para Isolamento de Salmonella spp.
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1. INTRODUCAO

Sob os preceitos da satide ambiental como area interdisciplinar contribuindo para o
desenvolvimento humano sustentdvel, do ponto de vista da questdo da satde, a influéncia e a
interferéncia do ambiente podem ser positivas ou negativas, na medida em que promovam
condi¢Oes que propiciem o bem-estar € a plena realizacdo das capacidades humanas para
todas as populagdes ou contribuam para o aparecimento € manutencdo de doencas, agravos e
lesdes traumadticas, colaborando para estado de doenca, aniquilamento e morte da populagcdo
como um todo ou de grupos populacionais particulares'.

Segundo defini¢do da Organiza¢do Mundial de Satide?, a Saide ambiental compreende
aqueles aspectos da saide humana, das enfermidades, dos danos e do bem-estar que sdo
determinados ou influenciados por fatores do meio ambiente. Saide ambiental também se
refere a teoria e pratica de avaliar, prevenir, corrigir € controlar os riscos do ambiente que
potencialmente podem prejudicar a saide individual e coletiva de geracdes atuais e futuras.
Seu estudo inclui tanto os efeitos patoldgicos diretamente relacionados aos fatores fisicos,
quimicos, radioldgicos e bioldgicos quanto aos efeitos na satde e bem-estar derivados do
meio fisico, psicolégico, social e estético em geral, compreendendo a habitagdo,
desenvolvimento urbano, uso da terra e transporte3.

Neste cendrio, relacionando-se com os efeitos patolégicos dos fatores bioldgicos
contidos no estudo da satide ambiental, as doencas se transmitem sob condi¢des naturais,
desempenhando e cumprindo, enquanto hospedeiros ou reservatérios ou como fonte de
infeccdo, importantes e fundamentais papéis na manutencao e persisténcia desses agravos na
natureza. Tanto os animais como o homem podem contrair as infeccdes das mesmas fontes,

. . .. , ~ 4
como o solo, a 4gua, os animais invertebrados e as plantas, dai a questdo das zoonoses .

1.1. Zoonoses

As doencas infecciosas ainda encontram-se entre as principais causas de mortes no
mundo. O custo dos novos casos de infeccdo para as sociedades em termos de recursos
humanos podem representar enormes impactos nas taxas de mortalidade e morbidade”.

As doencas transmissiveis dos animais aos seres humanos, que podem ser adquiridas
diretamente ou através da ingestdo de alimentos contaminados, sdo denominadas zoonoses. A

maioria dos patégenos humanos sdo zoondticos e muitos tém suas origens na vida selvagem.
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A gravidade dessas doencas para o homem pode variar de sintomas leves a condi¢des de
ameaca a vida. Para prevenir a ocorréncia das zoonoses, € importante identificar as fontes de
infeccdo e os mecanismos de propagacio dessas infeccoes” °.

Em 1958, um comité de especialistas da Organizacio Mundial de Satde conceituou
zoonoses como as enfermidades transmissiveis dos animais vertebrados ao homem, e as que
sd0 comuns ao homem e aos animais. No primeiro grupo, os animais desempenham uma
funcdo essencial para que a infec¢do se mantenha na natureza, sendo o homem apenas um
hospedeiro acidental; no segundo grupo, tanto os animais quanto os homens contraem a
infeccdo das mesmas fontes, tais como o solo, a 4gua, animais invertebrados e as plantas;
nesta situacdo os animais, via de regra, ndo desempenham papel essencial no ciclo vital do
agente etiologico, contudo, podem contribuir em grau varidvel para a distribuicdo e a
transmissdo das infec¢des. Esta defini¢do continua sendo viélida até hoje’.

Mais de 200 zoonoses sdo conhecidas passando pelos diferentes niveis taxondmicos
como bactérias, virus, protozodrios e helmintos, sendo causa de considerdveis morbidade e
mortalidade em grupos demogréficos vulnerdveis, especialmente criancas, idosos e
trabalhadores ligados 2s 4reas da satde publica e veterinaria® > '°.

Doencas de vultuosa importancia para a Saude Publica como a raiva, doenga
provocada por virus e transmitida através da mordida de um animal contaminado; dengue,
virose transmitida pela picada do mosquito Aedes aegypti; histoplasmose, fungos presentes
em fezes secas de aves e mamiferos voadores e Toxoplasmose, doencga transmitida
principalmente por alimentos/dgua contaminados com fezes de felinos (oocistos), sao
exemplos da grande diversidade dos grupos de agentes etioldgicos relacionadas as

ZOOI’IOSGS& 5 11.

As doengas transmitidas entre as espécies animais, tanto silvestres quanto domésticas e
o homem, t€m impactos importantes na Saude Publica, no setor da economia movimentado
pelo comércio de animais domésticos e na protecio e preservacdo dos animais silvestres. Num
panorama global, estima-se que 61% de todos os agentes patogénicos do homem e 75%
daqueles emergentes sio zoonéticos'> . Devido & natureza destes patégenos, hd uma
necessidade crescente para a implantacao das boas praticas de manejo e programas de saide
animal, com o objetivo de preservar a saude e o bem-estar animal, com reflexos na satude
humana e no meio ambiente®.

A questdo da presenc¢a dos animais no ambiente é de suma importancia, sendo que sua

adaptacdo dos animais as dreas urbanas estd associada a diversas relacdes ecoldgicas, como
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simbioses, parasitismos e outros fendmenos vinculados a presenca do homem. Atualmente, o
homem e os animais compartilham o mesmo ambiente e os mesmos perigos nas cidades, pois
as populacdes que se transferem para as cidades levam consigo os seus animais domésticos.
Especialmente nas periferias dessas regides, os servigos de coleta e destinacdo do lixo sao
precdrios e hd caréncia de aterros sanitdrios, fornecimento de dgua potavel e drenagens das
aguas residuais, o que dificulta a ocupacao do solo pelo homem e favorece a proliferacao de
insetos e roedores'* .

Outros fatores que tém contribuido para a expansao das zoonoses se relacionam com a
penetracdo do homem em novas dreas geograficas e zonas ecoldgicas, para colonizagdo ou
desmatamento, e a disseminagdo de novas espécies de animais entre as populagdes humanas.
Além do agente infeccioso, dos hospedeiros e do meio ambiente, os fatores sociais, politicos e
econdmicos, sdo responsdveis pelo aparecimento ou recrudescimento das zoonoses na
comunidade, levando a baixa qualidade de vida de uma grande parte da populacido e
favorecendo o desenvolvimento de enfermidades'® '°.

Outro aspecto a analisar, relaciona-se aos danos provocados pelas zoonoses a
economia, principalmente em paises em desenvolvimento, onde sua incidéncia € mais
significativa, podendo causar a incapacitacdo fisica ou mental de grande nimero de
individuos na faixa etdria mais produtivals. Entre as zoonoses, destacam-se os agentes
bacterianos das doengas diarreicas, que constituem um dos mais significativos problemas de

Saude Publica, sendo responsabilizados por elevadas taxas de morbi-mortalidade em

humanos'’.

1.2. Zoonoses Bacterianas

Doengas transmitidas dos animais vertebrados para o homem tendo uma bactéria como
agente etioldgico responsdvel sdo denominadas zoonoses bacterianas. As zoonoses
bacterianas sempre foram um grande problema para a Saude Publica e durante o século XX
diversas infeccdes zoonéticas de ocorréncia bacterianas ditas controladas tiveram o seu
ressurgimento. Como principais exemplos podemos citar a tuberculose causada pelas
micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis e M.
africanum), a listeriose que ¢ uma zoonose de grande importancia em Sadde Publica, visto
que pode ocasionar aborto, septicemias e meningites e a leptospirose causada por diversas

espécies do género Leptospira; mas ainda temos as doengas que sao transmitidas pelo contato
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proximo com animais domésticos ou selvagens, como peste (Yersinia pestis) e outras
yersinioses, febre Q (Coxiella burnetii), brucelose (género Brucella) e a salmonelose
(Salmonella spp.)"".

H4 ainda doencas transmissiveis associados com estados de imunossupressio do
hospedeiro como pneumonias causadas por Rhodococcus equi ou angiomatose bacilar
causada por Bartonella henselae, sem deixar de citar as zoonoses transmitidas por vetores,
tais como a doencga de lyme (Borrelia burgdorferi), erliquiose humana (Ehrlichia chaffeensis)
ou ainda a doenca da febre maculosa (Rickettsia rickettsii) e a tularemia (Francisella
tularensis) dentre outras inimeras zoonoses de importancia relevante'’.

Os patégenos bacterianos zoondticos sao micro-organismos que podem ter distribui¢dao
ubiqua, sobrevivendo sob condicdes favordveis e reproduzindo-se em ambientes terrestres e
aquaticos. As bactérias zoondéticas sdo aquelas que t€m um ciclo tipicamente em animais
domésticos ou silvestres podendo ou ndo causar a doengca em seus hospedeiros especificos,
além de veicular direta ou indiretamente os agentes nas populacdes humanas. Dentre as
classicas bactérias zoondticas enteropatogénicas com impacto expressivo na saide da
populacdo humana, podemos citar: Campylobacter spp, Escherichia coli pertencentes as

categorias patogénicas e Salmonella spp.16.

1.2.1. Campylobacter spp.

O género Campylobacter compreende um grupo de bactérias Gram-negativas que
colonizam o trato gastrintestinal de uma variedade de hospedeiros. Apresentam morfologia
celular tipica de bastonetes curvos, espiralados ou em forma de «g18,

A partir de 2007, a campilobacteriose foi a doenca zoondtica bacteriana mais
frequentemente registrada no homem na Unido Europeia, com mais de dois mil casos
confirmados e com tendéncia a aumento, seguido pela salmonelose, que foi a segunda
zoonose mais registrada, com 151.995 isolados humanos confirmados'’.

As espécies do género Campylobacter nao produzem enddsporos, sao
quimiorganotréficos, produzem a enzima oxidase, sao urease negativas (exce¢ao de algumas
cepas de Campylobacter lari) e ndo utilizam a via oxidativa e/ou fermentativa de carboidratos
(oxidam aminoacidos e acidos tricarboxilicos). A maioria é microaerdfila, necessitando de 3-
15 % O, e de 3-5% CO, e metabolismo do tipo respirat(’)riozo.

No que concerne aos fatores de viruléncia, os dois mecanismos cldssicos de agressao
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dos enteropatdogenos sdo utilizados, isto é, por acdo de enterotoxinas e pela capacidade
invasiva’!. Em amostras recentemente isoladas de animais, esses dois mecanismos foram
detectados, o que reforca a importancia dos animais como hospedeiros e possiveis
veiculadores da infeccdo para o0 homem?.

Todavia o que se observa com infec¢des experimentais, com Campylobacter jejuni, é
que nem sempre existe uma reprodu¢do do quadro agudo apresentado pelo homem. Os
animais comportam-se, nestas infeccdes experimentais, de modo similar aos portadores
humanos assintomadticos frequentes nos paises tropicais, mantendo a infec¢do de forma
endémica e carreando diferentes sorotipos de C. jejuni 3

Os sintomas da campilobacteriose podem se confundir com aqueles causados, por
outros enteropatdégenos como Salmonella spp., embora a doenca possa ter um periodo de
incubacdo maior (2-11 dias), duracdo mais prolongada (3 dias a 3 semanas) e febre mais
intensa®*. A dor abdominal pode ser violenta, a ponto de o paciente ser hospitalizado com
suspeita de apendicite e chegar a um procedimento cirtirgico desnecessario®.

Em algumas situagdes, 7-10 dias apds o aparecimento da infec¢do entérica cerca de
1% ou mais dos pacientes tem como consequéncia a Sindrome de Reiter (artrite reativa) que
mesmo sendo benigna, implica na incapacidade dos portadores por varias semanas ou mesmo
meses”®.

Outro dado importante a se assinalar € a ocorréncia de casos da Sindrome de Giiillain-
Barré (GBS) dias ou semanas apds infeccao intestinal causada por C. jejuni. Essa sindrome
autoimune € uma doenca inflamatéria aguda desmielinizante do sistema nervoso periférico,
que leva a paralisia fldcida podendo comprometer os musculos da respiracao e levar a morte.
Desde a erradicacdo da poliomielite, a GBS € a causa mais frequente de paralisias
neuromusculares flacidas em paises industrializados, ocasionando recomendacdes tanto sobre

a notificacdo de casos quanto aos procedimentos de controle dessa infeccio” .

1.2.2. Escherichia coli
Escherichia coli ¢ um membro da microbiota intestinal normal do homem e animais,
sendo encontrada nas fezes de individuos com excelente estado de saide, mas também pode
< . 28
se apresentar como um patégeno importante™ .
Também pertencente a familia Enterobacteriaceae e a diversidade patogénica de E. coli
€ notdvel. A espécie compreende ao menos cinco categorias que causam infeccdo intestinal
por diferentes mecanismos e vdrias outras associadas a quadros clinicos como infeccdes
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urindrias, meningite dentre as infec¢Oes extra intestinais. As categorias que causam infec¢do
intestinal sdo coletivamente denominadas E. coli diarreiogénicaszg. Os grupos de E. coli que
causam diarréia sao classificados em grupos de patogenicidade com base nas propriedades de
viruléncia, mecanismos de patogenicidade, sintomas clinicos e sua sorologia. Os cinco
patotipos principais incluem E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enteroagregativa (EAggEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli
enterohemorragicas (EHECS)29.

De um ponto de vista zoonético, EHEC € o tnico grupo de patogenicidade de E. coli
de grande interesse, pois € neste grupo que cepas produtoras de toxinas Shiga sdo capazes de
causar doenca grave em humanos quando estdo sendo transmitidos através da cadeia
alimentar de seus reservatérios animais. Um foco de estudo s@o os fatores de patogenicidade,
as doengas, os reservatérios e ecologia na exploragdo, transmissdo na cadeia alimentar,
crescimento e sobrevivéncia em alimentos e no meio ambiente®.

As E. coli enterohemorrdgicas (EHECs) estdo relacionadas a surtos epidémicos de
diarreia em paises desenvolvidos. A maioria dos surtos de infeccdes por EHEC é causada por
amostras do sorotipo O157:H7; no entanto, mais de 100 sorotipos de E. coli produtoras da
toxina de Shiga j4 foram associados a colite hemorréagica e/ou sindrome hemolitica urémica
(SHU)™.

O fator-chave para a viruléncia das EHEC € a producdo da toxina de Shiga (Stx) ou
verotoxina (VT) que possuem efeito citotéxico em células Vero. As EHECs colonizam
exclusivamente o célon, onde liberam a toxina Stx. Uma vez liberada, a Stx atinge a corrente
sanguinea € transportada até os rins, onde produzird danos as células do endotélio renal,
obstruindo a microvascularidade por agdo direta de sua toxicidade, acompanhado da indugdo
de citocinas locais e produc¢do de quimiocina, culminando na inflamacdo renal. Esse dano
pode levar a Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), que € caracterizada por anemia hemolitica
e trombocitopenia, acompanhadas de insuficiéncia renal aguda, potencialmente fatal®.

Categorias patogénicas de E. coli como as encontradas em aves domésticas sdo
chamadas E coli patogénicas avidrias (APEC). As bactérias APEC pertencem a um grupo
diferente de E. coli patogénica extra intestinal (ExPEC). Como a expressdo sugere, estas
bactérias causam infecgdes externas ao trato gastrointestinal, exemplificando as infec¢des no
trato urindrio, cavidade abdominal e meninges. Alguns estudos t€m sugerido um possivel

potencial zoonético dessas estirpes de APEC?'.
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1.2.3. Salmonella spp.

O género Salmonella é constituido por bacilos ndo esporulados, Gram-negativos,
medindo 0,7 —1,5um por 2-5um, a maioria € mével com flagelos peritriquios, excecdo dos
sorovares Gallinarum e Pullorum32, com metabolismo anaerobio facultativo. Sio
fermentadores de glicose produzindo 4cidos e gas (com exce¢do da Salmonella ser. Typhi e
Gallinarum) e raramente fermentam a sacarose, lactose ou adonitol. Crescem a temperatura de
37° C e dentre as caracteristicas bioquimicas principais, as salmonelas sao oxidase negativo,
catalase positivo, indol e Voges-Proskauer negativo, ndo hidrolisam a ureia e ainda positivas
nas provas de sulfeto de hidrogénio, citrato de Simmons, lisina e ornitina descarboxilase™>.

N3ao apresentam exigéncias nutricionais especificas, e se destacam por crescimento em
meios seletivos diferenciais, devido a sua capacidade de se desenvolver na presenga de
impedientes como, por exemplo, sais biliares, verde brilhante, dentre outros. Apresentam
varidvel adaptacdo fisioldgica demonstrada pela habilidade de alguns sorovares sobreviverem
em condi¢Oes ambientais varidveis como pH entre 7,0 a 7,5 mas podem chegar aos extremos
3,8 a 9,5; temperatura adequada de crescimento de 35 a 43°C mas também se desenvolvem
nas temperaturas mais extremas de 7 a 49,5°C e na presenca ou auséncia de O,, inclusive em
atmosfera com 20 a 50% de CO; e atividade hidrica de > 0,94,

A classificacdo das salmonelas é muito complexa e, apesar de discordancias entre os
autores ao longo de anos, aproximadamente a partir de 1970, com o uso de métodos
moleculares de homologia de DNA pode se definir mais claramente o quadro taxondmico
deste géner034.

Estudos baseados na hibridizacio do DNA, permitem a classificacdo do género
Salmonella em duas espécies geneticamente distintas: Salmonella enterica e Salmonella
bongori>. Particularmente Salmonella enterica, de acordo com seu perfil bioquimico e a
capacidade de lise do fago Ol, se divide em seis subespécies: Salmonella enterica subsp.
enterica, Salmonella enterica subsp. salamae, Salmonella enterica subsp. arizonae,
Salmonella enterica subsp. diarizonae, Salmonella enterica subsp. houtenae e Salmonella
enterica subsp. indica™®?’.

Na nomenclatura atual, de acordo com as modificacdes taxondmicas estabelecidas, as
antigas espécies sdo agora consideradas sorovares ou sorotipos, razdo pela qual os sorovares
da subespécie entérica devem ser designados da seguinte maneira: Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi, ou de maneira simplificada, Salmonella ser. Typhi ou ainda S. Typhi,

para uso intralaboratorial®> *°,
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Como a categoria taxondmica deste género € definida com base em suas caracteristicas
bioquimicas e antigénicas,a taxonomia e nomenclatura de Salmonella spp. vem se alterando
ao longo do tempo, proposta por diferentes autores. Existe uma proposta atual, mas que ainda
ndo € totalmente aceita de que a classificacdo do género Salmonella seja composta por duas
espécies, Salmonella bongori e Salmonella enterica, mas ainda nao existe total concordancia
no meio académico®® >’

A salmonelose constitui-se em importante problema de sadde publica, sendo a forma
de gastroenterite aguda a mais comum™. As formas de bacteremias com focos de infecc¢do
extra intestinais sdo menos frequentes. Dentre as Salmonelas adaptadas ao homem destaca-se
a S. enterica ser. Typhi, agente da febre tiféide, doenca infecciosa aguda e sistémica’”.

Confrontando a configuragdo clinica classica das infec¢des produzidas pelas
salmonelas, observam-se distintas constatacdes que levam em conta as diferencas de
viruléncia das salmonellas e sua maior ou menor capacidade de adaptacdo para a espécie
humana e outras espécies animais. Assim, ndo se pode deixar de citar a Doutrina de Kiel que
em linhas gerais demostra a diferenca de viruléncia de salmonelas de origem humana,
podendo invadir de forma mais global o organismo, e as salmonelas de origem animal que se
restringem a localizagdo intestinal. Porém a Doutrina de Kiel sofre severas restri¢cdes devido
ao fato das salmonelas adaptadas as espécies animais produzirem infec¢des graves com poder
septicémico, levando em consederagdo a epdemiologia desses sorovares e a dose infectante e,
ainda, a diferenca na evolucdo das salmonelas em adultos e criancas, que é contemplada na
Doutrina de Montevidéu™ .

Na Doutrina de Montevidéu considera-se que as Salmonellas animais e/ou
ubiquitdrias, quando infectam animais jovens e criangas até 2-3 anos, podem produzir o
quadro sistémico e, nos individuos adultos, processos gastroentéricos™.

Assim as salmonelas podem ser divididas em trés categorias, com base na
especificidade do hospedeiro e padrdo clinico por eles determinado: na primeira categoria
estdo as salmonelas altamente adaptadas ao homem, incluindo S. Typhi e S. Paratyphi A, B e
C, agentes da febre entérica (febre tiféide e paratiféide), responsaveis por infeccdes sistémicas
que determinam quadros septicémicos graves; na segunda categoria estdo as salmonelas
altamente adaptadas aos animais, representadas por S. Dublin (bovinos), S. Choleraesuis e S.
Typhisuis (suinos), S. Pullorum e S. Gallinarum (aves), responsdveis pelo paratifo dos
animais. Contudo, em particular os sorovares S. Dublin e S. Choleraesuis podem provocar no

homem em determinadas situagdes (idade jovem, idosos, pacientes com doengas cronicas e
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imunocomprometidos), um quadro septicEémico mais grave do que a febre tifide*".

A terceira categoria inclui a maioria dos sorovares que atingem indiferentemente o
homem e animais, designadas salmonelas zoondticas, as quais sdo responsaveis por quadro de
gastrenterite (enterocolites) ou Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA). As espécies
zoonoticas representam na atualidade um sério problema de Saiude Publica em todo o mundo,
pois estando associadas aos quadros de gastrenterite, sdo responsdveis por significantes
indices de morbidade e mortalidade, tanto nos paises emergentes como desenvolvidos,
determinando pequenos e grandes surtos envolvendo, principalmente, o consumo de
alimentos de origem animal como ovos, carnes e produtos lacteos além de 4gua
contaminada*®.

No Brasil, a febre tifoide € de notificacdo obrigatdria e na ultima década constata-se
uma tendéncia de declinio nos coeficientes (Tabela 1), entretanto os nimeros devem ser vistos
com cautela pelas razdes relacionadas aos nimeros de 6bitos com causa ignorada, dificuldade
de diagnostico laboratorial e problema no sistema de informalgﬁlo43 .

Estes indicadores apresentam importantes variagdes quando analisados por regides e
unidades da federacdo. As regides Norte e Nordeste registram sempre nimeros mais elevados
(Tabela 2) devido a precariedade de suas condi¢Oes sanitdrias, onde menos de 50% de sua

populacdo dispde de algum tipo de abastecimento de zigua43 .

Tabela 1 — Namero de Casos Confirmados de Febre Tiféide no Brasil e Notificados ao

Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo — SINAN-NET - Periodo 2001-2012.

ANO | NUMERO DE CASOS
2001 1
2003 1
2006 22
2007 402
2008 339
2009 300
2010 158
2011 152
2012 83
Total 1458

Fonte: SVS, Ministério da Satde, Brasil, 2012+
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Tabela 2 — Nudmero de Casos de Salmoneloses Humanas Confirmados nos Estados e
Notificados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo — SINAN-NET — Periodo
2001-2012.

ESTADO NUMERO DE CASOS
Rondo6nia 8
Acre 30
Amazonas 92
Roraima 1
Para 298
Amapa 86
Tocantins 40
Maranhao 362
Piaui 9
Ceara 45
Rio Grande do Norte

Paraiba 8
Pernambuco 19
Alagoas 110
Sergipe 17
Bahia 168
Minas Gerais 11
Espirito Santo 15
Rio de Janeiro 32
Sao Paulo 53
Parana 11
Santa Catarina 16
Rio Grande do Sul 4
Mato Grosso 9
Goias 2
Distrito Federal 3
Total 1458

Fonte: SVS, Ministério da Satde, Brasil, 2012%

z

Outra problematica relacionada a questdao da salmonelose € a sua transmissdo por
alimentos (Gréfico 1). As DTAs sdo caracterizadas por uma sindrome geralmente constituida
por diarreia e/ou vOmitos, anorexia, nduseas, relacionada a ingestdo de alimentos ou dgua

. 42,4
contaminados ***.
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Grafico 1 — Numero de Surtos e de Doentes por Doengas Transmitidas por Alimentos no

Brasil, Periodo 2000-2013.
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Os agentes etiologicos associados aos casos de DTA sdao os mais diversos como
bactérias, virus, parasitas, toxinas, prions, agrotoxicos, produtos quimicos, ainda metais
pesados e entre os agentes etioldgicos bacterianos, o género Salmonella é o mais incriminado
(Tabela 3). O quadro clinico depende do agente etiologico envolvido e varia desde leve
desconforto intestinal até quadros extremamente graves, podendo levar a desidratacdo grave,

diarreia mucopurulenta e insuficiéncia renal aguda ****.
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Tabela 3 - Agentes Etioldgicos Associados aos Surtos de Doencgas Transmitidas por

Alimentos no Brasil, Periodo 2000-2013.

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011  2012* 2013* Total o

Salmoneila spp. 140 | 206 | 218 | 138 | 155 | 161 111 119 | 108 77 35 28 28 ] 1.525 | 39,39
5. aureus 35 96 89 51 &0 103 46 50 53 65 a1 38 36 ] 763 | 19,71
B. cersus 5 23 29 21 24 34 40 19 29 25 15 22 8 0 295 | 7,62
E. coli 14 44 33 31 41 65 43 20 27 38 28 50 46 ] 480 | 12,40
Campylobacter spp. i} 1 ] 2 0 1] a 0 o 1} o 1] a 0 3 0,05
C. perfringens a 14 19 8 21 30 18 12 11 12 19 15 10 0 198 | 511
C. botulinum o 1 1 0 0 1 5 0 ] 1 1 1] 0 0 11 0,28
Shigella spp. 7 22 17 10 7 El 1 1 (1] 4 1 4 5 ] 89 2,30
V. cholerae O1 2 ] 0 ] ] 1] o] 0 (] 1] ] 1] 1] ] 2 0,05
V. parahaemolyticus o 1] ] 2 0 (1] 1 ] (1] 0 o 1 0 0 4 0,10
Cryptosporidium spp. o [ 1 4 1} 1 0 1} o a o 1 0 0 13 0,34
Rotavirus 2 38 24 27 38 33 2 4 4 1 3 12 4 ] 192 | 4,96
Norovirus o o a (i} i} 0 0 (i} o 1 -] 9 8 0 24 0,62
Hepatite A 48 71 38 19 7 a7 4 5 2 1 3 1 2 ] 236 | 6,10
Enferobacter spp. o 1 a (i} 3 1 0 [i} o a o o 1 i} [ 0,15
T. gondii ] 1 0 ] 1 2 o ] [1] 1 ] 1] o ] 5 0,13
Giardia 4 4 3 2 1 1 0 2 & 1] o 1 1 i} 22 D,57
T. cruzi ] o ] 0 ] 1 o ] o 1] 1 2 o ] 4 0,10
Inconsisténcia 5 12 15 15 4 7 2 15 8 15 ] ] 21 ] 133 | 1,52
Inconclusivo 3 22 12 8 7 26 11 18 116 77 54 194 143 ] 691 | 7,90
Ignerado 155 | 303 | 300 | 265 | 258 | 399 | 275 | 413 | 270 | 280 | 272 | 383 468 9 | 4.050 | 45,31
Total de agentes

identificados 262 | 528 | 472 | 316 | 358 | 479 | 272 | 232 | 240 | 226 | 153 | 184 150 0 | 3872|4427
Total geral 425 | 865 | 799 | 604 | 627 | 911 | se0 | 678 | 634 | s98 | 487 | 767 782 9 | 8.746 | 100,00

Fonte: Sinan Net/SWYS/MS  *Dados sujeitos a alteraco

Salmonella € o género bacteriano pertencente a familia Enterobacteriaceae e
apresentam significado importante tanto na patologia humana como animal. Usando-se a
caracterizacio antigénica das Salmonelas por meio do esquema de Kauffmann & White™®, sdo
reconhecidos atualmente 2.610 sorovares, dentre os quais 2.587 pertencem a Salmonella
entérica subsp. enterica, € sdo considerados como potencialmente patogénicos tanto para o
homem como para animais™>"*.

O esquema de identificacio de Kauffmann & White®® classifica as Salmonelas em
sorovares, tendo como base a composi¢cdo dos antigenos somadticos (O) de natureza
polissacaridica, designado por nimero ardbico e identificam os sorogrupos de Salmonella (A a
Z), o capsular (Vi) encontrado em trés sorovares (S. Typhi, S. Paratyphi C e S. Dublin) e o
antigeno flagelar (H) constituido de proteina (flagelina), que ocorrem em duas fases (1 e 2),
identificados por letras mindsculas (fase 1) e por nimeros ardbicos (fase 2). A sintese dos
diferentes antigenos H, fase 1 e fase 2 sdo codificadas pelos genes H1 e H2, respectivamente,
e o gene H2 pode ou ndo se expressar, e quando isso ocorre ele forma o flagelo de fase 2, bem
como, uma proteina repressora do gene H1. A maioria das Salmonelas apresenta as duas fases
(bifésicas), outras uma sé fase (monofédsica) e existem aquelas que perderam o flagelo

(iméveis)™®.

Fiocruz — ENSP — PPG Saulde Publica — Tese de Doutorado — Thomé, J.D.S. 2014 33




7z

A salmonelose € uma doenca de distribuicdo cosmopolita, acometendo criancgas e
adultos, tanto nos paises desenvolvidos como em desenvolvimento. O habitat das salmonelas
¢ o trato intestinal dos animais e do homem podendo ser considerados portadores. A
patogenicidade e a viruléncia da Salmonella estdo relacionadas com o tipo sorolégico da
bactéria. Alguns sorovares podem estar associados a determinado hospedeiro animal ou
humano, por exemplo, a S. Typhi, S. Paratyphi A, B e C, respectivamente agentes das febres
tiféide e paratiféides, sdo adaptadas ao hospedeiro humano. Outros sorovares sao adaptados
ao hospedeiro animal, como S. Pullorum e S. Gallinarum (aves domésticas), S. Choleraesuis
(porcos) e S. Abortusovis (carneir0)46.

Nas salmonelas ubiquitdrias, geralmente se tem a figura do portador temporario
configurada pelo Homem por at¢é 6 meses sendo que este papel também pode ser
desenvolvido pelos animais, com a eliminacdo deste agente pelas fezes. Nas Salmonellas spp.
adaptadas as espécies animais (S. Typhi, S. Pullorum/Gallinarum) se tem a figura de portador
cronico e geralmente em animais de sangue-frio como Ofidios, Anuros e Peixes inclusive de
aqudario, estes sdo considerados como reservatérios deste micro-organismo, funcionando
inclusive como uma forma de manutencdo da bactéria no ambiente™.

A maioria dos sorovares de Salmonella sdo patogé€nicos para animais, sejam
domésticos ou silvestres, os quais podem atuar como portadores da infeccao humana®’, e
caracteriza a salmonelose como importante zoonose. Entretanto, a maioria dos sorovares
infectam, indistintamente, o homem e animais, e€ se manifestam como sindromes
gastrointestinais causadas pela ingestdo de alimentos, particularmente de origem animal ou
pelo consumo de dguas contaminadas com diferentes sorovares de Salmonella.

As fezes de origem humana e animal sdo os materiais biol6gicos mais importantes na
contaminacdo de veiculos de propagacdo de uma variedade de enfermidades transmissiveis,
com destaque para a febre tiféide, febres paratifoides, salmoneloses por outros sorovares, €
outros enteropatégenos™ **.

Os animais silvestres representam reservatorios naturais importantes das salmonelas e
se destacam na cadeia epidemioldgica da salmonelose de forma bastante conhecida, porém a
dgua também representa um veiculo impactante na propagacdo da salmonelose. De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), 80% das doencas que ocorrem nos paises em

. ~ . o L 49,2
desenvolvimento sdo ocasionadas pela contaminagdo da dgua 92,
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1.3. Circulacao de Bactérias Zoonéticas no Ambiente

A luta contra as zoonoses no Brasil estd apenas no comeco, pois as informacdes
disponiveis nao mostram a verdadeira situacdo existente, principalmente em se tratando das
zoonoses bacterianas, pois os dados sobre sua ocorréncia, incidéncia e prevaléncia sdo raros
ou inexistentes. Apesar das zoonoses mais conhecidas serem trabalhadas com certa
intensidade, muitas outras ndo menos importantes para a Satde Publica, ndo sdo notificadas e
nao tém programas de controle para que possam ser avaliadas'’.

Os animais silvestres representam um importante papel na transmissido de agentes de
doencas infecciosas no homem. Uma das vias de transmissao em potencial envolve atividades
comumente desenvolvidas por certas populagdes, como a caga e a pesca, enquanto que em
outros mecanismos prevalecem em ambientes urbanos assim como rurais, onde se observa
uma grande relacdo entre humanos e animais. Tal situacdo agrava-se pela escassez de
conhecimento das doengas incidentes nas populacdes de animais, principalmente, silvestres e
a frequente falta de métodos de manejo dos animais dentro daqueles ambientes™".

Dentro do contexto das doengas bacterianas causadas por patdgenos entéricos
zoonoticos, nao podemos deixar de analisar um importante aspecto para a efetiva veiculagcao
destes patdgenos, a veiculacdo hidrica.

A promocdo do acesso a dgua de qualidade e a protecdo contra os riscos decorrentes da
presenca de contaminantes de importancia na Satdde Publica na dgua sdao de grande relevancia
para a humanidade®" °*. Nesse aspecto, o Conselho Nacional de Sadde apresenta 2 sociedade
brasileira os maiores desafios atuais para o Sistema Unico de Sadde (SUS): estruturacio do
novo modelo de aten¢do a saude que, a partir da grande funcdo de Satide Publica, subordine
os conceitos e programas de assisténcia médica individual aos preceitos e programas dos
interesses coletivos e direitos da cidadania, e realize, efetivamente, as acdes de promocdo e
protecdo 2 satde, incluindo acesso a dgua potdvel a todos™”.

A 4gua é um recurso indispensdvel para a sobrevivéncia de todas as espécies,
exercendo uma influéncia decisiva na qualidade de vida das populacdes. Contudo, o modo
como sao utilizados e gerenciados os recursos hidricos tem levado a um aumento do nivel de
degradacdo ambiental e a um risco de escassez de dgua, o que compromete a qualidade de
vida das geracdes futuras™**.

As doencas de veiculacdo hidrica sdo causadas principalmente por micro-organismos
patogénicos de origem entérica, animal ou humana, transmitidos basicamente pela via fecal-

oral®. Estes patgenos bacterianos sio excretados nas fezes de individuos infectados e
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disseminados a partir da ingestdo da dgua poluida e do alimento contaminado®’. Muitos sdo os
patégenos de origem entérica veiculados pela dgua e, dentre eles, citam-se virus, como
enterovirus e rotavirus; bactérias, como Salmonella spp., Shigella spp. Vibrio spp. e
Campylobacter jejuni;e certos protozodarios, como Giardia intestinalis, Cryptosporidium
parvum, Entamoeba histolytica; e os helmintos, Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura®.

No Brasil, no municipio de Sdo Bento do Una - Pernambuco, ocorreu um surto de
diarréia no de 2004, registrando-se 2.170 casos. Nas 582 coproculturas realizadas, 145 (25%)
revelaram um enteropatogeno bacteriano, destacando 114 casos (19,5%) com a participagdo
de Aeromonas spp. € nos 31 episddios restantes (5,3%), foram detectados: V. cholerae O,
Ogawa toxigénico (18/3,1%), Salmonella spp (8/1,4%), Shigella spp (3/0,5%) e Vibrio
cholerae nao Oi/ndao Oj39 (2/0,3%). As condicdes de saneamento bdsico eram bastante
precdrias, em vista do fornecimento de dgua potdavel a populacdo ser escasso e intermitente,
obrigando os consumidores recorrer a dgua colhida em barreiros (pequenos agudes) além
daquela distribuidas por veiculos carros-pipa particulares, todas sem controle microbioldgico.
O esgotamento sanitdrio de um modo geral apresenta extravasamento do contetido para o
meio ambiente (valas a céu-aberto) nos bairros fora do perimetro urbano e, via de regra, as
dguas residuais ndo tratadas sdo lancadas diretamente no rio Una, que banha a cidade®.

Um estudo realizado por Isaac-Marquez e colaboradores®, chama a atengdo para a
importancia da dgua na veiculacdo de doencas diarreicas nos paises de economia periférica,
onde essas enfermidades representam um dos problemas de Saidde Publica mais importante,
com repercussdes econdmicas, sociais e politicas. Outros estudos estimam que as doengas
diarreicas de natureza infecciosa sdo responsdveis pela morte de 2,2 milhdes de pessoas nos
paises em desenvolvimento™®. No Brasil, a alta mortalidade causada por diarreias infecciosas
representa um grave problema de Sadde Publica, principalmente na regido nordeste do pais®'.

Se consultarmos os dados oficiais liberados pelo Ministério da Sadde, nos anos de
2.000 a 2.010, foram notificados 29.491.078 casos de doencas diarreicas agudas no Brasil.
Em 2006 a incidéncia aumentou nas regides Sul (13 por 1.000), Centro-oeste (25 por 1.000) e
Nordeste (28 por 1.000). Em 2008 a incidéncia aumentou na regido Norte (33 por 1.000) e em
2009 a estimativa de incidéncia aumentou na regiao Sudeste (15 por 1.000). No ano de 2011 o
registro € de mais de 3.000.000 casos notificados de diarreia aguda e no ano de 2012 sdo
registrados mais de 217.169 casos sendo 17.987 em criancas menores de 1 ano, 44.595 casos
entre criancas de 1 a 4 anos, 24.392 entre criancas de 5 a 9 anos, 121.764 em maiores de 10

anos e o restante com faixa etédria ignorada®’.

Fiocruz — ENSP — PPG Saude Publica — Tese de Doutorado — Thomé, J.D.S. 2014 36



Segundo dados do sistema de informacdo de mortalidade disponivel no site do
Ministério da Satde, de 2000 a 2009, o Brasil teve 49.603 6bitos por diarreia e gastroenterite
de origem infecciosa presumivel. A taxa de mortalidade, de 2000 a 2009, para cada 100.000
habitantes, variou de 27,18 a 85,21 em criancas menores de 1 ano, de 2,37 a 4,11 na faixa
etaria de 1 a 4 anos, de 0,18 a 0,38 na faixa etaria de 5 a 9 anos e de 1,58 a 2,18 em maiores
de 10 anos. A taxa de mortalidade por doencas diarreicas para cada 100.000 habitantes, de
2000 a 2009, na Regidao Norte variou de 2,80 a 3,88, na Regiao Nordeste alternou de 3,53 a
5,89, na Regido Sudeste variou de 1,34 a 2,07, na Regido Sul variou de 1,21 a 2,30 e variou
de 1,82 a 3,02 na Regido Centro-Oeste®'.

Em dreas rurais, muitas vezes ndo se encontra um abastecimento de dgua adequado, o
que leva os moradores a utilizar fontes bastante susceptiveis a contaminacao, como pogos €

1.62, o risco de

nascentes, como os principais meios de abastecimento™®. Segundo Stukel et a
ocorréncia de surtos de doencas de veiculacdo hidrica no meio rural € alto, principalmente em
func¢do da possibilidade de contaminagdo bacteriana das dguas, que muitas vezes sdo captadas
em pocos inadequadamente vedados e préximos a fontes de contaminagdo, como fossas e
areas de abrigo ocupadas por animais.

Muitos micro-organismos (ex: Aeromonas spp., Campylobacter spp., Yersinia spp.,
Clostridium spp., Staphylococcus spp., E. coli, Pseudomonas spp., Salmonella spp., Shigella
spp., Cryptosporidium spp., Giardia spp., Candida albicans e Vibrio spp.) estdo presentes em
esgotos domésticos, os quais podem ser eliminados no meio ambiente de diversas maneiras. O
grupo das bactérias, o mais numeroso entre os citados, pode causar sérios agravos na
populacdo que tenha contato com a dgua contaminada resultando em enfermidades, como
gastrenterites, inclusive célera, dermatites, entre outras™” ®,

A contaminag¢do microbiana em sistemas aquaticos assume destacada relevancia no
ambito da Sadde Publica pelo risco de transmissao de agentes patogénicos aos humanos e
animais, causando doencas de natureza e complexidade diversas. De acordo com a
Organiza¢io Mundial de Satde™, os individuos com maior risco de contrair doengas
relacionadas com a 4dgua sdo as criangas, os idosos e as pessoas debilitadas ou que vivem em
condic¢des insalubres.

Porém, quando se trata da constatacdio da presenca e impacto de bactérias
potencialmente patogénicas em um ambiente natural, algumas outras questdes devem ser

levantadas, através do seu rastreamento epidemioldgico e os aspectos que envolvem a

resisténcia antimicrobiana e da patogenicidade.
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1.4. Satide Ambiental sob a Perspectiva dos Patégenos Zoonoticos Bacterianos

A origem e o aumento das desigualdades sociais desempenham um papel importante no
padrao de doengas desde as populagdes pré-histéricas até as contemporaneas. O conceito de
transi¢do epidemioldgica pode ser utilizado para compreender as mudancas das relacdes
ecoldgicas entre os seres humanos, os patdgenos e a doenga por eles desenvolvidos®.

Desde a era Paleolitica observa-se que as relacdes ecoldgicas e sociais se relacionam
com o impacto de doencas infecciosas®. Populacdes do Paleolitico teriam mantido muitos dos
patégenos que eles compartilharam com seus ancestrais primatas e teriam sido expostos a
diversas zoonoses como adaptacio da pritica do forrageamento, zoonoses essas de
localizagao intestinal®.

Ha cerca de 10.000 anos, a mudanca para uma economia de subsisténcia agricola cria a
primeira transicao epidemioldgica, marcada pelo surgimento de infec¢des, em um padrdo que
continua até o presente. Porém, iniciada hd um século, algumas populagdes foram submetidas
a uma segunda transi¢do epidemioldgica. Neste contexto as medidas de saude publica que
incluem melhoria da nutricdo e avang¢os na medicina resultam em quedas nas doencas
infecciosas e um aumento das doencas nao-infecciosas, doengas cronicas e doencgas
degenerativasg.

Recentemente, as populagdes humanas estdo entrando na terceira transicdo
epidemiolégica na qual existe um ressurgimento de doencas infecciosas que se pensava
estarem sob controle e o surgimento de novas doengas. Muitos dos patégenos emergentes e
reemergentes sdo resistentes aos antibidticos e alguns sdo multirresistentes as drogas
disponiveis®.

O desenvolvimento dos antibidticos, a partir da descoberta da penicilina em 1928, por
Alexander Fleming, tornou possivel ndo s6 o tratamento como a prevencdo de infecg¢des
humanas e animais. Como consequéncia, ao longo dos anos tem ocorrido a liberagdo de
grandes quantidades de antibidticos no ambiente, levando a mudangas radicais na microbiota
dos ecossistemas poluidos, resultando em problemas para a biodiversidade e acima de tudo,
favorecendo ou incrementando a resisténcia antimicrobiana®.

O papel do uso indiscriminado de antibidticos no desenvolvimento de resisténcia a
antibidticos por meio de praticas médicas e agricolas € um exemplo do impacto antropogénico
sobre a dindmica dos patogenos.

O aumento dos niveis de resisténcia aos antibidticos em patégenos humanos e de

animais tem despertado uma preocupacgdo crescente, pois nao sé interfere no tratamento de
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doencas infecciosas, como também nos casos em que a profilaxia com antibidticos €
necesséria para evitar infec¢des™. A maioria dos estudos realizados sobre os efeitos dos
antibidticos sobre a saiide humana concentra-se na disseminagao da resisténcia entre bactérias
patogénicas e/ou potencialmente patogé€nicas.

Além disso, os antibidticos liberados nos solos e dguas podem modificar a microbiota
ambiental local, produzindo mudangas na sua atividade ou composi¢do. As alteracdes nas
populacdes bacterianas incluem a selecdo de mutantes resistentes, de tal maneira que a
composi¢ao total da microbiota € modificada. A presenca dos antibidticos no ambiente gera
uma forte pressao seletiva sobre 0s micro-organismos, promovendo a transferéncia de genes
que determinam a resisténcia aos antibidticos nas populacdes bacterianas, de forma cada vez
mais eficiente. E importante ressaltar que, devido a transferéncia destes genes, bactérias
patogénicas podem adquirir resisténcia a antibiéticos®.

Assim, para os estudos dos processos de producdo de doencgas incluindo as zoonoses é
de suma importancia introduzir os aspectos relacionados aos territdrios e aos espagos Sociais.
Seguindo Santos®’, o espaco deve ser considerado como um conjunto indissocidvel de quem
participa, de um lado, um certo arranjo de objetos geograficos, e de outro, a vida que o
preenche e anima, ou seja, este autor ja referendava a sociedade em movimento. O territorio €
um conjunto de fixos, o espaco tem histdrico e, apesar de representar este fixo pode ainda
compor o enfoque ecossistémico, se relacionando com a Histéria Ambiental no lugar®,

Dessa perspectiva, deve-se entender a relagdo saide/doenca como um processo
coletivo, recuperando o “lugar” de forma interdisciplinar, como o espaco organizado para
sintese e interven¢do, buscando identificar as relacOes estabelecidas entre as condicdes de
saude e seus determinantes culturais, sociais e ambientais, dentro dos ecossistemas
modificados pelo trabalho humano. Para que isto ocorra, é essencial que a novidade
emergente nio seja considerada apenas como um atributo das populacdes de parasitas, mas
essencialmente como uma propriedade de ecossistemas complexos, em que as condicdes de
estabilidade estdo sendo produzidas e os riscos amplificados. Da mesma forma, os lugares
devem ser vistos como sistemas organizados e ndo meramente comunidades isoladas,
dinamicos e complexos, com caracteristicas Unicas resultando de suas histérias”.

A questdo da desigualdade e da persisténcia da pobreza, apesar do continuo
desenvolvimento dos meios de producdo ainda mantém um circulo vicioso entre Doenca —
Pobreza/ Pobreza — Doencgas sendo esta uma metafora que preside as discussdes sobre saide e

desenvolvimento®.
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A desigualdade continua a aumentar dentro e entre as sociedades, acelerando a
propagacio de doencas emergentes e reemergentes. Porém, o que se observa é que as doencgas
negligenciadas ficam limitadas a territérios habituais, atingindo pessoas de baixo poder
politico e econdmico e ainda; novos espagos sociais que ainda podem ser impactados ou

totalmente modificados pelos desastres estdo se habilitando a novos processos infecciosos.

1.5. Unidades de Conservacao Brasileiras

O territério brasileiro € enorme, quase todo tropical, e povoado por uma imensa
variedade de seres vivos, espalhada por vérios biomas e ecossistemas com uma diversidade
singular. Entretanto, ele vem sofrendo com sucessivos episédios de degradacdo, alteracdo e
conversdo da sua biota, para dar lugar a atividades produtivas.

A criagdo de Unidades de Conservacao (UC) nos ultimos 70 anos tem caminhado na
contramdo dessa tendéncia mercadoldgica, utilizando uma estratégia importante para conter
os impactos desse padrdo de ocupagdo desenfreada do territério e de uso desmedido dos
recursos naturais. As UCs permite a sobrevivéncia de espacos nos quais 0os processos de
reproducdo da biodiversidade e da evolugdo bioldgica transcorram sem abalos impactantes da
ocupacao antrépica69.

Segundo o Instituto Chico Mendes de conservacdo da Biodiversidade — ICMBio, as
unidades de conservacdo sdo definidas como por¢des do territdrio nacional, incluindo as
dguas territoriais, com caracteristicas naturais de relevante valor, de dominio publico ou
propriedade privada, legalmente instituidas pelo poder publico, com objetivos e limites
definidos, e sob regimes especiais de administra¢ao, as quais se aplicam garantias adequadas
de protegﬁo69’ 0,

A dificuldade em sistematizar a criacio e o gerenciamento de UCs no Brasil se
expressou acima de tudo no longo tramite — durante toda a década de 1990 — da Lei no 9.985,
de 18 de julho de 2000"', chamada Lei do Sistema Nacional de Unidades de Conservagio -
SNUC, regulamentada pelo Decreto no 4.340, de 22 de agosto de 2002.

A Lei do SNUC inovou ao dividir as UCs em dois grandes grupos, com caracteristicas
especificas: as de protecdo integral, cujo objetivo bésico € preservar a natureza, admitindo-se
apenas o uso indireto dos recursos naturais, € as de uso sustentdvel, cuja finalidade ¢é

compatibilizar a conservagdo da natureza com o uso sustentdvel de parcela dos seus recursos

naturais (Quadro 1). Cinco categorias pertencem ao primeiro grupo: Estacdo Ecoldgica
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(Esec); Reserva Bioldgica (Rebio); Parque Nacional (Parna) — quando criado pelo estado ou
municipio é denominado Parque Estadual ou Parque Natural Municipal, Monumento Natural
(MN); e Refugio de Vida Silvestre (RVS). Sete categorias fazem parte do segundo grupo:
Area de Protecdo Ambiental (APA); Area de Relevante Interesse Ecolégico (Arie); Floresta
Nacional (Flona) — quando criada pelo estado ou municipio € denominada Floresta Estadual
ou Municipal; Reserva Extrativista (Resex); Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel (RDS);

Reserva de Fauna (Refau); e Reserva Particular do Patrimonio Natural (RPPN).

Fiocruz — ENSP — PPG Saude Publica — Tese de Doutorado — Thomé, J.D.S. 2014 41



Quadro 1 - Categorias de Unidades de Conservacdo previstas pelo Sistema Nacional de

Unidades de Conservacdo — SNUC.

CATEGORIA GRUPO OBJETIVOS

Estacdo  Ecoldgica | Protecdo Integral | Preservacdo da natureza e realizacio de pesquisas cientificas.

(Esec)

Reserva  Bioldgica | Protec@o Integral | Preservac@o integral da biota e dos atributos naturais existentes em seus

(Rebio) limites, sem interferéncia humana ou modificagdes ambientais, excetuando
medidas de recuperag@o de seus ecossistemas alterados e as a¢des de manejo
necessdarias.

Parque Nacional | Protecdo Integral | Preservag@o de ecossistemas naturais de grande relevancia ecoldgica e beleza

(Parna), Estadual ou
Municipal

cénica, possibilitando a realizacdo de pesquisas cientificas e o
desenvolvimento de atividades de educacdo e interpretacdo ambiental, de
recreagdo em contato com a natureza e de turismo ecoldgico.

Monumento Natural

Protecdo Integral

Preservar sitios naturais raros, singulares ou de grande beleza cénica.

(MN)

Reftigio de Vida | Protecdo Integral | Proteger ambientes naturais assegurando condigdes para a existéncia ou
Silvestre (RVS) reproducdo de espécies da flora local e da fauna residente ou migratdria.

Area de Prote¢do | Uso Sustentdvel Proteger a diversidade bioldgica, disciplinar o processo de ocupacdo e
Ambiental (APA) assegurar a sustentabilidade do uso dos recursos naturais.

Area de Relevante | Uso Sustentdvel Manter os ecossistemas naturais de importancia regional ou local e regular o
Interesse  Ecoldgico uso admissivel dessas dreas, compatibilizado com os objetivos de
(Arie) conservagio.

Floresta Nacional | Uso Sustentdvel Uso multiplo sustentdvel dos recursos florestais e a pesquisa cientifica, com
(Flona), Estadual ou &nfase em métodos para exploragdo sustentdvel de florestas nativas.
Municipal

Reserva Extrativista | Uso Sustentdvel Proteger os meios de vida e a cultura de populacdes extrativistas tradicionais
(Resex) e assegurar o uso sustentdvel dos recursos naturais da unidade.

Reserva de | Uso Sustentavel Preservar a natureza assegurando as condigdes de qualidade de vida e
Desenvolvimento exploragdo dos recursos naturais das populagdes tradicionais, bem como

Sustentdvel (RDS) valorizar e aperfeicoar o conhecimento de manejo do ambiente, desenvolvido

por estas populacdes.

Reserva de Fauna | Uso Sustentavel

(Refau)

Manter populacdes animais de espécies nativas, terrestres ou aqudticas,
residentes ou migratérias, adequadas para estudos técnico-cientificos sobre o
manejo econdmico sustentdvel de recursos faunisticos.

Reserva Particular do | Uso Sustentavel
Patrim6nio  Natural

(RPPN)

Conservar a diversidade bioldgica.

Lei no 9.985, de 18 de julho de 2000 - Lei do Snuc, Ministério do Meio Ambiente, Brasil”'.

O marco fundador mais reconhecido da moderna politica da instalacdo das UCs foi a
criagdo, nos EUA, do Parque Nacional de Yellowstone, em 1872. Dos fins do século XIX até
hoje, os parques nacionais multiplicaram-se por todo o planeta e sdao hoje o tipo mais
conhecido e tradicional de espaco natural protegido. No entanto, foram surgindo outras
categorias (reservas bioldgicas, refligios de vida silvestre, florestas nacionais dentre outros),
com 0s mais variados objetivos de preservacao e conservagao, e de controle da exploracao dos
recursos’ .

No Brasil, foi somente no ano de 1937 que foi criado o primeiro parque nacional, o
Parque Nacional de Itatiaia, no Rio de Janeiro. Este parque foi criado com base no Cédigo
Florestal de 1934. No entanto, as primeiras unidades de conservacdo foram criadas sem

nenhum tipo de critério técnico e cientifico, ou seja, foram estabelecidas meramente em razao
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de suas belezas cénicas, ou por algum fendmeno geolégico espetacular, ou ainda, por puro
oportunismo politico. Assim uma inevitdvel ineficiéncia no processo de criacdo e gestdo das
unidades, seja quanto a consecucdo de suas finalidades, confusido de regimes, como ainda a
uma sobreposicdo de unidades’.

Na intencdo de nortear a criacdo de Novas Unidades de conservacdo, o IBDF —
Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal (6rgdo criado em 1967 e extinto em 1989)
propds uma primeira etapa sugerindo 13 éreas, das quais nove foram oficialmente criadas, a
maioria em 1979. Sao elas: 1) Parque Nacional do Pico da Neblina — AM, em 05 de junho de
1979, com 2.200.000 ha; 2) Reserva Bioldgica do Rio Trombetas — PA, em 21 de setembro de
1979 com 407.754.230 ha; 3) Parque Nacional dos Lenc¢ois Maranhenses — MA, em 02 de
junho de 1981, com 155.000 ha; 4) Parque Nacional Serra da Capivara — PI, em 05 de
junho de 1979, com 100.000 ha; 5) Parque Nacional do Jai — AM, em 24 de setembro de
1980, com 2.272.000 ha; 6) Parque Nacional do Cabo Orange — AP, de 15 de julho de 1980,
com 619.000 ha; 7) Reserva Bioldgica do Lago Piratuba — AP, de 16 de julho de 1980, com
395.000 ha; 8) Reserva Biologica do Atol das Rocas, na costa potiguar, 05 de junho de 1979,
com 36.349 ha e 9) Parque Nacional de Pacds Novos — RO, de 21 de setembro de 1979, com
764.801 ha'”.

Ao todo, o pais abriga hoje mais de 70 Parques Nacionais, incluindo dreas no oceano
Atlantico, em ecossistemas tropicais, na floresta amazodnica, no sertdo da caatinga e até
mesmo em um grande centro urbano.

A questdo fundidria dos Parna € um assunto de alta complexidade envolvendo
interesses financeiros, uso da terra, estabelecimento de comunidades, fluxo de visitacdes e
empreendedorismo turistico; sendo que uma das questdes mais delicadas sejam a especulacdo
imobilidria e o apossamento ilegal de terras publicas que por vezes deflagraram
procedimentos duvidosos nas indenizacdes configurando um quadro de “inddstria das
desapropriagﬁes”70.

Estas questdes fundidrias ainda persistem nos Parnas e dentre outros impactos se
ressalta a ampliacdo da presenca humana com utilizacdo e constru¢do de benfeitorias que
consequentemente interferem neste ecossistema. Essas tentativas de incorporar valor a terra
contribui para o desmembramento e venda de terrenos do entorno dos Parnas para a sua
utilizagdo ou para pessoas “de fora”, interessadas em construir casas de veraneio ou segunda
residéncia, suscitando a apari¢do de novos atores que impactam de forma diferenciada’.

A gestao dos Parnas também repercute em elementos complicadores. Um dos maiores
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problemas consiste em convencer os tomadores de decisdo e a sociedade a respeito da
necessidade de conservar a biodiversidade dentro e fora das unidades de conservacdo. A
necessidade da implementacdo de uma estrutura fisica e humana que efetivamente possa
atender aos objetivos de conservacgao da biodiversidade deve ser prioritaria. Portanto, para que
tais objetivos sejam alcangcados de forma mais eficiente, € necessario que as unidades de

conservacgdo estejam inseridas nos planejamentos socioecondmicos regionais e integradas ao

ordenamento geral do territdrio.

1.6. Parque Nacional Serra da Capivara — Piaui/Brasil

O Parque Nacional Serra da Capivara e seu entorno foi criado em 1979 com a
finalidade de garantir e preservar a maior concentracdo de sitios arqueoldgicos pré-histéricos
da América, e a protecio do ambiente especifico, a caatinga. Foi declarado Patrimdnio
Cultural da Humanidade pela UNESCO em 1991 por conta da evidencia de vestigios da mais
antiga presenca humana em toda a América’”.

Para o Ministério do Turismo, a capacidade de recep¢ao do PNSC é de dois milhdes de
turistas por ano. Possui uma infraestrutura de acesso com 16 circuitos ou 128 sitios
arqueoldgicos abertos a visitagdo, com trés guaritas de entrada com guardas permanente, radio
para comunicacdo e toaletes, loja de souvenir, um Centro de Visitantes com auditério,
exposicdo e lanchonete, 300 km de trilhas carrogdveis, mais de 100 km de trilhas para
pedestres, placas indicativas e setas ao longo dos circuitos turisticos e 35 condutores de
turistas.

O Parque Nacional Serra da Capivara é um ambiente propicio para o desenvolvimento
e conservacio de grande nimero de espécies da caatinga e espécies endémicas. Area de
importancia impar, € o maior sitio arqueoldgico do Brasil, e devido a sua classificacdo de
Parque Nacional (Parna) ndo deveriam habitar no local nem animais domésticos, nem animais
de criacdo, nem seres humanos, pois tais populagdes causam impactos ambientais e ocupam a
biocenose da fauna silvestre’>.

A 4gua na regido € escassa e o contato das pessoas e de seus animais domésticos e de
criacdo com os silvestres faz com que aumente a circulagdo de possiveis patdgenos,
possibilitando a emergéncia de doencgas tanto no homem quanto em outros animais.

O significado do acesso a dgua muda drasticamente nos ecossistemas aridos e

semidridos. Por ser um elemento limitante, pequenas mudancas na qualidade e quantidade de
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dgua podem gerar significativas mudangas na vegetacdo, na vida silvestre, nas condi¢des
micro-climéticas e na sadde de seus usudrios’". Sendo a dgua um elemento natural essencial a
vida, fatores relacionados a qualidade da dgua sdo uma ameaca constante em muitos lugares
do planeta, principalmente em regides de clima semidrido, como € o caso da regido sudeste do
Piaui, onde estd localizado o Parque Nacional Serra da Capivara.

Nesse contexto, o Parque Nacional Serra da Capivara e o seu entorno s@o ambientes
propicios a emergéncia ou reemergéncia de zoonoses e doencas de veiculagdo hidrica, uma
vez que os reservatorios de dgua sdo utilizados por homens e animais. Esse uso comum da
dgua pode promover o fluxo de patégenos entre humanos e animais e vice-versa. No entorno
do parque, é possivel observar a pratica comum de criagdo de animais domésticos e a
condugdo de rebanhos inteiros aos reservatérios de dgua que também sdo utilizados para o
abastecimento da populacao.

Em relacdo a saide humana, ndo sé a qualidade da dgua deve ser considerada, como
também a quantidade74. De acordo com White et al.75, os casos de diarreia parecem diminuir
quando o suprimento de dgua € mais acessivel. Algumas caracteristicas climdticas, como a
predominancia de um clima quente e seco, associadas a condi¢des sanitdrias insatisfatorias,
estdo presentes nas localidades do entorno do Parque Nacional Serra da Capivara, o que
agrava ainda mais a possibilidade de veiculagdo de patégenos e consequentemente um
aumento no ndmero de casos de diarreia no local.

No entorno do Parque, comunidades humanas estido situadas em localidades que em
quase sua totalidade estdo desprovidas de abastecimento publico de dgua, fazendo com que as
familias residentes tenham que suprir suas necessidades hidricas utilizando a dgua de pocos,
quando existentes, e outras fontes alternativas como caldeirdes, agudes, tanques, barreiros e
barragens’”.

A pressao antropica impossibilita a busca de dgua por parte da fauna silvestre em dreas
mais distantes, pois os locais onde havia o acimulo de 4gua por um periodo um pouco maior,
foram ocupados por populagdes humanas. Estas utilizam a venda da lenha como fonte de
renda, provocando a perda de habitat por queimadas e desmatamentos aumentando a pressao
da caca.

Os Parnas sdo localizados em ecossistemas especificos tendo certa parcela de sua area
aberta a visitacdo publica. O aumento de circulacio nos ambientes naturais deve ser
manejado, comprometido com vigilancia em satdde, no que se refere a emergéncia ou a

reemergéncia de doencas infecciosas. A vigilancia precisa ser feita de forma a prevenir
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alteracOes negativas tanto para os visitantes quanto para a comunidade do entorno e para a
biota local””.

O Parque Nacional Serra da Capivara, localizado no sertdo do Piaui, é a inica Unidade
de Conservagdo brasileira destinada a preservacdo do bioma da caatinga, extremamente
importante pela sua biodiversidade, mas que corre sério risco de extin¢ao. A gestdo do Parque
€ de responsabilidade do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio)/ Ministério do Meio Ambiente e conta com um escritério local que mantém
funciondrios responséveis pela vigilincia armada e pela prevencdo de incéndios’®.

Por situar-se em zona extremamente carente, onde as pessoas enfrentam as
dificuldades tipicas das regidoes semidridas do nordeste brasileiro, a constituicdo do Parque
contribui sensivelmente para a melhoria das condi¢des de vida das populagdes locais. Entre as
principais limitagdes da regido estd a inexisténcia de saneamento ambiental, que interfere
negativamente na salubridade do meio fisico e do bem-estar da populacao local’®.

Grande parte do que ja se escreveu sobre o PNSC estd relacionado a infeccdo e

morbidade da doenca de Chagas na regido’ " '®

, estudo da vegetacdo de caatinga’® e da flora
especifica™. Outros estudos estdo relacionados 2 pré-histéria, estilos tecnolégicos da cerdmica
desta época, conflitos e praticas territoriais, processo de constituicdo e atividade ecoturistica
no Parque e estudos especificos sobre a fauna local. Existe na literatura o registro de apenas
um trabalho cientifico realizado sobre o tema do uso da 4dgua e sua relacdo com a saude da
populacio no entorno do PNSC”.

De acordo com o Plano de Manejo do PNSC, a meta principal do plano de manejo do
Parque € recuperar o estado de equilibrio entre prote¢do do patrimonio cultural e os aspectos
ecoldgicos do Parque de forma ainda a criar condicdes para que ele seja um polo de turismo
ecolégico explorado eficientemente e para isso a saide ambiental deve estar assegurada’®.

O monitoramento do fluxo de bactérias enteropatogénicas potencialmente
intercambidveis entre animais e humanos por veiculacdo hidrica € imprescindivel para
permitir a previsao da ocorréncia de surtos de agravos a satide humana.

Analisar a presenca destas bactérias potencialmente patogénicas circulando na regido
do Parque da Serra da Capivara possibilitard o monitoramento da saide ambiental, além de
alertar a possiveis agravos para os animais € o homem. Dessa forma, estudos sobre a
diversidade de patégenos em dreas de conservacdo sdo ainda pioneiros e importantes na
constru¢do de futuros diagndsticos de saide ambiental em dreas de prote¢cdo como o Parque

Nacional Serra da Capivara.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

* Analisar a presenca e circulacdo de bactérias potencialmente enteropatog€nicas e
zoondticas na regido do Parque Nacional Serra da Capivara, localizado no sudeste do

Estado do Piaui — Brasil.

2.2. Objetivos Especificos:

* Detectar a diversidade de enteropatdogenos e bactérias potencialmente patogénicas

encontradas nas amostras coletadas;
* Determinar o padrao de susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas isoladas;

e Determinar o polimorfismo genético das amostras de Salmonella spp., através da
andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossdmico apds eletroforese em

campo pulsado (PFGE).
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3. MATERIAIS E METODOS

Visando a contextualiza¢do deste trabalho, o mesmo € um desdobramento do projeto
“Sustentabilidade e manejo dos reservatdrios de dgua no semi-arido do Piaui”, desenvolvido
junto ao Programa de Desenvolvimento Tecnoldgico em Satdde Publica — PDTSP, da
Fundacdo Oswaldo Cruz desenvolvidos por uma equipe da qual participa o Prof® Dr. Sergio
Augusto de Miranda Chaves, pesquisador do Departamento de Endemias Samuel Pessoa

(DENSP) / Escola Nacional de Saide Publica Sérgio Arouca (ENSP) / Fundacdo Oswaldo

Cruz (FIOCRUZ).

3.1. Area de Estudo
Com uma drea de 129.953 ha e um perimetro de 214.235 m, o Parque Nacional Serra

da Capivara — PNSC, localizado na regido sudeste do estado do Piaui (Figura 1), ocupa
porcdes dos territérios dos municipios de Sdo Raimundo Nonato (Foto 1), Coronel José Dias

(Foto 2), Joao Costa (Foto 3) e Brejo do Piaui com acesso através das rodovias BR-020 e PI-

040.
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Figura 1 — Localiza¢do do Parque Nacional Serra da Capivara — PI/Brasil.
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Foto 1 — Area urbana do Municipio de Sio Raimundo Nonato — P1/Brasil
(http://www.portalserradacapivara.com.br)

Foto 2 — Municipio de Coronel José Dias — PI/Brasil

(foto do autor)

_— i e

Foto 3 — Municipio de Jodao Costa — PI/
(http://180graus.com/joao-costa)

Brasil
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O Parque Nacional Serra da Capivara — PNSC, localizado na regido sudeste do estado
do Piaui, ocupa porc¢des dos territérios dos municipios de Sdo Raimundo Nonato, Coronel
José Dias, Jodo Costa. Criado em 1992, o municipio de Coronel José Dias (Foto 2) surgiu
devido ao desmembramento do municipio de Sdo Raimundo Nonato (Foto 1). Possui uma
populacdo de 3.606 habitantes dos quais 1.082 vivem na drea de prote¢do permanente, ou
seja, 30% da populagio total. Esse municipio é composto por 25 povoados: 1) Sitio do Moco;
2) Barreirinho; 3) Barreirdo Grande; 4) Coronel José Dias; 5) Limoeiro; 6) Queimada Nova;
7) Maquiné; 8) Sanharé; 9) Casa Nova; 10) Baixa da Queda; 11) Limpo Grande; 12) Barra do
Antonido; 13) Boi; 14) Lagoa; 15) Serrote; 16) Borda; 17) Sao Miguel; 18) Lagoinha; 19)
Veneza; 20) Barreirinho II; 21) Lagoa do Inécio; 22) Po¢co do Angico; 23) Barra da
Umburana; 24) Santo Antdnio e 25) Saco.

Dentre esses povoados, destaca-se o Sitio do Mocé (Foto 4), onde nos ultimos dez
anos foram realizados diversas atividades de apoio a comunidade, desenvolvidas pela
FUMDHAM com a colaboragdo técnica do governo da Itdlia propiciando melhor infra-
estrutura, o que permitiu criar uma estrutura de servicos que beneficiou todo o povoado.

O municipio de Sao Raimundo Nonato possui uma superficie de aproximadamente
2.433,55 Km? e uma populagdo de 32.347 habitantes®'. Sua densidade demografica é de 13,29
habitantes por km?, sendo que 499,3 km? correspondem a superficie do municipio que esta
enquadrada 4 Area de Preservacio Permanente.

A populagao dos dois municipios tem como principal fonte de sobrevivéncia os ativos
do Parque e, ainda que proibido, se utilizam da caga inclusive por uma questdo cultural,
principalmente a caca de tatu. Existe na regido uma grande quantidade de cacgadores
profissionais que cagam por encomenda no interior da unidade. A repressdo contra os
cacadores tem gerado atritos entre a cultura tradicional e o modelo de protecao que funciona
na unidade, o que muitas vezes bloqueia a aproximagdo de acdes educativas junto a estas
populacoes.

A criacdo do Parque, em 1979, teve como principal motivacdo a preservacio de sitios
arqueoldgicos ricamente ornamentados com pinturas rupestres, entre eles os mais antigos das
Américas®®. O Parque é denominado Patriménio Cultural da Humanidade pela Unesco desde
1991.

O PNSC estd inserido no dominio morfo-climatico das caatingas, sendo ambiente
propicio para o desenvolvimento de grande nimero de espécies da fauna que servem de

abrigo para espécies endémicas da caatinga, como o mocé (Kerodon rupestris), espécies
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endémicas da caatinga que classicamente representam a imagem do Parque, dentre outras,
inclusive espécies ameacadas de extingdo, como a onga-pintada (Panthera onca)*.
Estendendo-se por uma 4rea de 73.082 ha, encontramos a Area de Preservacao Permanente —
APP do PNSC, ou zona de amortecimento (Lei 9.985/00)71. De acordo com a Resolugdo do
CONAMA 013/90, esta area € delimitada por um cinturdo de 10 Km de largura que circunda o
Parque e € designada como “entorno do Parque”.

O relevo do PNSC (Figura 2) se mostra em forma de chapadas e serras, ao norte, e de
planicies ao sul. As serras, em virtude do processo erosivo a que foram submetidas pela dgua
e pelo vento ha mais de 40.000 anos, sdo recortadas formando “canyons”, ou boqueirdes,
como sdao chamados localmente, com aspecto ruiniforme onde sdo encontrados cavernas e

abrigos®™”.

Figura 2 — Imagens do Parque Nacional Serra da Capivara — PI/Brasil (fotos do autor)

O clima ¢é semi-arido, quente e seco e a precipitacdo média anual é de 600 mm, com o
periodo chuvoso de dezembro a marco. Nao ha rios perenes na regido e o parque encontra-se
exatamente na zona de contato da bacia Maranh@o-Piaui com a depressao periférica do médio
Sdo Francisco®.

As rochas encontradas na regido, em sua maioria sao gnaisses, filitos, marmores, Xistos
e quartzitos, rochas que apresentam baixa porosidade, possibilitando o actimulo de dgua
subterrinea apenas em suas fraturas e fendas. Ao sul e a nordeste do PNSC, os solos sdo
areno-argilosos, claros na superficie e avermelhados nos horizontes inferiores’.

Na regido do Parque, o principal reftigio para a fauna sdo os boqueirdes que no periodo
da seca se assumem importante papel para conservagdo da fauna. A fauna da caatinga é muito
rica e com muitas espécies endémicas, aproximadamente mais de trinta espécies de mamiferos
ndo-voadores, mais de vinte espécies de quirdpteros, mais de duzentas espécies de aves, vinte

espécies de lagartos, ofidios e anfibios. Estes nimeros nido sdo definitivos, pois novas
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espécies sdo encontradas com frequéncia e alguns grupos ainda sdo conhecidos muito
superficialmente83 .

A fauna de mamiferos da regiao € composta pelos seguintes grupos: Cervidae (familia
de mamiferos ungulados representados pelos veados), Tayassuidae (familia de mamiferos,
como os porcos selvagens), Carnivora (ordem de mamiferos placentdrios, amplamente
difundidos), Didelphidae (familia de mamiferos, a qual pertencem os gambds), Primata
(ordem de mamiferos comumente conhecidos como macacos), Rodentia (ordem de mamiferos
representando os roedores), Cingulata (ordem de mamiferos, que incluem os tatus) e Pilosa
(ordem de mamiferos que incluem preguicas e tamanduds). A mastofauna de animais
domésticos da regido é composta por caprinos, ovideos, € por pequenos rebanhos de bovinos e
suinos assim como de caes e gatos. Os animais de tragdo, principalmente os jumentos (jegues)
sao abundantes e utilizados pela maioria dos moradores locais, sem contar a criacdo de

o 5
gahnaceos8 .

3.2. Aspectos Eticos

Todas as atividades relacionadas a este trabalho de pesquisa s6 foram realizadas depois
de solicitadas as respectivas autorizacdes ao Comité de Etica em Pesquisa - CEP, a fim de
garantir 0 bem-estar dos envolvidos e o cumprimento da legislagdo em vigor, € em
consondncia com as Diretrizes e Normas Reguladoras de Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos, estabelecidas pela Resolu¢do CNS 196/96, sob cadastro e liberacdo concedida pela

Plataforma Brasil — CAAE: 02222712.5.0000.5240.

3.3. Autorizacao para Coleta de Amostras Ambientais

Foram também solicitadas e concedidas autorizacdo para as atividades com finalidade
cientifica em d4rea de preservacdo ambiental para o 6rgdo governamental competente —
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade — ICMBio — Ministério do Meio
Ambiente, através do Sistema de Autorizag¢do e Informagao em Biodiversidade — SISBIO, sob

nimero de autorizagdo 34514-1.
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3.4. Local de Execuc¢ao das Analises Laboratoriais
As andlises laboratoriais referentes ao isolamento, identificacdo, pesquisa de
suscetibilidade antimicrobiana e biologia molecular foram realizadas no Laboratério de

Zoonoses Bacterianas, IOC/Fiocruz,RJ.

3.5. Expedicao de Ida a Campo

A obtencdo dos dados primérios foi realizada através de duas idas a campo que
duraram aproximadamente oito dias cada uma, realizadas nos meses de julho de 2012 e

janeiro de 2013, respectivamente.

Ap6s deslocamento aéreo entre as cidades do Rio de Janeiro/RJ e de Petrolina/PE,
utilizou-se transporte rodovidrio para percorrer aproximadamente 300 Km até a chegada a
cidade de Sao Raimundo Nonato/PI, localidade com maior infraestrutura préxima do Parque
Nacional Serra da Capivara. Para cumprir este trajeto, foi necessario um dia para a viagem de

ida e um dia para a viagem de volta.

Para a realizacdo das coletas na extensiao de todo o PNSC e seu entorno foi necessério
a utilizacao de um veiculo 4x4 e o auxilio de um motorista e guia autorizado para execugao de
tal tarefa. Ao longo do periodo de seis dias, foram percorridos aproximadamente 600 km para

que todas as areas representativas do PNSC estivessem contempladas nas coletas.

3.6. Amostragem
Com a realizagdo de duas idas a campo, foram coletadas um total 170 amostras
divididas em: 55 de origem humana, 29 de origem animal e 86 de origem ambiental

(Tabela 4).

Tabela 4 — Periodos e Amostras Coletadas e suas Respectivas Fontes de Isolamento.

PERIODO | HUMANA | ANIMAL | AMBIENTAL | N (%)
Junho — 2012 | 28 (50,9%) | 14 (48.3%) | 43 (50%) 85 (50%)

Janeiro — 2013 | 27 (49,1%) | 15 (51,7%) |  43(50%) 85 (50%)
Totaln (%) | 55(100%) | 29 (100%) | 86 (100%) | 170 (100%)
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3.6.1. Amostras Humanas

Em se tratando da coleta do material humano, na primeira ida a campo (junho de 2012)
foram realizadas coletas de amostras fecais de 28 individuos que se dispuseram a participar de
livre e espontinea vontade do estudo em questdo (Anexo I - Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido). J4 na segunda expedi¢do (janeiro de 2013), o montante de amostras fecais
coletadas foi de 27 individuos, pois um dos individuos ndo estava presente na localidade para

ceder o material, totalizando 55 amostras fecais humanas coletadas.

Os individuos que aceitaram participar do estudo ndo relataram nenhum tipo de
sintomas ou quadro clinico compativel com gastroenterite sendo este um critério de inclusao.
A idade variou de dias/meses a 60 anos de idade e todos moradores da localidade: Sitio do
Mocé (Foto 4), o povoado mais préximo da entrada principal para os turistas no Parque

Nacional Serra da Capivara.

Foto 4 — Vista do Sitio do Moc6 - Municipio de Coronel José Dias — PI/Brasil (foto do

autor).

3.6.2. Amostras Animais

As amostras fecais de origem animal foram coletadas diretamente do ambiente, onde
se encontravam disponiveis, sem a captura dos animais, desde que apresentassem aspectos
como cor e umidade que levassem a percep¢do de que se tratavam de fezes frescas.

A coleta foi realizada durante o percurso da expedicdo e foram coletados exemplares
fecais tanto de animais silvestres quanto de animais de criacdo. No caso das amostras dos
animais silvestres, algumas caracteristicas foram utilizadas para o auxilio da identificacao das

fezes, como a forma, a presenca de pelos e marcas de pegadas e rastros dos animais®®.
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No total, foram coletadas 29 amostras fecais nas duas expedi¢des de campo, sendo 7

de animais silvestres e 7 de animais de criacdo na primeira expedicdo, e 8 de animais

silvestres e 7 de animais de criacdo na segunda expedi¢ao (Tabela 5).

Tabela S — Distribuicdo das Amostras Fecais Provenientes de Animais e seus Respectivos

Locais de Origem.

COLETA ORIGEM DAS AMOSTRAS LOCAL DE COLETA N°DE
AMOSTRAS
Primata (Macaco prego) Guarita Serra Vermelha 2
Animais Kerodon rupestris (Moc6) | Boqueirdo da Pedra Furada 2
Silvestres | Aves (Canciio) Guarita Serra Vermelha 2
Junho - 2012 (n=7) Carnivoro (Onga) Olho d 4gua da cocheira 1
(14 amostras) Suinos (Porcos) Fazenda Esperanca 3
Animais de | Aves (Galinhas) Fazenda Esperanca 2
Criacao Sitio do Moc6 2
(n=7)
Primata (Macaco prego) Guarita Serra Vermelha 2
Animais Kerodon rupestris (Moc6) | Boqueirdo da Pedra Furada 2
Silvestres | Aves (Cancio) Guarita Serra Vermelha 2
(n=28) Anuro (sapo) Caldeirdo do Gado 2
Janeiro - 2013 Suinos (Porcos) Fazenda Esperanca 3
(15 amostras) | Animais de | Aves (Galinhas) Fazenda Esperanga 2
Criacao Sitio do Mocé 2
(n=7)
TOTAL 29

3.6.3. Amostras Ambientais

Como o recurso hidrico é escasso na localidade do PNSC e seu entorno, fontes
alternativas de suprimento de dgua sdo necessdrias no cotidiano da populacio, que utiliza as
seguintes formas de armazenamento de dgua:

Barreiros, acudes, tanques e barragens: Escavacdes antropicas em terrenos argiloso que
acumulam 4gua da chuva, ou deposi¢des de terra com o intuito de barrar o escoamento da

dgua de chuva, acumulando-a;

Cisternas: Reservatério de alvenaria ou fibra que armazena dgua da chuva captada por um
sistema de calhas, com capacidade para 10.000 a 16.000 litros;
Caldeirao: Depressoes escavadas naturalmente no afloramento rochoso que acumulam agua

de chuva;

Pocos profundos: Perfuragdes no terreno que captam dgua subterranea.
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Neste estudo, as amostras de dguas coletadas foram provenientes de fonte de consumo
humano e animal e ainda dguas destinadas a diversos outros usos provenientes de caldeirdes,
cisternas, barreiros, barragens e po¢os no interior e entorno do Parque Nacional Serra da
Capivara abrangendo tanto dreas de baixada quanto dreas de maior altitude, como as chapadas
(Figura 3).

Ao todo, foram coletadas 43 amostras de dgua superficial em diversos corpos d dgua
encontrados nas duas expedi¢des. Cada amostra de dgua coletada correspondeu a um dos

pontos de coleta marcado na Figura 4, os quais sdo descritos no Quadro 2.
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Figura 3 — Demonstracdo dos locais de coleta - Caldeirao: 1) Caldeirdo do Perna, 2) Caldeirdo
do Alto da Serrinha; Barreiro: 3) Barragem da Lagoinha, 4) Cisterna da Lagoinha; Barragem: 5)

Barragem do Jenipapo; Poco: 6) Poco do FUMDHAM; Cisterna: 7) Cisterna Jodozinho da Borda

(fotos do autor).
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Figura 4 — Mapa dos Pontos de Coleta. A — Caldeirfo Boqueirdo da Pedra Furada; B — Caldeirdo
Grotado da Esperanca; C — Baixdo das Mulheres; D — Caldeirdo do anfiteatro — Museu; E —
Sitio do Moco; F — Caldeirdo do Vilmar; G — Fazenda Esperanca; H - Caldeirdo da
Ceramica; I - Caldeirdo do Fundo do Boqueirdo da Pedra Furada; J — Caldeirdo do
Apertado; K — Caldeirdo do alto da Serrinha; L - Barragem dos 80, M - Barragem da
Veneza; N — Lagoinha (Cisterna e Barragem); O - Jodozinho da Borda (Poco para uso em
geral; Poco para consumo doa animais e Cisterna); P — Caldeirdo do Rogério; Q - Caldeirdo
do Paraguaio; R - Baix@o da Vaca; S - Caldeirdo do Urubu; T - Caldeirdo da beirada; U -
Caldeirao do Veredao Paraguaio; V - Olho d'dgua do Cezario; W - Barragem do Jenipapo;
X - Olho d'dgua da Cocheira; Y - Caldeirdo/Olho d'dgua da Cacimba; Z - Caldeirdo do
fundo do Boqueirdo do Gongo; a - Tanque de cimento do Gongo; b - Olho d'dgua do
Gongo; c- Barragem do Sdo Jodo Vermelho; d - Barragem do Cambraia; e - Morro do
Severo; f - Caldeirdao do Muricoca; g — Caldeirdo das Andorinhas; h - Caldeirdo do Perna; i
— Zabelé, j — Tanque do Alegre (Nao foi realizada coleta — Tanque seco); k -
Caldeirdao/Olho d'dgua da Serra Branca; 1 - Caldeirdo do Nezinho; m - Poco da
FUMDHAM,; n - Barragem do Onga; o - Guarita da Serra Vermelha; p — Caldeirdo da

Barriguda.
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Quadro 2 — Locais e Periodo de Coleta de Amostras Ambientais, com suas Respectivas

Origens e Utilizacoes.

Periodo — Junho 2012 e Janeiro 2013

Ponto de coleta Forma de | Origem da Local Utilizacao
Armazen agua
amento
Caldeirdao do Museu — Anfiteatro (D)* Caldeirao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres
Caldeirao Ceramica (H) Barreiro chuva Entorno PNSC Consumo por animais
de criacdo
Caldeirao do Alto da Serrinha (K) Caldeirdao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres
Caldeirdo Grotdo da esperanca (B) Caldeirao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres
Caldeirdo da Esperanca (G) Barreiro chuva Entorno PNSC Consumo por animais
de criacio e silvestres
Caldeirdo do Vilmar - Cald. do Sitio do Meio (F) Caldeirdao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres
Caldeirao BPF (A) Caldeirao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres
Caldeirao Fundos do BPF (I) Caldeirdao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres
Caldeirdo do Apertado (J) Caldeirdo chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres
Caldeirao do Gado - Baixao das Mulheres (C) Caldeirao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres
Pogo Jodozinho da Borda (uso em geral) (O) Poco Pogo semi- | Entorno PNSC Uso em geral e
artesiano consumo por animais
de criacdo
Poco Jodozinho da Borda (consumo animais) (O) Poco Poco semi- | Entorno PNSC Consumo por animais
artesiano de criacdo
Cisterna Jodozinho da Borda (O) Cisterna chuva Entorno PNSC Consumo humano
Cisterna da Lagoinha (N) Barreiro chuva Entorno PNSC Uso humano e consumo
por animais de criagdo
Barragem da Lagoinha (N) Barragem chuva Entorno PNSC Uso humano e consumo
por animais de criagdo
Barragem da Veneza (M) Barragem chuva Entorno PNSC Uso humano e consumo
por animais de criagdo
Caldeirdo do Roggério (P) Caldeirdo chuva Entorno PNSC Consumo por animais
de criacdo
Barragem do Onga (n) Barragem Bacia Entorno PNSC Uso e consumo humano
Canidé - e por animais de
Piaui criagdo
Barragem dos 80 (L) Barragem chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres
Baixdo da Vaca (R) Caldeirdao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres
Caldeirdo do Paraguaio (Q) Caldeirdo chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres
Caldeirao da beirada (T) Barreiro chuva Entorno PNSC Uso humano e consumo
por animais de criagdo
Caldeirdo do Vereddo Paraguaio (U) Barreiro chuva Entorno PNSC Uso humano e consumo
por animais de criagdo
Olho d'dgua do Cezario (V) Barreiro fonte natural | Entorno PNSC Uso humano e consumo
por animais de criagdo
Barragem do Jenipapo (W) Barragem Bacia Entorno PNSC Uso e consumo humano
Canindé - e por animais de
Piaui criagdo
Barragem do Cambraia (d) Barragem chuva Entorno PNSC Consumo por animais

de criagdo
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Periodo — Junho 2012 e Janeiro 2013

Ponto de coleta Forma de | Origem da Local Utilizacao
Armazen agua
amento
Pogo do Morro do Severo (e) Poco Poco Entorno PNSC Uso e consumo humano
artesiano e por animais de

criagdo

Barragem do Sédo Jodo Vermelho (c) Barragem chuva Entorno PNSC Consumo por animais
de criacdo

Caldeirdo do fundo do Boqueirdo do Gongo (Z) Caldeirdo chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Tanque de cimento do Gongo (a) Caldeirao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Olho d'dgua do Gongo (b) Caldeirdao | fonte natural | Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Caldeirao/Olho d'dgua da Cacimba (Y) Caldeirdo chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Olho d'dgua da Cocheira (X) Caldeirao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Caldeirdao do Urubu (S) Caldeirao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Zabelé (i) Caldeirdao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Olho d'dgua da Serra Branca (k) Caldeirdo | fonte natural | Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Caldeirao/Olho d'dgua da Serra Branca (k) Caldeirdao | fonte natural | Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Caldeirdo do Nezinho (1) Caldeirdao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Caldeirao do Murigoca (f) Barreiro chuva Entorno PNSC Consumo por animais
de criacdo

Caldeirao das Andorinhas (g) Caldeirao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Caldeirdo da Barriguda (p) Caldeirdo chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Caldeirdo do Perna (h) Caldeirdao chuva Interior PNSC Consumo por animais
silvestres

Poco do FUMDHAM (m) Poco Poco Interior PNSC Uso e consumo humano

artesiano e por animais silvestres

*()-Localizagdo no mapa na Figura 4.
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3.7. Coleta das Amostras

3.7.1. Metodologia Empregada para a Coleta de Amostras Fecais de Origem Humana

As amostras fecais humanas foram coletadas pelos proprios participantes do estudo,
apds explicitacdo da pesquisa, leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Também foram fornecidas orientacdes claras e objetivas sobre os procedimentos
para a coleta do material (Anexo I - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido). Como
critério de inclusdo ficou estabelecido que, para participar da pesquisa, o individuo apresenta-

se perfeito estado fisico de satde.

3.7.2. Metodologia Empregada para a Coleta de Amostras Fecais de Origem Animal

As amostras de fezes, tanto de animais silvestres quanto de criacdo, foram obtidas por
intermédio de swabs e conservadas utilizando meio de transporte Cary-Blair durante as duas
expedi¢cdes ao PNSC (Foto 5). Para a coleta, as fezes foram impregnadas em swabs por

contato e em seguida introduzidas no tubo contendo o meio de transporte (Cary-Blair).

Foto 5 - Amostra de Origem Animal a Beira do Caldeirdo do Gado (Municipio de Coronel
José Dias — P1/Brasil) e o Dispositivo Utilizado para a Coleta (swab com meio de transporte)
(fotos do autor).
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3.7.3. Metodologia Empregada para a Coleta de Amostras Ambientais — Amostras de
Agua dos Corpos d’Agua

Para a coleta das amostras de dgua, foram utilizadas seringas (60 mL) acopladas a
suportes de filtracdo estéreis contendo uma membrana de éster celulose com porosidade de
0,22 pum e 47 mm de diametro (Swinnex®, Millipore, USA), seguindo metodologia adaptada
de Ramaiah e De®’ (Figura 5).

Figura 5 — Coleta de Amostra Ambiental Utilizando Sistema de Filtragado (fotos do autor).

3.8. Transporte de Amostras

Apo6s a coleta das amostras de dgua, cada suporte de filtracdo contendo a membrana
filtrante onde as células bacterianas ficaram retidas e os swabs contendo os materiais fecais
humanos e animais foram armazenados imediatamente em caixas térmicas de transporte e
conservados a cerca de 10°C com gelo recicldvel (Figura 11) até a chegada dos materiais ao

laboratério de Zoonoses Bacterianas, [OC/Fiocruz,RJ (aproximadamente de 72 h a 96 h).
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3.9. Processamento das Amostras

Apo6s a chegada ao laboratdrio, os suportes de filtragdo foram abertos dentro da cabine
de seguranga biologica e a membrana foi removida assepticamente com o auxilio de uma
pinca. Em seguida, cada membrana foi introduzida em tubos contendo 40 mL de Caldo
Nutriente (Difco, USA) e incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C durante 18 a 24 horas®.

Os swabs utilizados para a coleta de material fecal, tanto animal quanto humano,
foram mantidos em temperatura de geladeira (4°C ) por até 2 horas, antes de serem utilizados
para semeadura nos meios de cultura especificos.

Para os swabs contendo as amostras fecais coletadas, utilizou-se o esquema classico
para pesquisa de Enterobactérias potencialmente patogé€nicas com meios de enriquecimento
(Caldo Rappaport/ Merck e Agua Peptonada Alcalina/ pH 8,4-8,6) e posterior semeadura em
meios seletivos, e também, a semeadura direta em meios seletivos (dgar EMB — Eosin
Methylene Blue Agar/ Difco, USA e dgar Hektoen — Hektoen Enteric Agar/ Difco, USA)¥.

Para a pesquisa de bactérias do Género Campylobacter, utilizou-se semeadura direta em agar

Columbia com Carviéo (Difco, USA)9O.

3.9.1. Isolamento Bacteriano

A semeadura do indculo, realizada com o préprio swab, bem como das aliquotas de
10uL do caldo de enriquecimento pds-incubacdo, foi realizada no meio de cultura com baixa
seletividade (Meio EMB) e no meio de cultura com média seletividade (4gar Entérico

Hektoen) e dgar Colimbia com carvao para a pesquisa do género Campylobacter.

A partir do crescimento de 24 horas a temperatura de 37°C, observou-se as
caracteristicas das colonias, tanto das bactérias fermentadoras de lactose com coloracdo
rosa/rosa escura (Lac+) quanto das bactérias nao fermentadoras de lactose, que se apresentam
como claras ou transparentes (Lac-)

Foram definidos alguns critérios para a selecdo de colonias, visando obter uma
amostra representativa da populacdo presente em cada placa semeada: a apresentacdo de
aspectos macro-morfolégicos diferentes (tamanho, bordos, elevacdo e pigmentacdo) e o
nimero de coldnias em cada placa semeada (3 a 5 coldnias, dependendo da quantidade de
crescimento). Em sequéncia, as colOnias selecionadas foram repicadas para nova placa
contendo os meios de cultura dgar EMB, dgar Hektoen e dgar Coliimbia com carvao, visando

a confirmacdo da pureza das coldnias.
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3.9.2. Caracterizacao Bioquimica

Apés a semeadura e a obtencdo do crescimento bacteriano em forma de coldnias
isoladas, as amostras de interesse foram classificadas taxonomicamente através da utilizagao
de testes e provas que determinam seu metabolismo bioquimico. As provas utilizadas foram
baseadas na fermentagdo, oxidacao, degradacdo e hidrdlise de vérios substratos, destinados a
identificacdo de bactérias aer6bias Gram-negativas pertencentes a familia Enterobacteriaceae
e do género Campylobacter, além de bacilos Gram-negativos ndo fermentadores da glicose.
Para os bacilos Gram-negativos, fermentadores ou nao, as técnicas de isolamento e

. e . ~ ‘o fooi o 89,91
identificacdo obedeceram a orientagdes metodoldgicas cldssicas 991,

Colonias isoladas foram transferidas para tubos de ensaios contendo 0s meios para as
andlises bioquimicas: TSI (Triple Sugar Iron Agar/ Difco, USA), SIM (H,S - Indol —
Motilidade/ Himedia, IND), Citrato de Simmons (Himedia, IND), descarboxilacdao da lisina
(L-lisina/ Difco, USA) e para pesquisa de urease (Caldo Uréia/ Himedia, IND), todos
incubados a 37°C durante o periodo de 24 a 48h.

Na andlise do grupo dos coliformes, as colonias foram transferidas para o meio de
triagem TSI e paralelamente foram semeadas em meio de cultura cromogénico (Agar
HiCrome ECC/ Himedia, IND) visando a identificacdo presuntiva de coliformes oriundos das

coproculturas e do meio ambiente.

Apds a leitura dos testes bioquimicos, as amostras foram identificadas conforme
género e/ou espécie bacteriana (Quadro 3). Além desse esquema bioquimico simplificado, foi
necessario acrescentar outros testes para algumas cepas, como o de fermentacdo de maltose,
descarboxilac@o de outras fontes de aminoécidos (arginina e ornitina), utiliza¢ao de malonato,

provas de Vermelho de metila e Voges-Proskauer e o teste de fenilalanina-desaminase.

Quadro 3 — Sistema Simplificado de Provas Bioquimicas para a Identificacdo dos Principais

Géneros da Familia Enterobacteriaceae.

TESTES\ Escherichia|Shigella|Salmonella|Citrobacter|Klebsiella|Enterobacter|Hafnia|Serratia| Proteus| Yersinia
ESPECIES

GLICOSE (Gas)

+

+

LACTOSE (icido)

+

CITRATO SIMMONS

+ |+ [+

+ |+ [+

H.S

+ |+

INDOL

<<+ <+

< |<|<

LISINA DESCARBOXILASE

+
+

+

UREASE

+ [+

+

MOTILIDADE A 37 °C

\

+

+ | <<

+

Legenda: + Positivo; - Negativo; v varidvel dependendo da espécie. Fonte Koneman et al., 2008¥
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Para o estudo das bactérias do género Campylobacter, o material foi semeado no meio
de cultura 4gar Columbia acrescido de 4% de carvado inativado, e incubado em atmosfera de
microaerofilia por periodo de 48 horas a 42°C. Findo o periodo de incubagdo, observou-se
como triagem o crescimento caracteristico das colonias com brilho d“dgua, constatando-se
através da coloracdo de Gram a morfologia celular tipica do género Campylobacter 2,

O diagnéstico presuntivo do género Campylobacter baseia-se na observacio
microscopica das coldnias suspeitas, através de esfregaco corado pelo método de Gram e na
producdo ou ndo das enzimas oxidase e catalase. Acrescentam-se ainda os testes de hidrélise
do acetado de indoxila e do hipurato de sédio, visando identificar as trés principais espécies
incriminadas nos processos gastroentéricos: Campylobacter jejuni, Campylobacter coli e

Campylobacter lari*.

3.9.3. Manutencao das Amostras Bacterianas

Ap6s a identificagdo bioquimica, as cepas foram repicadas em microtubos de
centrifugas contendo dgar estoque (Difco) e em seguida foram incubadas a 35°C por 24h. Os
microtubos foram identificados e envolvidos com fita do tipo parafilme, para melhor vedacdo,

e foram armazenados em sala refrigerada, ao abrigo da luz.

3.9.4. Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA)
O perfil de resisténcia antimicrobiana foi realizado através do método de difusdo em

93. 94, segundo as recomendacdes do Clinical and Laboratoty Standardas®, utilizando-se

agar
discos (Oxoid) impregnados com as seguintes drogas e respectivas concentragdes
apresentadas no Quadro 4.

O critério de escolha destes firmacos tomou por referéncia, as drogas de ultima
geracdo empregadas na teraputica humana e veterindria, e aquelas recomendadas pela
Organizacio Mundial de Saide — OMS® quanto aos antimicrobianos utilizados no
monitoramento da resisténcia bacteriana. Os farmacos utilizados foram Ampicilina, Acido
Nalidixico, Cefoxitina, Ceftazidima, Ciprofloxacina, Gentamicina, Imipenem, Estreptomicina,
Cloranfenicol, Sulfametoxazol-Trimetoprim, Tetraciclina e Nitrofurantoina, que sdo

representativos das seguintes classes de antimicrobianos: beta-lactimicos (penicilinas e

cefalosporinas), fenicéis, tetraciclinas, quinolonas, aminoglicosideos, carbapenens, inibidores
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de folatos e nitrofuranos (Quadro 4).

A cepa padrdao associada ao controle da qualidade do meio de cultura e discos
antimicrobianos foi a Escherichia coli ATCC 25922 que é utilizada para avaliacdo geral da
bateria de discos, inclusive associacdes de inibidores da Beta-lactamase; controle negativo
para Beta-lactamase.

A partir da cultura de 24 horas a 37°C em placas de 4gar Nutriente (Difco), foram
selecionadas de 5 a 10 colonias, as quais foram inoculadas em Caldo Muiller-Hinton (Oxoid)
e incubadas a 37°C até atingir densidade Otica correspondente a turvacdo 0,5 da escala de
MacFarland (BioMerieux). O indculo foi padronizado através do espectofotometro (Unico-
1100, EUA). Este crescimento bacteriano foi semeado na superficie das placas contendo Agar
Mueller-Hinton (Oxoid) com uso de swab esterelizado. Apds 15 minutos, os discos foram
depositados sobre o meio (Anexo II).

As placas foram incubadas a 35°C por 16-18 horas, sendo observada a presenca ou nao
de halos de inibi¢cdo, assim como seu didmetro através do uso de um paquimetro digital

(Mitutoyo, Japdo) comparando-os com a tabela dos valores de referéncia’”.

Quadro 4 — Drogas Antimicrobianas Utilizadas na Avaliacdo do Perfil de Suscetibilidade

Antimicrobiana.
Antimicrobianos (Oxoid) Concentragido | Sigla
Beta-lactamicos
Penicilina Ampicilina 10 ng AMP
Cefalosporina Cefoxitina 30 pug FOX
Ceftazidima 30 g CAZ
Quinolonas Acido Nalidixico 30 ug NA
Ciprofloxacina 10 ng CIp
Aminoglicosideos Gentamicina 10 pg CN
Estreptomicina 10 pg S
Carbapenens Imipenem 10 ng IMP
Fenicois Cloranfenicol 30 ug C
Antifolatos Sulfametoxazol-Trimetoprim 25 nug SXT
Tetraciclinas Tetraciclina 30 pug TE
Nitrofuranos Nitrofurantoina 300 ng F
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3.10. Caracterizacao antigénica de Salmonella spp.

A partir da confirmacdo do perfil bioquimico, as amostras foram semeadas em Agar
Nutriente inclinado (Difco) e incubadas a 37°C durante 18 a 24 horas. O crescimento obtido
foi suspenso em 1 a 2 mL de solucdo 0,85% de cloreto de sédio. A caracterizagdo antigénica
foi realizada apds a verificacdo da estabilidade da suspencdo, visando eliminar as formas
rugosas (auto-aglutinacio), através da técnica de soroaglutinacdo rédpida em lamina. Foram
utilizados os antissoros polivalentes ¢ monovalentes somaticos (O) e flagelares (H) para a
identificacdo da estrutura antigénica’.

A identificacdo antigénica foi realizada no Laboratério de Referéncia Nacional de
Enteroinfeccdes Bacteriana (LRNEB), do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ/RJ, realizada
com base no esquema sorolégico de Kauffmann-White e Le Minor e repersentada de acordo
com as orientacdes de Grimont e Weill®

pelo LRNEB/IOC/FIOCRUZ.

Todos os antissoros empregados foram produzidos

3.11. Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE - Pulsed-Field Gel Eletrophoresis) para
Amostras de Salmonella spp.

A técnica de eletroforese em campo pulsado, do inglés Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) € usada para separar grandes fragmentos de DNA por meio da
reorientacdo do DNA em gel pela acdo de campos elétricos alternados. Esta técnica €
reconhecida como padrio ouro para a caracterizacdo de linhagens bacterianas’’.

Os ensaios foram baseados no procedimento operacional padrdo preconizado pela
PulseNet PFGE para subtipagem molecular de sorovares de Salmonella spp., disponiveis no
sitio eletronico do Centro de Controle e Prevengdo de Doencas — CDC
(http://www.cdc.gov/pulsenet). Este procedimento é preconizado pelo CDC com o propdsito
de fornecer aos participantes do PulseNet a garantia de que o mesmo procedimento esteja
sendo realizado para a realizagcdo de PFGE de Salmonella em diferentes laboratérios, de
forma a garantir a comparagao interlaboratorial dos resultados gerados (Anexo III).

Tal procedimento utiliza o sistema CHEF-DR III para a eletroforese em gel de campo
pulsado e conta com trés etapas principais, descritas suscintamente no Anexo III: i) Lise
celular; ii) Digestao do DNA a ser analisado com enzima de restri¢ao (Xbal); e iii) Preparacao
e carga do gel de agarose. A interpretacdo dos resultados da andlise é realizada por meio da
visualizacdo dos fragmentos de DNA em gel de agarose, corados por brometo de etidio, que

. .. S . 8
emite fluorescéncia ao ser submetido 2 luz ultravioleta®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento de Bactérias Gram-negativas nas Amostras de Diferentes Origens

Conforme descrito, as coletas foram realizadas em diferentes regides no interior e
entorno do PNSC, durantes as idas ao campo (junho de 2012 e janeiro de 2013), computando
um montante de 170 amostras coletadas.

Como resultado, foi obtido um total de 522 isolados de bactérias Gram-negativas
provenientes das 86 amostras de dgua, 55 amostras fecais de origem humana e 29 amostras
fecais de origem animal. Foram obtidos 169 isolados bacterianos a partir do processamento do
material coletado na primeira expedi¢do e 353 isolados do material resultante da segunda ida
a campo, como pode ser observado na Tabela 6.

Em todas as 170 amostras coletadas, obteve-se o isolamento de bactérias Gram-
negativas  potencialmente familia Enterobacteriaceae,

patogénicas, pertencentes a

independente do local de coleta ou fonte de isolamento.

Tabela 6 — Distribuic¢do dos Isolados de Bactérias Gram-negativas em Cada Periodo de Coleta

Segundo a Fonte de Origem.

PERIODOS | ORIGEM | N° AMOSTRAS (%) | N° DE ISOLADOS (%) | TOTAL (%)
Junho 2012 Humana 28 (16,5) 68 (13)
Animal 14 (8,2) 22 (4,2) 169
Ambiental | 43 (25,3) 79 (15.3) (32.4)
Janeiro 2013 | Humana 27 (15,9) 91 (17,4)
Animal 15 (8,8) 28 (5,3) 353
Ambiental | 43 (25,3) 234 (44.8) (67,6
TOTAL 170 (100) 522 (100) 522 (100)

4.2. Caracterizacao Bioquimica das Bactérias Gram-negativas

A maioria das bactérias isoladas (60%) foi oriunda dos ecossistemas aquaticos,

seguido das amostras de origem humana (30,5%) e de origem animal (9,5%). Como o nimero

de coletas ambientais superou o nimero de coletas de amostras humanas e animais, é possivel

que isso possa ter impactado o ndmero de isolamentos (Tabela 7).
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Tabela 7 — Numero de Bactérias Gram-negativas Fermentadoras Isoladas de acordo com o

Periodo de Coleta e Fonte de Isolamento.

ORIGEM DO MATERIAL PERIODOS TOTAL (%)
Agua coletada (60%) Junho 2012 (1? coleta) 79 (15,2)
Janeiro 2013 (2% coleta) 234 (44,8)
Fezes humanas (30,5%) Junho 2012 (1° coleta) 68 (13)
Janeiro 2013 (2% coleta) 91 (17,5)

Fezes animais (9,5%) Junho 2012 (1? coleta) 22 (4,2)
Janeiro 2013 (2% coleta) 28 (5,3)
100% TOTAL 522

A presenca de bactérias Gram-negativas fermentadoras de lactose em amostras de
dgua coletadas em dreas rurais ndo € incomum, pois muitas vezes ndo encontramos um
abastecimento de dgua adequado nestas dreas, levando os moradores a utilizarem pogos e
nascentes como as principais fontes de abastecimento, fontes estas bastante susceptiveis a
contamina95056.

Por se tratar de uma regido com falta de abastecimento publico de 4gua, baixa
pluviosidade e nenhum curso d’dgua permanente, o fornecimento de dgua para a drea do
PNSC ¢ feito a partir de um pogo artesiano perfurado de 800 metros de profundidade situado
na baixa da Serra Branca (Poco do FUMDHAM). Este poco € utilizado para o abastecimento
de 4gua nas guaritas do Parque, realizado por caminhao-pipa.

A oferta da 4dgua de poco para os animais de criagdo em algumas localidades
demonstra a grande importancia dos rebanhos, que representam uma fonte essencial de
alimentos para a populacdo do semidrido, tendo em vista as dificuldades de manutengao da
agricultura de subsisténcia, conforme registrado por Silva et al.” em toda a regido semidrida
nordestina.

Em algumas localidades, a 4gua da cisterna € usada de forma alternada a 4gua de pogo.
Isso pode representar um risco, visto a manutencdo pouco frequente das cisternas que sao
usadas por algumas familias de forma esporddica, pois a falta de higienizacdo adequada
contribui para um ambiente propicio para a multiplicacdo e a disseminac¢do de patdgenos
entéricos.

Em se tratando das amostras de origem animal, Jacobsen'” destaca a importancia dos
animais silvestres no papel da transmissdo de infeccdes humanas. Porém, como este estudo

partiu do pressuposto de ndo utilizar a captura dos animais para coleta das amostras, a
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obtencdo das amostras diretamente do ambiente se apresenta como um fator complicador no
processo de esclarecimento da circulagcdo de patdgenos zoonoticos.

Do total de 522 isolados bacterianos, foi possivel classificar 508 (97,3%) isolados
quanto ao género e/ou espécie da familia Enterobacteriaceae. As bactérias classificadas
inicialmente como bastonetes ou cocobacilos Gram-negativos foram submetidas a testes
bioquimicos para a identificacdo conclusiva, com a utilizacdo dos métodos tradicionais de
identificacdo, ndo sendo usados os sistemas de identificacdo disponiveis comercialmente.
Apenas 2,7% da amostragem total apresentou identificagao inconclusiva, sendo a maioria de
origem ambiental, provavelmente representando um universo amostral composto por bactérias
bastante incomuns na sua classificagao.

E importante ressaltar que muitos micro-organismos de origem ambiental ndo
apresentam crescimento quando cultivados em meios de cultura usuais e os métodos
fenotipicos de identificacdo bacteriana somente podem ser empregados em amostras
cultivadas in vitro que exibam caracteristicas metabodlicas de acordo com os padrdes
observados nos gé€neros e espécies ja descritos. Deste modo, considera-se que os micro-
organismos cultivaveis e identificdveis devem representar uma pequena fracao da diversidade
bacteriana presente no ambiente'"".

Como resultado da primeira coleta realizada no PNSC, em junho de 2012, foram
isoladas 68 amostras bacterianas de origem humana, representando 13% dos isolados. Nesse
montante, foi possivel identificar 67 isolados das seguintes espécies e/ou géneros da familia
Enterobacteriaceae: Citrobacter spp. (3 / 4,4%); Citrobacter freundii (5 / 7,3%); Escherichia
coli (33 /1 48,5%); Enterobacter spp. (13 / 19,2%); Enterobacter cloacae (1 / 1,4%); Klebsiella
oxytoca (2 1 3%); Klebsiella pneumoniae (2 |/ 3%); Proteus spp. (1 / 1,4%); Proteus mirabilis
(2/3%) e Serratia spp. (5 / 7,4%) sendo que em uma amostra (1,4%) nao foi posssivel chegar

a identificacdo (Tabela 8).
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Tabela 8 — Numero e Percentual de Isolados das Coproculturas Humanas Classificados nos

Géneros e/ou Espécies da Familia Enterobacteriaceae Distribuidos segundo os Periodos de

Coleta.
AMOSTRAS COLETADAS
IDENTIFICACAO JUNHO 2012 JANEIRO 2013 TOTAL (%)
(N=28) (N=27)
N° DE ISOLADOS (%) | N° DE ISOLADOS (%)
Citrobacter spp. 34,4 2(2,2) 5(@3,15)
Citrobacter freundii 5(7,3) 1(1,1) 6(3,9)
E.coli 33 (48.,5) 49 (53,8) 82 (51,1)
Enterobacter spp. 13 (19,2) 1(1,1) 14 (9)
Enterobacter agglomerans | - 14 (15,4) 14 (9)
Enterobacter cloacae 1(1,4) - 1(0,6)
Enterobacter sakazakii - 1(L,1) 1 (0,6)
Klebsiella oxytoca 2(3) 3(3,3) 5 (3,15)
Klebsiella pneumoniae 2(3) 8 (8,8) 10 (6,5)
Proteus spp. 1(1,4) - 1(0,6)
Proteus mirabilis 2(3) 2(2,2) 4(2,5)
Proteus vulgaris - 2(2,2) 2 (1,25)
Salmonella spp. - 1(1,1) 1(0,6)
Serratia spp. 5(7,4) 3(3,3) 8(5)
Serratia rubidaea - 2(2,2) 2 (1,25)
Sem identificacéo 1(1,4) 2(2,2) 3(1,8)
TOTAL 68 (100) 91 (100) 159 (100)

Ja na coleta realizada em janeiro de 2013, o ndmero e percentual de isolamento foram
os seguintes: Citrobacter spp. (2 /2,2%); Citrobacter freundii (1 / 1,1%); Escherichia coli (49
1 53,8%); Enterobacter spp. (1 / 1,1%); Enterobacter agglomerans (14 / 15,4%); Enterobacter
sakazakii (1 / 1,1%); Klebsiella oxytoca (3 | 3,3%); Klebsiella pneumoniae (8 / 8,8%);
Proteus mirabilis (2 1 2,2%); Proteus vulgaris (2 / 2,2%); Salmonella spp. (1 / 1,1%); Serratia
spp. (3 /3,3%) e Serratia rubidaea (2 / 2,2%). Nesta coleta em duas amostras (2,2%) nao foi
possivel chegar a identifica¢ao (Tabela 8).

Em relacdo as coproculturas animais, nas coletas realizadas em junho de 2012, foram
identificados 22 isolados (4,2% do total de amostras isoladas), sendo que 20 se caracterizaram
nas seguintes espécies e/ou géneros: Citrobacter spp. (2 /| 9%); E.coli (7T |/ 31,9%);
Enterobacter spp. (7 / 31,9%); Klebsiella pneumoniae (2 / 9%); Proteus spp. (1 / 4,5%); tendo
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trés amostras (13,7%) sem 1identificacdo conclusiva (Tabela 9). Para os resultados
relacionados a coleta realizada em janeiro de 2013, temos: Citrobacter spp. (2 / 7,1%);
Citrobacter freundii (1 / 3,6%); Escherichia coli (15 / 53,5%); Enterobacter spp. (1 / 3,6%);
Enterobacter cloacae (3 |/ 10,7%); Enterobacter agglomerans (1 | 3,6%); Klebsiella
pneumoniae (1 /3,6%); Proteus mirabilis (2 /7,1%) e Salmonella spp. (2/7,1%) (Tabela 9).
Quanto aos isolamentos ambientais, na coleta realizada em junho de 2012, foram
obtidos 79 isolados (15,2 %) e identificados bioquimicamente 76 amostras nas seguintes
espécies e/ou géneros da Familia Enterobacteriaceae: Citrobacter spp. (3 / 3,8%); Citrobacter
Sfreundii (7 / 8,8%); Escherichia coli (18 / 22,7%); Enterobacter spp. (17 / 21,5%); Hafnia
alvei (2/2,6%); Klebsiella spp. (12 / 15,2%); Klebsiella pneumoniae (1 / 1,3); Proteus spp. (1
/ 1,3%); Proteus vulgaris (1 / 1,3%); Salmonella spp. (9 / 11,4%) e Serratia spp. (5 / 6,3%) e

ainda em trés amostras (3,8%) nao foi possivel chegar a identificacao (Tabela 9).

Tabela 9 — Numero e Percentual de Isolados das Coproculturas Animais Classificados nos

Géneros e/ou Espécies da Familia Enterobacteriaceae Distribuidos segundo os Periodos de

Coleta.
AMOSTRAS COLETADAS
IDENTIFICACAO JUNHO 2012 JANEIRO 2013 TOTAL (%)
(N=14) (N=15)
N° DE ISOLADOS (%) | N° DE ISOLADOS (%)
Citrobacter spp. 209 2(7,1) 4 (8)
Citrobacter freundii 1(3,6) 1(2)
E.coli 7(31,9) 15 (53.,5) 22 (44)
Enterobacter spp. 7(31,9) 1(3,6) 8 (16)
Enterobacter agglomerans | - 1(3,6) 1)
Enterobacter cloacae - 3(10,7) 3(6)
Klebsiella pneumoniae 209 1(3,6) 3(6)
Proteus mirabilis - 2(7,1) 24
Proteus spp. 14,5 - 1)
Salmonela spp. - 2(7,1) 2@
Sem identificagdo 3(13,7) - 3(6)
TOTAL 22 (100) 28 (100) 50 (100)
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Contabilizando os resultados provenientes do segundo periodo de coleta,
correspondente a janeiro de 2013: Citrobacter spp. (10 / 4,3%); Citrobacter freundii (12 /
5,2%); E.coli (48 |/ 20,6%); Enterobacter spp. (50 / 21,4%); Enterobacter aerogenes (1 /
0,4%); Enterobacter agglomerans (6 / 2,5%); Enterobacter cloacae (3 / 1,4%); Hafnia alvei
(4 /1,8%); Klebsiella spp. (15 / 6,4%); Klebsiella pneumoniae (16 / 6,8%); Proteus spp. (1 /
0,4%); Proteus mirabilis (5 | 2,1%); Proteus vulgaris (11 / 4,7%); Salmonella spp. (40 / 17%)
e Serratia spp. (6 / 2,5%) e ainda em seis amostras (2,5%) onde nao foi possivel chegar a

identificacdo (Tabela 10).

Tabela 10 — Numero e Percentual de Isolados das Amostras Ambientais Classificados nos

Géneros e/ou Espécies da Familia Enterobacteriaceae Distribuidos segundo os Periodos de

Coleta.
AMOSTRAS COLETADAS
IDENTIFICACAO JUNHO 2012 JANEIRO 2013 TOTAL (%)
(N=43) (N=43)
N° DE ISOLADOS (%) | N° DE ISOLADOS (%)
Citrobacter spp. 3(3.8) 10 (4,3) 13 4,2)
Citrobacter freundii 7 (8.,8) 12 (5,2) 19 (6)
E.coli 18 (22,7) 48 (20,6) 66 (21)
Enterobacter spp. 17 (21,5) 50 (21,4) 67 (21,4)
Enterobacter aerogenes - 1(0,4) 1(0,3)
Enterobacter agglomerans | - 6(2,5) 6(1,9)
Enterobacter cloacae - 3(1,4) 3(0,9)
Hafnia alvei 2(2,6) 4(1,8) 6(1,9)
Klebsiella spp. 12 (15,2) 15 (6,4) 27 (8,6)
Klebsiella pneumoniae 1(1,3) 16 (6,8) 17 (5.4)
Proteus spp. 1(1,3) 1(0,4) 2(0,6)
Proteus mirabilis - 5(2,1) 5(1,6)
Proteus vulgaris 1(1,3) 11 4,7) 12 (3,9)
Salmonella spp. 9(11,4) 40 (17) 49 (15,7)
Serratia spp. 5(6.,3) 6(2,5) 11 (3,6)
Sem identificagdo 3(3,8) 6(2,5) 9(3)
TOTAL 79 (100) 234 (100) 313 (100)
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Analisando todo o material isolado e com respectiva identificagdo de todos os géneros
e espécies encontrados, nos 522 isolados destacam-se como mais incidentes os seguintes
géneros e espécies da familia Enterobacteriaceae: 170 (32,6%) de E.coli; 119 (22,8%) do
género Enterobacter spp.; 62 (11,8%) de Klebsiella spp.; 52 (10%) de Salmonella spp.; 48
(9,2%) de Citrobacter spp.; 29 (5,5%) Proteus spp.; 6 (1,2%) de Hafnia alvei; 21 (4%) de

Serratia spp. e 15 (2,9%) sem identificagdo, como apresentado na Tabela 11.

Tabela 11 - Distribuicdo Numérica e Percentual de Géneros e/ou Espécies da Familia
Enterobacteriaceae Isoladas das Diferentes Fontes de Isolamento (espécimes humanos e

animais e do meio ambiente - d4gua).

ESPECIES N° DE ISOLADOS (%) | N° (%) POR GENERO/ESPECIE
Citrobacter spp. 22 (4,2)
Citrobacter freundii 26 (5) 862)
E.coli 170 (32,6) 170 (32,6)
Enterobacter spp. 89 (17)
Enterobacter aerogenes 1(0,2)
Enterobacter agglomerans | 21 (4) 119 (22,8)
Enterobacter cloacae 7(1,3)
Enterobacter sakazakii 1(0,2)
Hafnia alvei 6(1,2) 6(1,2)
Klebsiella spp. 27 (5,2)
Klebsiella oxytoca 5(0,9) 62(1L%)
Klebsiella pneumoniae 30 (5,7)
Proteus spp. 4.(0,7)
Proteus mirabilis 12 (2,3) 29 (5.5)
Proteus vulgaris 13 (2,5)
Salmonella spp. 52 (10) 52 (10)
Serratia spp. 19 (3,6)
Serratia rubidaea 2(0,4) 2@
Sem identificacdo 15(2,9) 15(2,9)
TOTAL 522 (100) 522 (100)
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As bactérias do grupo dos coliformes fecais sdo utilizadas para a avaliacdo das
condig¢des sanitdrias da dgua, como indicadores de poluicao fecal, devido a sua presenga no
trato gastrintestinal de humanos e de outros animais de sangue quente e sua elimina¢do em
grande numero pelas fezes, que podem conter micro-organismos patogénicos e tornarem-se
veiculos para transmissdo de doengaszg.

A presenca de coliformes € bastante relatada tanto em coproculturas, pois fazem parte
da microbiota normal de humanos e animais, quanto no ambiente. E sabido que os micro-
organismos quando em deposi¢do na natureza podem interagir com sedimentos e que aqueles

102, 103

que sdo adsorvidos podem ser ressuspensos depois de uma tempestade e durante o

104

aumento do fluxo de dgua . Em alguns casos, estes sedimentos podem ser reservatorios de

coliformes, dando-lhes a maior persisténcia no ambiente' %1%,

Em todos os pontos de coleta pesquisados, foi possivel o isolamento de representantes
da familia Enterobacteriaceae, inclusive no pogo artesiano da FUMDHAM com
aproximadamente 800m de profundidade. E importante ressaltar que a andlise deste ponto foi
realizada da 4gua contida no interior da caixa d“dgua do pogo o que justifica o isolamento de
amostras de E. coli neste ponto. Salienta-se a auséncia de isolamento em qualquer dos
espécimes analisados de amostras do género Campylobacter, importante enteropatégeno com
ampla repercussdo em Saude Publica. Independente da fonte de isolamento, e do periodo de
coleta, a ndo deteccdo deste gé€nero bacteriano ndo configura sua auséncia no ambiente
pesquisado.

Estudos recentes, como o realizado por Esteves et al.go, relatam o isolamento de
Campylobacter spp. a partir de amostras de dgua coletadas em rios e 4gua de abastecimento.
De acordo com os autores, os baixos indices de isolamento de Campylobacter spp. a partir da
andlise de amostras de dgua poderiam resultar da elevada sensibilidade destas bactérias a
alteracdes ambientais, o que influenciaria a manutengdo da viabilidade celular e resultaria na
baixa recuperagdo das amostras durante o processamento das amostras em laboratdrio.

A dgua representa um poderoso meio de veiculagdo do género espécies de
Campylobacter, ainda que esse ambiente se apresente, via de regra, indspito para a bactéria™
A presenga deste micro-organismo em tal habitat pode ser utilizada como indicador biolégico
de contaminacgdo fecal recente, j4 que o tempo de sobrevivéncia da bactéria neste ambiente €
menor que indicadores bacterianos usuais'°.

Se o foco das atencdes estd voltado para os pontos de coleta e respectivos isolamentos,

ndo se nota uma marcada discrepancia quanto a frequéncia de isolamento das bactérias do
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grupo de coliformes, embora seja importante destacar a presenca de bactérias patogénicas,
representadas pelo género Salmonella, provenientes principalmente de fonte ambiental e em
areas com relativa proximidade geografica (Tabela 12).

A vigilancia dos sorovares de Salmonella em ambientes aquéticos constitui um dos
principais elementos do monitoramento das infeccdes humanas e animais'®” '®. A grande
diversidade de sorovares de Salmonella em ecossistemas aqudticos natural € resultante de
diferentes fontes de contaminagdo, que incluem infec¢des humanas, animais domésticos,
insetos, e particularmente os animais silvestres que agem, de fato, como importantes

L. 46,47, 10
reservatorios na natureza =~ "’ 9.
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Tabela 12 — Numero e Percentual de Géneros e/ou Espécies da Familia Entrobacteriaceae Isoladas Oriundas das Diferentes Fontes de Isolamento

e Pontos de Coleta nos Dois Periodos.

GENEROS / ESPECIES (N) TOTAL
PONTOS HUMANA ANIMAL AMBIENTAL
N %
JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013 JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013 JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013
Sitio do Mocé Citrobacter spp. (3) Citrobacter spp. (2) Klebsiella E.coli (2) 166 32
Citrobacter freundii (5) Citrobacter freundii (1) pneumoniae (1) Citrobacter freundii
E.coli (33) E.coli (49) sem ident. (2) €))
Enterobacter spp. (13) Enterobacter spp. (1) Proteus mirabilis
Enterobacter cloacae (1) | Enterobacter agglomerans (14) [€))]
Klebsiella oxytoca (2) Enterobacter sakazakii (1)
Klebsiella pneumoniae Klebsiella oxytoca (3)
2) Klebsiella pneumoniae (8)
Proteus spp. (1) Proteus mirabilis (2)
Proteus mirabilis (2) Proteus vulgaris (2)
Serratia spp. (5) Salmonella spp. (1)
sem ident. (1) Serratia spp. (3)
Serratia rubidaea (2)
sem ident. (2)
Guarita Serra Vermelha Citrobacter spp. (2) | Citrobacter spp. (1) 18 3,7
E.coli (4) E.coli (3)
Enterobacter spp. (4) Enterobacter
agglomerans (1)
Enterobacter
cloacae (3)
Caldeirdo do Museu — E.coli (2) Enterobacter 7 1,3
Anfiteatro agglomerans (1)
Salmonella spp. (4)
Caldeirdo Ceramica E.coli (1) E.coli (3) 7 1.3
Klebsiella spp. (1) Klebsiella spp. (1)
Proteus vulgaris (1)
Caldeirdo do Alto da Serrinha E.coli (1) Hafia alvei (2) 7 1.3
Serratia spp. (1) Proteus vulgaris (1)
Enterobacter spp.
(1)
Enterobacter
aerogenes (1)
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GENEROS / ESPECIES (N) TOTAL
PONTOS HUMANA ANIMAL AMBIENTAL
JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013 JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013 JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013 N %
Caldeirdo Grotdo da Enterobacter spp. (1) | Enterobacter spp. [ 1,1
esperanga Salmonella spp. (2) 2
Serratia spp. (1)
Caldeirdo da Esperanca / E.coli (1) E.coli (5) E.coli (1) Salmonella spp. (3) 16 4
Fazenda Esperanca Enterobacter spp. (2) | Enterobacter spp.
Klebsiella (1)
preumoniae (1) Klebsiella
sem ident. (1) pneumoniae (1)
Caldeirdo do Vilmar - Cald. E.coli (1) Citrobacter freundii 6 1,1
do Sitio do Meio )
Enterobacter spp.
3)
Caldeirdo BPF (Boqueirdo da E.coli (2) E.coli (4) Enterobacter spp. (2) Enterobacter 23 52
Pedra Furada) Proteus spp. (1) Citrobacter spp. (1) cloacae (3)
Proteus vulgaris (4)
Enterobacter spp.
(2)
Enterobacter
agglomerans (3)
Salmonella spp. (1)
Caldeirdo Fundos do BPF Enterobacter spp. (1) | Enterobacter spp. 5 0,9
sem ident. (2) (€)]
sem ident. (1)
Caldeirao do Apertado Citrobacter spp. (1) Enterobacter spp. 4 0,7
()
Proteus vulgaris (1)
Caldeirao do Gado - Baixao E.coli (1) E.coli (1) Citrobacter freundii 14 2,6
das Mulheres Proteus mirabilis | Enterobacter spp. (1) )
) Salmonella spp. (1) E.coli (1)
Salmonella spp. (2) Hafnia alvei (1)
Salmonella spp. (3)
Poco Jodozinho da Borda Citrobacter spp. (1) E.coli (1) 4 0,7
(d4gua de uso em geral) Enterobacter spp.
(1
Klebsiella
pneumoniae (1)
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GENEROS / ESPECIES (N)

TOTAL
PONTOS HUMANA ANIMAL AMBIENTAL
JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013 JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013 JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013 N %
Poco Joaozinho da Borda Enterobacter spp. (1) | Enterobacter spp. 10 1.9
(consumo de animais) Klebsiella spp. (4) ?2)
Serratia spp. (1) Enterobacter
agglomerans (1)
Klebsiella
pneumoniae (1)
Cisterna Jodozinho da Borda E.coli (1) E.coli (1) 4 0,7
(consumo humano) Klebsiella spp. (1) Serratia spp. (1)
Cisterna da Lagoinha Klebsiella Citrobacter spp. (1) 3 0,5
pneumoniae (1) Enterobacter spp.
1)
Barragem da Lagoinha Proteus vulgaris (1) E.coli (1) 6 1,1
Klebsiella spp. (1) Enterobacter spp.
()
Proteus mirabilis
@
Barragem da Veneza Citrobacter freundii E.coli (2) 7 1,3
1) Klebsiella spp. (1)
Enterobacter spp. (1) | Proteus mirabilis
(1)
Serratia spp. (1)
Caldeirdao do Rogério Enterobacter spp. (1) E.coli (1) 5 0,9
Klebsiella spp. (1) Klebsiella spp. (1)
Klebsiella
pneumoniae (1)
Barragem do Onc¢a Enterobacter spp. (1) | Enterobacter spp. 8 L5
()
Enterobacter
agglomerans (1)
Citrobacter freundii
)]
Salmonella spp. (2)
Proteus vulgaris (1)
Barragem dos 80 E.coli (1) E.coli (2) 7 1,3
Enterobacter spp.
3)

Serratia spp. (1)
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GENEROS / ESPECIES (N) TOTAL
PONTOS HUMANA ANIMAL AMBIENTAL
JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013 JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013 JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013 N %
Baixdo da Vaca Citrobacter freundii | Enterobacter spp. 9 1,7
)] (@)
E.coli (2) Proteus mirabilis
Salmonella spp. (1) 2)
Salmonella spp. (1)
Caldeirdo do Paraguaio Citrobacter freundii Serratia spp. (1) 8 15
(1) E.coli (2)
E.coli (1)
Enterobacter spp. (1)
Proteus spp. (1)
Hafnia alvei (1)
Caldeirao da beirada Serratia spp. (1) Enterobacter spp. 8 1,5
3
Proteus mirabilis
)]
Proteus vulgaris (3)
Caldeirdo do Veredao Enterobacter spp. (1) | Citrobacter freundii 2 0,3
Paraguaio (1)
Olho d'dgua do Cezario E.coli (1) E.coli (3) 8 1,5
Citrobacter freundii
@)
Klebsiella
pneumoniae (2)
Barragem do Jenipapo Serratia spp. (1) E.coli (1) 6 1,1
Klebsiella
pneumoniae (4)
Barragem do Cambraia Enterobacter spp. (1) E.coli (1) 6 1,1
Salmonella spp. (1) Enterobacter spp.
(¢))
Klebsiella
pneumoniae (1)
Serratia spp. (1)
Poco do Morro do Severo Klebsiella spp (1) Enterobacter spp. 13 2.4
Serratia spp. (1) 5)
Klebsiella spp (1)
Klebsiella
pneumoniae (2)
sem ident. (3)
Barragem do Sdo Jodo Citrobacter freundii E.coli (2) 4 0,7
Vermelho (1)

Klebsiella spp (1)
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PONTOS

GENEROS / ESPECIES (N)

HUMANA

ANIMAL

AMBIENTAL

JUNHO - 2012

JANEIRO - 2013

JUNHO - 2012

JANEIRO -2013

JUNHO - 2012

JANEIRO - 2013

Caldeirdo do fundo do
Boqueirao do Gongo

Hafnia alvei (1)

E.coli (1)
Enterobacter spp.
)
Klebsiella
pneumoniae (2)

Tanque de cimento do Gongo

Citrobacter spp. (1)
Salmonella spp. (1)

E.coli (2)
Salmonella spp. (7)

2,1

Olho d'dgua do Gongo

E.coli (1)
Enterobacter spp. (1)

E.coli (3)
Klebsiella spp (2)
Klebsiella
pneumoniae (1)
Enterobacter spp.
)]
Salmonella spp. (4)

13

2,4

Caldeirdo/Olho d'dgua da
Cacimba

Citrobacter freundii

2

Citrobacter spp.(1)
E.coli 2)
Enterobacter spp.
@)
Klebsiella spp (1)
Salmonella spp. (3)

2,1

Olho d'dgua da Cocheira

Enterobacter spp. (1)

Enterobacter spp. (1)

Citrobacter freundii
“

E.coli (2)
Enterobacter spp.
(1)
Salmonella spp. (5)

14

2,6

Caldeirdo do Urubu

Enterobacter spp. (1)
Salmonella spp. (2)

E.coli (2)
Enterobacter spp.
)]
Klebsiella
pneumoniae (1)
Salmonella spp. (4)

2,1

Zabelé

E.coli (1)

E.coli (2)
Enterobacter spp.
@

0,7
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GENEROS / ESPECIES (N) TOTAL

PONTOS HUMANA

JANEIRO - 2013

ANIMAL
JUNHO - 2012 JANEIRO -2013

AMBIENTAL
JUNHO - 2012 JANEIRO - 2013 N %

JUNHO - 2012

Olho d'dgua da Serra Branca Enterobacter spp. (1) E.coli (5) 15 2,8

Klebsiella spp (1)

Enterobacter spp.
)
Klebsiella spp (1)
Hafnia alvei (1)
Proteus spp. (1)
sem ident. (1)

Caldeirdo/Olho d'dgua da
Serra Branca

Klebsiella spp (1)

Citrobacter spp.(1)

Caldeirao do Nezinho

Salmonella spp. (1)

sem ident. (1)
E.coli (2)

Caldeirdo do Muricoca

Enterobacter spp. (1)

Citrobacter spp.(2)
E.coli (1)
Enterobacter spp.
@
Klebsiella spp (2)
Salmonella spp. (3)

10 1.9

Caldeirdo das Andorinhas

Citrobacter freundii

@

Citrobacter spp.(1)

Caldeirdo da Barriguda

E.coli (2)

Citrobacter spp.(1)
E.coli (1)
Enterobacter spp.
“
Klebsiella spp (4)

12 22

Caldeirdo do Perna

sem ident. (1)

Citrobacter spp.(1)
E.coli (3)

Po¢co do FUMDHAM

E.coli (1)

Citrobacter spp.(2)
E.coli (1)
Klebsiella spp (1)
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As pesquisas de Salmonella spp.em ecossistemas aquédticos realizadas em outros
paises mostram a importancia do monitoramento ambiental para a vigilancia das doengas de
veiculagdo hidrica, pois indicam que as dguas superficiais e esgotos sdo fontes potenciais de
contaminac¢do para o homem. Na Espanha, Martinez-Urtaza et al.“o, avaliaram 707 amostras
de dgua do mar e obtiveram 2,5% de amostras positivas para Salmonella spp. A incidéncia de
Salmonella spp. em dgua ofertada pelo sistema de abastecimento na India também apresentou
percentuais baixos, sendo 3,3%, superior aos 36% relatados na Tailandia'"'. Por outro lado,

12 jdentificou 27.4% de amostras

um estudo realizado na Grécia por Arvanitidou et al.
positivas de Salmonella spp. em 4gua coletada de rio, com maior prevaléncia nos meses
quentes (41,4%) quando comparados com os meses frios (5,4%).

A presenca de salmonelas em dgua no nosso pais ja foi evidenciada em vérios locais.
Costa GA & Hofer E¥, em 1972, j& pesquisavam Salmonella spp. no esgoto da cidade do Rio
de Janeiro. Ainda nesta cidade, Rodrigues et al.'? identificaram 13,2% de salmonelas em 22

amostras isoladas de praias. Martins ef al.'™*

estudaram a presenca do género Salmonella em
ambientes aquéaticos no Estado de Sdo Paulo, e encontraram 51,7% de positividade em 412
amostras de praias e 27,1% em 214 amostras de dgua doce. Farias'"” isolou 221 cepas de
Salmonella spp. de esgoto e corregos em Sao Paulo e obteve a identificacdo de 19 sorovares,
sendo os mais freqiientes S. Panama, S. Infantis, S. Agona e S. Hadar. Em 2014, Palhares e
colaboradores'? coletaram 384 amostras do Rio Pinhal, no Rio Grande do Sul, em quatro
anos de monitoramento, e isolaram Salmonella spp. em 241 amostras (62,7%). Neste estudo,
os autores observaram que o maior nimero de salmonelas ocorreu em amostras associadas a
locais com alta densidade animal por hectare, sendo possivel demonstrar uma grande
variabilidade de sorovares na drea de estudo: foram encontrados 30 sorovares diferentes em
pelo menos 11 pontos monitorados.

E, em se tratando da importancia da presenca deste micro-organismo para o ambiente,
anfibios e répteis sdo considerados reservatdrios de uma ampla variedade de sorovares de
Salmonella, sendo facilmente colonizados com transferéncia vertical e horizontal desse
patogeno. Existem diversos relatos de anfibios e répteis associados a transmissdo de
Salmonella spp. para os seres humanos, incriminando esta forma de transmissdo como um
importante problema de Satide Publica e fazendo, inclusive, com que alguns paises alterassem
sua legislacdo para a proibicdo da importacdo destes animais''®'"”.

Os sorovares de Salmonella nao tiféide tém uma ampla gama de hospedeiros,
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incluindo ruminantes, aves e répteis, dado que trata-se de um patégeno ambiental bastante

) . . . . 118
persistente e capaz de sobreviver e proliferar em diversos ambientes .

4.3. Avaliacao da Suscetibilidade Bacteriana aos Antimicrobianos

A resisténcia aos antibidticos observada em véarios géneros bacterianos representa um
problema de Sadde Piblica mundial. Segundo a WHO'", seu aumento tem ocorrido de forma
alarmante nos ultimos anos, sendo estimado que, no futuro, o uso de farmacos para o
tratamento de infec¢Oes possa resultar em perda de efetividade.

Na primeira etapa desta pesquisa, todos os isolados da familia Enterobacteriaceae
foram analisados frente a drogas antimicrobianas, resultando em diversos perfis de
suscetibilidade, apresentados no Gréfico 2.

Do montante de 168 isolados, um grupo de 108 amostras representando 64% da
amostragem apresentou alguma resisténcia a uma ou mais drogas, restando 61 amostras (36%)
sensiveis a todos os antimicrobianos (Grafico 3).

Quanto a avaliagdo da susceptibilidade aos antimicrobianos, no universo amostral
analisado no primeiro periodo de coleta, as amostras apresentaram maior perfil de resisténcia
para as drogas do grupo dos betalactimicos como a penicilina (45,5%) e a cefalosporina de
segunda geracdo - Cefoxitina (19,5%). Os préximos maiores percentuais de resisténcia a
antimicrobianos foram observados para tetraciclina (16,5%), nitrofuranos (15,4%), antifolatos
(13,6%), carbapenemas (10,6%), nesta ordem e menor percentual de resisténcia para fenicois
(2,4%), quinolonas como 4cido nalidixico (1,8%) e ciprofloxacina (1,2%), aminoglicosideo
como estreptomicina (1,2%) e gentamicina (0,6%) e cefalosporina de terceira geracdo —

Ceftazidima (0,6%).
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Grafico 2 — Relagio entre o Total de Isolados Bacterianos Analisados (n=169) e o Nimero de

Isolados Bacterianos Resistentes a cada Antimicrobiano Testado (Junho/2012).
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Legenda: Ampicilina (AMP), Cefoxitina (FOX), Ceftazidina (CAZ), Imipenem (IMP), Gentamicina (CN), Tetraciclina (TE),

Ciprofloxacina (CIP), Acido Nalidixico (NA), Sulfametoxazol-Trimetoprim (SXT), Cloranfenicol (C), Estreptomicina (S),

Nitrofurantoina (F)

Das 108 amostras que representam 64% das amostras resistentes no primeiro periodo

de coleta, no grupo dos betalactimicos como a penicilina a resisténcia atingiu a 71,3%;

cefoxitina (cefalosporina de segunda geracdo) 30,3%; tetraciclina 26%; nitrofuranos 24%;

antifolatos 21,3%; carbapenemas 16,6%; e com menor percentual de resisténcia assinalam-se

os fenicois 3,7%; quinolonas como o dcido nalidixico 2,8%; ciprofloxacina 1,8%;

aminoglicosideos como estreptomicina 1,8%; gentamicina 0,9% e Ceftazidima 0,9%

(cefalosporina de terceira geracdo) (Gréfico 3).
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Grafico 3 — Relacido entre o Total de Isolados Bacterianos Resistentes (n=108) e o Nimero de

Isolados Bacterianos Resistentes a cada Antimicrobiano Testado (Junho/2012).
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Legenda: Ampicilina (AMP), Cefoxitina (FOX), Ceftazidina (CAZ), Imipenem (IMP), Gentamicina (CN), Tetraciclina (TE),

Ciprofloxacina (CIP), Acido Nalidixico (NA), Sulfametoxazol-Trimetoprim (SXT), Cloranfenicol (C), Estreptomicina (S),

Nitrofurantoina (F)

Na segunda etapa, os isolados da familia Enterobacteriaceae apresentaram a

predominancia de cepas resistentes sobre as sensiveis reproduzindo o mesmo quadro que foi

obtido na primeira etapa (Grafico 4).

Assim, dos 353 isolados, 252 amostras apresentaram alguma resisténcia a pelo menos

uma das drogas testadas, diante das 101 amostras (29%) sensiveis aos antimicrobianos.

Os percentuais de resisténcia obtidos no segundo periodo de coleta apresentaram:

predominancia de amostras resistentes as drogas do grupo dos betalactimicos como a

penicilina (53%); e a cefoxitina, uma cefalosporina de segunda geracdo (34,5%); seguido de

tetraciclina (18,5%); nitrofuranos (10%); antifolatos (11,6%) e aminoglicosideo como
estreptomicina (9%); fenicois (5,4%); carbapenes (3,4%); quinolonas como &cido nalidixico

(2,5%); cefalosporina de terceira geragdo como ceftazidima (1,4%); gentamicina (0,85%) e

sensibilidade total para ciprofloxacina (Grafico 4).
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Grafico 4 — Relagio entre o Total de Isolados Bacterianos Analisados (n=353) e o Nimero de

Isolados Bacterianos Resistentes a cada Antimicrobiano Testado (Janeiro/2013).

H Total - 100%
400 HAMP - 53%

353

EFOX - 34,5%

380 [ 4 mCAZ- 14%
300 [ HIMP - 34%
ECN - 0,85 %
20 187 mTE - 18.15%

200 EcP - 0%
s 122 mNA - 25%
- ESXT - 11,6%

100 41 3535 BmC - 54%
OF - 10%

0

Numero de amostras

Antimicrobianos

Legenda: Ampicilina (AMP), Cefoxitina (FOX), Ceftazidina (CAZ), Imipenem (IMP), Gentamicina (CN), Tetraciclina (TE),
Ciprofloxacina (CIP), Acido Nalidixico (NA), Sulfametoxazol-Trimetoprim (SXT), Cloranfenicol (C), Estreptomicina (S),

Nitrofurantoina (F)

Comparando-se os dois periodos de coleta, o percentual de resisténcia do segundo
periodo registrou um aumento de amostras resistentes para determinadas drogas, como:
penicilina, cefoxitina, tetraciclina, estreptomicina, fenicois, dcido nalidixico, ceftazidima,
gentamicina e declinio nas drogas dos grupos de nitrofuranos, antifolatos, carbapenemas e
ciprofloxacina. Porém, o percentual de variacao foi discreto, representando até 10% de
alterac@o para mais ou para menos, exceto no caso da cefalosporina, que evidenciou um

aumento de 15% de resisténcia no segundo periodo de coleta (Gréfico 5).

Das 252 que representam 71% das amostras resistentes no periodo da segunda coleta,
nas drogas do grupo dos betalactamicos como a penicilina se verificou 74,2% de cepas
resistentes € em sequéncia registraram-se as resisténcias a cefoxitina (cefalosporina de
segunda geracdo) 48,4%; tetraciclina 25,4%; antifolatos 16,3%; nitrofuranos 13,9%;
aminoglicosideo como estreptomicina 12,7%; fenicois 7,5%; carbapenemas 4,7%; quinolonas
como 4cido nalidixico 3,6%; ceftazidima (cefalosporina de terceira geragao) 2%; gentamicina

1,2% e total sensibilidade a ciprofloxacina (Grafico 5).
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Grafico 5 — Numero e Percentual de Resisténcia aos Antimicrobianos nas Amostras Coletadas

no Periodo de Janeiro de 2013.

B Total — 100%
100,00% BAMP - 74,2%
90.00% FOX — 48.4%
80.00% mCAZ - 2%
e BIMP - 47%

: CN - 1,2%
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N £ 5 mC - 7.5%
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Legenda: Ampicilina (AMP), Cefoxitina (FOX), Ceftazidina (CAZ), Imipenem (IMP), Gentamicina (CN), Tetraciclina (TE),
Ciprofloxacina (CIP), Acido Nalidixico (NA), Sulfametoxazol-Trimetoprim (SXT), Cloranfenicol (C), Estreptomicina (S),

Nitrofurantoina (F)

12
De acordo com Tenover'?’

, as Enterobactérias sdo frequentemente sensiveis aos
antimicrobianos testados, porém os géneros Klebsiella spp., Enterobacter spp. e Serratia spp.
podem apresentar resisténcia natural a Ampicilina, admitindo-se que esta pode ser a causa da
elevada resisténcia detectada.

Nao foram observadas diferencas de resisténcia a antimicrobianos entre as diferentes
regides geograficas estudadas. Também ndo observamos diferengas acentuadas de resisténcia
a antimicrobianos entre as diferentes origens das amostras, assim como nao foi possivel
associar os diferentes niveis de resisténcia aos farmacos a perfis especificos de resisténcia
segundo os pontos de coleta.

Como apresentado na Tabela 10, podemos observar os percentuais de resisténcia aos
antimicrobianos distribuidos por género e/ou espécie. Os maiores percentuais para um maior
nimero de drogas sdo observados nas espécies E. coli, Citrobacter spp., Proteus spp. e
Klebsiella spp.

O perfil de prevaléncia de resisténcia de Salmonella spp. encontrado neste estudo foi

considerado baixo, e foi representado pelos seguintes percentuais: 7,7% Ampicilina; 3,8%
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Cefoxitina; 1,9% Imipenem; 3,8% Sulfametaxazol-Trimetoprim; 1,9% Cloranfenicol; 1,9%
Estreptomicina e 1,9% Nitrofurantoina.

Durante muitos anos, ampicilina, Sulfametaxazol-trimetoprim e cloranfenicol foram as
drogas de escolha para o tratamento de infec¢cdes graves causadas por Salmonella spp., mas as
taxas crescentes de resisténcia a esses agentes tém reduzido significativamente as suas
eficacias. Subsequentemente, as cefalosporinas de terceira geracdo, devido as suas
propriedades farmacodinamicas, bem como os baixos niveis de resisténcia em Salmonella

121

spp., estdo sendo usados para tratar a salmonelose invasiva ~. A ciprofloxacina também ¢,

cada vez mais, utilizada com sucesso para o tratamento de salmonelose humanas em todo o

121, 122
mundo ~

, entretanto, nenhuma amostra foi resistente a esta droga, corroborando os dados
relatados na literatura cientifica. A resisténcia a estreptomicina também tem sido observada e
frequentemente relatada entre isolados de Salmonella spp., porém, apenas uma amostra

(1,9%) das 52 isoladas foi resistente a estreptomicina neste estudo.
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Tabela 13 — Nivel de Resisténcia aos Antimicrobianos nas Amostras dos Géneros/Espécies de Enterobactérias Isolados das Diferentes Fontes.

ANTIMICROBIANOS
GENERO/ ESPECIE AMP FOX CAZ IMP CN TE CIp NA SXT C S F
N % N % |N| % | N| %% [ N| % |N| % |[N| % | N| % |N| % |N| % [ N| % | N| %
Citrobacter spp. (22) 9 |409| 6 [273]0 | O 1 (45|10 0 |5 (|227|1(45] 0 0 1 1453 (1361 |45 |4 ]182
Citrobacter freundii (26) 19 | 655 17 [655|0| 0 [ 2 |105|0| 0 |8 (307[0]| 0|0 0 1138|138 ]| 13817 27
E.coli (170) 73 | 429 33 | 194 |4 (25]10| 06 |2]12]|38(223|0| 0 |7 | 41 |38]223]| 5 3 19| 11,2 | 11 | 64
Enterobacter spp. (89) 55 1618 | 38 4260 0 |7 |78 |1 |1,1]7 |78 |1|L1|O 0 1 L1 |0 0 2 |22 |17 19,1
Enterobacter aerogenes (1) 1 100 1 100 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacter agglomerans (21) | 15 | 71,4 6 28510 0 0 0 1147 | 4 19 0 0 2 9,5 51238 0 0 3 (142 2 9,5
Enterobacter cloacae (7) 4 57 4 57,1 | 0 0 2 12850 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1421 0 0
Enterobacter sakazakii (1) 1 100 1 100 |0 O | O 0 0] 01O 0 o 01|O0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hafnia alvei (6) 2 333 2 |333[0] 00 0 0] 01O 0 00 1 |166| 1 [166 | O 0 0 0 0 0
Klebsiella spp. (27) 20 | 74 13 | 481|137 137 ]0] 0 113710010 0 0 0 0 0 0 0 6 | 222
Klebsiella oxytoca (5) 5 100 1 20 (0| 0| O 0 0| 0|2 |4 (0] O | O 0 2140 | O 0 0 0 0 0
Klebsiella pneumoniae (30) 25 | 833 | 2 66 [ 1 330 0 0[O0 |7 2330|010 0 S|166| 1|33 ]0 0 3 10
Proteus spp. (4) 2 50 2 50 0] O 1 25 0] 0| O 0 oOf01|O0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Proteus mirabilis (12) 3 25 3 25 0 0 0 0 0 0 8 | 66,6 |0 0 0 0 5 41,6 | 4 | 133 | 3 25 5 | 41,6
Proteus vulgaris (13) 5 [384 9 |692|0]| 0 117710 0|8 (|615[0]| 00 0 2 | 153 ] 3 23 1|77 |2 ]153
Salmonella spp. (52) 4 7,7 2 38 (0] O 1 1910100 0 o 01|oO0 0 2 138 |1 19 | 1 19 | 1 1,9
Serratia spp. (19) 10 (526 7 (3680 0 |3 |157|0)| 0 | 4| 21 [O] O 1|52 |1 |52 |3 |157|2]105]| 2 |105
Serratia rubidaea (2) 1 50 1 50 (0] 0| O 0 0] 01O 0 o 01|O0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sem identificagdo (15) 10 | 666 | 7 [466| 0| O 1166 |0] 010 0 0 0 1166 1|0 0 2 | 133] 0 0 1| 66
Total (522) 264 | 505 | 1551297 (6 | 1,1 |30 (5744 (0792|1762 (03| 12| 23 [64]122 |23 | 44 |34 65 |61 ]| 11,6

Legenda: Ampicilina (AMP), Cefoxitina (FOX), Ceftazidina (CAZ), Imipenem (IMP), Gentamicina (CN), Tetraciclina (TE), Ciprofloxacina (CIP), Acido Nalidixico (NA), Sulfametoxazol-

Trimetoprim (SXT), Cloranfenicol (C), Estreptomicina (S), Nitrofurantoina (F).

Fiocruz — ENSP — PPG Saude Publica — Tese de Doutorado — Thomé, J.D.S. 2014 90



H4 diversos relatos de perfis de resisténcia de Salmonella spp. na literatura nacional e
internacional. Um estudo recente'* observou que 18% das amostras isoladas de diversas
fontes apresentaram resisténcia a dois ou mais antimicrobianos, com maior percentual de
resisténcia para sulfametoxazol-trimetoprim, tetraciclina e estreptomicina, enquanto que a
resisténcia a ciprofloxacina apresentou percentual menor.

Entre salmonelas isoladas de suinos em 2009, a resisténcia foi comumente observada a
tetraciclina (78,7%), sulfonamidas (76,6%), estreptomicina (42,6%) e cloranfenicol (36,2%),
enquanto salmonelas isoladas de patos apresentaram altas taxas de resisténcia a sulfafurazol
(92,9%), e baixas taxas de resisténcia a sulfametoxazol- trimetoprim (3,6%). Para as
salmonelas de origem de frango, foi observado 100% de resisténcia ao 4cido nalidixico,
enquanto a resisténcia a outros agentes foi relativamente baixa (intervalo: 6,1% para
19,3%)"**.

Um aumento na incidéncia continua de resisténcia a dcido nalidixico em Salmonella
Enteritidis de origem alimentar e de origem fecal humana, associadas a surtos
gastrointestinais, é observada no Brasil. Estudos publicados com isolados de diferentes partes
do pais mostraram a resisténcia prevalente em acido nalidixico de 0,8%, 22% e 42% durante
os periodos de 1985-1999, 2001-2002 e 2002-2006, respectivamentem.

Uma alta porcentagem de cepas de Salmonella spp. resistentes aos antibidticos
utilizados na criagio de suinos tem sido demonstrada no Brasil. Kich er al.'* descobriram que
83% das estirpes de Salmonella foram resistentes a pelo menos um antibidtico testado e 43%
eram resistentes a quatro ou mais antibidticos.

A resisténcia a mais de um antibiético também foi encontrada em nosso estudo. Das
360 amostras (100%) que apresentaram alguma resisténcia as drogas testadas, 251 (69,7%)
apresentaram resisténcia a mais de uma droga, caracterizando multirresisténcia (MR). Neste
universo amostral, aquelas de origem ambiental revelaram maior diversidade e maior
percentual de padrdes de multirresisténcia quando confrontados aos isolados de origem
humana e animal.

A circulagdo de bactérias multirresistentes pertencentes a familia Enterobacteriaceae é
uma grande preocupagdo para a Sadde Publica, pois estes micro-organismos desempenham
papéis importantes como agentes etiolégicos em ambientes hospitalares, comunitarios e
mesmo em ambientes naturais'>.

Os aminoglicosideos tém sido considerados uma alternativa para tratar infecgdes

causadas por Enterobacteriaceae resistente a multiplas drogas, em associagdo ou niao com
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4 .

outros antimicrobianos. Neste caso, a amicacina € especialmente importante, jid que a

TN C . 126
resisténcia a gentamicina € disseminada

. De fato, as taxas de resisténcia a gentamicina sao
elevadas, com 45% para K. pneumoniae e 35% para Enterobacter spp., sendo relatadas
respectivamente no Chile e Argentina'?’.

Taxas de resisténcia a Amicacina entre Enterobacteriaceae costumavam ser inferior a
10%. Portanto € importante destacar o uso prudente de aminoglicosideos, a fim de preservar a
sua efetiva aplicacdo nos proximos anos na América do Sul. A consequéncia desse cenério no
contexto da resisténcia antimicrobiana € a criagdo de um circulo vicioso em que o aumento da
transmissdo dos patdgenos resistentes favorece a disseminacao de infec¢des dificeis de tratar,
aumenta o tempo de internacio de pacientes infectados, fomenta o uso de grandes quantidades
de agentes antimicrobianos que, por sua vez, seleciona aqueles organismos com maior arsenal
de mecanismo de resisténcia.

Estudos realizados no Brasil no periodo entre 1986 e 2010, demostram que em 128
amostras de Salmonella ser. Enteritidis isoladas de alimentos e fezes humanas, quase um ter¢o
dos isolados foi resistente a 4cido nalidixico'*®. Neste caso, nao sO a expansdo clonal, mas
também a propagacdo de plasmideo tem sido responsdvel por esse aumento na resisténcia e,
considerando que os dados de resisténcia a quinolonas apresentados sdo provavelmente
subestimados, € razodvel prever que, em poucos anos determinantes mediados por plasmideo
também vao desempenhar um papel na resisténcia as quinolonas observados em isolados
clinicos de Salmonella spp. na América do Sul.

Wheeler er al.'® realizaram um estudo com isolados a partir de fezes de répteis e de
dgua do mar em que conclui que bactérias resistentes a antimicrobianos foram mais
comumente obtidas a partir de locais com impactos antrépicos do que em locais mais isolados
ou protegidos.

A contaminacdo do ambiente por agentes antimicrobianos também pode surgir devido
ao descarte de esgoto, principalmente dos hospitais, mas também de ambientes domésticos e
industriais'*’. O efluente hospitalar é especialmente prejudicial, uma vez que contém uma
contagem significativa de bactérias multirresistentes em conjunto com antibidticos de largo
espectro e muitas vezes é descartado em matrizes aqudticas sem tratamento'~ " '*2. Portanto, os
sistemas de saneamento frageis constituem outro fator antropogénico importante favorecendo

- oA . 133
a evolucdo da resisténcia antimicrobiana .
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Tabela 14 — Perfis de Resisténcia Distribuidos pelas Fontes de Isolamento e Respectivos

Pontos de Coleta.

PERFIS

LOCAL

HUMANA

ANIMAL

AMBIENTAL

%

AMP + FOX

S. Mocé (10)

Guarita Serra Vermelha

@

Caldeirao do Gado (2)
Fazenda Esperanga (2)

S. Mocé (1)

Caldeirao Ceramica (2)

Caldeirdo do Alto da Serrinha (2)
Caldeirdo Grotdo da esperanga (1)
Caldeirao do Vilmar/ Cald. do Sitio do Meio
3)

Caldeirao BPF (2)

Caldeirao Fundos do BPF (2)
Caldeirao do Apertado (2)
Caldeirao do Gado - Baixao das Mulheres (2)
Pogo Joaozinho da Borda (3)
Barragem do Onca (2)

Barragem dos 80 (1)

Baixdo da Vaca (2)

Caldeirdo do Veredao Paraguaio (2)
Caldeirao da beirada (2)

Pogo do Morro do Sereno (2)
Barragem do Sédo Jodao Vermelho (1)
Tanque de cimento do Gongo (2)
Olho d'dgua do Gongo (1)
Caldeirao/Olho d'dgua da Cacimba (3)
Olho d'dgua da Cocheira (4)
Caldeirao do Urubu (1)

Olho d'dgua da Serra Branca (3)
Caldeirao do Nezinho (1)

Caldeirdo do Murigoca (2)
Caldeirdo da Barriguda (1)
Caldeirao do Perna (1)

Cisterna Joaozinho da Borda (1)
Barragem da Veneza (1)

Barragem do Cambraia (1)
Boqueirdo das Andorinhas (1)

28,2

AMP + CAZ

S. Mocé (1)

S. Mocé (1)

0,8

AMP + IMP

S. Mocé (2)

Caldeirao BPF (2)

Olho d'dgua da Serra Branca (1)
Caldeirdo da Barriguda (1)

Baixdo da Vaca (3)

Caldeirdo do Veredao Paraguaio (2)
Caldeirao do Nezinho (1)

4,7

AMP + CN

Barragem do Jenipapo (1)

0,4

AMP + TE

S. Mocé (4)

Boqueirdo da
Furada (1)

Pedra

Pogo Joaozinho da Borda (1)

23

AMP + C

Caldeirdo do Murigoca (1)

0,4

AMP + SXT

S. Mocé (3)

1,2

AMP +F

S. Mocé (1)

Caldeirao Ceramica (1)

Caldeirao BPF (1)

Olho d'dgua do Cezario (2)

Barragem do Jenipapo (2)

Caldeirdao do fundo do Boqueirdo do Gongo
2

Pogo Joaozinho da Borda (1)
Barragem do Ongca (1)

Olho d'dgua do Gongo (1)
Caldeirdo/Olho d'dgua da Cacimba (1)
Olho d'dgua da Cocheira (1)

55

AMP +S

Barragem do Onga (1)
Caldeirao do Gado - Baixdo das Mulheres (1)

0,8

FOX + S

Caldeirdo do Alto da Serrinha (2)
Olho d'dgua do Cezario (1)

1.2

FOX +F

Caldeirao da beirada (1)
Pog¢o do Morro do Sereno (1)

0,8

IMP + SXT

S. Mocé (1)

0,4

CN +SXT

S. Mocé (1)

0,4
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PERFIS LOCAL
HUMANA ANIMAL AMBIENTAL N %
TE + SXT S. Mocé (4) Guarita Serra Vermelha 6 2,4
9]
Boqueirdo da  Pedra
Furada (1)
TE+F Caldeirao/Olho d'dgua da Cacimba (1) 7 2,7
Pogo do FUMDHAM (1)
Caldeirdo do Alto da Serrinha (1)
Caldeirdo do Veredao Paraguaio (1)
Barragem do Sao Jodo Vermelho (1)
Olho d'dgua do Gongo (1)
Caldeirdo do Murigoca (1)
C+F Caldeirao da beirada (1) 1 0,4
CIP+F Caldeirdao/Olho d'dgua da Cacimba (1) 1 0,4
AMP + FOX +IMP S. Mocé (2) Boqueirdo da  Pedra | Poco Jodozinho da Borda (3) 6 2,4
Furada (1)
AMP + FOX + CN Caldeirdo da Barriguda (1) 1 0,4
AMP + FOX + TE Caldeirdo BPF (1) 1 0,4
AMP + FOX + F S. Mocé (4) Caldeirdao do Museu/ Anfiteatro (1) 29 11,5
Cisterna Jodaozinho da Borda (1)
Barragem da Lagoinha (1)
Barragem da Veneza (3)
Barragem dos 80 (2)
Caldeirao da beirada (2)
Barragem do Cambraia (1)
Caldeirdao/Olho d'dgua da Cacimba (1)
Olho d'dgua da Cocheira (2)
Caldeirdo do Urubu (1)
Olho d'dgua da Serra Branca (3)
Caldeirao do Nezinho (1)
Caldeirdo da Barriguda (4)
Caldeirao Fundos do BPF (1)
Barragem do Sdo Jodo Vermelho (1)
AMP + FOX + CIP Tanque de cimento do Gongo (1) 1 0,4
AMP + CAZ +F Olho d'dgua do Cezario (1) 1 0,4
AMP + TE + SXT S. Mocé (7) Fazenda Esperanga (1) 9 3,6
S. Mocé (1)
AMP+TE+F S. Mocé (1) Caldeirao Ceramica (1) 4 1,6
Olho d'dgua do Cezario (1)
Zabelé (1)
AMP + SXT +S S. Mocé (4) 4 1,6
AMP + SXT +C S. Mocé (2) 2 0,8
FOX +TE+F Caldeirdo do Apertado (1) 3 1,2
Caldeirao da beirada (1)
Pog¢o do FUMDHAM (1)
IMP+TE + F Baixdo da Vaca (1) 1 0,4
TE + SXT + S S. Mocé (1) - 1 0,4
TE+C+F Caldeirdo/Olho d'dgua da Cacimba (1) 2 0,8
Poc¢o do Morro do Sereno (1)
AMP + FOX +C+F Zabelé (1) 3 1,2
Olho d'dgua da Serra Branca (1)
Caldeirdo do Nezinho (1)
AMP + FOX + TE + F Caldeirdao BPF (1) 4 1,6
Caldeirao da beirada (2)
Olho d'dgua da Cocheira (1)
AMP + FOX + NA + SXT Caldeirdo do Vereddo Paraguaio (1) 1 0,4
AMP + FOX + IMP + TE Barragem dos 80 (1) 1 0,4
AMP + IMP + TE + SXT S. Mocé (1) 1 0,4
AMP + IMP + TE + F Caldeirao do Gado - Baixdo das Mulheres (1) 1 0,4
AMP + NA + SXT + C Po¢o do FUMDHAM (1) 1 0,4
TE + NA+ STX + S S. Mocé (1) 1 0,4
TE+SXT+C+S S. Mocé (1) S. Mocé (1) Barragem da Lagoinha (1) 3 1,2
TE+SXT+C+F Barragem do Onga (1) 1 0,4
AMP + TE + NA + SXT S. Mocé (2) 2 0,8
AMP + TE + SXT + C S. Mocé (1) Caldeirdo do Perna (1) 2 0,8
AMP+TE+C+F Caldeirdo do Apertado (1) 1 0,4
AMP + TE + SXT + S S. Mocé (12) 12 | 48
FOX + TE + SXT+ F Caldeirao do Vilmar/ Cald. do Sitio do Meio | 1 0,4
@
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PERFIS LOCAL

HUMANA ANIMAL AMBIENTAL N %
CAZ+TE+C+F Caldeirao do Vilmar/ Cald. do Sitio do Meio (1) | 1 0,4
AMP + FOZ + CAZ + IMP + | S.Mocé (1) 1 0,4
SXT
AMP +IMP +TE + S +F Caldeirdo Grotdo da esperanga (1) 2 0,8

Barragem dos 80 (1)

AMP + FOX + NA+C+S Pog¢o do Morro do Sereno (1) 1 0,4
AMP+TE+NA+C+S S. Mocé (1) 1 0,4
AMP + TE + NA + SXT + S S. Mocé (1) 1 0,4
AMP + FOZ +NA + SXT + F Zabelé (1) 1 0,4
AMP + FOZ +TE + S +F Baixdo da Vaca (1) 1 0,4
AMP + FOZ +TE + C +F Barragem da Lagoinha (1) 1 0,4
AMP + FOZ +SXT+C + S S. Mocé (1) 1 0,4
AMP + FOZ +CAZ +C + F Caldeirao do Perna (1) 1 0,4
TE + SXT+C+ S +F S. Mocé (1) 1 0,4
CAZ+TE+SXT+C+F Caldeirdo BPF (1) 1 0.4
AMP + FOX + IMP +TE + C +F Caldeirdo da beirada (1) 1 0,4
AMP + FOX + NA+ SXT+C + Barragem do Cambraia (1) 1 0,4
F
FOX + IMP +TE + SXT + S +F Baixao da Vaca (1) 1 0,4
Amostras com alguma resisténcia | 50 (13,8%) 6 (1,6%) 83 (23%) 251
N=360 (100%) (69,7%)

Nas 251 amostras (69,7%) que apresentaram o perfil de multirresisténcia (MR) a
diferentes antimicrobianos (de 2 até 6 antimicrobianos), os associados com maior frequéncia
foram ampicilina, cefoxitina, imipenem, sulfametoxazol-trimetoprim, tetraciclina e
nitrofurantoina, todos representantes de classes diferentes de antimicrobianos. Ao todo, foram
observados mais de 60 perfis de resisténcia a antimicrobianos nos isolados (Tabela 14).

Nos ultimos anos, a evolucdo da resisténcia aos antimicrobianos vem sendo
evidenciada em Salmonella spp., resultado, em boa parte, do uso indiscriminado de drogas
antimicrobianas na medicina humana e animal. Estes farmacos sdo utilizados no tratamento de
infec¢cdes no homem, plantas e animais, bem como, profilaticamente para prevenir infeccoes,
administradas em baixas doses na alimentac@o animal, para melhoria da taxa de crescimento e
conversdo alimentar. Uma consequéncia indesejdvel de seu uso € o potencial desenvolvimento
de resisténcia antimicrobiana em patégenos e a subsequente transmissdo ao homem''®.

Este resultado pode ser consequéncia da emissao crescente de antibidticos no ambiente
devido ao seu uso indiscriminado na medicina € na veterindria, além da agricultura. A
polui¢do dos rios, uma das principais fontes de dgua para consumo humano e animal, pode
desempenhar um importante papel contribuindo para a selecdo e a disseminagao das bactérias
resistentes aos antibidticos, caracterizando um grave problema de Sadde Publica, incluindo a
eliminacdo das drogas através dos efluentes das estacdes de tratamento de esgotos no meio
urbano. Uma boa parcela desses efluentes sdao lancados in natura em mananciais aquiferos,
bem como nos oceanos'*’.

Ambientes contaminados, acompanhados da falta de saneamento e abastecimento de
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agua potavel, favorecem a propagacdo de bactérias resistentes a antimicrobianos em toda a
comunidade. Alguns estudos relatam o isolamento de populacdes bacterianas resistentes a
antibiéticos em ambientes impactados pela liberacio de substancias quimicas nocivas e
residuos de produtos biolgicos, a partir de residéncias, hospitais e indistrias®® '** 1%, Além
disso, os genes que codificam a resisténcia multipla a antimicrobianos t€ém sido identificados
em uma ampla gama de hospedeiros, presentes em plasmideos conjugativos13 3

A aquisicdo de plasmideos pelas comunidades bacterianas ambientais pode
desempenhar um papel importante na adaptacdo microbiana em ambientes impactados por
atividades antropogénicas. Genes carreados por estes plasmidios podem conferir resisténcia a
antibidticos presentes no ambiente, resultando em um mosaico de elementos genéticos moveis
e a selecdo de subpopulagdes bacterianas multirresistentes em resposta a pressao seletiva
exercida®.

Por isso, quando plasmideos de resisténcia sdo introduzidos em comunidades
microbianas ambientais, existe a possibilidade de bactérias patogénicas presentes adquirirem
estes genes de resisténcia, resultando em patégenos humanos e animais resistentes a
antibioticoterapia e representando um risco elevado para a saide da populaciao.

Em muitos casos, hd ocorréncia da resisténcia multipla e mediada por plasmideos,
tornando a bactéria resistente a dois ou mais antibidticos, simultaneamente. Isso pode ser
explicado pela localizagdo comum de genes de resisténcia para diferentes antibidticos no
mesmo plasmideo ou pela presenca de mais de um plasmideo na célula bacteriana, que podem
ser transferidos entre bactérias de grupos taxondmicos diferentes e disseminar suas
caracteristicas de resisténcia a antibiticos promovendo uma selecdo de amostras resistentes
em diferentes ecossistemas. Por exemplo, a principal forma de resisténcia das bactérias Gram-
negativas aos aminoglicosideos, as tetraciclinas, ao cloranfenicol e ao sulfametoxazol-

trimetoprim é mediada por plasmideos®.
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4.4. Identificacao dos Sorovares de Salmonella Isolados

A vigilancia dos sorovares de Salmonella em ambientes aquaticos constitui um dos
principais elementos do monitoramento das infec¢des humanas e animais

As salmoneloses constituem um dos maiores problemas de Saudde Publica, pois a
maioria dos sorovares atingem indistintamente o homem e os animais de sangue quente,
propagando-se pela contaminacdo de alimentos de origem animal e seus derivados, ou ainda
pela contaminacdo da dgua, que desenvolvem manifestacdes clinicas de gastrenterite
(enterocolite) e infeccao alimentar™®.

Das 522 amostras pertencentes a familia Enterobacteriaceae, 52 (10%) se caracterizam
no género Salmonella. No grupo de amostras provenientes do primeiro periodo de coleta, ndo
foi detectado este patégeno nos espécimes clinicos (fezes). Em contraposi¢do, da fonte
ambiental, nove isolados foram obtidos de diferentes pontos de coleta cujo perfil de

suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado (Tabela 15).

Tabela 15 — Isolados Ambientais de Salmonella spp. Provenientes do Periodo de Junho de

2012, Distribuidos pelos Pontos de Coleta e a Respectiva Suscetibilidade Antimicrobiana.

SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
N° DA AMOSTRA PONTOS DE COLETA NP NP A SXT
197 Caldeirdo Grotdo da esperanca S S S R
J98 Caldeirdo Grotdo da esperanga S S I S
J 108 Caldeirdo do Gado - Baixdo das Mulheres | S S S S
J112 Baixdo da Vaca R R S S
J 113 Barragem do Cambraia S S S S
J127 Tanque de cimento do Gongo S I S S
J 138 Caldeirdo do Nezinho R S S S
J161 Caldeirdo do Urubu S S S S
J162 Caldeirdo do Urubu S S S S

Legenda: S — Sensivel; I — Intermedidrio; R — Resistente; AMP - Ampicilina, IMP - Imipenem, NA - Acido Nalidixico,
SXT - Sulfametoxazol-Trimetoprim

Na amostragem proveniente da coleta realizada em janeiro de 2013, obteve-se 43
isolados de Salmonella spp., caracterizados em sorovares oriundos das fontes humana (1
isolado), animal (2 isolados) e ambiental (40 isolados). Estas amostras pertencem a 11
sorovares distintos: Worthington, Panama, Brooklyn, Glasgow, Braenderup, Isangi,
Grumpensis, Rubislaw, Miami, Cerro e Thompson. Todas as amostras foram analisadas pela
técnica de PFGE, com o objetivo de comparar os perfis filogenéticos e estabelecer relacdes
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entre eles. Duas amostras de Salmonella. enterica subsp. houtenae foram isolada mas nado foi
possivel a analise filogenética utilizando PFGE pois um dos isolado do mesmo grupo nido se

prestou andlise para utilizarmos como parametro de comparacao (Tabela 16).

Tabela 16 — Sorovares de Salmonella Isolados de Diferentes Fontes no Periodo de Janeiro de

2013 Analisados pela Técnica PFGE e a Respectiva Suscetibilidade aos Antimicrobianos.

PONTO DE , SUSCETIBILIDADE
SOROVAR ORIGEM ANALISE PFGE
COLETA AMP | FOX | NA |C | S | F
L4 Humana Sitio do Mocé 100% de homologia com amostra do | S R S S|S|S
S.Worthington
mesmo sorovar
L17 Animal Caldeirdo do Gado - | 100% de homologia com amostra do | S S S S|S|S
8 Worthington Baixao das Mulheres mesmo sorovar
L 18 S.Panama Animal Caldeirdo do Gado - | 100% de homologia com amostras do | S S S S|I|S
Baixdo das Mulheres mesmo sorovar isoladas da Barragem
do Onga
L 108 S.Brooklyn | Ambiental | Caldeirdo do Museu/ | 100% de homologia entre as amostras | S S S S|S|S
Anfiteatro do mesmo sorovar
L 109 S.Brooklyn | Ambiental | Caldeirdo do Museu/ | 100% de homologia entre as amostras | S S S S|S|S
Anfiteatro do mesmo sorovar
L 110 S.Brooklyn | Ambiental | Caldeirdo do Museu/ | 100% de homologia entre as amostras | S S S S|S|S
Anfiteatro do mesmo sorovar
L 111 S.Brooklyn | Ambiental | Caldeirdo do Museu/ | 100% de homologia entre as amostras | S S S S|S|S
Anfiteatro do mesmo sorovar
L 145 - Ambiental | Caldeirdo Grotdo da | 50% de homologia entre as amostras | S S S S|S|S
S.Glasgow
esperanga do mesmo sorovar
L 146 - Ambiental | Caldeirdo Grotdo da | 100% de homologia entre as amostras | S S S S|S|S
S.Braenderup
esperanga do mesmo sorovar
L 150 - Ambiental | Caldeirdo Grotdo da | 100% de homologia entre as amostras | S S S S|S|S
S.Braenderup
esperanga do mesmo sorovar
L164- Ambiental | Caldeirdo do BPF 82% de homologia entre as amostras | S S S S|S|S
S.Glasgow
do mesmo sorovar
L 185 — S.Isangi Ambiental | Caldeirdio do Gado - | 100% de homologia com amostra L355 | S S S S|R|S
Baixdo das Mulheres do caldeirdo do Urubu
L 186 — S.Isangi Ambiental | Caldeirdio do Gado - | 100% de homologia com amostra L355 | S S S S|I|S
Baixdo das Mulheres do caldeirdo do Urubu
L 187 —S. subsp. | Ambiental | Caldeirdio do Gado - S S S S|I|S
houtenae Baixdo das Mulheres Nio tipavel
L 225 S.Panama Ambiental | Barragem do Onc¢a 100% de homologia com amostras | S S S S|S|S
Panama isoladas de animal
L 228 S.Panama Ambiental | Barragem do Onc¢a 100% de homologia com amostras | S S S S|S|S
Panama isoladas de animal
L 249 S.Glasgow | Ambiental | Baixdo da Vaca 100% de homologia com amostras do | S S S S|I|S
mesmo sorovar isoladas do tanque do
Gongo
L 309 S.Isangi Ambiental | Tanque de cimento do | 90% de homologia com amostras de | S S S S|S|S
Gongo mesmo sorovar do caldeirdo do Urubu
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PONTO DE P SUSCETIBILIDADE
SOROVAR ORIGEM ANALISE PFGE
COLETA AMP | FOX | NA | C | S
L310 Ambiental | Tanque de cimento do | 100% de homologia com amostras de | S S S S |S
§.Grumpensis Gongo mesmo sorovar do olho d’dgua do
Gongo
L 311 S.Glasgow | Ambiental | Tanque de cimento do | 100% de homologia com amostras do | S S S S |S
Gongo mesmo sorovar isoladas do Baixdo da
Vaca
L 312 S. subsp. Ambiental | Tanque de cimento do Sem parémrtro para comparagio S S S S |S
houtenae Gongo
L 313 S.Isangi Ambiental | Tanque de cimento do | 80% de homologia com amostras de | S S S S |S
Gongo mesmo sorovar do caldeirdo do Urubu
L 314 S.Rubislaw | Ambiental | Tanque de cimento do | 95% de homologia com amostras de | S S S S |S
Gongo mesmo sorovar
L 315 S.Rubislaw | Ambiental | Tanque de cimento do | 95% de homologia com amostras de | S S S S |S
Gongo mesmo sorovar
L323 Ambiental | Olho d’dgua do Gongo | 100% de homologia com amostras de | S S S S |S
§.Grumpensis mesmo sorovar do Tanque de cimento
do Gongo
L 324 S.Miami Ambiental | Olho d’dgua do Gongo | 100% de homologia com amostras de | S S S S |S
mesmo sorovar do Tanque de cimento
do Gongo
L 325 Ambiental | Olho d’dgua do Gongo | 100% de homologia com amostras de | S S S S |1
§.Grumpensis mesmo sorovar do Tanque de cimento
do Gongo
L 326 S.Miami Ambiental | Olho d’dgua do Gongo | 94% de homologia com amostras de | S S S S |S
mesmo sorovar
L 327 S.Cerro Ambiental | Caldeirdao/Olho d'dgua | 100% de homologia com amostras de | S S S S |S
da Cacimba mesmo sorovar
L 328 S.Cerro Ambiental | Caldeirdao/Olho d'dgua | 100% de homologia com amostras de | S S S S |S
da Cacimba mesmo sorovar
L 334 S.Cerro Ambiental | Caldeirdao/Olho d'dgua | 100% de homologia com amostras de | S S S S |S
da Cacimba mesmo sorovar
L343 Ambiental | Olho d'dgua da | 55% de homologia com amostras de | S S S S |S
8- Thompson Cocheira mesmo sorovar
L 344 Ambiental | Olho d'dgua da | 96% de homologia com amostras de | S S S S |S
S.Thompson Cocheira mesmo sorovar L345 e L346
L 345 Ambiental | Olho d'dgua da |96% de homologia com amostras de| S S S S |S
S.Thompson Cocheira mesmo sorovar L344 e L346
L 346 Ambiental | Olho d'dgua da | 96% de homologia com amostras de | S S S S |S
§.Thompson Cocheira mesmo sorovar L344 e L345
L 347 Ambiental | Olho d'dgua da | 55% de homologia com amostras de | S S S S |S
§.Thompson Cocheira mesmo sorovar
L 355 S.Isangi Ambiental | Caldeirdo do Urubu 100% de similaridade com amostras de | S S S S |S
mesmo sorovar do Caldeirdo do
Gado/Baixdo das Mulheres
L 356 S.Isangi Ambiental | Caldeirdo do Urubu 95% de similaridade com amostras | S S S S |1
L357
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PONTO DE SUSCETIBILIDADE

SOROVAR ORIGEM ANALISE PFGE
COLETA AMP | FOX [ NA (C|S | F
L 357 S.Isangi Ambiental | Caldeirdo do Urubu 95% de similaridade com amostras | S S S S |S
L356
L 358 S.Cerro Ambiental | Caldeirdo do Urubu 100% de homologia com amostras de | S S 1 S|S|S
mesmo sorovar isoladas do

Caldeirdo/Olho d'dgua da Cacimba

L 385 S.Panama Ambiental | Caldeirdo do | 93% de homologia com amostras do | S S S S|S|S
Murigoca mesmo ponto de coleta

L 389 S.Panama Ambiental | Caldeirdo do | 93% de homologia com amostras do | R S S R|S|S
Murigoca mesmo ponto de coleta

L 390 S.Panama Ambiental | Caldeirdo do Nao tipavel S S S S|S|S
Murigoca

Legenda: S - Sensivel; I - Intermedidrio; R - Resistente; AMP - Ampicilina, FOX - Cefoxitina, NA - Acido Nalidixico,

C - Cloranfenicol, S - Estreptomicina, F - Nitrofurantoina

No Brasil, o histérico epidemioldgico das salmonelas € caracterizado pelo predominio
de alguns sorovares, cujo padrao pode variar de uma regido para outra. Salmonella ser.
Typhimurium e Panama sdo os sorovares mais prevalentes isolados de animais em trabalhos
nacionais, porém os sorovares Infantis e Derby também ocorrem com bastante frequéncialog.

Economou et al.'* realizaram um estudo durante um periodo de 12 meses (junho de
2007 a maio de 2008), sobre a prevaléncia e a susceptibilidade de sorovares de Salmonella e
sua relacdo com as bactérias patogénicas e de indicadores especificos em rios e dguas
costeiras. De 240 dguas coletadas foram isolados 28 sorovares de Salmonella spp. destacando
Enteritidis, Thompson e Virchow, sendo que a resisténcia foi detectada apenas no sorovar
Thompson.

Moura et al. '’

realizaram pesquisa de Salmonella spp. em carnes caprinas
comercializadas na cidade do Recife, Pernambuco identificando oito sorovares: 4 (50%)
Salmonella enterica subsp. houtenae; 2 (25%) S. ser. Anatum; 1 (12,50%) S. ser. Rubislaw; e
1 (12,50%) S. ser. Derby. A andlise do antibiograma revelou perfil de sensibilidade de 75% a
sulfa-trimetoprim, 62,50% para tetraciclina e resisténcia de 100% a penicilina. Observou-se
ainda, multirresisténcia de todos os sorovares a pelo menos trés antibioéticos.

No Brasil, S. enterica subsp. houtenae foi detectada em menos de 1% dos isolados
procedentes de diversas fontes alimentares em um estudo realizado na cidade de Sdo Paulo
entre os anos de 1996 a 2000°®. Também ¢ descrita em tratos biliares de gambds selvagens,
considerados como reservatério deste agente e, este micro-organismo, como de origem

. . . .1
ambiental e de animais de sangue frio 38,

139

Tirolli e Costa ™ detectaram a prevaléncia de Salmonella ser. Panama em carcagas
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resfriadas provenientes de Manaus. Moreira et al.'** determinaram a ocorréncia de Salmonella
ser. Panama em carcagas de frangos abatidos e comercializados em Goids.

Micallef'*! trabalhou com um montante de 63 isolados obtidos de amostras positivas
para Salmonella e sorotipadas. Todos os isolados recuperados a partir do solo foram
identificados como Salmonella ser. Typhimurium. Cinco sorovares adicionais foram
recuperados a partir de amostras de 4dgua ou de sedimentos: S. ser. Newport, S. ser.
Braenderup, S. ser. Javiana, S. ser. Lille e S. ser. Tennessee. Todos S. ser. Braenderup e S. ser.
Javiana isolados foram sensiveis a amicacina, ceftriaxona, ciprofloxacina, gentamicina, dcido
nalidixico, trimetoprim/sulfametoxazol e estreptomicina.

Kich er al.'” trabalharam a prevaléncia de salmonelas em rebanhos de suinos em
Santa Catarina, com sorotipagem de 1.158 amostras, obtendo a seguinte distribuicdo de
sorovares: Typhimurium (50,7%); Panama (28,5%); Derby (6,3%); Senftenberg (5,4%);
Mbandaka (4,6%); Infantis (1,5%); S. enterica subsp. houtenae (0,7%); Montevideu (0,5%) e
Salmonella spp. (1,9%). A resisténcia destas amostras foi observada nos seguintes farmacos:
tetraciclina (79%), ampicilina (46%), canamicina (41%), gentamicina (39%), estreptomicina
(35%), sulfametoxazol/sulfizoxazole (23%), trimetoprim/sulfametoxazol (10%), cloranfenicol
(10%), cefalotina (5%), 4acido nalidixico (5%), amoxicilina/acido clavulanico (1%) e
cefoxitina (1%).

A principal razdo para a prevaléncia de outros sorovares de Salmonella em vez de
S. enteritidis em ovos de aves domésticas e amostras ambientais de aves pode ser devido a sua
capacidade de adaptacdo as condi¢des ambientais, indicando a mudanca dinamica de
sorovares de Salmonella ocorrendo em determinada regiéo44.

Em estudos em 4gua de rio, de todos os isolados encontrados por Poma'®” 30
sorovares diferentes foram distribuidos ao longo da é4rea de rio amostrada. Esse fato
demonstra a alta variabilidade do micro-organismo no ambiente aqudtico. Trés sorovares
ocorreram em mais de 50% das amostras, Panam4 (47/48), Infantis (33/48), e Typhimurium
(24/48). Foram encontradas oito sorovares por local/ano, sugerindo que uma vasta gama de
sorovares de Salmonella impactando na qualidade microbiolégica da dgua do rio. Mais de
50% (91/180) dos isolados foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados e 54 perfis
diferentes foram encontrados. Neste estudo, 49,5% dos isolados foram resistentes a pelo
menos um antimicrobiano e a multirresisténcia ocorreu em 18% dos isolados. Mais de 10%
dos isolados foram resistentes a ampicilina, doxiciclina, dcido nalidixico, neomicina,

canamicina e tetraciclina, com os dois ultimos apresentando a maior resisténcia, 21,1% e
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13,8%, respectivamente.

Vereen et al.'* indicaram que as infec¢des por Salmonella spp. entre os seres humanos
em geral apresentam uma méxima de isolamentos nos meses de verdo, e estudos ambientais
muitas vezes mostram picos sazonais variados para estes patdgenos, com alguns sugerindo
maior prevaléncia nos meses de verdo. Em nosso trabalho a maior prevaléncia de isolamentos
de Salmonella spp. foi no periodo do verdo, mas nio podemos correlacionar este achado
devido ao nimero de coletas ndo ocorrer de forma repetida nos periodos de verao e inverno.

O efeito da luz solar sobre a persisténcia de S. enterica, E. coli e Campylobacter jejuni
em rio e dgua do mar foi investigado por Sinton et al.'®. Eles mostraram que as taxas de
inativagdo das aliquotas bacterianas sob a luz solar foram claramente superiores as observadas
na auséncia da luz solar, e que o grau de inativacdo foi diretamente relacionado com a

144

quantidade de insola¢do. Além disso, de acordo com Chandran e Hatha ™, amostras de S.

enterica foram inativadas até 1,6 vezes mais rdpido que amostras de E.coli.

4.5. Caracterizacdo Filogenética dos Sorovares de Salmonella Isolados Utilizando a
Técnica de PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

O PFGE € uma técnica usada para andlise de macrorrestricdo que tem se mostrado
muito util para a comparacdo e diferenciagdo de muitos agentes patogénicos bacterianos.
Assim, esta técnica de eletroforese que é apropriada para separar grandes fragmentos de
DNA, por meio da reorientacdo do DNA em gel pela acdo de campos elétricos alternados €
reconhecida como padrdo ouro para identificacdo e tipagem de linhagens bacterianas devido a
sua alta relevancia epidemiolégica97. Os métodos de tipagem molecular podem ser usados
para o monitoramento da disseminacdo e a prevaléncia dos deslocamentos geograficos da

epidemia e dos clones endémicos com o objetivo de avaliar em longo prazo as estratégias

preventivas ou o monitoramento das infec¢des emergentes e reemergentes.

Assim, das 52 amostras isoladas de Salmonella spp., 40 foram analisadas quanto
aos seus padroes de corte quando submetidos a enzima de restricdo para se tracar uma
possivel clonalidade entre elas (Figura 6). Visando auxiliar a andlise deste resultado e a sua

deducdo, as partes referentes aos sorovares de Salmonella foram apresentadas separadamente.

z

O conceito de relacdo clonal € importante na epidemiologia das doengas

infecciosas, podendo ser resultantes da exposicdo a uma fonte comum do agente etioldgico.
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Em geral esses micro-organismos sdo clonais, ou seja, representam a progénie de uma tnica

célula sendo geneticamente idénticos.

Dice (Opt1.50%) (Tol 1.5%-1.5%]) (H>0.0% S>000%) [0 0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

324 Ambiente Miami

326  Ambiente Miami

108  Ambiente Brooklyn
109  Ambiente Brooklyn
110 Ambiente Brooklyn
111 Ambiente Brooklyn
146  Ambiente Braenderup
150  Ambiente Braenderup
312 Ambiente enterica subsp. houtenae
314  Ambiente Rubislaw
315  Ambiente Rubislaw

18 Animal Panama
225  Ambiente Panama
228  Ambiente Panama
327  Ambiente Cerro

328  Ambiente Cerro

| 334 Ambiente  Cerro

358  Ambiente Cerro

385  Ambiente Panama
389  Ambiente Panama
344  Ambiente Thompson
346  Ambiente Thompson
345 Ambiente  Thompson
343  Ambiente Thompseon
347  Ambiente Thompson
185  Ambiente Isangi

186  Ambiente Isangi

355  Ambiente Isangi

145  Ambiente Glasgow

| 356  Ambiente  Isangi

357  Ambiente Isangi

309  Ambiente Isangi

313  Ambiente Isangi

310 Ambiente  Grumpensis
323  Ambiente Grumpensis
325 Ambiente Grumpensis
19 Animal Worthington
4 Humana Worthington
249  Ambiente Glasgow
311 Ambiente Glasgow
164  Ambiente Glasgow

Figura 6 — Distribui¢do dos grupos filogenéticos de Salmonella spp. avaliadas através de
PFGE digeridos pela enzima Xbal (Homologia entre 55% e 100%) e padrdes calculados pelo
Coeficiente de Dice.
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Na andlise dos sorovares em separado, no primeiro dendrograma observamos
que as amostras de Salmonella ser. Braenderup, isoladas no ponto de coleta Caldeirdo da
esperancga, apresentam 100% de similaridade, o que demonstra o padrdo de corte idéntico

sugerindo que ambas amostras sejam o mesmo clone.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Xbal PFGE-Xbal

g
8
T

146 Col 5 Caldeiréo da Esperanga Ambiente Braenderup

‘ 150 Col 5 Caldeiréo da Esperanca Ambiente Braenderup

Figura 7 — Distribuicao dos grupos filogenéticos de Salmonella ser. Braenderup avaliados

através de PFGE digeridos pela enzima Xbal (Homologia = 100%) e padrdes calculados pelo

Coeficiente de Dice.

No segundo dendrograma, as amostras de Salmonella ser. Cerro, apesar de serem de
diferentes pontos de isolamento apresentam um mesmo padrdo de corte, tornando perceptivel
que as amostras isoladas tanto no Caldeirdo/Olho d’dgua da Cacimba quanto isolada no
Caldeirao do Urubu apresentam 100% de similaridade filogenética.

Ambas as regides sdo frequentadas por animais silvestres residentes do PNSC, sendo
que a area do Caldeirdo/Olho d’4dgua da Cacimba € um local de descanso diurno dos felinos
como as ongas (Panthera onga), informagao confirmada por guias e informantes locais, bem
como a presenca de inimeras pegadas deste animal ao redor do ponto de 4gua de consumo. Ja
o ponto de coleta denominado Caldeirdo do Urubu é conhecido como um “bebedouro de
aves”, localizado as margens de uma das trilhas internas que cruzam o parque e € local
bastante comum para presenca de aves das mais diversas espécies que compdem a fauna local.

Uma das possibilidades para que pontos distantes compartilhem amostras com 100%
de similaridade filogenética configurando clones € justamente a mobilidade e presenca de
aves nesse ambiente, que funcionaria como dispersor deste clone.

Especialmente as aves constituem um dos principais reservatorios de Salmonella spp.,
representando um risco em potencial na transmissdao ou veiculagdo indireta para o homem e
outras espécies animais. Os sorovares de Salmonella caracterizados como ubiquitdrios, nao

apresentam seletividade por linhagens ou racas de aves e outros animais, razao pela qual sdo
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indistintamente isolados de aves silvestres, que funcionam como hospedeiros portadores e em
algumas situacdes como doentes'*.

Salmonelas zoonéticas sio comumente descritas como patdégenos de origem alimentar,
no entanto, a dgua tratada para consumo humano, bem como dguas naturais sao conhecidas
por serem uma fonte importante para a transmissdo desses micro-organismos entéricos, os
quais podem entrar no ambiente aqudtico diretamente com fezes de humanos ou animais
infectados ou indiretamente, por exemplo, através do lancamento de efluentes'*® em terras
agricolas. Salmonella spp. podem ser encontradas numa grande variedade de vertebrados,
bem como o homem. Fontes animais de Salmonella spp. incluem animais de estimacao,
animais de fazenda e animais silvestres; bezerros, aves, suinos, ovinos, bem como aves

selvagens e répteis podem ser reservatérios de Salmonella spp.'®.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

Col 32 Caldeirdo/Olho d'agua da Cacimba Ambiente Cerro
Col 32 Caldeirdo/Olho d'agua da Cacimba Ambiente Cerro
Col 32 Caldeirdo/Olho d'agua da Cacimba Ambiente Cerro
Col 34 Caldeirdo do Urubu Ambiente Cerro

Figura 8 — Distribuicao dos grupos filogenéticos de Salmonella ser. Cerro avaliados através
de PFGE digeridos pela enzima Xbal (Homologia = 100%) e padrdes calculados pelo

Coeficiente de Dice.

As amostras de Salmonella ser. Brooklyn apresentaram 100% de similaridade
filogenética. E importante ressaltar que estas amostras foram isoladas em ponto de coleta fora
dos dominios do PNSC e no seu entorno (aproximadamente a 30 Km da entrada do BPF),
como também na entrada da Fundacao Museu do Homem Americano (FUMDHAM), area de
visitacdo quase que obrigatéria dos turistas que desejam conhecer a regido, configurando uma

situac@o de maior concentragdo e circulagdo de pessoas.
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Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

108 Col 1 Caldeirdo do Museu — Anfiteatro Ambiente  Brooklyn
109  Col 1 Caldeirdo do Museu — Anfiteatro Ambiente  Brooklyn
110  Col 1 Caldeirdo do Museu — Anfiteatro Ambiente  Brooklyn
111 Col 1 Caldeirdo do Museu — Anfiteatro Ambiente  Brooklyn

Figura 9 - Distribuicdo dos grupos filogenéticos de Salmonella ser. Brooklyn avaliados
através de PFGE digeridos pela enzima Xbal (Homologia = 100%) e padrdes calculados pelo

Coeficiente de Dice.

As amostras de Salmonella ser Glasgow apresentam quatro pontos distintos de
isolamento, todos em pontos de coleta no interior do PNSC (Baixdo da Vaca, Tanque de
cimento do Gongo, Caldeirdo do BPF e Caldeirdo da Esperanca), distribuidas em dois clusters
distintos. No primeiro clusters observa-se até 80% de similaridade entre as amostras isoladas
dos pontos Baixao da Vaca, Tanque de cimento do Gongo e Caldeirdao do BPF e um segundo
cluster com a amostras isolada do Caldeirdao da Esperang¢a que apresenta um padrio de

restri¢cdo que difere deste primeiro grupo representando uma outra origem clonal.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

249  Col 20 Baixao da Vaca Ambiente  Glasgow
311 Col 30 Tanque de cimento do Gongo Ambiente  Glasgow
164  Col 7 Caldeirdo BPF Ambiente  Glasgow
145  Col 5 Caldeirdo da Esperanca Ambiente  Glasgow

Figura 10 — Distribuicdo dos grupos filogenéticos de Salmonella ser. Glasgow avaliados
através de PFGE digeridos pela enzima Xbal (Homologia entre 50% e 100%) e padrdes

calculados pelo Coeficiente de Dice.

As amostras de Salmonella ser. Isangi isoladas dos pontos de coleta Caldeirdo do
Urubu, Tanque de cimento do Gongo e Caldeirdo do Gado/Baixdo das Mulheres sao ambas
pertencentes ao sorovar Isangi, porém quando comparadas filogeneticamente analisadas
observa-se a formagdo de dois clusters distintos. O primeiro cluster € composto por quatro
amostras (L356, L357, L309 e L313) e quatro pulsotipos, sendo duas amostras isoladas do
Caldeirdo do Urubu apresentando mais de 95% de similaridade com dois pulsotipos e duas

amostras do Tanque de cimento do Gongo.
Fiocruz — ENSP — PPG Saude Publica — Tese de Doutorado — Thomé, J.D.S. 2014 106



As amostras L.356 e LL357, ambas isoladas no Caldeirdo do Gongo aparentam ter a
mesma origem clonal, exceto pela presenga de uma banda a mais na amostra L356, que pode
representar a presenca de um plasmidio. As duas amostras isoladas no Tanque de cimento do
Gongo, L.309 e L313, possuem 80% de similaridade, entretanto, ao comparar a amostra .309
com as amostras 1.356 e L357, observa a existéncia de 90% de clonalidade. Apesar da amostra
L313 apresentar padrdes de bandas distintos as outras amostras do mesmo cluster, a amostra
apresenta 80% de similaridade com as demais. Este padrao diferenciado pode representar a
influéncia de eventos genéticos, revelando a possibilidade de ganho de novo sitios de restricao
para a enzima.

O segundo cluster € formado por duas amostras isoladas do Caldeirao do Gado/Baixao
das mulheres e amostra isolada do Caldeirdao do Urubu apresentando 100% de similaridade
(L185, L186 e L.355). As amostras L185 e LL186 podem configurar um mesmo clone e a
amostra L.355 representa uma outra linhagem clonal com as demais isoladas no mesmo ponto
de coleta, representado por menos de 70% de similaridade entre elas.

E importante lembrar que estes pontos de coleta apresentam 18km de distancia entre

eles e neste caso algum elemento carreador destes sorovares estd agindo sobre essa dinamica.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.6%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

356 Col 34 Caldeirao do Urubu 4gua de caldeirdo Isangi
357 Col 34 Caldeirao do Urubu 4gua de caldeirdo Isangi
309 Col 30 Tanque de cimento do Gongo agua de caldeirdao Isangi
313 Col 30 Tanque de cimento do Gongo 4gua de caldeirdo Isangi
185 Col 10 Caldeirdo do Gado — Baixdo das Mulheres  &gua de caldeirdo Isangi

186 Col 10 Caldeirdo do Gado — Baixdo das Mulheres  4gua de caldeirdo Isangi

355 Col 34 Caldeirao do Urubu &gua de caldeirdo Isangi

Figura 11 — Distribuicdo dos grupos filogenéticos de Salmonella ser. Isangi avaliados através
de PFGE digeridos pela enzima Xbal (Homologia entre 70% e 100%) e padrdes calculados

pelo Coeficiente de Dice.

As amostras de Salmonella ser. Grumpensis foram isoladas de pontos de coleta
distintos, mas correlacionados, pois sdo pontos sdo bastante proximos, inclusive a dgua que
brota no ponto de coleta Olho d’4dgua do Gongo em periodos onde ndo ha estiagem podem ser
represada logo abaixo no ponto Tanque de cimento do Gongo. Os trés isolados apresentam um
mesmo pulso-tipo sendo cepas com 100% de similaridade representando um mesmo clone

circulante nestes pontos.
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Dice (Ol 1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>00% S-0.0%) [0.0%100.0%)
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

o ' B B = 310 Col 30 Tanque de cimento do Gonge  Ambiente  Grumpensis
< e 323 Col 31 Olho d'agua do Gongo Ambiente  Grumpensis
| 325  Col 31 Olho d'agua do Gongo Ambiente  Grumpensis

Figura 12 — Distribuicido dos grupos filogenéticos de Salmonella ser. Grumpensis avaliados

através de PFGE digeridos pela enzima Xbal (Homologia entre 70% e 100%) e padrdes

calculados pelo Coeficiente de Dice.

As amostras de Salmonella ser. Miami isoladas do ponto de coleta Olho d’agua do
gongo, apresentam, aproximadamente similaridade entre si (> 94%), o que provavelmente

representa 0 mesmo clone.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

94
Fos
Fos
ko7
Fes

99

Col 31 Olho d'agua do Gongo ~ Ambiente ~ Miami

Col 31 Olho d'agua do Gongo Ambiente  Miami

Figura 13 — Distribuicao dos grupos filogenéticos de Salmonella ser. Miami avaliados através
de PFGE digeridos pela enzima Xbal (Homologia = 94%) e padrdes calculados pelo

Coeficiente de Dice.

Salmonella ser. Panama representa grande importancia para a Saidde Publica com
varios relatos de surtos de DTA. Neste estudo obtivemos seis isolados deste sorovar, sendo
cinco de origem ambiental e um de origem animal. As amostras de fonte ambiental foram de
dois pontos de coleta distintos (Barragem do Onga e Caldeirdo do Muricoca) ambas fora da
area pertencente ao PNSC e a amostra de origem animal isolada de fezes de anuro (sapo)
encontrada nas margens do Caldeirdo do Gado/Baix@o das Mulheres drea pertencente ao
PNSC. Em cada uma das amostras isoladas no Caldeirdo do Murigoca (amostra 1.390) nao foi
possivel a realizac@o da andlise filogenética devido ao seu DNA, apds fase de de extracdo, se
apresentar degradado.

Quando a andlise filogenética das amostras observa-se a presencga de dois clusters. As
amostras 1385 e L389 apresentam mais que 90% de similaridade podendo representar o
mesmo clone e as amostras isoladas na Barragem do Onga (L.225 e L228) apresentam 100%
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de similaridade com amostra de origem animal L18, ambas apresentando o0 mesmo pulsotipo.

Este achado € bastante relevante, se tratando de um sorovar de interesse em Saude
Piblica, j4 que 0 mesmo é incriminado com surtos humanos® ' '*". Amostras de Salmonella
ser. Panama encontrados tanto em fezes de animal silvestre quanto em corpos d’agua
(Barragem do Onca) apresentam 100% de similaridade o que pode sugerir uma possivel
circulacdo desta cepa neste ambiente. Apesar do ponto de coleta Barragem do Onca ficar a
aproximadamente 25 Km de distancia do ponto de coleta da amostra animal a veiculagcdo
dessa cepa se deu muito provavelmente pelo transito de animais e/ou principalmente aves
entre estes pontos distintos.

Importante ressaltar que a Barragem do Onga € o local de armazenamento e captagcdo
de dgua para o fornecimento a popula¢do dos municipios de Sdo Raimundo Nonato e parte do
municipio de Coronel José Dias, municipios onde o PNSC est4 inserido.

Na maioria das cidades e lugarejos do sudeste do Piaui o atual abastecimento de dgua
pode ser considerado cadtico pois, embora exista um enorme potencial de 4gua em subsolo e
alguns pocos sejam utilizados para fornecer dgua junto com cacimbas, barreiros e cisternas, o
sistema implantado e sua manutencao € insatisfatdria.

Com a finalidade de incrementar o abastecimento de d4gua na regido, foi construida em
2000 a Barragem Petronio Portela, também conhecida como Barragem da Onga, e em 2005
foi realizado o projeto denominado "Adutora do Garrincho" que instalou a canalizacdo da
dgua da barragem para oito municipios.

A presenga do sorovar Panama nesta Barragem, de tamanha importancia para a sua

regido, configura uma possivel fonte de contamina¢ao ambiental para humanos e animais.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

65
70
75
80
85
90

Col 39 Caldeirdo do Muricoca Ambiente Panama

Col 39 Caldeirao do Murigoca Ambiente Panama

AN3 fezes caldeirdo do gado  Animal Panama

Col 18 Barragem do Onga Ambiente Panama

Col 18 Barragem do Onga Ambiente Panama

Figura 14 — Distribuicdo dos grupos filogenéticos de Salmonella ser. Panama avaliados
através de PFGE digeridos pela enzima Xbal (Homologia entre 60% e 100%) e padrdes

calculados pelo Coeficiente de Dice.
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As amostras de Salmonella ser Rubislaw foram isoladas do ponto de coleta Tanque de
cimento do Gongo e apresentam aproximadamente 95% de similaridade, o que provavelmente
configura se tratar de um clone. Ao se analisar o padrio de bandeamento apresentado por

ambas, a amostra L.314 mostra uma banda a mais, o que sugere a presenca de um plamideo.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

Figura 15 — Distribuicdo dos grupos filogenéticos de Salmonella ser. Rubislaw avaliados

97

98
o9
=100

314
315

Rubislaw

Col 30 Tanque de c. Ambiente

Col 30 Tanque de c. Ambiente Rubislaw

através de PFGE digeridos pela enzima Xbal (Homologia = 66%) e padrdes calculados pelo

Coeficiente de Dice.

Amostras de Salmonella ser. Thompson, isoladas do Olho d’4gua da Cocheira, ponto
de coleta bastante frequentado por diversos animais silvestres presentes no parque, inclusive
pelos felinos, originou dois clusters. O primeiro cluster (formado pelas amostras 1.344, L.346 e
L.345), sugere que as amostras [L344 e 1346 podem ser o mesmo clone por apresentarem
100% de similaridade; e a amostra 1.345 apresenta mais de 95% de similaridade frente as
demais. O segundo cluster é formado pelas amostras 1.343 e .347 que demonstraram 100%
de similaridade em si podendo ser clones, mas apresentam menos de 60% de similaridade

com o outro cluster, o que sugere um histérico evolutivo bastante diferenciado.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

rj— “100

Col 33 Olho d'agua da Cocheira
Col 33 Olho d'agua da Cocheira
Col 33 Olho d'agua da Cocheira
Col 33 Olho d'agua da Cocheira
Col 33 Olho d'agua da Cocheira

Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente

Thompson
Thompson
Thompson
Thompson
Thompson

Figura 16 — Distribuicdo dos grupos filogenéticos de Salmonella ser. Thompson avaliados

através de PFGE digeridos pela enzima Xbal (Homologia entre 60% e 100%) e padrdes

calculados pelo Coeficiente de Dice.
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O tnico isolado de origem humana coletado no Sitio do Mocé apresenta 100% de
similaridade com isolado de origem animal (amostra de fezes de Anuros - sapo) coletado as
margens do Caldeirdo do Gado/Baixdo das Mulheres sao amostras de Salmonella ser.
Worthington. Este achado também se configura como uma possivel hipdtese para a circulagdo
de sorovares de Salmonella neste ambiente. A distancia entre os dois pontos de coleta é de
aproximadamente 250 metros e, possivelmente, percorrida no trajeto natural do animal em

questao.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

Q
3

Figura 17 — Distribui¢ao dos grupos filogenéticos de Salmonella ser. Worthington avaliados

19  ANS fezes caldeirdo do gado  Animal Worthington

4 AN2 fezes sitio do mocéd Humana  Worthington

através de PFGE digeridos pela enzima Xbal (Homologia = 100%) e padrdes calculados pelo

Coeficiente de Dice.

A andlise de PFGE que consiste em padrdes de eletroforese em gel de campo pulsado
obtidos a partir de amostras de agentes patogénicos conferem informagdes epidemioldgicas
sobre os isolados. Embora muitos métodos moleculares estejam disponiveis, a andlise de
macrorrestricao - PFGE se mostra particularmente ttil para a comparagdo e diferenciacao de
muitos agentes patogénicos bacterianos. Contudo, a sensibilidade e poder discriminatério da
PFGE dependem do organismo a ser subtipado e a enzima de restricdo utilizada. Sua alta
relevancia epidemioldgica fez com que esta técnica fosse classificada como "padrdo ouro"
para a subtipagem de micro-organismos patogénicos.

O encaminhamento continuo das informacdes, decorrentes dos resultados obtidos, a
partir da avaliacdo de diferentes perfis moleculares permite fortalecer as a¢des de vigilancia.
Estas se fardo com base no conhecimento, quanto a etiologia, permitindo atuar através de
alerta precoce, com o reconhecimento entre os circulantes, da disseminacdo dos clones de
relevancia no meio ambiente, atuando no controle destes patdgenos, emergentes em nosso

meio.
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4.6. Aspectos Eco-epidemiolégicos

O relacionamento entre Unidades de Conservacdo com suas vizinhangas deve ser
trabalhado no sentido de buscar o entendimento e o apoio das populagdes locais, a promog¢ao
do desenvolvimento sécio-econdmico das comunidades e o estabelecimento de processos
participativos comunitdrios de modo a garantir padrdoes de sustentabilidade para todos os
habitantes. Em razdo da necessidade de proteger de modo mais significativo os ecossistemas,
faz-se necessdrio o desenvolvimento de processos participativos, sob a forma de trabalhos
conjuntos entre os gerenciadores das Unidades e grupos categorizados da sociedade. Os
gestores do Parna da Serra da Capivara t€m como principal preocupagao o fato de definir uma
politica ampla de preservacdo ambiental uma vez que se promove O ecoturisSmo, que se
constitui em importante fonte de divisas para regiao e para o Parque, de forma a ndo degradar
o meio ambiente’ *°.

A identificacdo, caracterizacdo e reconhecimento de importantes sitios geoldgicos,
geomorfolégicos ou de paisagens naturais ou culturais tém sido, nas ultimas décadas,
valorizado e fomentado como ferramenta importante na educacdo e divulgacdo de temas
voltados para o meio ambiente.

A regido do Parque Nacional Serra da Capivara apresenta caracteristicas impares e
diversificadas de naturezas diferentes e complementares: ambientais - ao situar-se numa
fronteira geoldgica, contato das formacdes da Bacia do Parnaiba e da depressdo periférica do
Sao Francisco; ecoldgica - contato de vegetacdo pertencentes a diferentes formagdes vegetais,
como caatinga, cerrado e floresta; culturais - por abrigar a maior concentracdo de sitios
arqueoldgicos, atualmente conhecidos nas Américas; e turisticas — beleza natural de paisagens
magnificas e privilegiados pontos panoramicos de observacao.

A drea do Parque engloba terras dos municipios de Sao Raimundo Nonato (IDH-
0,661, considerado médio, com 65% de populacdao urbana e 35% rural), Coronel José Dias
(IDH-0,546, considerado baixo, com 33% de populacdo urbana e 67% rural), Jodo Costa
(IDH-0,561, considerado baixo, com 23% de populacdo urbana e 77% rural) e Brejo do Piaui
(IDH-0,515, considerado baixo, com 37% de populagao urbana e 63% rural). O IDH da regiao
equivale a faixa de baixo desenvolvimento humano, segundo os critérios universais definidos
pelas Nagdes Unidas, retratando a qualidade de vida da regido com uma ma distribuicao de
renda e niveis elevados de pobreza da populagﬁogl.

Assim, uma drea que mantem um atrativo turistico de grande porte inserido em

municipios onde os servicos publicos sdo deficientes, se faz necessario um estudo sobre a
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prevaléncia de bactérias associadas a condi¢Oes sanitdrias. Na Figura 6 observa-se que os
pontos marcados no mapa sdo os locais positivos para isolamento de Salmonella spp. A
maioria estdo localizados no interior do parque representados por Caldeirdes para consumo de
dgua para os animais silvestres. Outros ainda estdo no entorno do Parque utilizados por

z

animais de criacdo (Caldeirdo do Muri¢oca) e ainda na Barragem que € utilizada para

abastecimento de dgua local (Barragem do Onga).

Legenda

¥ caldeirsio BPF

' Caldeirdo do Grotdo da Esperancga
@ Baixdo das Mulheres

'@ Caldeirdo do Anfiteatro do Museu
@ Sitio do Mocd

? Baixdo da Vaca

? Caldeirdo do Urubu

@ Olho d'agua da Cocheira

, Caldeirdo Olho d'agua da Cacimba
¥ saragem daonga

,’ Tanque de cimento do Gongo

' Olho d'agua do gongoe

,’ Caldeirdo do Murigoca

Figura 18: Pontos de coleta positivos para isolamento de Salmonella spp.

Os barreiros existentes nas localidades do entorno do PNSC representam importante
fonte de 4gua para a subsisténcia dos animais de criacdo residentes nestas localidades e em
periodos de grande estiagem para o uso das familias’>. Ndo existe monitoramento da
qualidade da 4dgua dos barreiros, o que do ponto de vista da Saide Publica, torna o seu uso
arriscado, uma vez que podem ser facilmente contaminados pelas fezes de animais, que os
utilizam de forma intensa, e por fezes humanas carreadas pelas chuvas, tendo em vista a
inexisténcia de esgotamento sanitdrio na area de estudo.

O mesmo pode-se dizer para os caldeirdes localizados no interior do PNSC?”, que

servem como fonte de dgua para os animais silvestres e funcionam como uma forma de
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manter os animais em seu habitat evitando que os mesmos percorram grandes distincias e
saiam dos dominios do Parque a procura de agua. Porém é de suma importancia o
monitoramento dessas fontes de 4gua para que as mesmas nao funcionem como um
reservatorio de patégenos zoondticos.

Os dados deste estudo sdo relevantes para a Saude Publica, pois contribuem para o
monitoramento ambiental a partir do conhecimento da epidemiologia molecular dos sorovares
de Salmonella circulantes no ambiente, nos animais e na populacdo que habita a regido do

Parque Nacional da Serra da Capivara, Piaui — Brasil.
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5. CONCLUSOES

e Observou-se a presenca de bactérias da Familia Enterobacteriaceae em todos os pontos
de coleta, principalmente nos sistemas aquaticos, indicando a presenca de coliformes

recente nos locais de coleta;

e Em nenhuma origem ou ponto de coleta foi possivel o isolamento de bactérias do

género Campylobacter, importante enteropatogeno de impacto para a Satude Publica;

e O perfil de resisténcia antimicrobiana mais representativo, no primeiro e segundo
periodo de coleta foi: ampicilina (45,5%) e (53%), cefoxitina (19,5%) e (34,5%) e

tetraciclina (16,5%) e (18,5%) respectivamente;

e Naio foram observadas diferencas de resisténcia a antimicrobianos entre os diferentes

pontos de coleta estudados;

® (s maiores percentuais de resisténcia foram observados nas espécies Escherichia coli,

Citrobacter spp., Proteus spp. e Klebsiella spp, respectivamente;

e (Observou-se ocorréncia de multirresisténcia a antimicrobianos diferentes combinados
(de 2 até 6 antimicrobianos), onde os perfils com maior frequéncia foram Ampicilina,

Cefoxitina, Imipenem, Sulfametoxazol-Trimetoprim e Tetraciclina;

e Amostras de origem ambiental revelaram maior diversidade e maior percentual de
padrdes de multirresisténcia quando confrontadas aos isolados de origem humana e

animal.

e A Salmonella estd presente em diferentes ecossistemas aquéticos no interior e entorno

do Parque Nacional da Serra da Capivara, representando 10% das amostras analisadas;

e Foram identificados 11 sorovares de S. entérica subsp. enterica: Worthington,
Panama, Brooklyn, Glasgow, Braenderup, Isangi, Grumpensis, Rubislaw, Miami,

Cerro, Thompson e duas amostra identificada como S. enterica subsp. houtenae;

e O perfil de resisténcia de Salmonella spp. encontrado foi baixo representado por: 7,7%
Ampicilina; 3,8% Cefoxitina; 1,9% Imepenem; 3,8 Sulfametaxazol-Trimetoprim;
1,9% Clorafenicol; 1,9% Estreptomicina e 1,9% Nitrofurantoina;
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e [solados com mesma origem clonal circulam em pontos de coletas distintos no Parque
Nacional de Serra da Capivara como observados nos sorovares Glasgow, Cerro,

Isangi;

® Amostras de Salmonella ser Panama apresentam clone com 100% de homologia
filogenética nas amostras de dgua isoladas dos pontos Barragem do Onga e amostra de
fezes de anuro isoladas as margens do Caldeirdo do Gado - Baixdo das Mulheres (em

torno e interior do PNSC respecitamente);

®* Amostras de Salmonella ser Worthington apresentam clone com 100% de homologia
filogenética isolado nas amostras de fezes humana no Sitio do Moc6 e em amostra de
fezes de anuro isoladas as margens do Caldeirdo do Gado - Baixdo das Mulheres (em
torno e interior do PNSC respectivamente); deixando pistas da circulacdo desta

patégeno no ambiente.

e (s dados obtidos neste estudo sdo relevantes para a Satde Publica, pois contribuem
para o monitoramento ambiental a partir do conhecimento da epidemiologia dos
sorovares de Salmonella circulantes no ambiente, impactando animais e a populacdo

que habita na regido do Parque Nacional Serra da Capivara-Piaui-Brasil.
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7. ANEXOS

Anexo I

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Ministério da Sadde
FUNDACAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ
Escola Nacional de Satide Puablica
Departamento de Endemias Samuel Pessoa

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado Senhor(a),

Vocé estd sendo convidado (a) para participar da pesquisa de doutorado intitulada “Circulacio
de Bactérias potencialmente patogénicas no Parque Nacional Serra da Capivara: Sua
prospecc¢io no Trindmio Zoonédtico: Homem, Animal, Ambiente”.

Vocé foi selecionado(a) para participar desta pesquisa em virtude de sua residencia ndo
apresentar rede publica de abastecimento e distribui¢do de dgua e esgoto, mas sua participagdo ndo é
obrigatdria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua
recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relacdo com o pesquisador ou com a Fundagdo Oswaldo
Cruz.

O objetivo deste estudo é analisar a presenca e circulagdo de bactérias potencialmente
enteropatogénicas e zoondticas, da regido do Parque Nacional Serra da Capivara, sudeste do Piaui.

Sua participagdo nesta pesquisa consistird em receber material para realizar, vocé mesmo, a
coleta de suas fezes frescas. Para a coleta deste material basta apenas encostar a superficie absorvente
do utensilio de coleta, uma haste macia recoberta por algoddo estéril - um swab, nas fezes frescas
produzidas em qualquer local e introduzir esta haste no meio de transporte que estard acondicionado
junto com a haste. Para os individuos participantes da pesquisa que fornecerem material fecal e que
apresentarem positividade para os géneros de bacterianos patogé€nicos serdo orientados a procurar
servico de satide mais préximo.

Os resultados obtidos serdo divulgados por meio do trabalho final de doutorado e, também,
através de artigos cientificos e apresentacdes em congressos.

Vocé receberd uma cdpia deste termo, onde constam o telefone e o endereco do pesquisador
responsdvel. Quaisquer dividas que vocé tenha sobre o estudo ou sobre sua participagdo poderdo ser

esclarecidas a qualquer momento.
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o]

Eu, , identidade n

, Orgao expeditor , declaro ter lido este documento e ter sido

informado pelo pesquisador responsdvel pelo estudo, sobre o protocolo de pesquisa no qual serei

incluido(a), bem como sobre minha participagdo no projeto.

Assinatura do entrevistado

Em caso de responsdvel por menor, participante da pesquisa com menos de 18 anos de idade,

favor preencher esta 4rea:

Nome do Menor:

Responsavel:

Assinatura do Responsdvel

Assinatura do pesquisador
Jacqueline Darc da Silva Thomé

Endereco do pesquisador

Fundacio Oswaldo Cruz

Escola Nacional de Satde Publica Sérgio Arouca

Rua Leopoldo Bulhées, 1480 — Manguinhos Térreo - Laboratério de Ecologia
Rio de Janeiro — RJ CEP: 21040-900

Tel: (21) 2598-2666 / 2671

Em caso de duvida quanto a conducdo ética do estudo, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa da ENSP:

Rua Leopoldo Bulhées, 1.480 - Térreo

Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ / CEP. 21041-210
Tel e Fax - (21) 2598-2863

Mail : cep@ensp.fiocruz.br
http://www.ensp.fiocruz.br/etica
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Anexo I1
TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS®

A. Preparo da Suspensao Bacteriana:
1. Suspender coldnias puras e isoladas em tubos contendo 4 mL de Caldo Mueller-Hinton
(Oxoid, Estados Unidos), com o auxilio de uma alca bacteriolégica;
2. Incubar os tubos em estufa bacterioldgica a 37°C por 2 a 6 horas;

3. Comparar, a cada 2 horas, a turvacdo da suspensido com a escala 0,5 de Mc Farland

(BioMerieux), equivalente a 1,5 X 10® células bacterianas/mL;
4. Realizar a semeadura quando a suspensdo bacteriana alcangar a turvagao

predeterminada.

B. Preparo do Meio de Cultura
1. Preparar e esterilizar, de acordo com as recomendacdes do fabricante, o dgar Mueller-
Hinton (Oxoid);
2. Distribuir em placas de Petri estéreis de 20x100 mm de diametro, um volume de

aproximadamente 20 mL, visando obtenc¢do de camada interna de 4 mm de profundidade.

C. Semeadura da Bactéria e Aplicacdo dos Discos Impregnados com os Antimicrobianos:
1. Semear a suspensdo bacteriana em induto continuo sobre a superficie da placa de agar
Mueller-Hinton (Oxoid) utilizando um swab estéril;
2. Depositar sobre a superficie da placa semeada os discos de papel de filtro impregnados
com os antimicrobianos: Ampicilina (10 pg), Acido Nalidixico (30 pg), Cefoxitina (30
ng), Ceftaxidima (30 pg), Ciprofloxacina (10 pg), Gentamicina (10 pg), Imipenem (10
ug), Estreptomicina (10 pg), Cloranfenicol (30 pg), Sulfametoxazol-Trimetoprim (25 pg),
Tetraciclina (30 pg) e Nitrofurantoina (300 pg), oriundos da Oxoid, tendo o cuidado de
aplicar seis discos por placa, para evitar a sobreposicao de halos, que dificultaria a leitura e
a interpretacdo do teste;
3. Utilizar a cepa-padrao Escherichia coli ATCC 25922 como amostra controle do
experimento;

4. Incubar as placas em estufa bacteriolégica a 35° C durante 18 horas.
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D. Leitura e Interpretacdo dos Resultados:

1. Medir o tamanho da zona de inibi¢do do crescimento bacteriano (em milimetros) para
cada antibidtico testado com o auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo, Japao);

2. Interpretar a medida do halo de inibicdo do crescimento bacteriano seguindo as
orientagdes do manual CLSI, 2013 comparando-os com a tabela dos valores de referéncia.
As amostras bacterianas sdo Sensiveis quando o antimicrobiano € capaz de inibir seu
crescimento; sao Resistentes quando crescem na presenca da droga; e apresentam
suscetibilidade Intermediaria quando sofrem alguma inibi¢ao de crescimento, expressa por

um didmetro do halo de inibi¢do reduzido.
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Anexo 111

TECNICA E PROCEDIMENTO PFGE PARA Salmonella spp.”

A) Preparagao de Plugues e Lise Celular:
1. Cultivar as amostras em placas de TSA (Tryptic Soy Agar). Antes, € importante testar a
pureza das coldnias e repicar em mais de um tubo para obter crescimento confluente, de
modo a assegurar que a mesma colOnia possa ser testada novamente, se necessario.
Incubar as culturas a 37°C durante 14-18 horas;
2. Remover as células do crescimento bacteriano usando um swab estéril e suspender em 2
mL de tampdo de suspensdo de células (CSB). Utilizando um espectrofotdmetro, ajustar a
densidade 6ptica para 610 nm de comprimento de onda;
3. Ajustar a suspensao de 400 uL de células e transferir para um tubo de centrifuga de 1,5
mL contendo 20 pL de proteinase K, a partir de solucdo made de (20 mg/mL), e
homogeneizar delicadamente por pipetagem com 400 uL de agarose 1% (Seakem Gold);
4. Dispensar a mistura nas cavidades de um molde reutilizdvel, deixando-a solidificar a
temperatura ambiente durante 10-15 minutos;
5. Transferir os plugues formados para um tubo de centrifuga de 50 mL contendo 5 mL de
tampao de lise celular e 25 pL de proteinase K. Incubar os tubos por periodo de 2 horas
com agitacao (150-175 rpm). Preaquecer um volume de dgua ultrapura estéril a 54-55°C
para que plugues possam ser lavados 2 vezes com 10-15 ml de 4gua;
6. Remover os tubos da incubadora e, cuidadosamente, despejar o tampao de lise em um
recipiente de descarte apropriado. Adicionar 10 mL de dgua ultrapura preaquecida (50°C);
7. Devolver os tubos para a incubadora e deixar agitar a 200 rpm durante 10-15 minutos a
50°C;
8. Remover a dgua e repetir a fase anterior;
9. Remover a dgua novamente e adicionar 10 mL de tampao TE preaquecido (50°C). Os
tubos devem voltar para a incubadora e deixar agitar a 200 rpm durante 10-15 minutos a
50°C;
10. Decantar o tampao TE e repetir o passo anterior por mais trés vezes;
11. Na ultima lavagem, adicionar 10 mL de tampao de TE estéril. Apds a dltima lavagem,
as amostras podem ser digeridas imediatamente, adicionando a enzima Xbal (50

U/amostra) e aguardando 2 horas, ou podem ser armazenadas sob refrigeracdo (4°C).
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B) Restri¢ao/Digestdo do DNA em Plugues de Agarose com Xbal
1) Uma lamina de 2.0 a 2.5 mm de largura é cortada a partir do Plugues de agarose de
cada isolado;
2) Adicionar 200 ul de tampao de restri¢io contendo a enzima Xbal diluida (1 X) para
tubos de microcentrifuga de 1,5 ml j4 rotulados.

3) Incubar os tubos por um periodo de 2 horas a 37°C.

C) Preparacdo e Carregamento do Gel no Sistema PFGE:
1) O tampao de restri¢ao € substituido por 200 uL de TBE 0,5 X e incubado a temperatura
ambiente durante 5 minutos.
2) Os tampdes sdao removidos do tubo e colocados sobre o pente. Os plugues sdo selados
no pente, adicionando agarose a 1 % (Seakem Gold).
3) Enquanto o gel solidifica, prepara-se 100 mL de agarose a 1% (Seakem Gold) para
verter na caixa de envase do gel montado. Adiciona-se 2000 mL de TBE 0,5 X a camara
de eletroforese;
4) O pente é removido e os pocos sao preenchidos com gel de agarose a 1% (Seakem
Gold). Em seguida, o gel € colocado na camara de PFGE.
5) As configuracdes para o sistema de electroforese CHEF - DR III seguiram os seguintes
padrdes:
Tempo de troca inicial: 2,2 s
Tempo final: 63,8 s
Tensdo: 6 V
Angulo incluido: 120 °

Durac@o: 19 horas

6) Depois de 19 h, o gel é removido da caixa e corado durante 30 minutos com brometo
de etidio (10 mg/ml). O gel € lavado a cada 20 minutos durante 1 hora com 500 mL de

dgua ultrapura.
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