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RESUMO

Todos os dias centenas de substancias (naturais e sintéticas), juntamente com micro-
organismos patogénicos, alcangam o ambiente, especialmente o ambiente aquatico,
por meio de esgotos e efluentes. Essas substancias sao representadas, entre outros,
por farmacos, hormdnios, que mesmo em nano concentragdes continuam bioativas, e
por conta disso sdo chamadas de perturbadores endécrinos. Neste contexto, uma das
substancias de interesse € o hormdnio 17B-estradiol (E2), encontrado em
concentragdes superiores a 1 ng-L-' em efluentes. Adicionalmente, em efluentes est&o
presentes bactérias do grupo das enterobactérias, as quais podem sofrer influéncia
do E2 e alterar sua patogenicidade. Esta pesquisa foi realizada com objetivo de avaliar
o comportamento metabdlico (crescimento) e o perfil de resisténcia a antimicrobianos
de enterobactérias isoladas de amostras de agua coletadas de diferentes eventos
hidrolégicos, expostas ao hormdnios 17B-estradiol (E2). Sete bactérias pertencentes
a diferentes géneros (Klebsiella, Proteus, Salmonella, Enterobacter, Escherichia,
Citrobacter e Aeromonas) foram desafiadas durante 24 horas in vitro a concentragbes
de 1, 10 e 100 ng-L"' do horménio E2 e avaliadas também quanto a resisténcia a
antimicrobianos das classes das penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
fluoroquinolonas e aminoglicosideos. Os resultados mostraram que as cepas de
Klebsiella pneumoniae e Proteus vulgaris tiveram o crescimento estimulado com o
aumento gradativo de E2 até a concentragdo de 100 ng-L'. Ja a cepa de Salmonella
enteritidis teve crescimento inibido com concentragées de E2 acima de 10 ng-L™.
Enterobacter gergoviae e Escherichia coli apresentaram crescimento maior quando
expostas a 1 ng-L' se comparado com concentragdes de 10 e 100 ng-L-' de E2. Ja
Citrobacter amalonaticus e Aeromonas allosaccharophila sofreram estimulagdo de
crescimento quando expostas a concentragdes de 10 ng-L-' de E2. Apds a exposicdo
a E2, foi observada a resisténcia a antibidticos de 4 das 7 cepas bacterianas e a 4 das
5 classes de antimicrobianos testadas. Diante disso, evidencia-se a importancia dos
sistemas de tratamento de efluentes com foco na remocédo de perturbadores
enddcrinos e patdégenos. Além disso, destaca-se o agravo para a saude publica
durante periodos pds-enchentes por conta da disseminagéo destes patdgenos.

PALAVRAS-CHAVE: Perturbadores Enddcrinos; Patdgenos; Enchentes; Salmonella;
Escherichia coli.



ABSTRACT

Everyday hundreds of substances (natural and synthetic), together with pathogenic
microorganisms, reach the environment, especially the aquatic environment, through
domestic effluents. These substances are represented, among others, by drugs and
hormones, which even in nano-concentrations remain bioactive, and because of that
they are called endocrine disruptors. In this context, one of the substances of interest
is the hormone 17B-estradiol (E2). Nowadays, in domestic effluents even after
receiving treatment at sewage treatment plants, it is usual to find concentrations
greater than 1 ng L' of E2. Additionally, bacteria from the group of enterobacteria are
present in the sewage, which could be influenced by E2 and alter its pathogenicity.
This scenario can be of concern if it is aggravated by flood events, which spread these
microorganisms, and if they are resistant to antibiotics. Therefore, this research was
carried out with the objective of evaluating the profile of resistance to antimicrobials
and the metabolic behavior of enterobacteria, isolated from flood water, exposed to
17B-estradiol hormones (E2). Seven bacteria belonging to different genera and
previously isolated from water from hydrological events, were challenged in vitro to
different concentrations of the hormone E2 and evaluated for resistance to
antimicrobials. The results showed that the strains of Klebsiella pneumoniae and
Proteus vulgaris had their growth stimulated with the gradual increase of E2 until the
concentration of 100 ng L-'. The strain of Salmonella enteritidis had growth inhibited
with E2 concentrations above 10 ng L-'. Enterobacter gergoviae and Escherichia coli
showed greater growth when exposed to 1 ng L', when compared to concentrations
of 10 and 100 ng L. Citrobacter amalonaticus and Aeromonas allosaccharophila
suffered growth stimulation when exposed to concentrations of 10 ng L-'. Regarding
antibiotic resistance, four of the seven bacterial strains showed resistance to four of
the five classes of antimicrobials tested. Therefore, the importance of effluent treatment
systems with a focus on the removal of endocrine disruptors and pathogens is evident.
In addition, the public health problem during post-flood periods stands out due to the
spread of these pathogens.

KEY WORDS: Endocrine Disorder; Pathogens; flood events; Salmonella;
Escherichia coli.
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1 INTRODUGAO

Diariamente centenas de substancias naturais ou sintéticas e micro-
organismos patogénicos podem alcangcar o ambiente, especialmente o ambiente
aquatico, apos serem eliminadas através da urina e das fezes, por humanos e outros
animais (KAUR; BALA; BANSAL, 2018). Estes efluentes, se n&o tratados ou tratados
de forma ineficiente, sao a principal porta de entrada de poluentes no ambiente.

Dentre as substancias contidas nestes efluentes chamam a atencdo os
perturbadores endoécrinos (PE) que, mesmo em concentracbes baixas como
nanogramas (ng) ou microgramas (ug), tem potencial para interferir no sistema
endécrino de humanos e animais, afetando a saude, crescimento e a reproducao
destes (DAl et al.,, 2020; FUTRAN FUHRMAN; TAL; ARNON, 2015). Essas
substancias sédo representadas por ftalatos, alquilfendis, organoclorados, bisfenol,
parabeno, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, farmacos, pesticidas, e hormbnios
como fitoestrogénios, estrogénios naturais e estrogénios sintéticos (BILA; DEZOTTI,
2007). Entre os horménios classificados como PE, destaca-se o 17B-estradiol (E2),
um horménio natural amplamente utilizado como repositor hormonal. Este horménio é
metabolizado pelo organismo e excretado diariamente pela urina, e assim chegando
no meio ambiente por meio do esgoto sanitario (MOREIRA, 2008).

Paralelamente a eliminacdo de hormdnios, também s&o eliminadas por meio
das fezes, bactérias do grupo das enterobactérias, sendo que estas podem ser
patogénicas ou apenas fazer parte da microbiota intestinal humana (CORREA, 2012).
O que pouco se considera € que 0s micro-organismos também podem utilizar
horménios produzidos por humanos para sua propria sobrevivéncia e sucesso
reprodutivo, interrompendo o equilibrio da microbiota normal do hospedeiro (VOM
STEEG; KLEIN, 2017).

Estudos tém mostrado que a bioacumulagdo e os efeitos toxicoldégicos em
peixes expostos a mistura de E2 e 17a-etinilestradiol foram mais significativos do que
a exposicao do composto individual (HUANG et al.,, 2015). Devido a falta de
conhecimento abrangente sobre os possiveis efeitos sinérgicos dos desreguladores
enddécrinos com outros compostos quimicos (SHI et al., 2018), os seres vivos estao
sendo desafiados no cenario natural com substancias influenciadoras dos seus
metabolismos. Neste sentido, os desreguladores enddcrinos tendem a ser diluidos

durante o fluxo dos rios (AN et al., 2018). Atendéncia de redugao na concentragao de
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E2 em cursos d'agua, significa que ha aumento na exposi¢do do endocrino ao longo
do curso e, consequentemente, exposicao e influéncia na vida aquatica. No entanto,
processos como sor¢ao e absorgao pelas plantas podem inibir a mobilidade ambiental
de compostos com horménios ativos (CARD; SCHNOOR; CHIN, 2012).
Considerando este cenario, onde diariamente concentragdes significativas de
residuos de PE e enterobactérias atingem o ambiente aquatico, onde podem interagir
com o ambiente, o presente estudo foi desenvolvido com finalidade de investigar o
impacto desses residuos no metabolismo (crescimento) de micro-organismos isolados

de amostras de agua coletadas durante diferentes eventos hidrolégicos.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos e o comportamento metabdlico
de enterobactérias, isoladas de amostras de agua provenientes de diferentes eventos

hidrolégicos, expostas ao horménio 17p-estradiol (E2).

1.2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o perfil de resisténcia de enterobactérias frente a antimicrobianos das
classes das penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, fluoroquinolonas e
aminoglicosideos

e Avaliar o perfil de crescimento de enterobactérias expostas a diferentes
concentragdes de 173-estradiol (E2);

e Investigar a existéncia de comportamento espécie especifico em relagdo a

respostas a exposigcao ao 173-estradiol (E2).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DESREGULADORES ENDOCRINOS E O 178 - ESTRADIOL

Certas substancias naturais e sintéticas tém despertado o interesse de
pesquisadores ao longo dos anos, devido ao seu potencial de, mesmo em
concentragdes baixas (ng e ug), apresentarem bioatividade em diferentes organismos
(HAMILTON et al.,, 2015). Estes compostos foram definidos pela Sociedade de
Endocrinologia como substancias quimicas endogenas, ou misturas de compostos
quimicos que podem interferir no aspecto da acdo de horménios (ZOELLER et al.,
2012), e nomeados como desreguladores enddcrinos. Exemplos destes compostos
podem ser definidos como estrogénios (naturais e sintéticos), farmacos, pesticidas,
detergentes, e uma gama de compostos quimicos industriais (LIU; KANJO;
MIZUTANI, 2010). Estudos com estes compostos tém mostrado resultados
associados a interferéncia negativa nos processos reprodutivos, mudancas de
comportamento neuroldgico, sindromes metabdlicas, desordem imune e até mesmo
tumores em humanos (BERGMAN et al., 2013).

Entre estes compostos, destacam-se os estrogénios, que s&do horménios
biologicamente ativos derivados de colesterol e liberados pelo cortex adrenal,
testiculos, ovario e placenta em humanos e animais (ADEEL et al., 2017), sendo
eliminados diariamente através de urina e fezes, e variando conforme o ciclo
reprodutivo (Tabela 1). Dentre eles destaca-se o horménio 17B-estradiol (E2), um

horménio natural e sintetizado amplamente utilizado como repositor hormonal.

Tabela I - Excregao diaria (ug) per capita de estrogénios por humanos

Categoria Estrona 17 B estradiol (E2) Estriol 170-etinilestradiol
Homens 3,9 1,6 1,5 -
Mulheres em periodo fértil 8 3,5 4.8 -
Mulheres na menopausa 4 2,3 1 -
Mulheres gravidas 600 259 6000 -
Mulheres - - 35

Fonte: (WISE; O’'BRIEN; WOODRUFF, 2011).

Nos efluentes domésticos em centros urbanos as concentracdes de E2 podem
variar de 0,5 e 125 ng L™'. Na area rural os niveis de E2 podem variar de 30 a 2.500

ng.L" (Tabela 2) devido a maior concentragdo de animais confinados (gado), (WISE;
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O'BRIEN; WOODRUFF, 2011). Observou-se também que excrementos bovinos
podem apresentar concentracbes de E2 até 10 vezes superiores do que as
encontradas em dejetos humanos (BURKHOLDER et al., 2007). O mesmo perfil foi
observado para dejetos de suinos (ADEEL et al., 2017).

Tabela 2 - Concentragbes de estrogénio (ngL-") no ambiente ou em sistemas de tratamento de efluentes

AREA TIPO CONCENTRAGAO REFERENCIA
E2 (ng L)
Rural Lagoa facultativa de 1800 — 49000 (LI et al., 2010)
suinos
Cama de aviario em 3500 (WISE; O’'BRIEN; WOODRUFF,
pastagem 2011)
Dejetos de suinos 1000 — 1500 (FRANKS, 2006)
Dejeto de gado tratado em 1250 (BARTELT-HUNT et al., 2012)
sistema confinado
Urina de suino 85-97 (ZHANG et al., 2014)
Lixiviagdo em area de 1,7 (KOLODZIEJ; SEDLAK, 2007)
pastagem
Dejetos de suinos 15 (RODRIGUEZ-NAVAS et al., 2013)
Antiandrogénicas 10 (%) (WISE; O'BRIEN; WOODRUFF,
(pesticida) 2011)
Dejetos de equinos 06-4.2 (WISE; O’'BRIEN; WOODRUFF,
2011)
Industrial Lagoa facultativa de 800 — 27000 (Ll etal., 2010)
laticinio
Agua residuais de laticinio 351 — 957 (LI et al., 2010)
Agua residual de fabrica 250 (%) (WISE; O’'BRIEN; WOODRUFF,
leite de soja. 2011)
Bisfenol / fendlicos 130 — 360 (WISE; O’'BRIEN; WOODRUFF,
(quimicos) 2011)
Urbano  Fertilizante retirado de 50 (RODRIGUEZ-NAVAS et al., 2013)

biodigestor (Fonte
primaria: Dejeto de suino e
residuo ind. alcool)

Aguas superficiais de lago 2.52 -21.82 (DAN LIU et al., 2017)
(abastecimento urbano) (9.41)
STP / efluente 6.2—-42.2 (PAL et al., 2010)
Esgoto humano 0.5-125 (WISE; O'BRIEN; WOODRUFF,
2011)

Agua tratada para 0.0782 (SETTINO et al., 2018)
humanos

Agua Lencois freaticos de 1 m 2.5 (OLSEN et al., 2007)

natural  Agua do mar 0.83 (PAL et al., 2010)

A ocorréncia de contaminagao de rios imediatamente apos as estagdes de
tratamento de esgoto tem sido observada, apresentando concentragdes superiores a
1ngL"de E2 (WILLIAMS et al., 2009). Observou-se também a contaminagao de agua
de consumo humano com concentragdes de 0,0782 ng L' E2 (SETTINO et al., 2018).
Estudos apontam que parte dos residuos de hormdnios que chega aos corpos d’agua
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serdo depositados temporariamente no sedimento dos rios (NIE et al., 2015), esse
comportamento explica-se pela natureza apolar das moléculas, cuja atragdo por
particulas de matéria organica é favorecida, porém essa interagcdo depende das
caracteristicas apolares das moléculas organicas com as quais o0s hormdnios
interagem (CLARKE; CUMMINS, 2015). Por outro lado, os compostos de
caracteristicas hidrofilicas (polares) tendem a permanecer na coluna d’agua
(CLARKE; CUMMINS, 2015).

Devido a natureza lipofilica do E2, este tende a se acumular no tecido adiposo
de diferentes espécies, como observado em peixes que, apds expostos a efluentes
contendo residuos de E2, apresentaram concentragdes variando de 0,6-4,2 ng-L™"
(WISE; O’'BRIEN; WOODRUFF, 2011). Ainternalizacdo de E2 por vegetais, a partir de
solos contaminados, mostrou uma acumulagdo de 1,3 a 2,2 ug-kg™' em folhas de
alface (ADEEL et al., 2017).

De acordo com a normativa internacional sobre substancias ou compostos,
considerando a possibilidade de risco ao ambiente, a comunidade cientifica aceita a
classificagao por o coeficiente de risco (RQ). Os critérios de classificagao do risco para
a concentragdo de PE estdo descritos, como de baixo risco (0,01 a 0,1 ng-L™"), de
médio risco (0,1 a 1 ng-L") e de alto risco (maior que 1 ng-L') conforme a
concentracédo (HERNANDO et al., 2006). Os PE sé&o suspeitos de produzir alto risco
ecoldgico, especialmente em espécies representativas da cadeia alimentar
tipicamente utilizadas em testes de toxicidade aguda (bactérias, algas e

invertebrados).

2.2 EFEITOS ADVERSOS DO E2 EM SERES VIVOS

Os relatos dos efeitos a saude dos peixes em agua com a presenca do E2
compreendem desde o desenvolvimento sexual alterado, a existéncia de espécies
intersexuais e o comportamento alterado de acasalamento (HAMILTON et al., 2015;
KIDD et al., 2007). Os efeitos do E2 foram observados em populagdes de peixes, que
apos serem expostos a concentragdes de 5 ng-L-!, apresentaram redugao significativa
no numero de ovos gerados (CALDWELL et al., 2012). Outros estudos reportaram a
feminizagdo de peixes machos em lagos contendo de 5 a 6 ng-L"' de E2 (KIDD et al.,
2007), além da bioacumulagdo (ARMAROLI; BALZANI, 2007).



18

De acordo Lopes (2007) os niveis E2 encontrados no esgoto alcangam em
média de 1 a 10 ng-L', além disso, com o aumento da populagdo mundial, a
necessidade de produgao de alimentos promove um crescimento na produgao animal,
que torna-se um contribuidor para a contaminagdo ambiental por estrogénios de uso
veterinario (CORDEIRO, 2009; LOPES, 2007; SCHLEICHER, 2013).

Em particular, o E2 pode impactar nos ecossistemas aquaticos, mesmo em
concentragdes abaixo de ng-L™', devido a sua atividade estrogénica extremamente alta
(ROUTLEDGE et al., 1998).

2.3 CONTAMINACAO AMBIENTAL POR ENTEROBACTERIAS

Os PEs e patogenos podem alcangam o meio ambiente, principalmente os
cursos d'agua, por meio de excretas humanas e animais. Dentre estes patdgenos, as
bactérias da familia Enterobacteriaceae sao de extrema relevancia, principalmente por
estarem envolvidas em doengas entéricas com expressiva taxa de mortalidade. As
enterobactérias podem fazer parte da microbiota intestinal normal ou serem as
causadoras de infec¢gbes do trato gastrointestinal e urinario (CORDEIRO, 20089;
LOPES, 2007; SCHLEICHER, 2013)

Durante as inundagdes de areas urbanas pode ocorrer a dispersdo de agua
contaminada por patégenos, desta forma, patégenos podem alcancar os seres
humanos atingidos por inundagdes e essa situagao contribuir para o surgimento de
doencas epidémicas (GOWRISANKAR et al., 2017). Neste contexto, o uso de dados
histéricos na compreensao da suscetibilidade para o surto de doencas epidémicas e
resistentes a antimicrobianos, pode ser observado apds inundagdes (LAVE; LAVE,
1991).

A diarreia é a manifestagdo mais comum associada a bactérias do género
Aeromonas em criancas, sendo esses organismos a principal causa de infecgbes apos
o contato com agua de inundagdes (GHENGHESH et al., 2008). Deste modo, os
relatados indicam que a alta resisténcia antimicrobiana pode incentivar mais
pesquisas para determinar as fontes, os mecanismos de transmissao, o significado
clinico, a resisténcia aos medicamentos e as opcgdes de tratamento das infecgdes
associadas ao Aeromonas, com peculiaridades para cada pais.

Em outro estudo, relatou-se que as inundagdes estavam significativamente

associadas a um aumento no risco de diarreia (DING et al., 2019). Uma possivel causa
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desse aumento pode estar relacionada a carga patdégena, que influencia na incidéncia
e gravidade da doenga (LITTLE et al., 2020). A dificuldade, neste caso, € medir a dose
infectante viavel em pessoas, tornando dificil estabelecer a relagdo entre a dose
infectante e a probabilidade de desenvolver doenca. Também, estabelecer relagao
entre a concentragdo patdgena e a possivel contaminagao por exposi¢gao ao ambiente
MARK et al., 2018).

Klebsiella sp. € outro patdogeno que pode estar presente em aguas de
enchentes. Um estudo (CABRAL, 2010) relata a influéncia da presencga de Klebsiella
sp. em fabricas de celulose e papel. Os relatos apontam que a agua captada do meio
ambiente apresentou 84% de coliformes fecais (teste padréo) e, apds utilizarem em
seus processos industrial e tratarem seus efluentes, estes eram devolvidos com 90%
de coliformes fecais. A investigacao desse aumento demonstrou que a origem deste
aumento, apods uso industrial, esta relacionada aos estagios de polpagéo iniciais neste
tipo de fabrica, com presenca abundante de Klebsiella sp. em todas as etapas de
processamento da industria de celulose e papel (CABRAL, 2010).

Ainda relacionado ao contexto socioecondémico, aspectos sinérgicos de
elementos quimicos, E2 e enterobactérias ao meio ambiente, estudos apontam para
a influéncia do arsénico utilizado em quimicos agricolas (dessecantes, herbicidas) ou
como conservante para industria da madeira e em outras atividades industriais
(ISHIGURO, 1992). Neste contexto, o alcance de determinados quimicos pode,
especialmente em vertebrados, produzir uma resposta imune inata que € vital para
potencializar a resposta imune adaptativa (NAYAK; LAGE; KIM, 2007). Na pesquisa,
esses autores apontam que na exposicdo de 2 a 10 ppb de arsénio, considerados
niveis seguros na agua potavel, resultou em um aumento superior a 50 vezes na carga
viral e pelo menos 17 vezes na carga bacteriana em embrides de peixes. Dessa forma,
0S micro-organismos estao ativos e adaptando-se aos efeitos sinérgicos do meio
ambiente.

Os fendbmenos das inundacbes urbanas decorrentes da incapacidade dos
sistemas de drenagem é um problema global (MARK et al., 2018). Pesquisas relatam
a relacdo entre enchentes urbanas e risco a saude para a populagao, devido ao
contato direto com as &guas infectadas por patégenos, ainda sdo pouco
compreendidas. Neste contexto ainda ha o frequente relato da presenca de genes
resistentes a antimicrobianos em ambientes aquaticos urbanos, o que é preocupante.

Neste contexto, foi mencionado concentracédo de até 30 vezes maior nos sedimentos
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dos rios em cidade, quando comparados com o curso do rio antes da cidade
(MARATHE et al., 2017).

A explicacdo provavel € que mesmo com o0 avango no uso de farmacos,
principalmente os antibidticos, a Escherichia coli, em mais de 20 cepas e outras
enterobactérias apresentaram resisténcia a sulfonamidas, ampicilina, tetraciclina
55,7% 54,1% 39,3%), demonstrando que as enterobactérias e as cepas comuns
estudadas possam ser multirresistentes ao uso antimicrobiana (HORN et al., 2015). A
resisténcia aos antibioticos € considerada problema de saude publica em todo mundo
e devido ao uso indiscriminado dessas substancias na produgao de alimentos ou na
assisténcia humana, enterobactérias podem apresentar resisténcia antimicrobiana
elevada (ETERNA DA COSTA; MACHADO, 2017).

As enchentes urbanas, agravam ainda mais, com a urbanizacao e deficitaria
infraestrutura de drenagem urbana. Nesse caso, com o transbordamento de esgotos
ou outras fontes de contaminagao, mantém patégenos ativos nas superficies urbanas
apo6s as enchentes e aumentam os riscos para a saude publica (SCOULLOS et al.,
2020).

Ha apontamentos que em superficies urbanas contaminadas por patégenos,
esses podem ser inativados naturalmente por a exposi¢céo a luz solar (LAVE; LAVE,
1991). Para os autores, € comum que area sem incidéncia de luz solar também sejam
acometidas por enchentes, pois as pessoas suportam inundag¢des ocasionais em seu
porao durante anos e passaram a aceitar isso, apenas limparam a lama ou o esgoto.

Neste contexto, a mitigacdo de riscos ambientais beneficiara a saude da
sociedade (PRUSS-USTUN et al., 2017). Sendo os rios urbanos ecossistemas
impactados que podem desempenhar um papel importante como reservatorios para
bactérias resistentes a antibiéticos (PROIA et al., 2018). Essa situagdo, demonstra a
importancia do conhecimento dos riscos a exposigdo de patdégenos dispersos nas
aguas de inundacao e da diversificagao patégena resisténcia antimicrobianos como
sendo uma rota plausivel de transmissao direta a sociedade ou de forma indireta nas
superficies apos as inundagdes (MARK et al., 2018).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 ISOLAMENTO DE ENTEROBACTERIAS

Para avaliar os efeitos de diferentes concentragdes de 17 3— estradiol (E2) em
enterobactérias, foram utilizados sete géneros deste grupo (Tabela 3) previamente
isoladas de amostras de agua coletadas em diferentes eventos hidroldgicos do Rio
dos Queimados (FONSECA, 2018).

Tabela 3 - Enterobactérias utilizadas nos testes de desafio com diferentes concentragdes de E2 e os
respectivos eventos hidroldgicas onde foram encontradas.

Enterobactéria Ocorréncia

Klebsiella pneumoniae Isoladas de agua do Rio dos Queimados em periodo de seca,

Proteus vulgaris chuva e em eventos de inundacéo.

Salmonella enteritidis Isoladas de agua do Rio dos Queimados em periodo de chuva e
inundagao.

Enterobacter gergoviae Isoladas de agua do Rio dos Queimados em periodo de seca,
chuva e em eventos de inundagéo.

Citrobacter amalonaticus Isoladas de agua do Rio dos Queimados em periodo de seca.

Escherichia coli Isoladas de agua do Rio dos Queimados em periodo de seca,

chuva e em eventos de inundagéo.
Aeromonas allosaccharophila  |soladas de agua do Rio dos Queimados em periodo de chuva.
Fonte: (FONSECA, 2018).

3.2 AVALIACAO IN VITRO DA RELACAO DE PERTURBADORES ENDOCRINOS
COM ENTEROBACTERIAS

A fim de avaliar a influéncia do E2 no perfil de crescimento das enterobactérias
isoladas a partir de amostras de agua coletadas durante diferentes eventos
hidrolégicos, testes in vitro foram conduzidos utilizando solugéo de 1 ng-L-1, 10 ng-L-
1 e 100 ng-'L-1 de E2 (pureza = 98% - Infinity Pharme®) dissolvido em DMSO,
representando concentracdo meédia deste contaminante no ambiente. A concentragao
final de DMSO no meio de cultura foi abaixo dos niveis téxicos para células
bacterianas.

As respectivas enterobactérias isoladas foram avaliadas apds estimulo com E2
quanto ao crescimento por até 24 h. Todos os testes foram realizados em duplicatas
e réplicas técnicas e utilizou-se controle negativo bacteriano ndo estimulado com o

hormonio.
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3.3 AVALIACAO DE CRESCIMENTO BACTERIANO

As cepas bacterianas isoladas das amostras de agua provenientes dos
diferentes eventos hidrologicos foram inicialmente cultivadas em caldo BHI (Brain
Heart Infusion) durante 18 h a 37°C em estufa bacteriolégica. Apds este periodo as
culturas foram diluidas em solugdo salina 0,9% até que atingiu-se a densidade de
turvacdo do tubo 0,5 da escala de McFarland (LENNETTE et al., 1985);
posteriormente 1 mL do indculo foi transferido para caldo nutriente acrescido de 1, 10
ou 100 ng-L' de E2, sendo novamente incubadas a 37°C durante 18 h. Para cada
bactéria avaliada, foram crescidos também em meio de cultura sem adicdo de
horménio, sendo assim o controle negativo. Todos os testes foram realizados em
triplicata.

Apos a incubacgdo, 100 pyL do crescimento bacteriano foi semeado em agar
nutriente e mantido 18 h a 37°C em estufa bacteriolégica. Apds este periodo

quantificou-se as respectivas unidades formadoras de col6nia (UFC).

3.4 ANTIBIOGRAMA

Para o teste de sensibilidade aos antibacterianos utilizou-se agar Mueller
Hinton de acordo o método de Difusdo em Disco de Kirby Bauer (LENNETTE et al.,
1985). Foram testados os antimicrobianos das classes das penicilinas (ampicilina
10ug), cefalosporinas (cefoxitina 30ug), carbapenémicos (imepenen 10ug),
fluoroquinolonas (norfloxacina 10ug) e aminoglicosideos (gentamicina 10ug).

Estes foram escolhidos com base na recomendacdo do Comité Europeu de
Testes de Susceptibilidade Antimicrobiana (EUCAST). A classificagdo como sendo
sensivel ou resistente seguiu o recomendado pelo EUCAST (2020) de acordo com o

tamanho do halo de inibigao.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 KLEBSIELLA PNEUMONIAE

Os resultados do crescimento das cepas de Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) quando desafiadas com diferentes concentracbées de hormdnio 17(3-
estradiol estdo apresentados na Figura 1a. E possivel observar que, com o aumento
da concentracdo de horménio, também houve aumento no numero de unidades
formadoras de colénia (UFC), indicando assim que houve estimulagéo do crescimento
se comparado ao controle negativo (sem adicdo de horménio). O crescimento
bacteriano exposto a 1 ng-L™" foi de 1 log1o (90%) a mais se comparado ao controle
negativo.

Ja para as concentragdes de 10 e 100 ng-L"' o aumento foi de 2 log1o, 0 que é
equivalente a 99% -, sendo que € possivel observar uma tendéncia de aumento
continuo. A Figura 1b apresenta os resultados dos testes de antibiograma. E possivel
observar que das cinco classes de antibidticos testadas, a cepa de Klebsiella
pneumoniae foi resistente a quatro delas. Higgins e Hohn (2008) observaram que
cepas de K. pneumoniae tiveram o crescimento induzido quando expostas a 17 [3-
estradiol em concentragdo da magnitude de 1 ng-L-'. K. pneumoniae é um patogeno
oportunista responsavel por uma importante propor¢cdo (4 a 8%) de infecgbes
(PODSCHUN; ULLMANN, 1998). Os isolados de K. pneumoniae estao cada vez mais
resistente a multiplos agentes antimicrobianos, incluindo quinolonas, beta-lactamases
e cefalosporinas (PATERSON et al., 2000). Surtos hospitalares de K. pneumoniae sao
frequentes e a disseminacéo inter-hospitalar de cepas resistentes ja foram descritas
(MONNET et al., 1997).
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Figura I - Perfil de crescimento (a) de Klebsiella pneumoniae quando desafiada com diferentes
concentragdes de hormonio 17 - estradiol (E2); e halo de inibicdo (b) formado frente a antimicrobianos.
Breakpoint: halos de diametros inferiores representam resisténcia bacteriana ao respectivo antibidtico.
Imp (Imipenem), Amp (ampicilina), CFO (cefoxitina), Nor (norfloxacina) e Gen (gentamicina).

al [b]
@ Halo @ Breakpoint

254

-
iy

-
N
1
n
(=1
1
0]

-]
1
—
o
1

Klebsiella pneumoniae
(UFC mL™")
g
Halo de inibigdo (mm)
o o
1 1
o
®

»
1

T ‘; T T G
Negectrl 1ngL’  1o0ngL"  100ngL"’ Imp Amp CFO Nor Gen
Antimicrobianos

(=]

Concentragéo de E2

4.2 PROTEUS VULGARIS

Os resultados do crescimento das cepas de Proteus vulgaris quando
desafiadas com diferentes concentracbes de horménio 17 [-estradiol estdo
apresentados na Figura 2a. E possivel observar que, com o aumento da concentracéo
de hormonio, também houve aumento no numero de unidades formadoras de colbnia
(UFC), indicando assim que houve estimulacdo do crescimento, se comparado ao
controle negativo (sem adigdo de horménio).

O crescimento bacteriano exposto a 1 ng-L-' de E2 foi de 1 logio (90%) se
comparado ao controle negativo. Ja para as concentragbes de 10 e 100 ng-L-! de E2,
o aumento foi igual, sendo de 2 log1o, 0 que € equivalente a 99% de aumento. Os
testes de antibiograma revelaram que a cepa de Proteus vulgaris foi resistente a trés
das cinco classes avaliadas (Figura 2b). Proteus vulgaris tem sido associado infecgéo
humana como osteomielite craniana, infec¢gao do trato urinario (BARAN et al., 2017;
MANDAL et al., 2015; USLU; SENGUL; AKTAS, 2011), além de co-infectar humanos
com outros de micro-organismos como Candida albicans (GODON et al., 1998).
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Figura 2 - Perfil de crescimento (a) de Proteus vulgaris quando desafiada com diferentes concentragdes
de horménio 17 3- estradiol (E2); e halo de inibi¢cdo (b) formado frente a antimicrobianos. Breakpoint:
halos de diametros inferiores representam resisténcia bacteriana ao respectivo antibiético. Imp
(Imipenem), Amp (ampicilina), CFO (cefoxitina), Nor (norfloxacina) e Gen (gentamicina).
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4.3 SALMONELLA ENTERITIDIS

Os resultados do crescimento das cepas de Salmonella enteritidis quando
desafiadas com diferentes concentragdes de horménio 17 [-estradiol estdo
apresentados na Figura 3a. Observa-se que com a concentragdo de 1 ng-L' de
horménio houve um aumento no crescimento bacteriano de 2 log1o (99%). No entanto,
0 aumento na concentragédo de hormonio para 10 ng-L-! levou a diminui¢édo de 1 log1o
(90%) se comparado ao crescimento obtido com 1 ng-L-', mas mesmo assim, se
comparado ao controle negativo (sem horménio) o crescimento aumentou em 1 log1o
(90%). Ja para a maior concentragédo de horménio, 100 ng-L', ndo houve aumento do
crescimento bacteriano se comparado ao controle negativo. De forma geral, observa-
se uma tendéncia de inibicdo conforme sdo aumentadas as concentragdes de
hormonio no meio de cultura. No que se refere ao perfil comportamental frente aos
antibidticos testados, a cepa de Samonella enteritidis foi uma das cepas com menor
percentual de resisténcia, sendo sensivel a trés das cinco classes de antibidticos

testadas (Figura 3b).
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Figura 3 - Perfil de crescimento (a) de Samonella enteritidis quando desafiada com diferentes
concentragdes de hormoénio 17 - estradiol; e halo de inibigdo (b) formado frente a antimicrobianos.
Breakpoint: halos de diametros inferiores representam resisténcia bacteriana ao respectivo antibidtico.
Imp (Imipenem), Amp (ampicilina), CFO (cefoxitina), Nor (norfloxacina) e Gen (gentamicina).
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Estudos conduzidos com camundongos mostraram que fémeas expostas a 17
B- estradiol tornaram-se susceptiveis a Salmonella typhimurium, no entanto o estudo
associa o fendbmeno a alteragdes no funcionamento do sistema imunolégico (KITA et
al., 1989).

As bactérias do género Salmonella estdo entre as principais causas de
gastroenterites bacterianas em paises desenvolvidos, sendo os sorotipos Enteretidis
e Typhimurium os mais frequentes associados a patologias humanas, principalmente
devido ao consumo de ovos de galinha e carne contaminados (VELGE;
CLOECKAERT; BARROW, 2005; VOETSCH et al., 2009). No entanto, o surgimento
de outros sorotipos de Salmonella spp. foi observado ao longo do tempo, como a
Salmonella enterica sorotipo Senftenberg (S. senftenberg), cujas sdo consideradas
potencialmente patogénicas para humanos (BOUMART et al., 2012). A gastroenterite
causada por S. senftenberg é um problema significativo particularmente em areas de
alta densidade populacional, com saneamento precario bem como, em areas
préximas de criagdo de bovinos e habitagdo humana (HU et al., 2008). Essas doengas
intestinais invasivas afetam mais de 1,3 bilhdo de pessoas causando 3 milhdes de
mortes anualmente, o que torna a espécie intimamente associada aos indices de
morbilidade e mortalidade (HU et al., 2008).
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4.4 ENTEROBACTER GERGOVIAE

Os resultados do crescimento das cepas de Enterobacter gergoviae quando
desafiadas com diferentes concentragdbes de horménio 17 [B- estradiol estédo
apresentados na Figura 4. Observa-se que com a concentragdo de 1 ng-L"' de
horménio houve um aumento no crescimento bacteriano de 3 log1o (99,99%). No
entanto, o aumento na concentragdo de horménio para 10 e 100 ng-L"! levou a
diminuicado de 2 log1o se comparado ao crescimento observado com a exposi¢éo a 1
ng-L"' de horménio. No entanto, se comparado ao controle negativo, houve
crescimento de 1 log1o (90%). Os resultados dos testes de antibiograma indicam que
a cepa de Enterobacter gergoviae foi resistente a quatro das cinco classes de

antimicrobianos testadas (Figura 4b).

Figura 4 - Perfil de crescimento (a) de Enterobacter gergoviae quando desafiada com diferentes
concentragdes de horménio 17 - estradiol; e halo de inibicdo (b) formado frente a antimicrobianos.
Breakpoint: halos de didmetros inferiores representam resisténcia bacteriana ao respectivo antibiético.
Imp (Imipenem), Amp (ampicilina), CFO (cefoxitina), Nor (norfloxacina) e Gen (gentamicina).
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Enterobacter gergoviae tem se tornado patégenos nosocomiais, cada vez mais
frequentes, de modo que as cepas se tornam resistentes a B-lactamicos,
especialmente entre os isolados e recuperados de unidades de terapia intensiva
(PITOUT et al., 1997).

Em unidade de tratamento intensivo neonatal (UTIN), medidas de controle
imediatas e eficazes sao alternativas a infecgdes nosocomial por Enterobacter
gergoviae e apresentaram um fim abrupto da contaminagédo (GANESWIRE; THONG,;
PUTHUCHEARY, 2003). As infecgcdes por essas espécies geralmente estao



28

associadas a presengca de fatores de risco, como internagdo prolongada,
especialmente se parte da internagao foi realizada em unidade de terapia intensiva.
Outros fatores, como imunossupressao e criangas, apresentam maior suscetibilidade.

Bactérias Enterobacter emergem de reservatorios comuns que incluem feridas
e os tratos gastrointestinais, urinarios e respiratorios. A Enterobacter normalmente
ocorre em pacientes com doencgas subjacentes de longa data que receberam agentes
antimicrobianos ou quando o uso de antibi6ticos de amplo espectro contribuiu para o
aumento da proeminéncia das infecgbes por Enterobacter (CHOW; YU; SHLAES,
1994). Nestes casos as espécies de Enterobacter tém uma propensao a emergir

resistentes a terapia antibiética administrada.
4.5 CITROBACTER AMALONATICUS

Os resultados do crescimento das cepas de Citrobacter amalonaticus quando
desafiadas com diferentes concentragdes de hormbnio 17 [p- estradiol estédo
apresentados na Figura 5a. Observa-se que o aumento de 99% no crescimento
bacteriano ocorreu apenas quando as cepas foram expostas a concentracdo de 10
ng-L-". As demais concentragdes tiveram o mesmo comportamento que o observado
para o controle negativo. Quando ao perfil de resisténcia a antimicrobianos (Figura
5b) observa-se que a cepa de Citrobacter amalonaticus apresentou resisténcia a

quatro das cinco classes de antibitticos testadas.

Figura 5 - Perfil de crescimento (a) de Citrobacter amalonaticus quando desafiada com diferentes
concentragcdes de horménio 17 - estradiol; e halo de inibi¢ao (b) formado frente a antimicrobianos.
Breakpoint: halos de didmetros inferiores representam resisténcia bacteriana ao respectivo antibiotico.
Imp (Imipenem), Amp (ampicilina), CFO (cefoxitina), Nor (norfloxacina) e Gen (gentamicina).
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Outras bactérias deste mesmo género, a Citrobacter rodentium mostrou-se
passivel de alteragdo no padréao de crescimento e, também, nas suas caracteristicas
bioldgicas em resposta ao estresse de exposi¢cao a hormonios (BAILEY et al., 2010).

A bactéria Citrobacter amalonaticus (C. amalonaticus) é considerada um
patdogeno emergente e responsavel por infecgdes do trato urinario, principalmente em
pacientes imunocomprometidos, além de estar associada a infec¢gdes invasivas, como
osteomielites, artrites, meningites e peritonites (GARCIA et al., 2016; LIEN et al., 2018)
C. amalonaticus ja foi relacionada a casos de febre tifoide, patogenia da qual € mais
comumente causada por exemplares de Salmonella entérica sorotipo tiphy, embora,
outros organismos como Enterobacter cloacae, Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae (todos eles isolados no periodo chuvoso nesse estudo) também possam
clinicamente e fisiopatologicamente se qualificarem como potencialmente capazes de
induzir a sindrome da febre entérica (GALAN, 2016; SUWANSRINON et al., 2005).

4.6 ESCHERICHIA COLI

Os resultados do crescimento das cepas de Escherichia coli quando desafiadas
com diferentes concentracdes de hormébnio 17 B- estradiol estdo apresentados na
Figura 6a. Observa-se que quando expostas a concentragédo de 1 ng-L-' de horménio
17 B-estradiol, houve um aumento de crescimento 3 log1o, equivalente a 99,99%. Para
as concentracdes de 10 e 100 ng-L-' de hormodnio, houve inibicdo do crescimento
bacteriano, em 99 e 90%, respectivamente. Os resultados dos testes com as cinco
classes de antimicrobianos revelaram que a cepa de Escherichia coli foi resistente a

trés delas (Figura 6b).
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Figura 6 - Perfil de crescimento de Escherichia coli quando desafiada com diferentes concentragbes de
hormdnio 17 B- estradiol; e halo de inibigao (b) formado frente a antimicrobianos. Breakpoint: halos de
diametros inferiores representam resisténcia bacteriana ao respectivo antibiotico. Imp (Imipenem), Amp
(ampicilina), CFO (cefoxitina), Nor (norfloxacina) e Gen (gentamicina).
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GUmus et al. (2019) observaram a resposta de cepas de E. coli uropatogénicas
expostas a diferentes concentracdes de 17p-estradiol e, também, norepimefina. Os
resultados indicaram que cepas diferentes (mesmo pertencendo a mesma espécie)
reagiram de forma antagbnica ao mesmo horménio, com estimulagao e inibicado do
crescimento. Corroborando estes estudos, Nishikawa e Baba (1985) mostraram a
reducdo na capacidade de aderéncia de cepas de E. coli as células endometriais de
ratas nas quais foram administradas doses de estradiol.

Estudos conduzidos com fémeas adultas de camundongos, mostraram que
quando essas foram expostas ao horménio 17 [-estradiol, tornaram-se mais
susceptiveis a infecgcdes por Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium e
Toxoplasma gondii (KITA et al., 1985; PUNG et al., 1985). No caso destes estudos, a
susceptibilidade foi atribuida a agdo do hormonio na redugao da atividade de células
natural killer e macrofagos e, também, a reducdo na producdo de citocinas
responsaveis pela resposta imune (PUNG et al.,, 1985; ROBERTS; SATOSKAR,;
ALEXANDER, 1996).

A sobrevivéncia de cepas de E. coli em utero de coelhas durante o ciclo luteo e
folicular foi acompanhada por Matsuda et al. (1985), onde observaram que durante o
periodo luteo a sobrevivéncia bacteriana foi prolongada se comparada ao tempo de
sobrevivéncia observado durante o periodo folicular. No periodo luteo observou-se
também maior concentragcao do horménio 17 - estradiol no plasma. Neste contexto,
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a sobrevivéncia foi atribuida ao atraso no sistema de defesa imunologica presente no
utero, causado pelo 17 - estradiol.

Em relagdo ao comportamento da E. coli na presenga de hormdnios, estudos
demonstraram que na presengca do hormdbnio noradrenalina, cepas de E. coli
enterotoxigénica apresentaram aumento na produgao de fatores de viruléncia como
adesinas, e cepas de E. coli enteroehorragica aumentaram a produg¢ao de toxinas
(LYTE et al., 1997; LYTE; FRANK; GREEN, 1996). Além disso, foi observado estimulo
de crescimento em cepas nao patogénicas de E. coli isoladas de amostras ambientais
(FREESTONE et al., 2002).

Outros estudos também mostraram que durante processo infeccioso causado
por E. coli em ratos, houve aumento da concentragdo de catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) na corrente sanguinea (JONES; WESTFALL; SAYEED, 1988). No caso
da noradrenalina, a indugao do crescimento bacteriano pode estar relacionada ao
fornecimento de ions ferro por meio da interagdo com proteinas “sequestradoras de
ferro” como a transferrina e lactoferrina (FREESTONE et al., 2000).

No entanto, outros estudos relacionados ao papel no horménio noradrenalina
no crescimento bacteriano, mostrou que nao houve inducdo do crescimento das
bactérias Porphyromonas gingivalis, Bacteriodes fragilis, Shigella boydii, Shigella
sonnie, Enterobacter sp, € Salmonella choleraesuis (BELAY et al., 2003), destacando
desta forma que o comportamento poderia ser espécie especifico para noradrenalina.

Estudos sobre o papel do sistema nervoso entérico no processo de infecgao
mostrou que grande parte da interagdo de toxinas bacterianas e as terminacgdes
nervosas, resulta no aumento do movimento intestinal desencadeando diarréia e
perda de eletrdlitos (JONES; BLIKSLAGER, 2002).

Todos estes estudos mostram que as infeccdes por cepas de E. coli, sofrem
interferéncia de iniUmeros fatores. Isso € importante, pois embora a maioria das E. coli
sejam habitantes comensais do trato gastrointestinal de animais de sangue quentes,
existem também algumas cepas variantes extremamente virulentas, como as E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterohemoragica (EHEC), E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli
enteroagregativa (EaggEC) e E. coli meningite neo natal (NMEC). Todas elas
associadas a problemas como surtos de diarreias, cdlicas, nauseas, vomitos, além de
outras complicagdes (ALEXANDER; HEANEY; SHAMAN, 2018; CROXEN; FINLAY,
2010; VON SPERLING; BASTOS; KATO, 2005). As variancias que causam
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significativa morbidade e mortalidade em todo o mundo s&o as EPEC e EHEC, as
quais sao, respectivamente, uma das principais causas de diarreia infantil em paises
em desenvolvimento, e causas de diarreias sanguinolentas principalmente em

criangas e idosos em paises desenvolvidos (ROSSI et al., 2018).
4.7 AEROMONAS ALLOSACCHAROPHILA

Os resultados do crescimento das cepas de Aeromonas allosaccharophila
quando desafiadas com diferentes concentracées de horménio 17 - estradiol estdo
apresentados na Figura 7a. Observa-se que com a concentragdo de 1 ng-L' de
horménio ndo houve aumento do crescimento bacteriano, no entanto, com 10 ng-L-"
de 99,9% (1 log1o). A concentragdo de 100 ng-L-' de horménio também apresentou
aumento no crescimento bacteriano de 90%, quando comparado ao controle negativo,
mas 90% menor do que o crescimento observado para as bactérias expostas a 10
ng-L-" de hormonio. O perfil das cepas Aeromonas allosaccharophila frente ao desafio
com cinco das principais classes de antimicrobianos revelou resisténcia a quatro

classes.

Figura 7 - Perfil de crescimento de Aeromonas allosaccharophila quando desafiada com diferentes
concentragcdes de horménio 17 - estradiol; e halo de inibi¢do (b) formado frente a antimicrobianos.
Breakpoint: halos de diametros inferiores representam resisténcia bacteriana ao respectivo antibiotico.
Imp (Imipenem), Amp (ampicilina), CFO (cefoxitina), Nor (norfloxacina) e Gen (gentamicina).
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Estudos ja mostraram que horménios como as catecolaminas (adrenalina,
noradrenalina) sdo capazes de estimular os crescimentos de bactérias do género
Aeromonas (KINNEY et al., 1999).
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A bactéria Aeromonas allosaccharophila foi caracterizada a partir de fezes
humanas, e desde entdo tem sido associada a infec¢gdes oportunistas especialmente
em individuos imunocomprometidos (HAYES et al., 2007; JANDA; ABBOTT, 2010;
MARTINEZ-MURCIA et al., 1992) podendo causar diarreias, intoxicagédo alimentar e
gastroenterites (SAAVEDRA et al., 2007).

A relacéo entre micro-organismos que habitam o sistema gastrointestinal e os
horménios desperta interesse especialmente pelo fato de que o intestino contém mais
de 100 milhdes de neurdnios com inervagao se estendendo por todas as camadas do
trato, sugerindo que essa interface especifica dos nervos, micro-organismos e células
imunoldgicas podem ser cruciais para homeostase normal e processo infeccioso
(SANTOS; PERDUE, 2000).

Os mecanismos relacionados ao estimulo no crescimento bacteriano
provocado por horménios como 17 [(-estradiol podem ser variados. Kornman e
Loesche (1982), por exemplo, descrevem que para as espécies bacterianas
bacteroides melaninogenicus e bacteroides gingivalis, os hormoénios funcionam como
substitutos para a vitamina K, essencial para o crescimento destas.

A inducédo de crescimento pelo horménio 17 B-estradiol foi observado no fungo
patogénico oportunista Candida albicans por meio da estimulagdo para a mudanga
dos fungos para a forma hifal, além disso observou-se que as cepas previamente
expostas ao horménio apresentaram maiores resisténcia a inativagao térmica, quando
comparadas a cepas nao expostas (ROCHA et al., 2001; ZHANG et al., 2000). Em
fungos, a exposigao a fatores de estresse, como horménios ou outros compostos
quimicos, pode levar a sintese de compostos, como foi observado com a levedura
Saccharomyces cerevisiae que ao ser exposta a peroxido de hidrogénio aumentou a
sintese de 115 proteinas e simultaneamente a repressdo de outras 52, que de
diferentes formas modificam o comportamento da levedura de modo a promover sua
sobrevivéncia (GODON et al., 1998).

Neste cenario também destaca-se a fato de que alguns estudos mostram que
a exposigao a compostos quimicos, sejam eles hormdnios, pesticidas ou farmacos,
tem levado a alteragbes genéticas em bactérias, e como consequéncias dessas
alteragdes temos modificagdes na biologia funcional, que pode culminar em cepas
resistentes a antibidticos (RAMAKRISHNAN et al., 2019). Isso é preocupante,
especialmente se considerarmos que a situagao atual em relagcdo a resisténcia a

antimicrobianos ja € um problema consolidado.
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Mesmo com uma gama enorme de variaveis, estudos de campo tém apontado
que homens sdo mais susceptiveis a infec¢gdes bacterianas e virais do que as
mulheres, e que esse perfil pode ser modulado por hormdnios relacionados ao sexo
(KLEIN, 2000).

O efeito de horménios esteroides em doencgas produzidas por bactérias
depende da espécie bacteriana, do tipo hormonio e dos niveis de horménio. Homens,
por conta da testosterona, tém maior propensao a infecgdes por Coxiella burnetti,
agente causador da febre Q; enquanto as mulheres tém propensao a infecgdes por
Pseudomonas aeruginosa, por conta do estrogénio (GUILBAULT et al., 2002; LEONE
et al., 2004). Essas interagdes também tém sido observadas na resposta imunolégica
pos-vacinal, onde mulheres apresentam maior resposta do que homens (KLEIN et al.,
2015).

Avaliar o comportamento metabdlico de enterobactérias, isoladas de agua de
enchentes, expostas ao horménio E2, contribuiu em esclarecer como a provavel carga
de patdgenos pode ser influenciada por E2, mesmo em concentragcdes baixas. De
modo geral, os resultados mostraram que as enterobactérias apresentaram
crescimento maior quando expostas ao E2, quando comparado com a auséncia E2.

Embora nestes cenarios ndo se possa estabelecer a carga infectante
necessaria para contaminar um individuo (LITTLE et al., 2020), pode-se inferir que
concentracdes maiores de patdgenos apresentam melhor relagéo para a existéncia
de carga infectante efetiva. Cabe destacar, que inundacbes e possiveis
contaminagdes por enterobactérias podem ocorrer simultaneamente com outras
infecgdes e, nessa situagcdo, o conhecimento de antimicrobianos eficazes podem
mitigar as relagdes sinérgicas das enfermidades. As infeccbes bacterianas
secundarias muitas vezes complicam quadros pré-existentes como infecgdes virais,

ou mesmo procedimentos cirurgicos (AVADHANULA et al., 2006).

4.8 COMPARACAO ENTRE ENTEROBACTERIAS

Os principais dados observados no presente estudos estdo apresentados na
Tabela 4. Quanto a aos antimicrobianos, essa é uma situagdo preocupante,

especialmente se considerado a resisténcia a antimicrobianos. Essa situagao atual &
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um problema consolidado, e presente na maioria das amostras nos trés cenarios
estudados.

A situacdo do E2 é mais bem compreendida quando relacionada a
concentracédo de E2 com os periodos. Neste contexto, parra a concentragéo de 1 ng.L"
' encontramos duas amostras de enterobactérias com crescimento de 3 logio para
cada periodo (seca, chuva inundacgéo) e, apenas duas amostra para todos os periodos
nao apresentou influéncia no crescimento na presencga de E2 para essa concentragao.
Na concentragdo de 10 ng.L' encontramos uma amostra de enterobactéria com
crescimento de 3 log1o no periodo de chuva e, uma amostra que apresentou influéncia
negativa no crescimento para cada periodo (seca, chuva, inundagéo), essa redugao
foi de 1 log1o. Na concentragdo de 100 ng.L-' ndo houve crescimento de 3 log1o para
nenhum dos periodos e, uma amostra para cada periodo (seca, chuva, inundagao)
nao apresentou influéncia no crescimento na presenca de E2 para essa concentragao.
Entretanto, ocorreu para essa concentragdo a influéncia negativa no crescimento de
uma amostra de enterobactérias para cada periodo (seca, chuva, inundagao), essa
reducéao foi de 1 log1o. Desse modo, as concentra¢gdes menores de E2 apresentaram
crescimento maior das enterobactérias. Neste contexto, em periodo de chuva € muito
provavel deduzir que a agua pluvial alcance o meio ambiente aquatico e,
consequentemente, dissolva as substancias nele contidas e, portanto, diminua a
concentracéo de E2. No periodo de inundagao, essa situagao também deve ocorrer.
Portanto, essa condicdo atmosférica provavelmente deve estar influenciando o

crescimento das enterobactérias no meio ambiente aquatico com presenga de E2.

Tabela 4 - Comparativo entre enterobactérias, E2 e resisténcia a antimicrobianos.

Periodo Enterobactérias E2 Resisténcia a
(ng-L-1) Antimicrobianos
1 10 100
Seca Klebsiella pneumoniae llogio 2logiwo 2 logio 04/05.
Enterobacter gergoviae 3logi 1logiwo 1 logio 04/05.
Citrobacter amalonaticus 2 logao 04/05.
Proteus vulgaris llogio 2logiwo 2 logio 03/05.
Escherichia coli 3logio 1logiwo 1 logio 03/05.
Chuva Klebsiella pneumoniae llogio 2logio 2 logio 04/05.
Enterobacter gergoviae 3logi 1llogiwo 1 logio 04/05.
Aeromonas allosaccharophila 3logw 1logiwo 04/05.

Proteus vulgaris llogio 2logio 2 logio 03/05.




Escherichia coli 3logwo 1llogio 1 logio 03/05.
Salmonella enteritidis 2 logio 1 logao 01/05.

Inundagéo Klebsiella pneumoniae llogio 2logiwo 2 logio 04/05.
Enterobacter gergoviae 3logw 1llogiwo 1 logio 04/05.
Proteus vulgaris 1llogioc 2logw 2 logio 03/05.
Escherichia coli 3logwo 1llogio 1 logio 03/05.
Salmonella enteritidis 2 logio 1 logao 01/05.
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Ha influéncia do E2 no crescimento das enterobactérias em diversas
concentragdes, evidenciando aumento na carga patogena.

As enterobactérias estudadas mostraram resisténcia a muitos dos
antimicrobianos.

Sistema de tratamento de efluentes deve ser eficaz quanto ao tratamento de
enterobactérias e o E2.

Sistema de drenagem urbana adequado deve manter os patégenos distantes
das superficies urbanas.

Em periodo de inundagdo ocorre a diluicdo das concentragdes de E2,
contribuindo com o crescimento e o aumento na carga patogénica, que aumenta a

infecgao dos expostos a inundacgao.
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