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Resumo

A pandemia de COVID-19 trouxe inimeras complicacGes, dentre elas o uso desenfreado
de antibidticos, ainda que a eficacia de tais drogas ndo fosse comprovada contra o virus
Sars-CoV2. O uso inadequado de antimicrobianos pode potencializar selecéo e disperséo
de bactérias resistentes a antibidticos, visando mecanismos como a transferéncia de
plasmideos para adquirir resisténcia. Enterococcus sao bactérias de extrema importancia
para salde humana, sdo consideradas indicadores de qualidade de &gua, apontando
contaminacdo fecal, seguindo a Resolucdo CONAMA 274/00. No litoral paulista, a
CETESB realiza o monitoramento da balneabilidade de praias, utilizando a densidade de
Enterococcus como um dos indicadores. Visando compreender se houve progresséo de
resisténcia bacteriana devido a pandemia de COVID-19 e analisar a densidade de tais
bactérias presentes nas praias do municipio de Sdo Vicente (SP), foram realizadas 5
coletas, 2 pontos na praia de Gonzaguinha e 2 na praia de ltararé, coletando agua,
sedimento seco e Umido. As amostras foram levadas ao laboratério, processadas e entao
obteve-se o resultado que em todos 0s pontos de coleta, a densidade de Enterococcus foi
elevada, classificando-os como improprios. Ainda, a resisténcia foi medida e classificada
como elevada, principalmente aos antimicrobianos Estreptomicina e Azitromicina,
podendo observar que houve uma progressao da resisténcia quando comparado a estudos
anteriores, principalmente nos grupos de aminoglicosideos, glicopeptideos, macrolideos
e agentes diversos, indicando o impacto do periodo pandémico sobre a resisténcia

antimicrobiana.
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Abstract

The COVID-19 pandemic brought numerous complications, among them the widespread
use of antibiotics, even though the efficacy of such drugs was not proven against the Sars-
CoV-2 virus. The inappropriate use of antimicrobials can enhance the selection and spread
of antibiotic-resistant bacteria, involving mechanisms like plasmid transfer to acquire
resistance. Enterococcus are bacteria of extreme importance for human health and are
considered indicators of water quality, signaling fecal contamination, as per CONAMA
Resolution 274/00. On Sao Paulo’s coast, CETESB monitors the bathing water quality of
beaches, using Enterococcus density as one of the indicators. Aiming to understand
whether there was an increase in bacterial resistance due to the COVID-19 pandemic and
to analyze the density of these bacteria present on the beaches of Séo Vicente (SP), five
sampling collections were carried out. Two points were sampled at Gonzaguinha Beach
and two at Itararé Beach, collecting water, dry sediment, and wet sediment. The samples
were taken to the laboratory, processed, and the results showed that at all sampling points,
Enterococcus density was high, classifying the areas as unsuitable. Furthermore,
resistance was measured and found to be high, especially to the antimicrobials
Streptomycin and Azithromycin, revealing that there was an increase in resistance
compared to previous studies, particularly in the groups of aminoglycosides,
glycopeptides, macrolides, and various agents, indicating the impact of the pandemic

period on antimicrobial resistance.
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1. Introducéo

Com a pandemia de COVID-19, diversos meios da sociedade foram afetados,
principalmente o meio econdmico e de saude, 0 que gerou uma exacerbada mobilizacédo
atrds de uma solucdo eficaz contra as complicagdes causadas pelo virus Sars-Cov2
(Ferrdo et. al., 2022; Freires; Junior 2022). Uma variedade de medicamentos foi utilizada
contra o virus, mesmo que sua eficacia fosse totalmente desconhecida, dentre eles,
antibioticos. Tal préatica, na época, foi fomentada por 6rgdos governamentais, pessoas
publicas e de propriedade no assunto, atrelado a noticias falsas, as quais eram divulgadas
por veiculos midiaticos e redes sociais (Leal et. al. 2021).

Um dos antibioticos mais utilizados no combate ao Sars-Cov2 foi a azitromicina,
tanto em relacdo a automedicacdo, quanto a indicacdo por profissionais da salde.
Contudo, antibiéticos ndo atuam contra virus, ou seja, a eficacia da azitromicina sobre o
virus Sars-Cov2 € nula (Freires; Junior, 2022). O uso desenfreado de antibidticos, além
de ndo apresentar eficiéncia, pode potencializar a selecdo e disseminacdo de bactérias
com alta resisténcia aos antimicrobianos (Silva et. al., 2021). Drogas como 0s
antimicrobianos sdo encontradas de forma recorrente como contaminantes tanto em solo
guanto em ambientes de aguas superficiais e de subsolo, também estando presentes em
sedimento marinho, tendo como fonte sua utilizacdo em alimentacdo de peixes, praticas
agropecudrias e descarte de esgoto doméstico contendo tais medicamentos, uma vez que
sdo os farmacos mais encontrados nesse tipo de efluente, o que pode corroborar para o
desenvolvimento de bactérias resistentes e sua disseminacdo no ambiente (Freitas, G.
2023; Bila & Dezotti, 2003).

As bactérias podem adquirir resisténcia a antibioticos por diversas formas, como
mutacdo de genes e transferéncia de plasmideos, fazendo com que haja respostas como
modificacdes estruturais em receptores alvo de antibidticos e modificacdes em porinas,
comprometendo a acdo dos antibioticos e potencializando a resisténcia bacteriana
(Madigan et. al., 2016). Bactérias resistentes a antimicrobianos provenientes de um
ambiente externo (aléctones), principalmente em ambientes aquéaticos, podem transferir
plasmideos a bactérias autdctones, assim acarretando a disseminagdo da resisténcia
bacteriana (Duarte et. al., 2019).

No Brasil, a legislacdo brasileira estabelece padrGes e pardmetros de
balneabilidade de praias, baseados na densidade de bactérias indicadoras de
contaminagdo fecal, sendo elas Escherichia coli, coliformes termotolerantes e

Enterococcus. Tais bactérias sdo utilizadas como indicadores de qualidade de agua, sendo



E. coli e coliformes termotolerantes tanto para agua doce quanto para dguas marinhas e
Enterococcus somente para dguas marinhas, segundo a Resolucao do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) n° 274, de 29 de novembro de 2000.

As bactérias do género Enterococcus sdo Gram-positivas, caracteristicas por
serem comensais do trato gastrointestinal de animais endotérmicos, possuir alta tolerancia
a condigOes variadas de crescimento, como: capacidade de crescer na presenca de 6,5%
de NaCl, a pH 9,6 e nas temperaturas de 10° a 45°C (Zaghloul et. al., 2023; Fisher;
Phillips, 2009). Essas bactérias podem ser consideradas patdgenos oportunistas,
principalmente em organismos imunocomprometidos. Ainda, foram classificadas como
uma das 12 espécies de bactérias que simbolizam maior risco a salde humana,
ocasionando doencgas como endocardite, infec¢do intra-abdominais e do trato urinario
(WHO, 2017; Santos, L. 2021; Vicari et. al. 2021).

Existem espécies de Enterococcus que possuem resisténcia intrinseca a
antibioticos especificos, como a Enterococcus gallinarum, apresentando resisténcia a
vancomicina, entretanto, ha espécies que demonstram resisténcia adquirida, como
Enterococcus faecium, tornando preocupante a disseminacédo de tais bactérias resistentes
no ambiente e a infec¢do pelas mesmas (Vicari et. al. 2021).

A contaminacdo das aguas pode vir de fontes como cargas difusas, efluentes
hospitalares, industriais e domésticos, 0s quais podem estar carregados de
microrganismos, assim disseminando espécies de bactérias e outros patdgenos nas aguas
do mar, o que é muito prejudicial, uma vez que tal contaminacdo pode acarretar em
diversas doengas como gastroenterite, célera, diarreia e até mesmo hepatite A, e, quando
tratamos de contaminacdo por bactérias resistentes a antibioticos, a problematica torna-
se ainda mais preocupante, visto que cria-se uma seletividade para bactérias mais
resilientes e disseminagdo de fatores de resisténcia, multiplicando o risco para a
populacéo, destacando um grande problema de saude publica (Freitas, G. 2023; Luprano
et. al. 2016).

No estado de Sdo Paulo, o monitoramento de qualidade de &gua de praias
recreacionais € feito pela CETESB (Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo), a
qualidade é inferida pela densidade presente de bactérias indicadoras de contaminacao
fecal, utilizando os parametros estabelecidos pela Resolucdo CONAMA 274 de 2000,
contudo, apenas a densidade de microrganismos € considerada para determinacdo da
qualidade de agua, desconsiderando a resisténcia dos mesmos, assim, podendo expor a

populacdo ao contato com bactérias resistentes a antimicrobianos. O monitoramento de



praias recreacionais é imprescindivel, uma vez que se trata de um ambiente de contato
direto e que ocorre o aporte de efluentes diversos, o que € muito comum em cidades
litoraneas do Brasil, podendo amplificar a disseminacéo de doencas de veiculagéo hidrica,
ocasionadas por bactérias e potencializar a propagacdo dos genes de resisténcia
bacteriana, comprometendo a saude dos banhistas e diminuindo, ou até mesmo anulando,
a eficacia dos antibidticos (Silva; Alves; Nogueira, 2022; CETESB, 2020; Iversen et. al.,
2004).



2. Objetivo
O presente trabalho tem como objetivo avaliar se houve alteracBes acerca da
resisténcia bacteriana em Enterococcus apds a pandemia de COVID-19 e analisar a

densidade de tais bactérias nas praias do municipio de S&o Vicente (SP).



3. Material e Métodos
3.1 Area de estudo

O municipio de Sao Vicente estd inserido Regido Metropolitana da Baixada
Santista (RMBS), localizado, especificamente, na regido central do litoral do Estado de
Sdo Paulo. A regido é dividida em éarea insular e continental, apresentando 6 km de
extensdo de praias e engloba ndo sé a importancia econémica com atividades industriais
e turisticas, mas também ecoldgica, abrigando manguezais, mata atlantica e fauna diversa
(Freitas, G. 2023).

A regido contempla as praias de Gonzaguinha e Itararé. A praia de Gonzaguinha
possui 800 metros de extensdo, esta localizada bem proxima ao centro comercial da
cidade, possuindo um alto fluxo de pessoas e atividades turisticas como passeios de
escuna e demais esportes nauticos. Tal praia esta situada em uma regido de baia mais

abrigada, apresentando menor hidrodinamica (Fernandes, L; Sansolo, D. 2013).

Figura 1: Praia de Gonzaguinha no municipio de S&o Vicente (SP) (Google Earth, 2024).

Para a praia de Itararé, sua extensdo abrange cerca de 2,4 km, sendo uma praia
dissipativa também localizada em uma regido de baia, abrigando diversas atrativos
turisticos como passeio de teleférico, surfe, diversos quiosques e banho de mar
(Moschetto, F. 2014).



Figura 2: Praia de Itararé no municipio de Séo Vicente (SP) (Google Earth 2024).

A cidade de Sdo Vicente possui tratamento de esgoto precario, apenas 56% do
esgoto da regido é coletado e tratado, expondo a populacdo a meios inadequados de
descarte e tratamento do mesmo, o que gera em lancamentos em canais, rios e regido
estuarina (Pinto et. al. 2012).

3.2 Coleta de amostras

As amostras foram coletadas em praias do municipio de Sdo Vicente (SP),
especificamente as praias de Gonzaguinha e Itararé. Foram estabelecidos dois pontos de
coleta em cada uma das praias, com aproximadamente 100 metros de distancia entre eles,
denominados G1 e G2 para Gonzaguinha, 11 e 12 para llha Porchat, os quais foram
mantidos para todas as coletas. Em cada um dos pontos foi coletado areia seca, areia

Umida e agua.



Figura 3: Imagem da area de coleta, ilustrando os pontos coleta nas praias de Gonzaguinha e Itararé
(Google Earth, 2024).

Para a coleta de sedimento, foram utilizados espatulas, luvas e sacos plasticos
estéreis, enquanto para agua foram utilizados frascos de polipropileno esterilizados, as
amostras foram mantidas refrigeradas em caixa térmica contendo gelo reutilizavel rigido
(Gelox termogel) e encaminhadas para analise no Laborat6rio de Microbiologia Marinha
e Ambiental (MICROMAR) da Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Instituto de
Biociéncias Campus do Litoral Paulista — S&o Vicente.

Foram realizadas 5 coletas, sendo elas realizadas nos meses de dezembro de 2023,
janeiro, fevereiro, julho e agosto de 2024, contemplando as estacdes de verdo e inverno e

coletando na maré baixa.

3.3 Fatores Abidticos

Os fatores abidticos aferidos foram temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido
(mg/l) e salinidade, foram mensurados no local exato da coleta com o auxilio de uma
sonda multipardmetros Hanna em cada uma das coletas.

Dados pluviométricos serdo obtidos, quando necessarios, como parametros de
volume de chuva acumulado em milimetros nos cinco dias antecedentes a data de cada
coleta, utilizando os dados do pluviémetro automatico mais proximo das areas de coleta
pelo site oficial do CEMADEN (Centro Nacional de Monitoramento e Alertas de
Desastres Naturais) e para a variacdo de marés, foi utilizado o site oficial CPTEC (Centro
de Previsdo de Tempo e Estudos Climaticos) / INPE (Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais).



3.4 Processamento de amostras
3.4.1 Técnica de Membrana Filtrante

Para a extracdo dos microrganismos aderidos as particulas de sedimento foi
utilizado protocolo descrito por Oliveira e Pinhata (2008), foram pesados 20g de
sedimento e acrescidos de 180ml de agua destilada esterilizada. Posteriormente,
submetidas a agitacdo por 10 minutos em agitador Kline, por duas vezes. O sobrenadante
foi analisado a partir da técnica de membrana filtrante (Figura 4). Tanto as amostras de
agua quanto as de sedimento foram filtradas em membranas de 0,45um de porosidade e
posicionadas em placas contendo Agar m-Enterococcus e incubadas a 37 °C (+ 1°) por 48
horas. Os volumes filtrados para as amostras de sedimento e de agua foram de 5ml e

10ml, totalizando 24 placas.

Figura 4: Kit de filtraco utilizado para realizar a técnica de membrana filtrante.

As colonias com tonalidade vermelha-amarronzada foram consideradas
caracteristicas e confirmadas em meio Caldo Enterococcosel (Figura 5). Os tubos com
Caldo Enterococcosel foram incubados em estufa bacteriolégica a 35°C de 4 a 18 horas,
até que os tubos apresentassem aspecto enegrecido, indicando resultado positivo, obtendo
assim a confirmagdo das colbnias de Enterococcus sp e contabilizadas, conforme
preconizado no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater - APHA
(2012) (Figura 6).



Para as amostras de &gua, as densidades foram expressas em Unidades
Formadoras de Colbnia por 100 mililitros (UFC 100mlI™?), e as amostras de sedimento

expressas em Unidades Formadoras de Col6nia por grama (UFC g™).

Figura 5: Placa de 4gar m-Enterococcus com crescimento das col6nias de Enterococcus sp.
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Figura 6: Tubos com caldo Enteroccosel mostrando reagdo positiva (enegrecimento do meio) para
Entecoccus sp.

3.4.2 Teste de sensibilidade

Para o teste de sensibilidade a antimicrobianos foi utilizado o método de
antibiograma disco-difusdo proposto por Kirby-Bauer, recomendado pelo protocolo
BrCAST, utilizando o Agar MuellerHinton.

As colbnias foram testadas em relacdo aos antimicrobianos selecionados para
Enterococcus spp. Os discos de antimicrobianos foram distribuidos de forma equidistante
sobre a superficie da placa de Petri contendo Agar Mueller Hinton. passado o periodo de

incubacdo das col6nias, as amostras foram analisadas quanto a presenca ou auséncia de



halos de inibicdo. Nos casos em que houve formacéo de halos de inibicdo, os diametros
foram medidos em milimetros com o auxilio de um paquimetro, seguindo o padrao
BrCAST.

Os antibidticos escolhidos foram amoxicilina + acido clavulanico 30 mg (AMC),
ampicilina 10 mg (AMP), ciprofloxacina 5 mg (CIP), imipenem 10 mg (IPM),
estreptomicina 10 mg (EST), gentamicina 10 mg (GEN), nitrofurantoina 300 mg (NIT),
vancomicina 30 mg (VAN) e azitromicina 15 mg (AZT).

Apols a montagem do antibiograma e incubacdo por 24 horas em estufa na
temperatura de 35 +- 0,5 °C, os halos de inibi¢cdo foram medidos e entdo comparados com
os parametros adotados pelo BrCast (2023) e Cardenas (2020), a fim de analisar a eficacia
dos antimicrobianos testados.

3.5 Analise dos resultados

Todos os dados obtidos foram planilhados e ent&o os resultados foram comparados
aqueles obtidos em trabalhos anteriores, os quais abordam o tema de resisténcia
antimicrobiana de Enterococcus, com o objetivo de observar se houve alteracdes acerca
da resisténcia dos antibioticos abordados, correlacionando a influéncia do periodo

pandémico na progressdo da resisténcia antimicrobiana.

4. Resultados e Discussao
4.1 Parametros Abioticos
Devido a auséncia de chuvas nos dias anteriores as coletas, ndo foi necessario a

utilizacdo dos dados pluviométricos

Durante as 5 coletas, os fatores abioticos, foram obtidos, sendo eles temperatura
(T °C), pH, oxigénio dissolvido (OD m/l) e salinidade (Sal). Os resultados obtidos estdo
retratados nas Tabela de 1, representando cada coleta realizada nos meses de dezembro,

janeiro, fevereiro, julho e agosto, respectivamente.



Tabela 1. Fatores abidticos, Temperatura (T °C), pH, Oxigénio Dissolvido (OD m/l) e Salinidade (Sal), mensurados
durante as coletas de dezembro 2023, janeiro 2024, fevereiro 2024, julho de 2024 e agosto de 2024.

DEZEMEBRO DE 2023 JANEIRO 2024

T(°C) pH oD (m/1) sal T(°C) pH oD (m/1) Sal
“ 25,7 5.42 3,66 33 “ 27 5,22 2,47 28,25
“ 2556  5.81 3,64 33 “ 27,16 5,6 2,52 28,2
“ 26,26 5.9 3,7 24,45 “ 26,6 5,64 2,72 20
“ 26 6 33 23,64 “ 26,6 5,71 2,78 20,12

FEVEREIRO 2024

T(°C) pH oD (m/1) Sal T(°C) pH oD (m/1) Sal
“ 27 5,22 2,47 28,25 “ 20,76 4,01 3,13 29,6
“ 27,16 5,6 2,52 28,2 “ 20 4,96 3,16 29,59
“ 26,6 5,64 2,72 20 “ 20,74 5,36 3,3 25,62
“ 26,6 5,71 2,78 20,12 “ 20,83 5,52 3,25 25,7

T(°C) pH oD (m/1) Sal

21,1 4,15 2,47 28,66

21,26 4,60 2,48 28,31

22,85 4,76 2,45 24,34

22,44 479 2,49 23,9

Ao observar os resultados obtidos, quanto a temperatura, nas coletas 1, 2 e 3, as
quais foram realizadas no verdo, os valores encontram-se elevados, enquanto as demais
coletas, realizadas no inverno, possuem baixa temperatura, podendo ser observado uma
variacao de até aproximadamente 7°C entre as temperaturas observadas. A temperatura é
indicada pela variavel climatica TSM (Temperatura Superficial do Mar), a qual pode
sofrer influéncia desde processos naturais como El Nifio, estaces e até mesmo por
interferéncias antropogénicas (Costa, 2023).

De acordo com o INMET (Instituto Nacional de Meteorologia do Brasil), nos
meses de verdo (dezembro a fevereiro) foram registradas altas temperaturas dentro da
normalidade, em sua maioria, para TSM, indo de 24 a 28°C, em todas as coletas, a
temperatura esta dentro da normalidade.

Abordando acerca do pH, em todas as coletas o pH fugiu da neutralidade (7), indo
de 4,01 a 6, ou seja, indicando a acidez das aguas analisadas (Silva, W. 2024). Levando
em consideracdo a Resolugio CONAMA n° 357 de 2005, a qual aborda sobre a



classificacdo de corpos de aguas e suas diretrizes ambientais, o esperado € um pH de 5 a
9, ou seja, em sua grande maioria o pH apresenta um valor esperado. Contudo, nas coletas
3, 4 e 5 observa-se pH menor que 5, com destaque para a coleta 5, a qual apresentou pH
abaixo de 5 em todos os pontos amostrados, fugindo das normas estabelecidas pela
autoridade.

Analisando os resultados obtidos para salinidade, seguindo o0s parametros
estabelecidos pela Resolucdo CONAMA 274/00, em que aguas com salinidade de 0,5 a
30 sdo consideradas salobras e 30 a valores superiores sao consideradas aguas salinas, 0s
valores encontrados nos G1 e G2, na Praia do Gonzaguinha, se mostraram, em todas as
coletas, como salobra. As coletas foram realizadas sempre na maré vazante, desta forma
sofrendo forte influéncia do estuério, ou seja, devido a dindmica de marés, proximidade
com o canal de Séo Vicente e a geomorfologia da porcao da Praia de Gonzaguinha, dguas
com salinidade mais baixa, as aguas provenientes do estuarios, tem mais influéncia,
acarretando na salinidade menor, quando comparada a Praia de Itarare, a qual sofre menos
influéncia do estuério, devido suas peculiaridades geomorfoldgicas, sendo mais
impactada pela dinamica de marés (Bird, 2008).

Assim, pode-se observar que a salinidade encontrada nos pontos 11 e 12, em todas
as coletas, sdao sempre valores superiores ao de G1 e G2, podendo até mesmo serem
classificadas como &guas salinas.

Em relagdo ao oxigénio dissolvido, segundo a CONAMA 357/05, o valor ideal
para 0 OD ndo deve ser inferior a 6 m/l, valores baixos de oxigénio dissolvido indicam
contaminacdo por efluentes. Em todas as coletas, os valores de oxigénio dissolvido estdo
fora dos padrBes estabelecidos, o que pode indicar a contaminacdo das aguas por
poluentes, impactando diretamente em fatores como qualidade da &agua, turbidez e
sobrevivéncia de organismos (Nascimento, 2023).

4.2 Densidade de Enterococcus

Os valores de densidade para a praia do Gonzaguinha podem ser observados na
Tabela 2 e os da praia do Itararé na Tabela 3. Os valores foram calculados a média das
Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) 100ml* para 4gua e 100g™ para sedimento,
respectivamente, seguindo as normas estabelecidas CONAMA n° 274/00, representadas
na Figura 2. Devido a falta de uma legislacdo especifica para sedimentos, 0s mesmos

parametros da agua foram adotados.



CATEGORIA Enterococos (UFCHO0 mL)
EXCELENTE Maximo de 26 em 80% ou
mais tempo
PROPRIA

MUITO BOA Maximo de 50 em 80% ou
mais tempo
SATISFATORIA Maximo de 100 em 80% ou
mals tempo
Superior a 100 em mais
de 20% do tempo
IMPROPRIA
Maior que 400 na ultima
megicao

Figura 7: Valores limites de Enterococcus em 100ml de &gua, nas praias. Fonte: Adaptado de CONAMA
274 de 2000.

Tabela 2: Densidade de Enterococcus spp na praia de Gonzaguinha, nos meses dezembro de 2023,
janeiro, fevereiro, julho e agosto de 2024.

Gl
Agua Sed. Umido Sed. Seco

(UFC100mI%)  (UFC 100g™) (UFC 100g™)
Dezembro 2023 2,28E+03 1,31E+03 1,66E+04
Janeiro 2024 1,84E+03 1,21E+04 1,58E+04
Fevereiro 2024 5,60E+02 1,40E+03 2,58E+04
Julho 2024 3,75E+03 1,20E+03 1,50E+03
Agosto 2024 3,50E+03 6,00E+03 4,02E+03

G2

Dezembro 2023 1,02E+03 2,44E+03 3,48E+03
Janeiro 2024 1,84E+03 1,58E+03 1,21E+03
Fevereiro 2024 5,60E+03 2,58E+03 1,40E+03
Julho 2024 1,95E+03 8,50E+03 2,70E+03
Agosto 2024 8,50E+03 3,50E+03 8,50E+03




Agua (UFC 100ml-1)

Agua (UFC 100ml-1)

Sed (UFC 100g-1)

Tabela 3: Densidade de Enterococcus spp para as praias da Ilha Porchat, nos Pontos 11 e 12, nos meses
dezembro de 2023, janeiro, fevereiro, julho e agosto de 2024.

1,60E+04
1,40E+04
1,20E+04
1,00E+04
8,00E+03
6,00E+03
4,00E+03
2,00E+03
0,00E+00

Sed (UFC 100g-1)

11
Agua Sed. Umido Sed. Seco

(UFC 100mlI%) (UFC 100g) (UFC 100g™)
Dezembro 2023 6,60E+03 3,62E+03 4,98E+03
Janeiro 2024 1,62E+03 6,92E+03 5,80E+03
Fevereiro 2024 1,40E+03 5,06E+03 2,67E+03
Julho 2024 5,00E+03 1,65E+03 6,15E+03
Agosto 2024 3,00E+03 5,00E+03 1,45E+03

12
Dezembro 2023 9,05E+03 3,53E+03 4,08E+03
Janeiro 2024 2,11E+03 1,71E+03 5,70E+03
Fevereiro 2024 2,60E+03 5,06E+03 2,67E+03
Julho 2024 7,80E+03 2,00E+03 6,50E+03
Agosto 2024 4,00E+03 3,00E+03 1,40E+03
G2

Coleta 1 Coleta 2

G1
=R & =N

1,60E+04
1,40E+04
. 1,20E+04
1,00E+04
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o
o

FC 100ml-1)
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Figura 8: Gréfico representando o volume de bactérias Enterococcus nas amostras de agua, sedimento seco
e Umido nas 5 coletas para os pontos de Gonzaguinha 1 e 2, indicando maiores valores para as amostras de
sedimento.
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Figura 9: Gréfico representando o volume de bactérias Enterococcus nas amostras de agua, sedimento
seco e imido nas 5 coletas pra os pontos de llha Porchat 1 e 2, indicando maiores valores para as
amostras de sedimento, com excecdo da Coleta 1 para I1 e 12 e Coleta 4 para 12, possivelmente devido ao
tempo de sedimentacédo das bactérias.
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Pode-se observar que ha a presenca de um grande volume de bactérias
Enterococcus em todos os pontos de coleta, desde a primeira coleta (dezembro) até a
ultima realizada (agosto). Seguindo a CONAMA 274/00, todos os pontos amostrados se
enquadram como improprios, apresentando uma densidade maior do que 400 UFC 100ml
! para 4gua e 100g™* para sedimento. Demonstrando uma grave contaminacio das praias
recreativas do municipio de Sdo Vicente (SP).

No trabalho realizado por Zampieri (2017), o qual aborda sobre a densidade e
resisténcia antimicrobiana de bactérias nas regides de Itanhaém e Santos, a densidade
encontrada de Enterococcus é maior em sedimento, chegando a 2354 UFC g em Santos.

O padrao se repete no presente estudo, analisando tanto o sedimento imido quanto
0 seco, a densidade de bactérias Enterococcus supera a presente na agua, em sua maioria,
em ambas as praias (Itararé e Gonzaguinha).

No estudo de Pinto (2012), realizado nas mesmas praias abordadas no presente
trabalho, também foi encontrado maior densidade de Enterococcus no sedimento. O
mesmo padréo se repete no trabalho de Bonilla e colaboradores (2007), na praia de Gaza,

a densidade de tais bactérias em sedimento chegou a ser 20 vezes maior do que na agua.

O fato de haver uma maior densidade de Enterococcus no sedimento ocorre devido
aos indicadores de contaminacdo fecal presentes na dgua do mar sofrerem inativacao
pelos raios solares, aumentando a susceptibilidade a acdo de bacteriéfagos, pouca
abundancia de nutrientes, predacdo e competicdo. Assim, o sedimento (areia) faz o papel
de abrigar esses microrganismos, uma vez que eles podem aderir a particulas, as quais,
muitas vezes, estdo ligadas a detritos organicos, o que confere uma maior sobrevivéncia

as bactérias (Zampieri et al. 2017).

4.3 Avaliacdo da resisténcia antimicrobiana

Os pontos de corte para cada antibidtico utilizado estdo indicados na Tabela 4.



Tabela 4: Pontos de corte acerca do halo inibitdrio no método de Kirby-Bauer, para os
antibidticos imipenem (IPM), estreptomicina (EST), azitromicina (AZI), vancomicina (VAN),
ciprofloxacina (CIP), ampicilina (AMP), amoxicilina + acido clavulanico (AMC), gentamicina (GEN) e
nitrofurantoina (NIT). Fonte: BrCAST, 2023; Cardenas 2020.

Medidas BrCAST/Cardenas | Sensivel | Resistente
IPM 50-21 <21
EST 14 <14
*AZl *29 *<29
VAN 12 <12
CIP 15 <15
AMP 10 <8
AMC 10 <9
GEN 8 <8
NIT 15 <15

* Halo embasado no trabalho de Cardenas (2020).

A azitromicina ndo é um antimicrobiano utilizado e testado para o combate de
Enterococcus (BrCast, 2023), ou seja, ndo ha dados suficientes para estabelecer um ponto
de corte nacional ou universal para 0 método de Kirby Bauer. Portanto, foi adotado como
ponto de corte 29 mm para a azitromicina, baseado na pesquisa de Cardenas (2020), a
qual aborda a eficacia antibacteriana da azitromicina aditivada com hidréxido de célcio
em bactérias Enterococcus faecalis.

Entdo, observando os resultados acerca da primeira coleta (Tabela 5), pode-se
inferir que o antibidtico estreptomicina (EST) foi o de menor eficacia, seguido pela
azitromicina (AZIl). Ainda, ocorreram alguns casos isolados de resisténcia aos
antimicrobianos imipenem (IPM) e nitrofurantoina (NIT). Contudo, o que ganhou maior
destaque foi a amostra de areia seca de G1, a qual apresentou resisténcia a todos os

antibioticos.



Tabela 5: Resultado do antibiograma para a coleta 1 em didmetro dos halos em mm encontrados para cada
antibidtico utilizado na amostragem, onde Verde — Sensivel e Vermelho — Resistente. H,0 — Amotras de
Agua, UMD — Amostras de Sedimento Umido, SECA — Amostras de Sedimento Seco. I1 -1lha Porchat 1,
12 — llha Porchat 2, G1 — Gonzaguinha 1, G2 — Gonzaguinha 2.

Coleta 1 - Dezembro 2023

IPM EST AZI VAN CIP AMP AMC GEN NIT
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Figura 10: Resultado de amostras do primeiro antibiograma realizado, demonstrando a resisténcia aos
antibioticos testados. 1 — Sedimento imido de Itararé 2, apresentando resisténcia a azitromicina. 2 —
Sedimento seco de Gonzaguinha 1, apontando resisténcia a todo todos 0s antimicrobianos testados. 3 —
Sedimento seco de Itararé 2, com resisténcia a estreptomicina 4 — Agua de Itararé 2, apresentando pouca
suscetibilidade a azitromicina e estreptomicina.



Para a segunda coleta (Tabela 6), a baixa eficiéncia de estreptomicina (EST),
azitromicina (AZI) e nitrofurantoina (NIT) ainda é encontrada, contudo, agora pode-se

observar a resisténcia a gentamicina (GEN) e vancomicina (VAN).

Tabela 6: Resultado do antibiograma para a coleta 2 em didmetro dos halos em mm encontrados para cada
antibiotico utilizado na amostragem, onde Verde — Sensivel e Vermelho — Resistente. H,0 — Amotras de
Agua, UMD — Amostras de Sedimento Umido, SECA — Amostras de Sedimento Seco. 11 -llha Porchat 1,
12 — llha Porchat 2, G1 — Gonzaguinha 1, G2 — Gonzaguinha 2

Coleta 2 - janeiro 2024
IPM EST AZI VAN CIP AMP AMC GEN NIT
H20|( 32| 0 [ 16| 20 | 26| 32 | 34 | 14 | 28

I1{UMD| 44 | O [ 30| 22 | 24| 38 | 38 | 16 | 26
SECA| 30| 0 | 32| 26 | 30| 32 | 36 0 | 22
H20| 28 | O | 24| 18 | 24| 32 | 38 | 14 | 20
1I2{UMD| 30 | O [ 32| 26 | 30| 28 | 32 8 | 22

SECA| 28 | 16 | 44| O [ 18] 24 | 36 | 24 | O
H20| 22| 0 | 14| 24 | 16| 24 | 32 | 12 | 20
GljUMD| 46 | O | 8 | 26 | 26| 38 | 40 | 20 | 30
SECA| 32 | 22|50 0 [ 22] 30| 34 | 30 | O
H20| 28 | 0 [ 32] 26 | 30| 26 | 32 | 10 | 20
G2|UMD| 42 | 0 [ 30| 24 | 24| 36 | 40 | 20 | 26
SECA| 32| 0 | 32| 26 | 32| 30 | 32 | 10 | 24
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Figura 11: Segundo antibiograma realizado, exemplificado por amostras de agua e sedimento umido de
Gonzaguinha 1. 1 — Agua de Gonzaguinha 1, apresentando resisténcia a estreptomicina e azitromicina. 2
— Sedimento imido de Gonzaguinha 1, destacando resisténcia também a azitromicina e etreptomicina.

Na terceira coleta (Tabela 7) os resultados diversificados, tem-se ainda a
resisténcia contra estreptomicina (EST), azitromicina (AZT) e gentamicina (GEN),
porém, encontra-se uma resisténcia maior a vancomicina (VAN) quando comparada as



coletas anteriores. Por fim, um caso isolado de resisténcia a ampicilina (AMP) foi
observado.

Tabela 7: Resultado do antibiograma para coleta 3 em didmetro dos halos em mm encontrados para cada

antibidtico utilizado na amostragem, onde Verde — Sensivel e Vermelho — Resistente. H,0 — Amotras de

Agua, UMD — Amostras de Sedimento Umido, SECA — Amostras de Sedimento Seco. I1 -1Iha Porchat 1,
12 — 1lha Porchat 2, G1 — Gonzaguinha 1, G2 — Gonzaguinha 2.

Coleta 3 - fevereiro 2024

IPM EST AZI VAN CIP AMP AMC GEN NIT

H20| 26 | 16 | 16 | 0O | 26| 10 | 18 | 20 | 20
I1|{UMD| 30 | O [ 24| 19 | 26| 30 | 32 | 10 | 12
SECA| 44 | 12 | 30| 20 | 30| 32 | 36 | 14 | 22
H20|( 21 (22| O | 10 [ 18| 10 | 16 | 26 | 26
1I2/lUMD| 24 | 0 | 12| O | 22| 10 | 14 8 | 12
SECA| 30| O | 26| 22 | 22| 26 | 32 0 | 18
H20| 32 | 0 | 10| 24 | 30| 34 | 34 | 10 | 20
Gl|UMD| 34 | 16 | 22| 7 | 28| O 16 | 20 | 22
SECA| 36 | 10| O | 22 | 30| 26 | 30 | 20 | 28
H20|1 30| 0 | O O |16 15 | 17 | 10 | 20
G2lUMD| 30 | O | 14| 28 | 30| 28 | 34 0 |20
SECA| 22| 0 | O | 18 | 22| 20 | 24 9 | 24

com resisténcia a azitromicina e vancomicina. 2 — Sedimento seco de Gonzaguinha 1, apresentando
resisténcia a estreptomicina e azitromicina. 3 — Sedimento imido de Gonzaguinha 1, demonstrando pouca
suscetibilidade a azitromicina, vancomicina e ampicilina. 4 — Sedimento tmido de Gonzaguinha 2,
apontando resisténcia a gentamicina, azitromicina e etreptomicina.



Na quarta coleta (Tabela 8), o padréo de resisténciaa EST e AZI permanece, apresentando
pouca resisténcia a NIT.

Tabela 8: Resultado do antibiograma para coleta 4 em didmetro dos halos em mm encontrados para cada

antibidtico utilizado na amostragem, onde Verde — Sensivel e Vermelho — Resistente. H,0 — Amotras de

Agua, UMD — Amostras de Sedimento Umido, SECA — Amostras de Sedimento Seco. I1 -1Iha Porchat 1,
12 — 1lha Porchat 2, G1 — Gonzaguinha 1, G2 — Gonzaguinha 2.

Coleta 4 - Julho 2024
IPM EST AZI VAN CIP AMP AMC GEN NIT
H20| 42 | 12 | 14| 20 | 26| 24 | 28 | 18 | 14
11| UMD 16 | 10| 22 | 36| 46 | 42 | 28 | 22
SECA| 32| 0 | 14| 36 | 22| 10 | 20 | 16 | O
H20| 28| O | O | 22 | 18| 24 | 32 | 12 | 14
I2/UMD| 40 | 10| O | 26 | 26| 38 | 40 | 18 | O
SECA| 46 | 20 | 18| 22 [ 32| 28 | 30 | 28 | 28
H20| 32| 0 | 12| 20 | 22| 30 | 16 | 10 | 10
GllUMD| 28 | 0 | 16| 20 | 24| 28 | 32 | 10 | 20
SECA| 15| O | 26| 18 | 26| 12 | 32 | 10 | 22
0
0

H20 | 12 121 18 | 14| 18 | 30 | 10 | 20
G2|UMD| 26 121 10 | 20| 28 | 18 | 10 | 20
SECA| 30 | 12| 0 | 20 | 26| 24 | 28 | 18 | 22




Figura 13: Quarto antibiograma realizado. 1 — Sedimento imido de Itararé 2, com resisténcia a
estreptomicina, azitromicina e nitrofurantoina. 2 — Sedimento seco de Itararé 1, apresentando resisténcia
a, também, estreptomicina, azitromicina e nitrofurantoina. 3 — Agua de Itararé 2, com resisténcia a
estreptomicina e azitromicina. 4 — Agua de Gonzaguinha 2, com pouca suscetibilidade a imipinem,
estreptomicina, azitromicina e ciprofloxacina.

Na ultima coleta (Tabela 9), houve um aumento significativo a resisténcia a diversos
antibidticos. O padrdo de pouca suscetibilidade a estreptomicina e azitromicina continua,
entretanto, comparando com coletas anteriores, ha uma frequéncia de resisténcia a
nitrofurantoina, ampicilina, vancomicina, imipinem e amoxicilina + &cido clavulanico

maior, finalizando com casos isolados de resistencia a GEN e CIP.

Tabela 9: Resultado do antibiograma para coleta 5 em didmetro dos halos em mm encontrados para cada

antibiotico utilizado na amostragem, onde Verde — Sensivel e Vermelho — Resistente. H,0 — Amotras de

Agua, UMD — Amostras de Sedimento Umido, SECA — Amostras de Sedimento Seco. 11 -1lha Porchat 1,
12 — llha Porchat 2, G1 — Gonzaguinha 1, G2 — Gonzaguinha 2.

Coleta 5 - Agosto 2024

IPM EST AZI VAN CIP AMP AMC GEN NIT
H20| 22| 0 16| O | 26| O 10 | 10 | 20
ILfUMDf 26 | O [ 0O | O |22]| O 14 | 18 | 0
SECA| 50 | 22 | 28| 24 [ 36| 36 | 38 | 26 | 24
H20| 0 | O | O| O | 28| O 0 8 | 0
I2{UMD| O 200 0 | 24| O 0 0| O
SECA| 50 | 20| 16| 22 | 30| 34 | 36 | 26 | O

(@)

H20| 34| 0 | O | 20 | 28| 32 | 36 | 10 | 22
GljumD| 32 | 0 | 0 | 20 | 20| 30 | 34 | 12 | 20
SECA| 0O | O | O O |28] O 0 10 | O
H20| 28 | 0 | 22| 20 | 24| 34 | 36 | 12 | 20
G2fuMmD| O | 0 | 18| O [24| O 0 18 | 0
SECA| 32 | 0 | 8 | 22 | 28| 32 | 34 | 16 | 18




Figura 14: Resultado do quinto antibiograma realizado. 1 — Sedimento Gmido de Itararé 2, apontando
resisténcia a imipinem, estreptomicina, azitromicina, vancomicina, ampicilina, amoxacilina + acido
clavulanico, gentamicina e nitrofurantoina. 2 — Sedimento imido de gonzaguinha 2, apresentando
resisténcia a imipinem, estreptomicina, azitromicina, vancomicina, ampicilina, amoxacilina + &cido

clavulanico e nitrofurantoina. 3 — Agua de Itararé 1, demonstrando pouca suscetibilidade a
estreptomicina, azitromicina, vancomicina, ampicilina e nitrofurantoina. 4 — Sedimento seco de
Gonzaguinha 1, apresentando resisténcia a imipinem, estreptomicina, azitromicina, vancomicina,
ampicilina, amoxacilina + &cido clavulanico e nitrofurantoina.

Analisando as 5 coletas em conjunto, pode-se inferir que os antibiéticos menos
eficazes contra as cepas trabalhadas sdo a EST e AZI, com algumas resisténcias menos
frequentes a, principalmente, VAN, GEN, NIT e IPM. A resisténcia a antimicrobianos
carpabenémicos € preocupante, uma vez que trata-se de uma classe de antibiéticos muito
potentes a atividade bacteriana (Silva et al. 2022).
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Figura 15: Frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos encontrada em todas as coletas, demonstrando a
menor suscetibilidade a estreptomicina e azitromicina, com 51 e 50 cepas resistentes, respectivamente.
IPM — imipinem, EST — estreptomicina, AZI — azitromicina, VAN — vancomicina, CIP — ciprofloxacina,

AMP — ampicilina, AMC — amoxicilina + acido clavulanico, GEN — gentamicina e NIT — nitrofurantoina.

Entdo, para melhor método de comparacao entre o presente estudo e os trabalhos
selecionados, os antibioticos foram separados em grupos (BrCAST, 2023), sendo eles
penicilinas (AMP, AMC), carbapenémicos (IPM), fluoroquinolonas (CIP),
aminoglicosideos (GEN, EST), glicopeptideos (VAN), macrolideos (AZT) e agentes
diversos (NIT).

No trabalho de Oliveira e Pinhata (2008), o qual também foi realizado nas mesmas
praias de Ilha Porchat e Gonzaguinha, pode-se destacar a alta resisténcia para antibioticos
dos grupos de aminoglicosideos (22%), com destaque para a EST. A resisténcia a AMC
e CIP foi nula, para os demais antimicrobianos a resisténcia foi menos exacerbada.
Comparado com o presente estudo, € possivel observar que a resisténcia a
aminoglicosideos (46,6%) ainda permanece, e de forma mais exacerbada, englobando a
resisténcia frequente ndo s6é a EST, mas tambéem a GEN. Ainda, ha o aumento da
resisténcia de antibioticos do grupo de glicopeptideos (25%), fluoroquinolonas (1,6%) e

penicilinas (12%).
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Figura 16: Comparag8o da progressdo da resisténcia antimicrobiana em relagdo ao trabalho de Oliveira e
Pinhata (2008) e o presente estudo, demonstrando o aumento da resisténcia em todos 0s grupos testados.

E possivel observar na figura 16 a progressdo da resisténcia, atualmente
encontram-se valores mais elevados na quantidade de cepas resistentes a antimicrobianos,
nota-se que grupos como aminoglicosideos e penicilinas dobraram seus valores, enquanto
glicopeptideos e fluoroquinolonas comecaram a apresentar maior resisténcia, o que, ou
ndo era registrado ou era quase nula no passado. Ainda, para os macrolideos, é destacado
um aumento exacerbado na resisténcia, chegando a mais de 80%, 0 que antes era pouco
mais de 20%.

Ainda, quando comparado com outros estudos, é possivel observar um certo
padréo nos grupos que apresentam essa progressao mais evidenciada. Comparando com
o trabalho realizado por Martins (2012), pode-se observar o aumento na resisténcia no
grupo de penicilinas, carbapenémicos, macrolideos, aminoglicosideos e agentes diversos.

Contrastando com o estudo de Andrade (2018), encontra-se a progressdo na
resisténcia aos antimicrobianos das classes de penicilinas, glicopeptideos, macrolideos e
agentes diversos. Quando comparado ao trabalho realizado por Asadollahi e
colaboradores (2018), observa-se 0 aumento da resisténcia a glicopeptideos, macrolideos
e agentes diversos.

Tal contexto € muito preocupante, uma vez que antibidticos de grupos como
carbapenémicos, penicilinas, glicopeptideos e macrolideos sejam antibidticos muito
usados e de grande forga contra bactérias, comumente presentes no combate de infec¢bes

graves e, até mesmo, utilizados contra bactérias mais resistentes. A pouca suscetibilidade



a eles é preocupante e pode ser observado o aumento quando comparado antes e depois
do periodo pandémico, inferindo a consequéncia do uso desenfreado e inadequado de tais

drogas durante a pandemia de COVID-19.



5. Concluséao

A progressdo acerca da resisténcia bacteriana fica clara quando os resultados do
periodo pré-pandémico e pos-pandémico sdo analisados, existe uma crescente resisténcia
de Enterococcus para o0s antibioticos, principalmente aos grupos de macrolideos,
aminoglicosideos, glicopeptideos e agentes diversos, destacando o impacto do uso
inadequado de antimicrobianos. A busca incessante por uma solucdo, atrelada a
desinformacdo e negligéncia, durante a pandemia de COVID-19 comprometeu a eficacia
dos antibidticos, tornando as bactérias mais resistentes e expondo a populagéo ao contato

com tais microrganismos.

Ainda, é possivel observar que existe uma contaminacdo crénica por bactérias
Enterococcus nas praias de Sao Vicente, as quais apresentam um quadro elevado de
resisténcia, principalmente a estreptomicina e azitromicina, destacando a precariedade do
tratamento de esgoto e efluentes e do monitoramento da qualidade de 4gua. A populacéo
que entra em contato com as praias do municipio esta susceptivel a tais bactérias e as
inimeras complicacGes causadas por elas, evidenciando a negligéncia de érgdos publicos

como a Prefeitura de Sdo Vicente e a CETESB acerca do bem estar da populacéo.

Portanto, torna-se evidente a importancia da microbiologia, seu estudo e sua
aplicabilidade na sociedade, é de extrema significancia a atencdo para com 0s
microrganismos, a fim de evitar situac6es de calamidade publica e cuidar do bem estar da
populacdo. O uso inadequado de drogas como os antibidticos € muito prejudicial,
comprometendo sua eficacia e selecionando e disseminando bactérias resistentes, assim,
é imprescindivel o uso correto de tais drogas € um melhor manejo de tratamento e
avaliacdo de qualidade de agua, a fim de evitar uma continua progressao de resisténcia

bacteriana e melhorar as condi¢Ges de bem estar da populacéo.
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