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RESUMO

GOMES, Gabriela B. Multirresisténcia de Enterococcus sp isolados do Lago Igapd na
cidade de Londrina — PR. 2015. 49f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em
Engenharia Ambiental). Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Londrina, 2015.

A analise de indicadores bacterianos em corpos hidricos € um método bastante eficaz e
sensivel para deteccdo de poluicdo. As bactérias do género Enterococcus sao
consideradas como indicadores de contaminacgéao fecal, pois fazem parte do organismo
humano e da flora intestinal de alguns animais de sangue quente. O presente estudo
teve como objetivo isolar e verificar a multirresisténcia de Enterococcus sp provenientes
dos Lagos lgapo 1, 2 e 3, na cidade de Londrina-PR. Os pontos de coleta foram uma
area utilizada para lazer e outra area mais afastada que néo é utilizada para lazer. Para
o isolamento de Enterococcus sp. foi utilizada a técnica de membrana filtrante, onde as
membranas foram transferidas para placas de Petri contendo agar canamicina esculina
azida e incubadas a 37° C por 24 horas. Foram selecionadas aleatoriamente 30
colénias de Enterococcus e para a confirmacdo do género e da espécie foram
realizadas andlises fenotipicas (coloracdo de Gram, catalase, crescimento em NaCl
6,5%, pH 9.6, e temperaturas de 10° e 45°C) e genotipicas empregando a técnica de
Reagdo em Cadeia de Polimerase. Para observarmos a suscetibilidade a
antimicrobianos foi empregada a técnica de disco-difusdo conforme estabelecido pelo
CLSI. Como resultados obtivemos que 100% dos isolados pertenciam ao género
Enterococcus. Dos 30 isolados 47% foram identificados como E. faecium, 26,7% E.
gallinarum, 6,7% E. casseliflavus/E. flavences e 13,33% Enterococcus spp.. Quanto a
suscetibilidade a antimicrobianos 100% das espécies foram sensiveis a Gentamicina,
Norfloxacin, Cloranfenicol, Estreptomicina e Ciprofloxacin. J4 os resultados de
resisténcia obtivemos que: 96,7% dos isolados foram resistentes a Vancomicina,
Penicilina; 10% a Tetraciclina e 20% a Amipicilina. Para observarmos a suscetibilidade
a metais pesados foi empregada a técnica de concentra¢fes inibidoras de metais em
placa gradiente. Como resultado obtivemos que 100% das amostras foram resistentes
ao cobre e chubo e 88% foram resistentes ao zinco. Diversos isolados apresentaram
resisténcia a mais de dois antimicrobianos testados, caracterizando assim a
multirresisténcia. Diante dos resultados apresentados nesse estudo, podemos concluir
que ha Enterococcus sp na agua do Lago Igapo que é utilizado pelo cidaddos como um
lago de lazer e que estes apresentam resisténcia a metais pesados e a uma ampla
gama de antimicrobianos utilizados rotineiramente no tratamento de infecgbes
enterococicas dificultando a terapéutica e prejudicando ndo sé a saude das pessoas
que utilizam o lago, mas também a vida aquatica presente nesse ambiente.

Palavras-chave: Enterococcus sp. Lago Igapoé. Indicadores microbiologicos.



ABSTRACT

GOMES, Gabriela B. Multiresistant Enterococcus sp isolated from Lake Igap6 in the city
of Londrina - PR.2015. 49f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em
Engenharia Ambiental). Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Londrina, 2015.

The analysis of bacterial indicators in water is a very effective and sensitive method for
pollution detection. Bacteria of the genus Enterococcus are regarded as indicators of
fecal contamination, as part of the human body and the intestinal flora of some warm-
blooded animals. This study aimed to isolate and verify the multidrug resistance of
Enterococcus sp from the Lagos Igapd I, Il and lll in the city of Londrina-PR. The
collection points were an area used for recreation and other more remote area that is
not used for recreation. For the isolation of Enterococcus sp. It was used the membrane
filter technique, where the membranes were transferred to Petri dishes containing
esculin agar azide kanamycin and incubated at 37 ° C for 24 hours. They randomly
selected 30 colonies of Enterococcus and to confirm the genus and species were held
phenotypic analysis (Gram Positive, catalase, growth in 6.5% NaCl, pH 9.6, and
temperatures of 10 and 45°C) and genotypic employing the technique Polymerase
Chain Reaction. To observe the susceptibility to antimicrobial agents was employed to
disk diffusion technique as established by the CLSI. As a result we obtained that 100%
of the isolates belonged to the genus Enterococcus. Of the 30 isolates 47% were
identified as E. faecium, E. gallinarum 26.7%, 6.7% E. casseliflavus / E. flavences and
Enterococcus spp. 13.33%. The susceptibility to antimicrobial 100% of the species were
sensitive to Gentamicin, Norfloxacin, Chloramphenicol, Streptomycin and Ciprofloxacin.
Already strength results obtained that: 96.7% of the isolates were resistant to
vancomycin, penicillin; 10% tetracycline and 20% Amipicilina. To observe the
susceptibility to heavy metals was used the technigue of inhibitory concentrations of
metals in gradient plate. As a result we obtained 100% of the strains were resistant to
copper and chubo and 88% were resistant to zinc. Several isolates tested were resistant
to more than two antibiotics, characterizing multidrug resistance. From the results
presented in this study we can conclude that there Enterococcus sp in Igapo Lake that is
used by the public as a recreational pond and that these show resistance to heavy
metals and a wide range of antimicrobial routinely used in the treatment of enterococcal
infections complicating therapy and harming not only the health of people who use the
lake but also the aquatic life present in that environment.

Keywords: Enterococcus sp. Igap6 Lake. Microbiological Indicators.
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1. INTRODUCAO

A 4gua é o elemento essencial a vida para todos os organismos, sendo a sua
disponibilidade um dos fatores mais importantes a moldar os ecossistemas. A agua
disponivel é muito superior ao total consumido pela populacdo, mas a distribuicdo dela
€ extremamente desigual. Vérios fatores acarretam em problemas hidricos, seja por sua
escassez ou pela qualidade inadequada, alguns desses fatores sdo: a ma distribuicdo e
a poluicdo por acdes antropicas tornando parte da agua impropria para diversos usos
(MOTA, 2006).

A utilizacdo dos corpos hidricos pode ser encontrada de diversas maneiras,
atendendo a vérias necessidades simultaneamente. Alguns exemplos desses diversos
usos da agua sdo abastecimento, irrigacdo, lazer e etc. O mau uso ou 0O USO
inconsciente dos recursos hidricos trazem consequéncia como a sua poluicdo. Von
Sperling (1996) caracteriza como poluicdo a adicdo de substancias que direta ou
indiretamente alteram a natureza do corpo d’agua de uma maneira que prejudique 0s
legitimos usos a que deles séao feitos.

Uma maneira de caracterizar os recursos hidricos pode estar relacionada com a
sua qualidade, na qual depende diretamente da quantidade de agua existente para
dissolver, diluir e transportar as substancias benéficas e maléficas para os seres que
compdem as cadeias alimentares. Uma dessas substancias maléficas € a presenca em
grande gquantidade de microrganismos patogénicos, como por exemplo, bactérias do
grupo coliformes (BRAGA, 2005).

A andlise de indicadores biolégicos nos corpos hidricos € um método bastante
eficaz e sensivel para a deteccdo de substancias. Os indicadores de contaminacdo
fecal estdo em grande quantidade nos dejetos de animais homeotérmicos e apresentam
persisténcia em ambiente aquatico. As bactérias do grupo coliforme séo utilizadas a
varios anos como bons indicadores de contaminagdo, pois atendem aos requisitos
como presenca em grande quantidade nas fezes humanas, persisténcia e resisténcia
no meio aquético. A presenca desses microrganismos considera-se que a dgua estara
contaminada, pois eles apresentam riscos a saude (HERINGER et al, 2007; CETESB,
2008).



Enterococos sao bactérias encontradas no intestino de animais de sangue
quente, incluindo os seres humanos. S&o patdgenos oportunistas que causam milhares
de infec¢des, no qual trazem grandes riscos a saude humana. Tem uma grande
facilidade para serem cultivados, pois apresentam maior resisténcia e sobrevivem a um
tempo maior se comparado com E. coli e outros coliformes termotolerantes. Crescem
em temperaturas entre 10 e 45°C, toleram pH 9,6 e ambientes com 6,5% de NacCl
(AHMED et al, 2012, BYAPPANAHALLI et al, 2012. MURRAY et al, 2011).

Os atributos de maior significAncia em enterococos € a expressdo de
resisténcia a varios antimicrobianos comumente utilizados e a aquisicdo de genes de
resisténcia. O tratamento de infecgBes enterocécitas é complicado, pois a maioria dos
antimicrobianos nao apresenta acdo bactericida nas concentracdes clinicamente
relevantes. A restricdo cuidadosa com o uso de antimicrobianos e a implementacéo de
praticas apropriadas no controle de infecgbes podem reduzir o risco de colonizagéo
desse microrganismo (MURRAY et al, 2011).

Bactérias que possuem o gene de resisténcia a antibioticos sao constituidas por
elementos genéticos maveis, que séo facilmente trocados entre outras bactérias. Muitos
desses elementos genéticos moéveis codificam resisténcia a multiplos antibiéticos,
metais pesados e outros compostos toxicos (BRANCO et al, 2005).

A utilizacdo de métodos de analise microbiolégica molecular que apresentam
resultados em prazos curtos vem sido utilizada cada vez mais. Essa tecnologia é
chamada de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foi desenvolvida para deteccao
especifica de diferentes organismo indicadores fecais e também agentes patogénicos
em apenas algumas horas (HAUGLAND et al, 2012).

Portanto, esse trabalho teve como objetivo isolar e verificar a multirresisténcia
de Enterococcus sp provenientes dos Lagos Igapo |, Il e lll, encontrados na cidade de
Londrina — PR. O lago é caracterizado com uma das mais belas areas de lazer da
cidade, utilizados para esportes, pesca, banho e etc.. Os pontos de coleta foram em
uma area utilizada para lazer e outra area mais afastada que nao é utilizada para lazer,
para com isso verificar a possivel contaminagdo desse corpo hidrico e quais 0s

impactos causados aos cidadaos que utilizam esse lago como uma area de lazer.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a resisténcia de Enterococcus sp a metais pesadose e

antibioticosprovenientes dos Lagos Igapé |, Il e 1ll, da cidade de Londrina — PR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |Isolar e identificar bactérias do género Enterococcus sp de corpos d'agua

urbano;
e Analisar a resisténcia de bactérias Enterococcus a antibidticos;
e Analisar a resisténcia a metais pesados dos isolados, cobre, chumbo e zinco das

bactérias Enterococcus.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 HISTORICO DO LAGO IGAPO

O Lago foi inaugurado na cidade de Londrina, em 10 de Dezembro de 1959,
obra realizada pelo prefeito Antdénio Fernandes Sobrinho. Foi implantado em uma area
distante da malha urbana, no qual resultou em um abandono, descuido e com pouco
uso publico efetivo pela populacdo. Além do que, em suas proximidades havia a
presenca de curtumes, passagens de caminhdes pesado e também a contaminacdo da
agricultura ao redor. Em 1970 iniciou o projeto de urbanizacdo do lago, a prefeitura
passou a dotar a area com inumeras infra-estrutura que buscavam, por meio da pratica
do lazer, utilizar a sua area. Esse projeto também visou a melhora da saude da
populacdo e a qualidade de vida por meio do lazer, tendo como principal foco a
eliminacdo da contaminacdo e da poluicdo que se encontrava ao redor do lago
(BORTOLO, 2010).

Os problemas de poluicdo e contaminacao do lago existem desde a década de
70 até os dias atuais. Em 1990, foi realizada a revitalizagdo do Lago Igapo |, foi feito um
mutirdo envolvendo entidades publicas, voluntarios e pescadores, para a retirada dos
entulhos e detritos existentes no lago. J& em 1996, devido ao aumento de poluentes no
lago, forem realizadas acOes para localizar as fontes de poluicdo. Além disso, o lago foi
esvaziado, desassoreado, limpo e sua margem foi novamente revitalizada. Em seguida,
no inicio de 2000, comecgou a construcdo de novos empreendimentos no entorno do
lago lgapo 11, proporcionando entdo um processo de verticalizacdo nas proximidades do
lago. Esse fato acarretou o esvaziamento do Lago Il para a retirada da lama toxica e
também o desassoreamento devido as obras em sua proximidade (LORENZO, 2011).

Em 2013, em entrevista para o Jornal G1 Globo, a pesquisadora Josefa Santos
Yabe, afirmou que em suas pesquisas, constatou-se a contaminagao do lago com
metais pesados chumbo e cadmio e também contaminacdo com tintas utilizada para

pinturas de embarcacbes. Pelegrino (2013) em noticia pelo Jornal de Londrina, afirmou
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que em estudos realizados pelo Instituto Ambiental do Parana (IAP) mostram que o
Lago Igapo IV apresentou niveis de contaminag¢do muito superiores aos dos lagos | e Il.
Nessa pesquisa constatou um numero de bactérias do grupo coliformes fecais
excedentes ao limite estabelecido pela legislacdo, o que indica uma grande
contaminacdo microbioldgica. A presenca dessas bactérias indicam o langcamento de
esgoto sanitério no lago.

Desde 1970 até atualmente o Lago lgapd, que é considerado como um cartao
postal para a cidade de Londrina e utilizado para praticas de esporte, lazer e também
uma bela visdo paisagistica da cidade vem sofrendo varios impactos ambientais como,
por exemplo, assoreamento devido a construcao civil, efluentes clandestinos e também
o descarte inadequado de lixos dentro do lago. Fato estes que prejudicam o0 meio
ambiente, 0os organismos que vivem nesse habitat e o bem estar da populacdo do

municipio.

4.2 POLUICAO E CONTAMINACAO DAS AGUAS

A agua é uma das substancias mais comuns existentes na natureza, é
encontrada principalmente no estado liquido, constituindo de um recurso natural
renovavel por meio do ciclo hidrolégico. Todos os organismos vivos dependem de agua
para sobreviver, por isso é fundamental que os recursos hidricos apresentem
caracteristicas fisicas e quimicas adequadas para a sua utilizacdo. A agua deve conter
substancias essenciais a vida e estar livre de outras que possam produzir efeitos
deletérios aos organismos que compdem a cadeia alimentar. Assim, podemos afirmar
gue a disponibilidade da agua esta relacionada ndo somente com a sua quantidade
disponivel, mas sim com a qualidade adequada, sendo satisfatéria para suprir as
necessidades de uma biota (BRAGA, 2005).

A qualidade da agua e a poluicado da agua sao relacionadas diretamente com os
usos da agua. Os principais usos da agua sdo: abastecimento doméstico,
abastecimento industrial, irrigacédo, dessedentacdo de animas, preservacao da flora e



13

da fauna, recreacdo e lazer, criacdo de espécies, geracdo de energia elétrica,
navegacao, harmonia paisagistica, diluicdo e transporte de despejos. Destes usos 0s
quatro primeiros implicam na retirada da agua dos corpos hidricos. Dependendo do uso
pode ocasionar em parametros mais exigentes de qualidade, como no caso de
abastecimento doméstico e industrial. (VON SPERLING, 2005).

A poluicédo ocorre pelo mau uso da agua, de acordo com a Lei n° 6.938 de 31
de agosto de 1981, a poluicdo é a degradacdo da qualidade ambiental resultante de
atividades que direta ou indiretamente prejudiquem a saude, a seguranca e o bem estar
da populacgédo, criem condicdes adversas as atividades sociais e econémicas, afetem as
condigBes estéticas ou sanitérias do meio ambiente e lancem matérias ou energia em
desacordo com os padrées ambientais estabelecidos. E essa mesma lei também define
degradacdo da qualidade ambiental como a alteracdo adversa das caracteristicas do
meio ambiente.

Braga (2005) também definiu que poluicdo da agua é qualquer alteracdo de
suas caracteristicas, tanto quimica, fisica ou bioldgica, causada por acées provocadas
pelo homem ou também por a¢Bes naturais. O mesmo autor define contaminacdo como
transmissdo de substancias ou microrganismos nocivos a saude pela agua. Entdo
podemos dizer que a presenca de organismos patogénicos pode ser classificada como
um tipo de contaminag&o.

Os poluentes podem ser introduzidos no meio aquatico de forma pontual e
difusa. A forma pontual ocorre quando o lancamento da carga poluidora € feito de
maneira concentrada em determinado local, sédo facilmente identificadas, e, portanto o
controle é mais rapido. Ja a forma difusa os poluentes alcangam o manancial de modo
disperso, ndo tem um ponto de langamento especifico e podem ocorrer ao longo da
margem dos rios. A classificagdo dos poluentes ocorre de acordo com a natureza e
com o0s principais impactos causados pelo seu lancamento ao meio ambiente. Podem
alcancar as aguas superficiais e subterraneas através do lancamento direto, pela
precipitagcéo, pelo escoamento superficial do solo ou por infiltragdo. As principais fontes
de poluicdo de aguas superficiais sdo: esgotos domésticos e industriais, aguas pluviais

carregando impurezas da superficie do solo, pesticidas, fertilizantes, detergentes,
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precipitacdo de poluentes atmosféricos, alteragdo nas margens dos mananciais,
provocando o carreamento de solo, como consequéncia da erosao (MOTA, 2006).

Braga (2005) também considera os metais como uma fonte de poluicdo. Todos
0S metais sdo soluveis em agua, podem gerar danos a saude em funcéo da quantidade
ingerida, pela sua toxicidade, potenciais carcinogénicos, mutagénicos ou teratogénicos.
Em geral, os metais toxicos estdo presentes em quantidades diminutas no meio
aguatico por acao de fenbmenos naturais, mas podem ser despejados em quantidades
maiores e significativas por atividades industriais, agricolas e de mineracdo. Um
organismo aquético pode apresentar dois tipos de comportamento em relacdo aos
metais: ser sensivel a acdo toxica ou ser resistente, mas o fato é que os organismos
podem o bioacumular, potencializando o seu efeito nocivo ao longo da cadeia alimentar.

As consequéncias dessas fontes de poluicdo podem ser de carater sanitario,
ecolégico, social ou econébmico. Como por exemplo, prejuizos ao abastecimento
humano, transmissdo de doencas; prejuizos a outros usos da agua tais como,
industrial, pesca, recreacdo; agravamento dos problemas de escassez de agua de boa
qualidade; elevacédo do custo de tratamento da agua, refletindo-se no preco a ser pago
pela populagdo; assoreamento dos mananciais, resultando em problemas de
diminuicdo da oferta de agua e de inundacdes; desvalorizacdo das propriedades
marginais; prejuizos aos peixes e a outros organismos aquaticos; desequilibrio
ecologico; proliferacdo excessiva de algas e de vegetacdo aquatica, como suas
consequéncias negativas; degradacdo da paisagem; e impactos sobre a qualidade de
vida da populacdo (MOTA, 2006)

O lancamento de efluente de esgoto em corpos hidricos, sem o padrdo de
qualidade determinado pela legislacdo, pode ser considerado uma das principais
causas de poluicdo das &guas, principalmente por microrganismos. Normalmente,
encontra-se um excesso de carga organica nesses efluentes, entdo se a quantidade de
matéria organica € grande e a poluicdo das aguas é alta, uma série de processos sera
alterada havendo muito alimento a disposicdo como proteinas, aminodacidos,
carboidratos, gorduras e consequente proliferacdo dos microrganismos presentes, tais
como, as bactérias Enterococcus (HERINGER et al. 2007)
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De acordo com Mota (206), a contaminacdo das aguas por microrganismos
patogénicos ocorre pela disposigao de dejetos nos corpos d’agua resultando assim, em
um grave problema sanitario. Um corpo d’agua que recebeu esgotos domésticos pode
constituir-se em um veiculo de transmissédo de varias doencas, por isso € essencial a
utilizacéo de indicadores microbioldgico, principalmente do grupo coliformes fecais para
a determinacdo da qualidade da agua. O exame bacteriolégico da agua € muito
importante quando a mesma se destina ao consumo humano, irrigacdo, contato

primario, entre outros, como € o caso do Lago Igapo na cidade de Londrina.

4.3 INDICADORES DE QUALIDADE DA AGUA

A qualidade da agua pode ser definida por diversos parametros que mostram as
suas principais caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas, que representam
impurezas quando ultrapassam determinados valores estabelecidos por legislacdes.
Esses parametros sdo importantes para os usos e funcfes que o corpo hidrico podera
receber. Nesse estudo, daremos énfase nos parametros biolégicos (DUARTE, 2011).

Os parametros biolégicos podem ser representados por microrganismos
(bactérias, fungos, virus, algas, e etc.) que desempenham diversas fun¢cbes de grande
importancia, principalmente relacionadas com a transformacdo da matéria dentro dos
ciclos bioenergéticos. Em termos de qualidade biol6gica da agua, os organismos
patogénicos sdo de grande relevancia, devido a possibilidade e transmissdo de
doencas. A transmissdo de doencas pela agua pode ser efetuada de forma indireta,
através de organismos indicadores de contaminacao fecal, pertencentes ao grupo de
coliformes. Se houver a detec¢do em indices elevados de bactérias, associa-se a niveis
elevados de patdgenos para humanos, pois a maioria dos organismos patogénicos
podem ser causadores de doencas, no qual predomina doencas de origem fecal (VON
SPERLING, 2005; AMARAL, 2007).

Os microrganismos tradicionalmente usados para monitorar a qualidade das

aguas recreativas ou potaveis, consistem em um grupo de bactérias patogénicas
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encontradas no trato gastrointestinal dos animais de sangue quente, as mais comuns
séo as bactérias Escherichia coli. Atualmente outras bactérias, como Enterococcus tém
sido isoladas de aguas recreacionais e a presenca destes microrganismos sugere
riscos a saude por meio do contato corporal, ingestao ou inalacdo e tém sido propostos
como indicadores de qualidade complementares aos coliformes (DUARTE, 2011).
Utilizam-se microrganismos como indicadores de qualidade devido a sua
sensibilidade ou até mesmo tolerancia de varios parametros de poluicdo. Os
organismos integram as condi¢cdes ambientais durante toda a sua vida, permitindo que
a avaliacdo bioldgica seja utilizada com bastante eficiéncia na detec¢éo tanto de ondas
toxicas intermitentes agudas quanto de lancamentos crénicos continuos. A habilidade
de proteger os ecossistemas depende da capacidade de distinguir os efeitos das acdes
humanas das variacdes naturais, utilizando indicadores que melhor traduzem a
contaminacd@o dos corpos hidricos. Portanto é de extrema importancia a avaliagdo da
qualidade da &gua do ponto de vista microbiol6gico, para garantir a qualidade da saude

do ser humano e do meio ambiente (BUSS, et al. 2003).

4.4 Enterococcus sp

Os enterococos sdo cocos Gram positivos e catalase negativo, tipicamente
dispostos aos pares em cadeias curtas. Suas caracteristicas sao tolerancias adversas
de crescimento. Crescem tanto em aerobiose quanto em anaerobiose, e também em
uma ampla faixa de temperatura, de 10°C a 45°C. S&o halotolerantes, no qual, tem a
capacidade de sobreviverem a presenca de 6,5% de cloreto de soédio e sobrevivem em
pH 9.6. Devido a sua resisténcia ambiental, sua presenca evidéncia inadequacéo das
praticas sanitarias e mostram uma contaminacado que pode nao ser necessariamente
recente (MURRAY, et al, 2011)

Sao consideradas como bactérias comensais e benignas no meio
gastrointestinal do ser humano e dos animais, mas se ocorrem fora do seu habitat

normal, sdo causadoras de doencas patdégenas, como infec¢cdes do trato urinario,



17

feridas e doencas como bacteremia, endocardites subagudas e meningites (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2005).

Byappanahalli et al (2012) afirma que essas bactérias estdo amplamente
distribuidas no ambiente em uma variedade de habitats, mesmo quando ha pouca, ou
até mesmo nenhuma entrada de seres humanos ou de fezes de animais. Estes
ambientes incluem o solo, sedimentos, areia da praia, vegetagcado aquética e terrestre e
corpos hidricos (rios, coOrregos, riachos, aguas salinas). Bactérias indicadoras de
contaminacao fecal podem potencialmente impactar a qualidade da agua, do solo, ou
de qualquer outro ambiente em que elas se encontram, e assim, existe uma
necessidade de uma melhor compreensao do seu destino nestes ecossistemas.

Uma grande preocupacdo com as bactérias Enterococcus sp € a sua alta
resisténcia a antimicrobianos. Possuem genes de resisténcia a varios antibiéticos como
gentamicina, estreptomicina, penicilina, ampicilina, vancomicina e teicoplanina, o que
preocupa o setor de controle de infeccdo hospitalar e a comunidade médica, pois
dificulta a terapéutica. Essa resisténcia pode ser transferida de maneira direta ou
indireta aos seres humanos. A maneira direta ocorre quando as bactérias resistentes
infectam seres humanos, e a maneira indireta ocorre quando as bactérias presentes no
trato intestinal dos animais transferem seus genes de resisténcia a populacdo
bacteriana que podem sobreviver em locais como aguas de rios, lagoas, e solo. Por
isso se da a importancia da identificacdo da contaminacédo fecal em ambientes que
possam estar contaminados por essa espécie (HENKES, 2010).

E relatado aproximadamente 38 espécies de Enterococcus reconhecidas como
importantes patégenos humanos, sendo E. faecalis e E. faecium as espécies mais
frequentes e que apresentam maior importancia clinica e responsaveis por uma grande
quantidade de infeccdes humanas. As espécies E. gallinarum e E. casseliflavus
também sdo importantes, pois apresentam resisténcia intrinseca ao antibiotico
vancomicina (MURRAY, et al, 2011).

Byappanahalli, et al (2012) em seus estudos demostram que Enterococcus
como indicadores de contaminacdo fecal podem ser mais apropriadas do que E. coli
devido a sua correlagdo entre concentragdes elevadas de Enterococcus e o risco de

contrair doencas graves durante o uso recreacional da agua. Por isso, levaram a
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utilizac@o generalizada dessas bactérias como ferramenta para avaliar a qualidade da

agua em todo o mundo.

4.5 RESISTENCIAS A ANTIMICROBIANOS

Devido a ampla distribuicdo ambiental dos enterococos, estas bactérias podem
funcionar como vetores para a propagacéo de determinantes de resisténcia microbiana,
que através da cadeia alimentar pode ser transferida para os seres humanos. A
resisténcia destas bactérias a alguns antimicrobianos comumente utilizados no
tratamento de infeccOes ocorre pelo fato da necessidade do microrganismo de
sobreviver e persistr em ambientes altamente competitivos, como o0 trato
gastrointestinal (SHMIDT, 2009).

A crescente importancia dos enterococos como patégenos pode ser atribuida
pela sua capacidade natural de adquirir material genético através de mutacdes, ou seja,
elementos que codificam caracteristicas genéticas, que permitem a sobrevivéncia
destes microrganismos em ambientes estressantes, isto €, a variabilidade genética e a
multiplicacdo acelerada permitem que as bactérias desenvolvam mutacdes especificas
para adaptarem-se a ambientes diversos. Os enterococos demostram uma variedade
de mecanismos para se tornarem resistentes a muitas classes de antimicrobianos.
Devido a estas caracteristicas comecaram a surgir um grande numero de linhagens de
enterococos multirresistentes (SHMIDT, 2009; BERNER, 2008).

Em isolados de Enterococcus sp. sdo encontrados um numero cada vez maior
de resisténcia aos agentes antimicrobianos, destacando-se a penicilina, ampicilina e
vancomicina. Assim, as alternativas terapéuticas para o tratamento de infeccdes com
enterococcos multirresistente e resistentes a antibidtico estdo cada vez mais restrita,
por issoO 0 uso excessivo de antimicrobianos pode ser um grande problema para a
sociedade, pois bactérias adquirem a resisténcia e ira transferir para os outros seres
vivos (RUZON, 2009).
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A contaminagdo microbiana de corpos d’agua por lancamento de esgotos
clandestinos e a contaminacdo fecal transmitida por animais sdo conhecidos por um
grande problema para a resisténcia antimicrobiana. Aguas residuais e residuos de
animais sao reservatérios de genes de resisténcia antibiotica e bactérias patogénicas
multirresistentes aos antibioticos (MAR — definida como a resisténcia de pelo menos
dois antimicrobianos), que representam uma ameaca a salde humana. A resisténcia
adquirida para um numero de antibidticos, incluindo a vancomicina e aminoglicosideos
apresenta um problema no tratamento de infeccbes por enterococos, bem como uma
ameaca de resisténcia que poderd se espalhar para o ambiente através da
transferéncia de genes de resisténcia e alguns fatores de viruléncia de enterococos a
bactérias patogénicas (FURTULA et al, 2013).

4.6 RESITENCIA A METAIS PESADO

Varios metais sdo considerados essenciais para o crescimento de organismos
procariéticos e eucaribticos, desde que em baixas concentracbes. Mas metais como
chumbo, zinco, cadmio s&o considerados extremamente téxicos, mesmo em
concentracbes minimas. Os metais encontram-se distribuidos na natureza em
pequenas concentragdes, entretanto, com a intervengdo do homem, essas
concentracdes excederam os seus limites toleraveis, podendo causar a contaminacao
com residuos desses metais, visto que tanto animais quanto microrganismos estao
sujeitos a inumeras fontes de contaminagdo, como por exemplo, 0 solo e a agua
(ALMEIDA, 2007).

A introducédo de metais pesados em varias formas no ambiente pode produzir
modificacdes consideraveis nas atividades das comunidades microbianas. Os metais
pesados geralmente exercem uma agéo inibidora sobre os microrganismos, bloqueando
grupos funcionais essenciais, deslocando ions metalicos essenciais, ou modificando as
moléculas biolégicas. Em ambientes poluidos, a resposta dos microrganismos aos

metais pesados depende da concentracdo, da disponibilidade dos metais, e também
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das acOes de processos complexos controlados por fatores como o tipo do metal e a
natureza das espécies microbianas (HASSEN, et al, 1997).

A utilizacdo de bactérias resistentes a metais pesados como indicadores de
poluicdo ambiental tem sido cada vez mais utilizada, tornando-se uma ferramenta
sensivel e segura na deteccdo da toxicidade que pode ser letal desses compostos.
Essa ferramenta também possibilita uma melhor visdo sobre os perigos potenciais
associados com a eliminacéo de efluentes industrias no meio ambiente (HASSEN, et al,
1997).

Introducéo de altas concentracdes de metais pesados no meio ambiente mata a
maioria da microflora, criando assim a pressao seletiva para emergéncia de algumas
estirpes com resisténcia aos metais. Essas cepas resistentes participam do processo de
auto recuperacdo do habitat contaminado através de uma variedade de mecanismos,
tais como a diferenca na aceitacdo e no transporte do metal toxico, enquanto em outros
casos 0s metais podem ser transformados enzimaticamente por oxidacdo ou reducdo
em espécies quimicas que podem ser menos tOxicos ou mais volateis do que o
composto original (OWOLABI, HEKEU, 2015).

O mecanismo de resisténcia ao metal pode ocorrer de duas formas. A primeira
forma seria a acumulacéo e associacao da proteina de metal, e a segunda forma seria
0 bloqueio da parede celular e dos sistemas de transporte de membrana. Estes
mecanismos sao as vezes codificados em genes de plasmideo em estreita proximidade
com genes de resisténcia a antibioticos facilitando, assim, a resisténcia de transferéncia
de metal toxico a partir de uma célula para outra e resisténcia cruzada a ambos 0s
metais pesados e antibidticos (ALMEIDA, 2007; OWOLABI, HEKEU, 2015).
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

O Lago lgapd localiza-se na microbacia hidrografica do Ribeirdo Cambé, no
municipio de Londrina — PR. A principio o Lago foi projetado como uma solucédo para
um problema de drenagem urbana do Ribeirdo Cambé, dificultada por uma barragem
natural (BARROS et al, 2008). A nascente do Ribeirdo Cambé esta localizada entre o
trevo de Londrina — Cambé e S&o Paulo - Curitiba, e atravessa a cidade no sentido
noroeste-sudeste por uma extensdo de 21,5 km até atingir o Ribeirdo Trés Bocas, que
finalmente desagua no rio Tibaji (MAEDA, 2008; LONDRINA, 2015).

No presente estudo foram coletadas amostras do Lago Igapé |, 1l e Il (Figura
1), em cada lago coletaram-se amostras em dois lugares diferentes, o primeiro em uma
area utilizada para lazer, especificamente para banho, e a segunda em uma area mais
afastada do primeiro ponto, onde ndo é utilizado por nenhuma atividade de lazer,
totalizando assim, 6 amostras. Nao houve coleta no Lago Igapé IV devido ao intenso

assoreamento, e ndo havendo lugares acessiveis para realizar a coleta.

¥
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ap6 1,2, 3, ncidade de Londrina — PR

‘-3 2004 | 5 NG »
Figura 1: Localizacédo dos Lago Ig
Fonte: Google earth, 2014.
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O Lago lgapo | foi denominado o ponto 1, esse lago compreende a barragem do
Ribeirdo Cambé até Avenida Higienopolis. Os afluentes desse lago sdo o Cérrego
Leme e o Coérrego Capivara. Os primeiro ponto escolhido foi a area utilizada para o
lazer pela populacdo, apds a barragem, no qual além de ser utilizada para a recreagao,
também € utilizada para lavagem de veiculos (Figura 2). E o segundo ponto foi em uma
area mais afastada da barragem, em que ndo héa indicios de contato primario pela

populacao.

WL e
Figura 2: Pontos de Coleta do Lago Igapo I. (A) Ponto em area de recreagéo. (B) Ponto em area
afastada (seta).
Fonte: CMB; Souza, 2012.

O Lago Igapo Il foi denominado o ponto 2, esse lago inicia na Avenida
Higienopolis e termina na rua Prefeito Faria Lima. Seus afluentes sdo o Cérrego Agua
Fresca e o Coérrego Colina Verde. O primeiro ponto de coleta foi préximo a Avenida
Higienopolis, no qual é utilizado como area de recreacdo para algumas pessoas. E o

segundo ponto de coleta desse lago foi em uma area mais afastada (Figura 3).
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Ponto utilizado
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Figura 3: Pontos de coleta do Lago Igap6 2
Fonte: Google Earth, 2015.

E por fim, o ponto 3 foi o Lago Igap6 lll, que comeca na rua Prefeito Faria Lima
e termina na Avenida Castelo Branco. O afluente desse lago é o Cérrego Rubi. O
primeiro ponto foi em uma area utilizada para o lazer, normalmente é utilizada por
criangas para a recreacdo, proximo a Avenida Castelo Branco. E o0 segundo ponto foi

em uma area mais afastada (Figura 4).
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Figura 4: Pontos de coleta do Lago Igapo lll.
Fonte: Google Earth, 2015

5.2 FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA

A figura 5 apresenta o fluxograma de metodologias utilizadas no presente

estudo, no qual serdo detalhadas nos proximos capitulos.
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IDENTIFICACAO SUSCETIBILIDADE SUSCETIBILIDADE
GENOTIPICA ANTIMICROBIANA A METAIS
PESADOS
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EXTRACAO DE
DNA

}

PCR

Figura 5: Fluxograma de Metodologias.
Fonte: Autoria prépria
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5.3 COLETA DA AGUA

A coleta de agua foi realizada em garrafas de plastico devidamente
desinfetadas e tratadas com tween 80 (Polisorbato 80). Primeiramente foi realizado o
processo de aclimatagéo da garrafa com o local da coleta, para isso a garrafa foi levada
até a superficie do rio e aprofundada um pouco para coleta de uma pequena
guantidade de agua em toda a garrada para prosseguir com a coleta.

Seguindo os procedimentos descritos no Standard Methods for the Examination
of Wast and Wastewater (2012), a garrafa foi colocada dentro do rio, no sentido
contrario da correnteza, para que fosse possivel coletar os microrganismos presentes
no ambiente. As amostras foram coletadas nas margens do lago. Apoés ter completado
o volume da garrafa, ela foi tampada e acondicionada em uma caixa térmica com gelo,
para ndo perder as caracteristicas do ambiente. Com a concluséo da coleta de 4gua em
todos os pontos especificados, as amostras foram encaminhadas para o Laboratoério de
Microbiologia da UTFPR.

5.4 TECNICA DA MEMBRANA FILTRANTE

A Técnica da Membrana Filtrante foi utilizada para o isolamento de
Enterococcus sp, conforme descrita no Standard Methods for the Examination of Wast
and Wastewater (2012).

Nesse trabalho foi realizada a filtracho em sistema de bomba de vacuo
contendo membrana filtrante estéril de porosidade 0,45 um e um diametro de 47 mm
(Figura 5).
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Figura 6: Sistema de filtragcdo com adaptacdo ao kitossato e bomba de vacuo.

Fonte: IMBRIANI, 2013.

Para cada amostra foi filtrado um volume de 100 mL da agua coletada, e apos a
filtracdo foi retirada a membrana e depositada no meio especifico para a bactéria a ser

analisada.

5.5 ISOLAMENTO MICROBIOLOGICO

Para o isolamento microbiolégico, as membranas filtrantes foram depositadas
no meio de cultura Agar Kanamicina Azida (KEA), que é o meio especifico para
isolamento de Enterococcus. Em seguida foram selecionadas aleatoriamente 30
colénias de Enterococcus sp e essas colonias foram estocadas em meio BHI para

posteriormente realizar os testes fenotipicos.
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5.6 IDENTIFICACAO FENOTIPICA

Para identificagdo quanto ao género, as mostras bacterianas foram submetidas
aos testes fisioldgicos convencionais: producdo de enzima catalase, observagfes das
caracteristicas morfotintoriais em esfregacos pelo método de Gram, crescimento em

temperatura de 10°C e 45°C, seguindo recomendacdes de Facklam et al. (1999).

5.6.1 Producao de enzima catalase

A producdo da enzima catalase foi verificada pela metodologia convencional,
em lamina de vidro. A partir do crescimento em agar BHI (cultura de 16 a 18h a 37°C),
uma gota de peroxido de hidrogénio (3% v/v) foi depositada sobre uma suspensao
bacteriana. A auséncia de formacdo de bolhas indicou reacdo negativa, caracteristica

dos enterococos.

5.6.2 Caracteristicas morfotintoriais

Apés o crescimento bacteriano em agar BHI, foi procedido o esfregaco em
laminas de vidro e estes foram submetidos ao método Coloracdo de Gram. Para
realizar a Coloracdo de Gram foram utilizadas as colénias que foram caracterizadas
como catalase negativa.

O teste de Coloracdo de Gram separa as amostras bacterianas em Gram-
positivo e Gram-negativo. Primeiramente o esfregaco foi coberto com solugéo cristal-
violeta por um minuto, depois foi lavado com &gua destilada e coberto novamente com
solucdo mordente por mais um minuto, prosseguiu-se a lavagem como feita com a

solucéo cristal-violeta, foi realizado esse mesmo procedimento para as solucbes de
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etanol absoluto e em seguida foi secado levemente com papel filtro e ao ar para entéo
examinar com objetiva de imersao.

As caracteristicas morfotintoriais das células foram observadas no microscopio
optico com auxilio de objetiva de 100X. As amostras que foram apresentadas com
caracteristicas de cocos Gram-positivos, aos pares, isolados ou em pequenas cadeias

foram submetidos aos demais testes para a caracterizacdo do género Enterococcus.

5.6.3 Crescimento em presenca de 6,5% de NacCl

No teste em crescimento hipersalinico foi adicionado 20 microlitros do inéculo
em caldo BHI contendo NaCl e incubado a 37°C por 18 horas, apos esse periodo foi
observado o crescimento do microrganismo. Esse crescimento notavel através de uma

mudanca de cor no tubo.

5.6.4 Crescimento em pH 9.6

Para verificar o crescimento do microrganismo em pH 9.6 foram adicionados

0,02 mL do in6culo em caldo BHI com o pH ajustado e incubado a 37°C por 18h.

5.6.5 Crescimento em temperatura de 10°C e 45°C

Os testes de temperaturas foram realizados através do crescimento bacteriano
em meio BHI, incubados a 10°C e também a 45°C por 24 horas. Ap0s a caracterizacao
guanto ao género Enterococcus, os inoculos caracterizados com esse género foram

colocados em tubos eppendorf, contendo caldo BHI adicionado 40% de glicerol e
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armazenado a baixas temperaturas, visando manter suas caracteristicas fenotipicas e

genéticas.

5.7 IDENTIFICACAO GENOTIPICA

A identificacdo genotipica foi realizada pela técnica Reacdo em Cadeia de
Polimerase, para ampliacdo do gene para determinacdo da Enterococcus sp seguindo a
metodologia estabelecida por Jacson et al. (2004). Para essa técnica, primeiramente
temos que realizar a Técnica de Extracdo de DNA, na qual foi realizada por fervura.

Para a extragdo do DNA foi inoculado as colonias de Enterococcus em 3mL de
BHI e incubados a 37°C por 18 horas. Apds o crescimento, foi centrifugado 1,5 mL em
tubo eppendorf a 12.000 rpm por 10 minutos, e foi descartado o meio de cultura. O
material restante (pellet) foi preenchido com 1,5 mL de agua deionizada e esterilizada e
centrifugou-se novamente como explicado anteriormente (12.000 rpm por 10 min). Em
seguida, acrescentou-se 100 pL de agua deionizada e esterilizada e levaram-se as
amostras em banho a 100°C por 30 minutos. Apdés esse tempo, foi colocado as
amostras em banho de gelo por 3 minutos, centrifugou as amostras novamente, a
12.000 rpm por 20 minutos, e coletou-se 50 UL do sobrenadante no qual foi congelado,
pois ali continha o DNA de cada amostra da bactéria.

Depois de extraido o DNA, foi realizado o procedimento de Reacdo em Cadeia
de Polimerase (PCR) para identificacdo do género da bactéria pela amplificacdo do
gene tuf, amplificagéo para identificacdo das espécies: E. gallinarum, E. casselivlafus,
E. flavences, E. faecium, E. faecalis.

Para a reacdo de 20 pLem cada tubo foram utilizados: 2 pL de solugdo tampéao,
1 uyL de CIMg, 1,4 pL de DNTP, 1 pyL de Primer F, 1 pL de Primer R, 0,5 puL de Taq
polimerase, 2 uL de DNA da extracdo de cada amostra e 11 pL de agua Mili Q estéril.
Para realizar a amplificacao foi utilizado o aparelho termociclador, onde a temperatura
gque estava estabelecida era de 34°C por 5 minutos. Realizou-se 30 ciclos e cada ciclo

equivalia a 94°C por 30 segundos, 55° por 30 segundos e 72°C por mais 30 segundos.
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Apébs os 30 ciclos as amostras passaram por um periodo de extensdo a 72°C por 10
minutos e em seguida se encontraram na temperatura de 4°C. Depois dessa etapa, as
amostras foram amplificadas em gel agarose a 1,5%, coradas com uma solucao
indicadora e reveladas em luz ultravioleta. A tabela 1 a seguir apresenta o0s
oligonucleotideos indicadores empregados para a confirmacdo do género e

identificacdo das espécies e 0s genes de resisténcia para Enterococcus.

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores empregados para confirmacéo do género, identificacdo das
espécies e genes de resisténcia a vancomicina e tetraciclina em Enterococcus sp

Gene Sequéncia Produto
Nucleotidica (5’- 3’) (pb)
Enterococcus tuf TACTGACAAACCATTCATGATG 112
spp AACTTCGTCACCAACGCGAAC
E. gallinarum vanC-1 GGTATCAAGGAAACCTC 822
CTTCCGCCATCATAGCT
E. vanC- CTCCTACGATTCTCTTG 439
casseliflavus/ 2/vanC-3 CGAGCAAGACCTTTAAG
E. flavencens
E. faecalis ddle faecaiis ATCAAGTACAGTTAGTCT 941
ACGATTCAAAGCTAACTG
E. faecium ddlg faecium TAGAGACATTGAATATGCC 550
TCGAATGTGCTACAATC

5.8 SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA

A suscetibilidade a antimicrobianos foi realizada pela técnica de disco-difuséao,

conforme estabelecido pelo Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2012). A

técnica foi realizada seguindo os seguintes passos: foram cultivados 30 “L 4o estoque
em 3 mL de BHI e inoculado por 18 horas a 37°C, ajustou-se em seguida, 0 nhamero
celular, adicionando aliquotas do cultivo a 3 mL de agua destilada e esterilizada até que
fosse atingido a turbidez do tubo de 0,5 da escala de Mc Farland. Foram adicionados

100 L do cultivo ajustado em placa de Petrim contendo 15 mL de Agar Mueller Hinton

e semeado em todos os sentidos da placa utilizando swab. Em seguida, adicionaram-se
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em cada placa cinco discos de diferentes antimicrobianos, respeitando o espagcamento
entre os discos.

Os antimicrobianos utilizados foram: Gentamicina (10 pg), Amipicilina (10ug) ,
Vancomicina (30ug), Norfloxacin (10ug), Cloranfenicol (30ug), Eritromicina (15ug),
Estreptomicina (10ug), Tetraciclina (30ug) , Penicilina (10ug) e Ciprofloxacin (5ug).

Apés essa etapa, as placas foram incubadas a 37°C por 18 horas, com
excecOes das placas com vancomicina que foram incubadas por 24 horas. Transcorrido
o periodo de incubacédo foi medido o diametro do halo com régua e anotado os
resultados, esses resultados foram comparados com os dados do CLSI e classificado

de acordo com a sua aceitabilidade em sensivel, intermediario e resistente.

5.9 SUSCETIBILIDADES A METAIS PESADOS

Na identificagdo de resisténcia a metais pesados foi realizada a técnica de
suscetibilidade de metais pesados em placa gradiente, conforme estabelecido por
Szybalski e Bryson (1952) com modificagdes.

A placa gradiente foi montada com a adicdo de um lado da Placa de Pedri com
0 meio de cultura BHI mais a concentracdo do metal pesado, conforme estabelecido na
legislacdo. E o outro lado da placa com o meio de cultura puro. Depois de preparado a
placa, foi transferida as colonias para a placa gradiente em forma de linhas. A placa
possibilitou a amostra de um gradiente de concentracéo, o que quer dizer que o lado
com o metal podemos identificar como resistente ao metal e o lado sem metal,

sensibilidade ao metal (Figura 6).
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Figura 7: Esquematizacao da técnica de suscetibilidade de metais pesados em placa gradiente.
Fonte: SZYBALSKI; BRYSON, 1952.

Os metais utilizados foram o Cobre, Chumbo e Zinco, e suas concentracdes
foram estabelecidas conforme a Resolucdo CONAMA 357, de 17 de Marco de 2005.
Essa lei dispBe sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o
seu enquadramento, bem como estabelece as condicGes e padrdes de lancamento de
efluentes, e da outras providéncias.

As concentracdes foram estabelecidas de acordo com a classe do corpo hidrico,
entdo a portaria SUREHMA n °3 de 21 de marco de 1991, em seu artigo 2° n inciso lll,
considera o Ribeirdo Cambé e seus afluentes, contribuinte da margem esquerda do Rio
Tibagi do municipio de Londrina, até o Parque Arthur Thomas, pertence a classe 1.

A tabela 1 apresenta as concentracdes estabelecidas pela legislacdo em mg/L e
em g/L.

Tabela 2 — Concentra¢des minimas de metais pesados .
Concentragcdes dos metais -
CONAMA 357

mg/L g/L
Cobre 0,009 0,000009
Chumbo 0,01 0,00001
Zinco 3,24 0,00324

Fonte: Autoria prépria.
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6. RESULTADOS

Colbnias tipicas de Enterococcus sp em agar KEA aparecem na coloracao
negra das colbnias, em decorréncia da quebra da esculina em esculitina, seguida de

enegrecimento do Fe (Figura 7).

Figura 8: Coloragéo caracteristica de Enterococcus em agar KEA.Seta indica as colbnias
negrasidentificadas como Enterococcus.
Fonte: MAIA-FURLANETO, 2015

Os resultados obtidos nos testes bioquimicos para a identificacdo fenotipicas
foram positivos para Enterococcus sp em todas as amostras analisadas (Tabela 2).
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Tabela 3: Resultados dos testes fenotipicos de identificacdo de Enterococcus sp.

Amostra Isolado Gram Catalase pH NaCl 10°C 45°C
9,6 6,5%
Lago Igapo | (Barragem- 1 + - + + ¥ n
recreagao) 2 + - + + + +
3 + - + + + +
4 + - + + + +
5 + - + + + +
6 + - + + + +
Lago Igapd | (Barragem) 7 + - + + ¥ n
8 + - + + + +
9 + - + + + +
10 + - + + + +
11 + - + + + +
12 + - + + + +
Lago Igapo Il ( Corrida- 13 + - + + + ¥
Recreacgéo) 14 + - + + + +
15 + - + + + +
16 + - + + + +
Lago lgapd Il (Corrida) 17 + - + + + "
18 + - + + + +
19 + - + + + +
20 + - + + + +
21 + - + + + +
22 + - + + + +
23 + - + + + +
Lago Igapd Il (Aterro- 24 + - + + + +
Recreacéo) 25 + - + + + +
26 + - + + + +
Lago Igapd Il (Aterro) 27 + - + + + +
28 + - + + + +
29 + - + + + +
30 + - + + + +

Fonte: Autoria prépria.

Na Figura 8 é possivel observar as caracteristicas mencionadas no método de
coloracdo de Gram, a morfologia de todas as amostras isoladas foram cocos gram-

positivos e em cadeias curtas.
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Fonte: Autoria propria.

Depois de identificados todos os resultados nos testes fenotipicos
prosseguiram-se com a identificacdo genotipica. Através da PCR foram encontrados

como resultado que 100% dos isolados pertenciam ao género Enterococcus (Figura 9).

L C+ C- 1 2 3 4 5 6 74 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 10: Gel representativo para confirmacdo do género. Amplificagéo na regido de eso molecular de
112 pb (seta). L: marcador de peso molecular 100 pb; C+: controle positivo e C-: controle negativo.
Fonte: Autoria propria.

Dos 30 isolados testados, 47% foram identificados como E. faecium, 26,7% E.

gallinarum, 6,7% E. casseliflavus/E. flavences e 13,33% Enterococcus spp. (Figura 10).
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Figura 11: Frequéncia de espécies pertencentes ao género Enterococcus.
Fonte: Autoria prépria.

As espécies E. gallinarum e E. casseliflavus sdo frequentemente isoladas do
intestino humano, apesar de serem consideradas relativamente nédo virulentas e
raramente estarem associadas a doengas humanas, mas destacam-se por apresentar
resisténcia intrinseca a vancomicina. Ja4 as espécies E. faecium e E faecalis sédo
encontradas em concentracfes elevadas no intestino de seres humanos. Diante dos
resultados apresentados na identificacdo genotipica, vimos que ndo foram identificadas
espécies E faecalis, ja que essa espécie € considerada a mais frequentemente
envolvida com as infec¢des enteorocdcicas em seres humanos (80% a 90%). Mas as
espécies E. faecium, que foi a espécie mais encontrada nesse trabalho esta associada
a maioria das infeccbes provocadas por amostras resistentes aos antimicrobianos,
inclusive a vancomicina, ela representa de 5% a 10% de infec¢cbes enterococicas em
seres humanos (MURRAY et al, 2011; FRACALANZZA, 2007).

O resultado do perfil de suscetibilidade das espécies de Enterococcus sp.
isoladas do Lago Igapo6 estdo apresentados na Figura 11. E possivel notar que 100%
das espécies foram sensiveis a gentamicina, norfloxacin, cloranfenicol, estreptomicina e
ciprofloxacin. Ja os resultados de resisténcia obtiveram que: 96,7% dos isolados foram

resistentes a vancomicina e penicilina; 93,3% dos isolados foram resistentes a

eritromicina; 10% a tetraciclina; e 20% a amipicilina.
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Figura 12: Suscetibilidade de Enterococcus a antimicrobianos de uso clinico.
Fonte: Autoria prépria.

Foi observado que diversos isolados apresentaram resisténcia a mais de dois
antimicrobianos testados, 0 que caracteriza assim a multirresisténcia das amostras
analisadas e identificadas como pertencentes ao género Enterococcus. Conforme
mencionado por Henkes (2010) as bactérias Enterococcus possuem resisténcia a
vancomicina, teicoplanina, penicilina, e esse fato colaboram com os resultados
encontrados nesse estudo. O mesmo autor ainda afirma que enterococos também
apresentam genes de resisténcia a estreptomicina e gentamicina, mas nesse estudo
nenhuma amostra foi resistente para esses antibioticos.

Enterococos resistentes a antimicrobianos isolados em agua tem sido relatado
em estudos no Brasil e também em outros paises (CHEE-SANFORD et al. 2001; SILVA
et al. 2005; NACHTIGALL et al. 2013). Nesse trabalho obteve-se aproximadamente
93% dos isolados resistentes a eritromicina, Nachtigall et al. (2013) em seus isolados de
enterococos das aguas do Arroio Dilivio em Porto Alegre, apresentou 81% de
resisténcia a esse mesmo antibidtico, o que é considerada uma elevada resisténcia. A
resisténcia dessas espécies a eritromicina € muito preocupante, uma vez que esse
antibiético € a principal alternativa para o tratamento de infec¢cées por enterococos em
pacientes alérgicos a penicilina.
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A alta resisténcia dos isolados a vancomicina apresentado nesse trabalho
(96,7% de isolados resistentes) é um fator bastante peculiar, j& que esse resultado
difere de varios autores, no qual ndo encontraram nenhuma bactéria do género
enterococcus com resisténcia a esse antibidtico, ou foi encontrada a resisténcia, mas
em pequena porcentagem de isolados, em ambientes aquaticos (MOORE et al. 2008;
CHEE-SANFORD et al. 2001; NACHTIGALL et al. 2013; FURTULA et al. 2013). A
resisténcia a vancomicina vem comprometendo seriamente o uso dela para o
tratamento de infeccBes enterococicas, e as implicacbes médicas se tornam graves na
medida em que essa resisténcia se torna altamente disseminada, como é o caso das
bactérias isoladas no Lago Igapo.

Em relacdo aos resultados de suscetibilidade de Enterococccus a metais
pesados, notamos que a maioria das amostras apresentou-se resistente aos trés metais
pesados testados.

Depois de incubado a placa gradiente com a linha de in6culo das amostras, foi
possivel observar que na maioria das placas ocorreu o crescimento em toda a linha
(Figura 12), tanto do lado mais concentrado de metal pesado como do lado com menor
concentracdo. Isso mostra que as bactérias de enterococos isoladas sao resistentes
aos metais testados.

Figura 13: Crescimento de Enterococcus na Placa Gradiente contendo metal pesado.
Fonte: Autoria propria.
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Somente duas amostras ndo cresceram na placa de zinco, o que resultou em
100% de resisténcia para o chumbo e o cobre e 89% de resisténcia para o zinco (Figura
13).

Resisténcia a Metais Pesados

100% -
80% -

60% - m Cobre
m Chumbo

40%
Zinco

20% -

0% l T 1
Cobre Chumbo Zinco

Figura 14: Suscetibilidade a metais pesado.
Fonte: Autoria prépria.

Os resultados parciais de resisténcia a metais pesados, podem possibilitar
discutir dois resultados. O primeiro € a contaminagdo do Lago Igapd por metais
pesados, e 0 segundo € a biorremediacdo desses metais por bactérias Enterococcus
no lago.

Os trés lagos estudados nesse trabalho apresentam uma concentracdo de
metais pesados maior do que a minima exigida pela Resolucdo CONAMA 357, o que
representa uma contaminacdo do ambiente. Os trés metais, cobre, chumbo e zinco
trazem problemas sérios a saude humana. As atividades industriais tém introduzido
metais pesados nas aguas em uma quantidade muito maior do que estipuladas na
legislacdo, causando assim grandes polui¢cdes, além do que a agua € um veiculo de
transmissdo de doencas, fato esse de grande preocupa¢do com a saude da populacdo
e com 0 meio ambiente, jA que o Lago Igapo é utilizado por diferentes atividades, pesca
banho, esportes nauticos, ocasionando uma disseminacéo da contaminacéo.

Varios estudos mostram que a maior concentracdo de metais no ambiente

provoca um aumento da tolerancia a antibiéticos da comunidade bacteriana (Volesky,
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2000; Pennanem et al., 1995; Baath et al, 1998;). As bactérias tem uma grande
facilidade de adsorver e acumular ions metalicos e de desenvolver variadas estratégias
de tolerancia a estes. Devido a pressao seletiva destes contaminantes, as bactérias tém
adquirido mecanismos de resisténcia que incluem a exclusdo por barreira de
permeabilidade, transporte ativo, bombas de efluxo, desintoxicacdo enzimética, reducao
da sensibilidade dos alvos celulares ions metalicos. Estes resultados demonstram a
existéncia de bactérias resistentes ao cobre, chumbo e o0 zinco na agua, uma vez que a
adicdo do metal ao meio néo permitiria 0 crescimento de bactérias para esses metais
toxicos.

Esses mecanismos biolégicos de defesa que as bactérias desenvolvem podem
ser considerados como uma técnica de biorremediacdo natural do ambiente (o
processo esta acontecendo naturalmente, ndo houve a insercdo das bactérias para a
descontaminacao), através da bioacumulacado, na qual as bactérias internalizam os ions
metélicos por meio de transporte ativos. Esse processo, conforme mencionado por
Schenberg (2010), é valido para a descontaminacdo de aguas poluidas com metais

pesados.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo foi desenvolvido visando analisar a qualidade da agua do
Lago Igap6 através de bactérias Enterococcus como indicadoras de contaminagéo
fecal, esse trabalho alcangou os objetivos esperados pois apresentou 0s seguintes
resultados: 100% dos isolados pertenciam ao género Enterococcus, Dos 30 isolados
47% foram identificados como E. faecium, 26,7% E. gallinarum, 6,7% E. casseliflavus/E.
flavences e 13,33% Enterococcus spp.. Quanto a suscetibilidade a antimicrobianos
100% das espécies foram sensiveis a Gentamicina, Norfloxacin, Cloranfenicol,
Estreptomicina e Ciprofloxacin. J& os resultados de resisténcia obtivemos que: 96,7%
dos isolados foram resistentes a Vancomicina, Penicilina; 10% a Tetraciclina e 20% a
Amipicilina, podemos afirmar atrdves desses resultados de suscetibilidade
antimicrobiana que as bactérias Enterococcus apresentam uma multirresisténcia. E
quanto as resultados de resisténcia a metais pesados obtivemos que 100% das
amostras foram resistentes ao cobre e chubo e 88% foram resistentes ao zinco.

Diante dos resultados apresentados nesse estudo, podemos concluir que os
objetivos foram alcancados, pois foi possivel isolar e identificar a presenca de
Enterooccus sp nos trés lagos. Além do mais, as amostras isoladas dessa bactéria
apresentaram resisténcia a uma ampla gama de antimicrobianos utilizados
rotineiramente no tratamento de infecgBes enterocécicas dificultando a terapéutica e
prejudicando ndo sO a saude das pessoas que utilizam o lago, mas também a vida

aguatica presente nesse ambiente.
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