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Resumo

A bacia do Rio dos Sinos banha total ou parcialmente 32 municipios e integra
uma area territorial de 3.600 km?. Ao longo do seu curso, recebe varios tipos de
dejetos oriundos de esgoto pluvial, doméstico e industrial. Sendo assim,o0 Rio
recebe uma populacdo microbiana bastante diversificada, possibilitando a
presenca de micro-organismos com fenodtipo de resisténcia a diferentes
antimicrobianos e a metais pesados. O objetivo principal desse estudo foi
avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos e metais pesados de bactérias
isoladas no Rio dos Sinos. Foram testados 410 micro-organismos isolados das
aguas do Rio nos municipios de Trés Coroas, Novo Hamburgo e Esteio, nas
quatro estagcdes do ano. O ensaio de susceptibilidade foi realizado com 13
antimicrobianos. Todos os isolados foram submetidos aos ensaios de
concentragao inibitéria minima (CIM) de metais pesados, os metais utilizados
foram cromo, cobre e niquel. Foram também realizados testes de colimetria e
contagem total de heterotréficos. Os resultados apontaram para um perfil de
77,32% dos isolados resistentes a pelo menos um antimicrobiano. O
antimicrobiano com maior indice de resisténcia foi a vancomicina com 64,15%
dos isolados e o mais eficiente foi o imipenem, com apenas cinco isolados
resistentes. Quanto aos ensaios com metais pesados 44,39% dos isolados
foram resistentes a um MIC acima de 802,27 mg/L de niquel, 40,97% foram
resistentes a MIC acima de 509,24 mg/L para cobre e 12,92% dos micro-
organismos foram resistentes MIC acima de 707,04 mg/L de cromo. Conforme
a maioria dos resultados, as aguas do Rio dos Sinos seriam classificadas como
classe 3 pelas normas do CONAMA.

'Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Instituto
de Ciéncias Basicas e da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre-RS, Brasil.



EVALUATION OF ANTIMICROBIAL AND HEAVY METAL RESISTANCE
PROFILE OF MICRORGANIS ISOLATE FROM RIO DOS SINOS/RS'

Author: Ana Barbara Barth Hahn
Advisor: Dr. Sueli Van Der Sand

Abstract

The Rio dos Sinos basin, covers wholly or partly 32 municipalities and a land
area of 3,600 km? Along its course, receives various types of waste arising
from pluvial, domestic and industrial sewage. Hence, Rio dos Sinos receives a
quite diverse microbial population, allowing for the presence of micro-organisms
with resistance phenotype to different antibiotics and heavy metals. The main
objective of this study was to evaluate the antimicrobial and heavy metals
resistance profile of the bacteria isolated in Rio dos Sinos. 410 isolated micro-
organisms were tested from the municipalities of Rio Trés Coroas, Esteio and
Novo Hamburgo, in four seasons. The assay was performed with 13
antimicrobials. All isolates were subjected to the tests of minimum inhibitory
concentration (MIC) of heavy metals, using chromium, copper and nickel. Were
also held colimetries and heterotrophic bacterial count. Results showed a profile
of 77.32% of the isolates were resistant to at least one antimicrobial. The
antimicrobial with the highest rate of resistance was vancomycin (64.15%) and
the most efficient was imipenem, with only five resistant isolates. The bacteria
isolated in this study shows that 44.39% were resistant to MIC above 802.27
mg/L of nickel, 40.97% were resistant to MIC above 509.24 mg/L of copper and
12.92% microorganisms were resistant to MIC above 707.04 mg/Ll of
chromium. According to most of the results, the waters of the Rio dos Sinos
would be classified as Class 3 standards by CONAMA.

"Master Degree Dissertation in Agricultureand Environmental Microbiology,
Instituto de Ciéncias Basicas e da Saude, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre-RS, Brasil.
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1. Introdugédo

A &gua é parte integral do planeta Terra, componente fundamental de
dindmica da natureza, impulsiona todos os ciclos, sustenta a vida e é o
solvente universal. No universo, a agua é o recurso mais importante em todos
os aspectos da vida; em excesso, ela causa inundacbes e calamidades
ambientais e sua escassez provoca fome e miséria. O manejo adequado da
agua pode conduzir a excelentes resultados na produc¢do de alimentos, porém
seu mau uso provoca degeneragao do meio fisico natural.

A maioria dos paises tem conhecimento dos préprios problemas de
disponibilidade e uso dos recursos naturais. No entanto, ha muitas dificuldades
para resolvé-los ou evita-los e para estabelecer programas de preservagao dos
recursos.

A 4agua de consumo humano é um dos importantes veiculos de
enfermidades diarreicas de natureza infecciosa, o que torna primordial a
avaliacao de sua qualidade microbiolégica.

A bacia do Rio dos Sinos tem suas nascentes localizadas na regiao
meridional da Serra Geral, abrange total ou parcialmente 32 municipios e
integra uma area territorial de 3.600 km?. No percurso superior, o rio ainda
apresenta boa qualidade de agua, e no curso inferior a sua qualidade esta
comprometida pela entrada de poluentes oriundos de uma grande area,

densamente habitada, onde ainda residuos domésticos e industriais séo



langados na rede hidrica sem tratamento adequado

(http://www.fepam.rs.gov.br/qualidade/qualidade sinos/sinos.asp). Ao longo

dos anos inumeras empresas, de porte muito variado, foram se instalando em
suas margens. Hoje este nucleo de empresas constitui uma das principais
aglomeragdes industriais do Vale do Rio dos Sinos, no Rio Grande do Sul.

A agua de esgoto é caracterizada por conter despejos provenientes do uso
doméstico, comercial, agricola e industrial. As diferentes caracteristicas
bioldgicas, fisicas e quimicas fazem dos ambientes aquaticos nichos
diversificados habitados por micro-organismos distintos. O uso indiscriminado
de antimicrobianos no mundo € um problema de saude publica e precisa ser
repensado. O descontrole na ingestao e a despreocupagao com o descarte dos
residuos favorecem a selecédo de cepas multirresistentes. Da mesma forma, os
metais pesados amplamente utilizados na industria, muitas vezes chegam ao
ambiente através de efluentes industriais sem o tratamento adequado, gerando
alto grau de poluigao e impacto ambiental.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o perfil de
resisténcia a antimicrobianos e metais pesados de bactérias isoladas de trés
pontos de coleta no Rio dos Sinos; realizar a identificagdo bioquimica dos
principais isolados multirresistentes a antimicrobianos; avaliar a qualidade da

agua em relagao aos coliformes e bactérias heterotroéficas.



2, Revisao bibliografica

2.1 Agua

A agua é um recurso natural indispensavel a sobrevivéncia do homem e
demais seres vivos do Planeta. E um componente fundamental para os
ecossistemas da natureza, solvente universal e importante para a absorcao de
nutrientes do solo (Paz et al., 2000). Segundo Raucci (2001), 97% da agua do
planeta Terra esta nos oceanos e nao pode ser utilizada para irrigagcdo, uso
doméstico e dessendentagdo. Os 3% restantes tém, aproximadamente, um
volume de 35 milhdes de quildmetros cubicos. Grande parte deste volume esta
sob forma de gelo na Antartida ou na Groelandia. Somente 100 mil km®, ou
seja, 0,3 % do total de recursos de agua doce esta disponivel e pode ser
utilizado pelo homem. Este volume esta armazenado em lagos, flui nos rios e
continentes e €& a principal fonte de suprimento acrescido de aguas
subterraneas.

O Brasil apresenta uma situagédo confortavel, em termos globais, quanto
aos recursos hidricos, porém, possui também a tendéncia desvantajosa de
desperdica-los (Moraes & Jordao, 2002). A disponibilidade hidrica per capita,

determinada a partir de valores totalizados para o pais, indica uma situagao



satisfatéria, quando comparada aos valores dos demais paises segundo a
Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) (Conjuntura Agéncia Nacional das
Aguas/ANA, 2012), Sendo assim, a existéncia de agua limpa é requisito
essencial para a manutencdo dos ecossistemas aquaticos e para varias
atividades humanas, tais como o abastecimento doméstico, a irrigagdo, o uso
industrial, a dessedentacdo de animais, a aquicultura, a pesca e o turismo

(Agéncia Nacional das Aguas/ ANA, 2012).

2.2 Qualidade da agua

A qualidade necessaria a agua distribuida para consumo é a
potabilidade, ou seja, deve estar livre de qualquer contaminagéo, seja esta de
origem microbioldgica, quimica, fisica ou radioativa, nao devendo, em hipotese
alguma, oferecer riscos a saude humana (CONAMA, 2011).

A Organizagdo das Nacgdes Unidas (ONU) afirma que o acesso ao
abastecimentode agua e saneamento € uma necessidade fundamental e um
direito humano, sendo entdo vital para a dignidade e a saude de todas as
pessoas. No entanto, é sabido que a medida que as populacdes e as
atividades econbmicas crescem, muitos paises atingem rapidamente condi¢cdes
de escassez de agua ou se defrontam com limites para o desenvolvimento
econémico (Moraes & Jordao, 2002).

A agua utilizada pela humanidade provém de mananciais, lagos, rios e
lengéis subterraneos, correspondendo a uma pequena parte da agua
disponivel para utilizacdo da populacdo. O contato do homem com essas
fontes é direto e constante. Por consequéncia, esses sao 0os mais poluidos com

esgotos, residuos industriais e agrotoxicos (Albuquerque, 2001). A escassez



dos recursos hidricos projetados frente ao aumento da populagao e a crescente
poluicdo doméstica ou industrial determinam a necessidade de monitoramento
da qualidade das aguas, com a finalidade de propor medidas que auxiliem na
melhoria dos mananciais hidricos superficiais e subterrdneos (Naime &
Nascimento, 2009).

Segundo Moura et al.(2009), a manutengédo da qualidade do ambiente &
fundamental para a qualidade final da agua consumida pela populagéo. Para
isto, os trabalhos preservacionistas realizados nas bacias hidrograficas devem
ser continuos e efetivos. Além disso, a integridade de um ecossistema aquatico
€ abalada pelo comportamento humano quando a degradacdo do ambiente ou
o nivel de poluicdo excede a capacidade de assimilagdo das substancias
antropogénicas pelos organismos vivos. Nesse contexto, o conhecimento das
comunidades biolégicas € de fundamental importancia para assegurar o
gerenciamento sustentado dos recursos hidricos e seus multiplos usos
(Strieder et al., 2006)

O grande desenvolvimento industrial € um dos principais responsaveis
pela contaminagdo de nossas aguas, seja pela negligéncia no tratamento de
seus rejeitos antes de despeja-los nos rios, seja por acidentes e descuidos
cada vez mais frequentes que propiciam o langcamento de muitos poluentes nos
ambientes aquaticos, contribuindo para que as aguas naturais se tornem
residuarias, ou seja, efluentes (Jordao et al., 1999). Por outro lado, os despejos
urbanos sao, evidentemente, muito variados. Estima-se que as aguas residuais
urbanas contenham quantidades consideraveis de matéria em suspensao,
metais pesados e, em determinadas épocas, cloro procedente da dispersao de

sais nas ruas. A qualidade das aguas residuais &€ consequentemente, muito



variavel, tendo em certas ocasifes registros de altos indices de demanda
biolégica de oxigénio (DBO) (Mason, 1980).

A agua é um solvente versatil frequentemente usado para transportar
produtos residuais para longe do local de produgédo e descarga. Infelizmente,
muitos dos produtos residuais transportados sao téxicos, e sua presenca pode
degradar seriamente o ambiente do rio, lago ou riacho receptor (White &
Rasmussen, 1998). Sendo assim, a gestdo adequada dos recursos hidricos
esta se tornando uma necessidade em fungdao do aumento das populagbes e
da escassez de agua. Para um manejo adequado, a primeira necessidade € de
informacéao para isto, os procedimentos mais adequados sao o monitoramento
ambiental integrado e sequencial dos recursos para reconhecer seu estado e
as causas que atuam na sua qualidade (Naime & Fagundes, 2005).

A agua doce é um recurso natural finito, cuja qualidade vem piorando
devido ao aumento da populacado e a auséncia de politicas publicas voltadas
para a sua preservacao. Estima-se que aproximadamente doze milhdes de
pessoas morrem anualmente por problemas relacionados com a qualidade da
agua (Merten, 2002). A contaminagao das aguas naturais representa um dos
principais riscos a saude publica, sendo amplamente conhecida a estreita
relacdo entre a qualidade de agua e inumeras enfermidades que acometem as
populacdes, especialmente aquelas ndo atendidas por servicos de saneamento
(Libanio et al., 2005). Segundo Isaac-Marquez (2004) a agua de consumo
humano é um dos importantes veiculos de enfermidades diarreicas de natureza
infecciosa, o que torna primordial a avaliagdo de sua qualidade microbioldgica.

Indicadores microbiolégicos tém sido utilizados no mundo para indicar se

os corpos dagua foram contaminados com residuos humanos, sendo



escolhidos os micro-organismos encontrados em maiores concentragdes nas
fezes humanas. Os tipicos indicadores incluem coliformes totais e fecais ou
termotolerantes (Shibata et al., 2004). S&o cerca de 20 espécies indicadoras,
dentre as quais se encontram as bactérias do trato gastrintestinal de humanos
e outros animais endotérmicos e também diversos géneros de bactérias néo
entéricas, como as dos géneros Serratia e Aeromonas. Além dos coliformes
totais, esse grupo de bactérias apresenta espécies atualmente chamadas de
coliformes termotolerantes; um grupo capaz de fermentar a lactose com
producao de gas, entre 24 e 48 horas a temperaturas entre 44,5°C a 45,5°C.
Atualmente, sabe-se que o grupo dos termotolerantes inclui pelo menos trés
géneros, Escherichia, Enterobacter e Klebsiella, que indicam contaminagao de
origem fecal. No entanto, espécies do género Enterobacter, Citrobacter e
Klebsiella, podem persistir por longos periodos e se multiplicarem em
ambientes ndo fecais (Cardoso et al., 2000).

Embora determinado pela legislagdo vigente, o monitoramento das
aguas superficiais ndo é prioridade. Excluindo-se os rios principais das bacias
hidrogréficas, poucos sé&o os arroios da regiao metropolitana de Porto Alegre
monitorados quanto aos aspectos fisico-quimicos e microbioldgicos (Naime &

Nascimento, 2009).

2.3 Rio dos Sinos

A Bacia hidrografica do rio dos Sinos possui uma superficie aproximada
de 3691 Km? e encontra-se situada a nordeste do Estado, entre os paralelos
29° e 30° sul englobando, total ou parcialmente, 32 municipios (Tabela 1). Essa

bacia corresponde a 4,5% da bacia hidrografica do Guaiba e 1,5% da area total



do Estado do Rio Grande do Sul. Esta area possui uma populagao aproximada
de 1.250.000 habitantes, sendo que 90,6 % ocupam as areas urbanas e 9,4 %
estdo nas areas rurais. A bacia do rio dos Sinos é delimitada a leste pela Serra
Geral, pela bacia do Cai a oeste e ao norte, e ao sul pela bacia do Gravatai e
seu curso d'agua principal tem uma extensdo aproximada de 190 Km (FEPAM,

http://www.fepam.rs.gov.br/qualidade/qualidade sinos/sinos.asp).

Figura 1. Mapa do Rio dos Sinos.
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Diversas Unidades de Conservagao possuem parte ou a totalidade
de seus territérios nesta Bacia Hidrografica, incluindo as Areas de Protegdo
Ambiental Municipais de Caraa e Riozinho, a Area de Protecdo Ambiental
Municipal do Morro da Borussia (Osorio) e a Floresta Nacional de Sao
Francisco de Paula. Nesta Bacia Hidrografica existem nove pontos de captacao

de agua para abastecimento urbano, localizados em diferentes corpos hidricos.



Ao longo da bacia hidrografica, ocorre uma alteracdo entre as
atividades econbmicas prioritarias e, assim, dos riscos ambientais aos cursos
hidricos (Parecer MP/RS 2008).

O Rio dos Sinos é considerado o mais poluido da regido, possuindo
importante parque industrial, onde se destacam os ramos: 1) coureiro-
calgadista, potenciais poluidores de cromo, nutrientes e carga organica; 2)
petroquimico que liberam mercurio e hidrocarbonetos; e 3) metalurgico que
liberam metais pesados e cianeto, além da grande quantidade de esgoto
doméstico urbano. O setor primario baseado na agricultura patronal,
agricultores familiares e pescadores artesanais (Spricigo, 2007) & pouco
significativo, com excegado do curso superior do rio (Relatério Sinos, FEPAM

2010).

Tabela 1 — Municipios pertencentes a Bacia Hidrografica do Rio dos Sinos.

(Fonte: IBGE)

Populagio total % Area na bacia Populagéo na

Municipio (hab) bacia
Ararica 4.032 99 4.027
Cachoeirinha 107.564 19,17 20.620
Campo Bom 54.018 100 54.018
Canela 33.625 59 17.071
Canoas 306.093 55,94 171.217
Capela de Santana 10.032 1,42 53
Caraa 6.403 99,67 6.383
Dois Irmaos 22.435 8,92 15
Estancia Velha 35.132 93,53 35.083
Esteio 80.048 100 80.048
Glorinha 5.684 0,10 5



Gramado 28.593 31,61 7.496

Gravatai 232.629 16 3.277
Igrejinha 26.767 93,17 26.683
Ivoti 15.318 6,28 96
Nova Hartz 15.071 98,04 15.028
Nova Santa Rita 15.750 41,94 13.311
Novo Hamburgo 236.193 100,00 236.193
Osorio 36.131 5,01 274
Parobé 44.776 100,00 44.776
Portao 24.657 85,99 23.979
Riozinho 4.071 99,13 4.058
Rolante 17.851 100 17.851
Santa Maria do Herval 5.891 2,60 45
Santo  Antbénio da 37.035 32,58 4.416
Patrulha

Sao Francisco de 19.725 11,43 6.987
Paula

Sé&o Leopoldo 193.547 100 193.547
Sao Sebastido do Cai 19.700 3,57 134
Sapiranga 69.189 58,95 67.792
Sapucaia do Sul 122.751 100 122.751
Taquara 52.825 93,26 52.171
Trés Coroas 19.430 94,16 19.292
TOTAIS 1.902.966 1.247.714

Em 2006, um crime ambiental que causou a morte de mais de um milhdo
de peixes foi noticia internacional por ser considerada a maior tragédia
ambiental no Rio Grande do Sul dos ultimos 40 anos. Cerca de 42 toneladas de
peixes mortos, com exemplares de 12 espécies foram retiradas do rio do Sinos.

(http://www1.folha.uol.com.br/folha/cotidiano/ult95u126977.shtml). Tamanha

mortandade chamou atengdo da sociedade civil e os 6érgédos responsaveis



foram atras dos culpados. A Utresa, Central de Residuos Industriais Perigosos,
foi apontada como a principal responsavel pelos despejos. A entidade,
localizada em Estancia Velha, lancava efluentes sem tratamento nos arroios
que fazem parte do Rio dos Sinos. Uma acao civil publica e duas acdes
criminais foram movidas pelo Ministério Publico Estadual. O Rio dos Sinos
apresenta histérico de ocorréncia de mortandades de peixes, de diversas
magnitudes. Nao ha uma estatistica precisa destas mortandades, pois estas
ocorréncias nem sempre sdo comunicadas a FEPAM. O trecho de 12 km, onde
sdo mais frequentes as ocorréncias de mortandades de peixes, esta
compreendido entre a foz do arroio Luiz Rau e a foz do arroio Portdo. Este
trecho compreende desde o municipio de Novo Hamburgo, passando por Sao
Leopoldo até Sapucaia do Sul, na divisa com Portao (Relatério Sinos, FEPAM
2010). O local de maior ocorréncia é junto a foz do arroio Estancia
Velha/Portdo. O arroio Estancia Velha/Portdo drena os efluentes dos curtumes
dos municipios de Estancia Velha e Portdo, além dos esgotos cloacais destes
municipios. Todos os curtumes possuem sistemas de tratamento de afluentes,

instalados ao final da década de 1980, por exigéncia da FEPAM.

2.4 Metais pesados

Metais pesados sdo aqueles com densidades superiores a 5g/cm3 (King,
1996) ou que possuem numero atdmico maior que 20. Nos sistemas aquaticos
a introducdo de metais ocorre naturalmente através de processos
biogeoquimicos e intemperismo. A contribuicdo atribuida a atividade humana
deve-se, principalmente, as atividades industriais (Yabe et al., 1998). Existem

cerca de vinte metais, ou elementos atuando como estes, considerados toxicos



para os humanos, incluindo Hg, Cd, Pb, As, Mn, TI, Cr, Ni, Se, Te, Sb, Be, Co,
Mo, Sn, W e V. Desses, os 10 primeiros sdo de maior utilizacdo industrial e,
por isso mesmo, 0os mais estudados do ponto de vista toxicologico (Tavares et
al., 1992).

A poluigdo da biosfera com metais pesados, decorrentes de agdes
antropicas, representa sérios problemas ambientais e de saude publica em
varias regides do mundo (Passianoto et al., 2001). A atividade industrial tem
contribuido muito para um aumento significativo nas concentragcbes de ions
metalicos em aguas, representando uma importante fonte de contaminagao dos
corpos aquaticos, principalmente quando consideramos que tais ions podem
ser disseminados via cadeia alimentar (Jimenez et al., 2004).

Metais pesados em excesso podem causar diferentes doencgas e sérios
problemas fisioldgicos, ja que podem ser acumulados no corpo humano. Os
residuos contendo cadmio, cromo, manganés e niquel possuem alto poder de
contaminagdo e, com facilidade, atingem os lengodis freaticos ou mesmo
reservatorios e rios, que sédo as fontes de abastecimento de agua das cidades.
A maioria deles possui a capacidade de se acumular no ambiente e ser
transportado via teia alimentar para diversos niveis troficos da cadeia alimentar
(Naime & Nascimento, 2009).

Alguns metais pesados como o0 cromo, o cobre e o zinco, encontrados
na natureza em solos, ar e agua, além dos alimentos, sdo considerados como
sendo microelementos essenciais ao metabolismo dos organismos vivos.
Entretanto, o excesso ou caréncia desses elementos pode levar a disturbios no

organismo, e em casos extremos, até a morte (Virga, et al., 2007).



O cromo, como é de amplo conhecimento publico, esta presente na
industria curtumeira, como principal curtente mineral. O cromo é metal
encontrado na natureza em diversas formas, porém nunca em estado livre, e
segundo Faria & Morandi (2002) existe no meio aquatico em dois estados de
oxidagao, trivalente com baixa toxicidade e hexavalente altamente tdxico
(Nascimento & Naime, 2009).

O Rio Grande do Sul em consequéncia de sua atividade pecuaria
expressiva tem na industria curtumeira um segmento de grande importancia
econOmica, pois € responsavel por 34,3% do processamento nacional

(http://www.beefpoint.com.br/cadeia-produtiva/giro-do-boi/industria-gaucha-

preve-maior-exportacao-de-couro-3308/ consulta 1.06.2013), escoando sua

producéo por todo Brasil e também agregando valores através da exportacio
de manufaturados. No entanto o curtimento de peles gera grandes quantidades
de residuos sdlidos e liquidos (Passianoto, 2001), sendo que o processamento
do couro cru até o acabamento utiliza sais de cromo ou tanino como materiais
curtentes, gerando, em meédia, 15 kg de residuos por pele (Castilhos et al.,
2002).

O niquel é metal caracteristico da industria metalurgica, onde em razao
das suas caracteristicas fisicas e de qualidade, esta presente na manufatura de
aco inoxidavel e em outras ligas metalicas com metais nao ferrosos. O niquel é
também usado em recobrimentos metalicos em galvanoplastia. Também &
metal constituinte de pilhas e baterias, além de ser usado como catalisador na
industria quimica, farmacéutica e de alimentos (Faria & Morandi 2002; Corbiet

al., 20086).



O cobre tem varios usos, como na fabricagcdo de tubos, valvulas,
acessorios para banheiro e esta presente em ligas e revestimentos. As fontes
de cobre para o meio ambiente incluem minas de cobre ou de outros metais,
corrosao de tubulagbes de latdo por aguas acidas, efluentes de estacbes de
tratamento de esgotos, uso de compostos de cobre como algicidas aquaticos,
escoamento superficial e contaminagdo da agua subterrdnea a partir do uso
agricola do cobre e precipitacdo atmosférica de fontes industriais. O cobre
ocorre naturalmente em todas as plantas e animais e € um nutriente essencial
em baixas doses. Estudos indicam que uma concentracdo de 20 mg/L de cobre
ou um teor total de 100 mg/L por dia na agua é capaz de produzir intoxicagdes
no homem, com lesdes no figado. Doses acima de 1,0 mg/L sao letais para
micro-organismos. O padrao de potabilidade para o cobre, de acordo com a

Portaria 518/04, € de 2 mg/L. (CETESB, 2009).

2.5 Resisténcia a metais pesados e antimicrobianos

O conhecimento do fendmeno da resisténcia a agentes fisicos e
quimicos entre os micro-organismos data do inicio da era microbiana. Com a
introducédo das primeiras substancias quimicas com finalidade quimioterapica
especifica, Ehrlich e seus colaboradores Franke e Roeh, em 1905, descobriram
o fendbmeno da resisténcia as drogas. O advento do uso clinico de
sulfonamidas, em 1933, e, posteriormente, da penicilina, em 1941, levou a
constatacido de que a resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos podia
ser uma caracteristica natural das espécies de bactérias ou ser adquirida por

cepas individuais dentro de uma populagéo sensivel (Tavares, 2000).



Os primeiros antibioticos utilizados foram de origem natural,por exemplo,
penicilinas produzidas por fungos no género Penicillium, ou estreptomicinas de
bactérias do género Streptomyces. Atualmente, os antibidticos séo obtidos por
sintese quimica, tais como os medicamentos de sulfa (ex.sulfamethoxazole),
ou por modificacdo quimica de compostos de origem natural (Kummerer,
2009a).

Pelo menos 17 classes diferentes de antimicrobianos sao conhecidos
hoje. Infelizmente, para cada uma dessas classes, pelo menos um mecanismo
de resisténcia (e muitas vezes mais de um) tem-se desenvolvido ao longo dos
anos. De fato,em alguns casos,estas bactérias tém sido capazes de
desenvolver resisténcia simultanea a duas ou mais classes de antimicrobianos,
tornando o tratamento de infecgbes causadas por estes micro-organismos
extremamente dificil, muito dispendioso e, em muitos casos associados com
alta morbidade e mortalidade (Alanis, 2005).

Sao conhecidas trés formas principais de resisténcia aos
antimicrobianos: 1) Destruicdo ou transformacdo do antimicrobiano: ocorre
quando a bactéria produz uma ou mais enzimas que degradam ou modificam o
antimicrobiano, tornando-o inativo contra os micro-organismos; 2) Bombas de
efluxo: é relevante para antimicrobianos que atuam no interior da bactéria, o
micro-organismos € capaz de desenvolver um mecanismo de transporte ativo
que bombeia as moléculas antibidticas para o exterior até atingir a
concentragao incapaz de prejudica-lo; 3) Modificagdo do receptor: o alvo
intracelular ou receptor da droga é alterado pelo micro-organismo, levando a
impossibilidade da ligagdo receptor + droga e consequente ineficacia do

antimicrobiano (Alanis, 2005; Kaye et al.,2004).



A resisténcia aos antimicrobianos pode ser natural (intrinseca) ou
adquirida e pode ser transmitida horizontalmente ou verticalmente. Para a
maioria, no entanto, a pressao seletiva exercida pela presengca da droga
antimicrobiana é um estimulo potente para induzir uma resposta de adaptacao
e € a causa mais comum de resisténcia bacteriana a antimicrobianos
(Kimmerer, 2009b ; Oliveira, 2008). A genética de populagdes mostra que,
mantidas as demais condicdes, quanto mais forte a forca da selecdo, mais
rapida é a propagacao de um alelo. Para o uso de drogas, a for¢a da selegao é
determinada pelo numero de pessoas estdo sendo tratadas e, entre as pessoas
tratadas, o regime de tratamento. Quanto mais agressivo o regime, maior sera
a pressdao de selegdo, em favor da resisténcia. A forca quimica confere
vantagem seletiva ao patégeno capaz de resistir a ela conferindo a esse, a
capacidade de disseminar resisténcia a populagao (Read et al.,2011).

A resisténcia aos antimicrobianos € um fenbmeno genético, relacionado
a existéncia de genes contidos no micro-organismo que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a ac¢do das drogas. Essa pode ser
originada em mutagdes que ocorrem no micro-organismo durante seu processo
reprodutivo e resultam de erros de cépia na sequéncia de bases que formam o
DNA cromossémico, responsaveis pelo codigo genético. A outra origem da
resisténcia € a importacdo dos genes causadores do fendmeno, consistindo na
resisténcia transferivel. Esta resisténcia faz-se através dos mecanismos de
transdugao, transformacado e conjugacao e, frequentemente, envolve genes
situados em plasmidios, transposons e integrons (Cunha, 1998;Tavares, 2000).

Ha evidéncia de correlagdo entre tolerancia a metais pesados e

resisténcia a antimicrobianos. Genes que conferem resisténcia a



antimicrobianos e metais pesados, na maioria das vezes, estdo localizados no
mesmo plasmideo. Quando metais pesados estdo presentes no ambiente
como poluentes, muitos micro-organismos desenvolvem mecanismos de
resisténcia aos metais. Como as vias de resisténcia sao iguais ou semelhantes,
0S micro-organismos tornam-se resistentes também aos antimicrobianos

mesmo na auséncia dos desses (Chattopadhyay, 2011).



3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bacteriologia do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul.

3.1 Pontos de coleta das amostras

As coletas das amostras foram realizadas seguindo um dos bragos do
Rio dos Sinos com inicio no municipio de Trés Coroas. Localizado no Vale do
Paranhana, a uma latitude de 29°31'01" sul e a uma longitude 50°46'40" oeste,
a uma altitude média de 56 metros. O segundo municipio escolhido para as
coletas foi Novo Hamburgo, localizado na latitude 29°40'42" sul e 51°07'50"
longitude oeste, a uma altitude média de 57 metros, banhado pelo Rio dos
Sinos. O terceiro ponto de coleta foi o municipio de Esteio, localizado na
altitude 29°50'10" sul e 51°09'15" longitude oeste com altitude de 29 metros

acima do nivel do mar.

3.2 Coletas das amostras

As amostras foram coletas nas estagbes de tratamento de agua dos
respectivos municipios, diretamente das tubula¢cdes de agua bruta captada do
Rio dos Sinos. 400 mL de agua foram armazenados em frascos estéreis de 500

mL e acondicionados em caixas térmicas com gelo até o momento de



processamento dos mesmos. Foram realizadas quatro coletas sazonais (uma
por estacdo do ano), sendo a primeira realizada no inverno (setembro de
2011), seguida da coleta na primavera (dezembro de 2011), verdo (margo de

2012) e a ultima realizada no outono (abril de 2012).

3.3 Semeadura e isolamento bacteriano

Com as amostras de agua bruta foram realizadas dilui¢des seriadas
de10a 10 100uL de cada diluicdo foi semeada em placas pelo métodode
espalhamento em superficie (Antunes, 1995). Todas as diluicdbes foram
plagueadas em meios de cultura ndo seletivos: agar triptona de soja (TSA),
agar R-2A e agar padrao para contagem (PCA); e seletivos: agar eosina azul
de metileno (EMB) e agar cetrimide. As placas foram incubadas a 30°C por 24-
48 horas. Todas as semeaduras foram realizadas em triplicata.

A selecao das unidades formadoras de colonia (UFC) foi baseada no
método dos quadrantes onde é realizado um mapa na placa de Petri com
quatro quadrados vazados de 1cm? (Oliveira et al., 2006). As coldnias
selecionadas foram isoladas e purificadas através de esgotamento em placa,
no mesmo meio de cultura de origem, por no minimo duas passagens. Depois
de esgotadas, as colbnias formam submetidas a coloragdo de Gram, para
confirmagao da pureza e classificagdo das mesmas em Gram positivas ou
Gram negativas. Os isolados foram crescidos em caldo triptona de soja (TSB) a

37°C por 18h e armazenados em glicerol 20%, na temperatura de -20°C.



3.4 Quantificagao de bactérias heterotroficas
Para determinar o nimero de bactérias heterotroficas, as UFC crescidas
nas placas com meio PCA foram contadas. Somente foram utilizadas as

diluigdes que apresentavam entre 30 e 300 UFC.

3.5 Colimetria— Método de Fermentagdao em Tubos Multiplos

O teste colimétrico foi realizado pela técnica de fermentacao em tubos
multiplos, com seriagcdo de cinco tubos, permitindo assim, a determinagcdo do
numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes — com

padronizacao para Escherichia coli.

3.6 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas com as amostras da
primeira coleta (inverno) e ultima coleta (outono). As amostras da coleta do
inverno foram encaminhadas para o Laboratério de Analises
AmbientaisToxilab, onde foram avaliadas a demanda bioquimica de oxigénio
(DBO), a demanda quimica de oxigénio (DQO) e a concentragdo dos metais
cromo, cobre e chumbo. Os mesmos parametros foram utilizados para a ultima
coleta, porém as amostras foram analisadas pelo Centro de Ecologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, onde ndao houve variagdao na

metodologia utilizada, conforme laudos em anexo.

3.7 Teste de resisténcia a antimicrobianos
Os antibiogramas foram realizados seguindo as normas do

Clinical and Laboratory Standart Institute (CLSI, 2009), utilizando o método de



difusdo em disco-Kirby-Bauer. Durante a realizagdo dos testes, os isolados

foram inoculados em TSB e incubados a 37°C por 24 horas respeitando a

turbidez da escala 0,5 de McFarland (aproximadamente 1,5 X 10° UFC.mL™).

Suabes estéreis foram embebidos nas culturas, retirando-se o excesso de

liquido e semeando em placas contendo agar Mduller Hinton. Os discos de

antimicrobianos foram depositados de forma equidistante sobre a superficie do

meio inoculado. Foram utilizados 13 antimicrobianos de 8 diferentes classes:

cefalotina (CFL 30ug), cefoxitina (CFO 30ug) e ceftriaxona (CRO 30ug);
cefalosporinas.

vancomicina (VAN 30pug); glicopeptideo.

estreptomicina  (EST 10uyg) e gentamicina (GEN  10ug);
aminoglicosideos.

sulfazotrim - sulfametoxazol + trimetoprim (SUT 25ug), ciprofloxacina
(CIP 5ug) e norfloxacina (NOR 10ug); fluorquinolonas.

imipenem (IMP 10ug); carbapenémicos.

tetraciclina (TET 30ug).

cloranfenicol (CLO 30ug).

nitrofurantoina (NIT 300ug).

As placas foram incubadas a 37°C por 18 - 24 horas e, apds esse
periodo, os halos de inibicdo foram medidos. A interpretacdo das zonas
de inibigdo foi realizada de acordo com a tabela de valores de

resisténcia e antibiogramas da CLSI/ 2009.



3.8 Teste de concentracgao inibitéria minima para metais pesados (MIC).

Os testes de concentragdo inibitéria minima de metais pesados
(CIM) foram conduzidos utilizando-se a técnica de microdiluicdo em
microplacas de 96 pogos, segundo Giovanella et al. (2010), com modificagdes.
Os isolados foram incubados em caldo TSB a 37°C por 24h, estabelecendo-se
o parametro de turbidez da escala 0,5 de McFarland. Em cada pogo foi
adicionado 97,5% de caldo TSB (195uL) com diferentes concentragcbes de
solugdes dos sais metalicos e 2,5% da cultura (5yL). As concentracdes
metalicas foram preparadas a partir de solugdes-estoque prontamente diluidas
em agua Milli Q estéril. Os sais metalicos utilizados foram dicromato de
potassio (K.Cr,O;), com concentracées de 0,5 a 3,5 g/L, sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4.5H20), de 0,5 a 3,5 g/L e dicloreto de niquel
heptahidrtado (NiCl,.7H,O) com concentragdes salinas no intervalo de 0,5 a 3,5
g/L. Esses metais foram escolhidos, pois ja haviam sido encontrados em
estudos prévios realizados pela Fundagdo Estadual de Protecdo ao Meio
Ambiente (FEPAM).

Os experimentos foram conduzidos em ftriplicata, sendo preparados
pocos com concentrado salino e com inéculo (teste); meio sem concentrado
salino e com indculo (controle positivo de crescimento do indculo); meio sem
concentrado salino e sem indculo (controle negativo de crescimento do indculo)
e meio com concentrado salino e sem indculo (controle negativo). As placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas e posteriormente uma aliquota de 20 uL
de cada poco com concentrado salino e cultura, porém sem turbidez, foram

inoculadas em placas de TSA e incubadas a 37°C por 24h. A concentracao



salina da qual ndo se obteve crescimento em placa foi considerada a

concentragéo inibitéria minima biocida.

3.9 Identificagcao dos micro-organismos
Os micro-organismos isolados nas aguas do rio dos Sinos foram
identificados por testes bioquimicos de acordo com Mac Faddin (2000). O
critério para selecdo das bactérias a serem identificadas foi as que
apresentaram os maiores indices de resisténcia, quanto ao numero de classes
de antimicrobianos.
Os principais testes bioquimicos empregados foram: crescimento em
agar Mac Conkey, OF, catalase, citocromo oxidase, SIM (produgdo de H,S,
indol e motilidade), vermelho de metila, Voges Proskauer, agar triplice agucar e
ferro, citrato, urease, redugao de nitrato, fermentagcéo e oxidagao de glicose e

lactose e hidrolise da esculina entre outros.



4. Resultados e Discussao

4. 1Teste colimétrico — Fermentagao em tubos miuiltiplos.

As amostras de agua do Rio dos Sinos foram coletadas nas quatro
estacdes do ano e, em todas as coletas, os trés pontos coletados foram
submetidos a analise. No ensaio da colimetria foi possivel observar um
aumento do numero de coliformes totais e termotolerantes a medida que os
pontos se distanciavam da nascente do rio. Os coliformes termotolerantes séo
indicadores de contaminag&o microbioldgica e a possibilidade de ocorréncia de
patdbgenos associados as doengas de veiculagdo hidrica, o que limita a
utilizacdo dessas aguas para varios usos, como a recreagdo de contato
priméario (Agéncia Nacional das Aguas/ANA, 2012).

Conforme observamos na tabela 2, o municipio de Trés Coroas possui
em todas as coletas 0s menores valores para coliformes totais e
termotolerantes. O numero mais provavel para coliformes totais na coleta
realizada no inverno foi de 1,1x104 NMP/100mL e a contagem da coleta da
primavera com valores de 1,5x10°  NMP/100mL para os coliformes
termotolerantes. Segundo as diretrizes da resolugdo 430/2011 do CONAMA
suas aguas estao classificadas como classe 2 que sao aguas destinadas: a) ao
abastecimento doméstico, apds tratamento convencional; b) a protecdo das
comunidades aquaticas; c) a recreagao de contato primario (esqui aquatico,

natacdo e mergulho); d) a irrigacdo de hortalicas e plantas frutiferas; e) a



criacdo natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies destinadas a
alimentacdo humana. Apenas na coleta do verdo os valores foram mais altos,
com 1,5x10* NMP/100mL de coliformes termotolerantes para a agua bruta
sendo definida entdo como classe 3.

As amostras avaliadas do municipio de Novo Hamburgo foram
classificadas como classe 3 que sdo aguas destinadas: a) ao abastecimento
doméstico, apds tratamento convencional; b) a irrigacao de culturas arboreas,
cerealiferas e forrageiras; c) a dessedentacao de animais. No entanto na coleta
do verdao a concentracdo de coliformes termotolerantes foi de 5x10*
NMP/100mL excedendo o limite para essa classe.

As amostras coletadas no municipio de Esteio apresentaram em
todas as coletas os maiores valores para coliformes totais e termotolerantes,
destacando-se as coletas de verdo e outono com numero mais provavel de
5x10* NMP/100mL o que enquadraria a agua no municipio (para esse critério)
na classe 4- aguas destinadas: a) a navegacgéao; b) a harmonia paisagistica; c)
aos usos menos exigentes. Esse resultado caracterizaria grande poluigdo do
local onde, provavelmente, estaria acontecendo despejo de esgoto doméstico e
industrial sem o tratamento adequado. Oliveira et al. (2012) quando avaliaram
o numero de coliformes do arroio Diluvio, em Porto Alegre/RS constataram que
em areas com maior impacto antrépico, os indices de coliformes totais e
termotolerantes tenderam a ser maiores.

No ano de 2011 os indices pluviométricos variaram conforme a figura 1.
A primeira coleta foi realizada depois de um periodo bastante chuvoso e

apresentou valores de colimetria mais baixos, conforme tabela 2.



Figura 2. Indices pluviométricos no municipio de Porto Alegre no ano de 2011.Fonte:
http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home/page&page=rede_estacoes_auto_graf consulta em 21.02.13
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Moura (2009) ao avaliar as aguas do rio Cascavel/PR observou valores
de NMP maiores depois de periodos chuvosos pois 0s micro-organismos
presentes no entorno dos mananciais seriam carreados para dentro destes,
ocorrendo uma possivel contaminacdo de forma mais intensa. Cunha et al.
(2003) ao avaliar mananciais no municipio de Macapa/AP obtiveram resultados
semelhantes aos de Moura. Segundo Pinto (2010) as contagens de Escherichia
coli nas aguas do litoral santista/SP aumentavam nas coletas da agua do mar e
reduziam na areia depois de periodos chuvosos, inferindo que esses micro-
organismos seriam carreados pela chuva. Nossos resultados divergem dos
encontrados na literatura, pois no periodo chuvoso observamos os menores

valores para colimetria, conforme tabela 2.




Tabela 2. Niumero mais provavel (NMP) de coliformes totais, termotolerantes

por 100mL de amostras de agua dos diferentes pontos de coleta no rio dos

Sinos.

Coleta Pontos Coliformes totais Coliformes termotolerantes
1 Trés Coroas 1,1x10* 7x10°

1 Novo Hamburgo 3x10* 1,3x10*
1 Esteio 4,9x10* 3x10*
2 Trés Coroas 4,3x10* 1,5x10°
2 Novo Hamburgo >1,1x10* 7,5x10*
2 Esteio >1,1x10* >1,1x10*
3 Trés Coroas 1,75x10* 1,5x10*
3 Novo Hamburgo 9x10* 5x10%
3 Esteio ox10* 5x10*
4 Trés Coroas 1,7x10* 7x10°
4 Novo Hamburgo 4,9x10* 1,1x10*
4 Esteio 1,1x10° 5x10*

Coleta 1-inverno (set 2011); coleta 2- primavera (dez 2011); coleta 3- verdo (mar 2012); coleta
4- outono (abr 2012).

No verdo e outono de 2012, os indices de precipitacdo foram menores
(Figura 2) e as temperaturas mais elevadas do verdo provavelmente
favoreceram o crescimento dos micro-organismos. Victorette (2010) avaliou o
numero de coliformes totais e termotolerantes no rio Ratones em
Floriandpolis/SC e constatou um aumento no numero desses no verao quando
comparados a coleta da primavera. Naime & Nascimento (2009) avaliaram os

numeros de coliformes no rio dos Sinos e observaram um aumento desses no



verdo e outono de 2007 o que corrobora os resultados obtidos no presente

trabalho.

Figura 3. Indices pluviométricos no municipio de Porto Alegre no ano de 2012.Fonte:
http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home/page&page=rede_estacoes_auto_graf consulta em 21.02.13
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Na tabela 2, é possivel observar que na segunda coleta (primavera), nos
pontos de Novo Hamburgo e Esteio as diluigdes das amostras ndo foram
suficientes, extrapolando as quantidades padrdo. Portanto, o nimero mais
provavel de coliformes totais e fecais, ficou subestimado sendo os valores
superiores a 1,1x10* NMP/100mL.

Conforme esperado, houve um aumento no niumero de coliformes totais
e termotolerantes ao longo do curso do rio, conforme a tabela 2. Nas cidades
de Novo Hamburgo e Esteio, o grau de impacto ambiental € maior e o rio
recebe uma maior quantidade de efluentes domésticos e industriais. Segundo
Naime & Nascimento (2009), para o parametro de coliformes fecais,
Escherichia coli, as aguas do arroio Pampa (importante afluente do rio dos

Sinos) apresentaram resultados semelhantes ao esgoto local, corroborando



todas as indicacbes de que a contribuicdo antrépica € um dos fatores

fundamentais na influéncia sobre a qualidade de agua do arroio monitorado.

4.2 Determinagao do numero de bactérias heterotréficas

Na contagem de bactérias heterotroficas, foi observado um aumento no
numero de unidades formadoras de colénia (UFC) conforme nos afastamos da
nascente. Na tabela 3 é possivel observar que o municipio de Trés Coroas
apresenta os menores valores de bactérias heterotréficas, quando comparado
a Novo Hamburgo e Esteio. Oliveira et al. (2012) ao avaliarem esse parametro
no Arroio Diluvio em Porto Alegre/RS descreveram padrao similar, relatando
que quanto mais afastado da nascente, e com consequente acdo antrépica
maior, maiores eram as contagens de bactérias heterotroficas.

A contagem de bactérias heterotroficas, genericamente definidas como
micro-organismos que requerem carbono organico como fonte de nutrientes,
fornece informagdes sobre a qualidade bacteriolégica da dgua de uma forma
mais ampla. O teste inclui a detecgédo inespecifica de bactérias, sejam de
origem fecal, componentes da microbiota natural da agua ou resultantes da
formacao de biofilmes no sistema de distribuicdo. Servem, portanto, de

indicador auxiliar da qualidade da agua (BRASIL, 2006; Domingos et al., 2007).



Tabela 3. Contagem de bactérias heterotroficas (UFC/ 100mL) no diferentes

pontos do Rio dos Sinos

Pontos Coleta 1 Coleta2 Coleta3 Coleta4

Trés Coroas 3,08x10*  3,83x10* 1,9x10°  2,2x10*
Novo Hamburgo  3,88x10*  1,21x10° 3x10° 1,01x10°

Esteio 6,83x10*  1,45x10° 4,7x10°  1,31x10°

Coleta 1-inverno (set 2011); coleta 2- primavera (dez 2011); coleta 3- verdo (mar 2012); coleta
4- outono (abr 2012).

Conforme a tabela 3, é possivel observar que a coleta realizada no
verdo apresentou as maiores contagens em todos os pontos. Resultado
esperado, pois as temperaturas mais altas favorecem o crescimento dos micro-

organismos.

4.3 Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos avaliados na primeira e na ultima coleta
encontram-se dispostos na tabela 4, na qual verificamos que nao foi possivel
avaliar a concentracdo de metais pesados na primeira coleta. Podemos
levantar duas hipoteses principais: i) devido ao grande volume de chuvas em
dias anteriores a coleta, os metais pesados avaliados estariam muito diluidos,
impossibilitando a quantificacdo dos mesmos; ii) ou que a técnica utilizada para
avaliagdo nao foi adequada, pois nao era suficientemente sensivel,

considerando que a concentragcio pudesse ser baixa.



Tabela 4. Analises fisico-quimicas das aguas do rio dos Sinos referentes a

primeira (inverno) e quarta coleta (outono).

COLETA 1 Trés Coroas Novo Hamburgo Esteio
DBO mg O, /L 4,45 5,25 5,65

DQO mg O2 /L 14,6 17,5 18,9
Cromo <0,01 mg/L <0,01 mg/L <0,01 mg/L
Niquel <0,02 mg/L <0,02 mg/L <0,02 mg/L
Chumbo <0,026 mg/L <0,026 mg/L <0,026 mg/L
COLETA 4 Trés Coroas Novo Hamburgo Esteio
DBO mg O»/L 5 5,8 2,5

DQO mg O, /L 10,4 14 17,6
Cromo 1,34 ug/L 2,29 ug/L 3,96 ug/L
Niquel ND 3,15 pg/L 2,25 ug/L
Chumbo 1,38 pg/L 1,13 pg/L 1,37 ug/L

Na tabela 4, pode-se observar que nos trés pontos, da ultima coleta, a
concentragao de cromo encontra-se dentro dos os limites estabelecidos pelo
CONAMA/430 de 2011 que permitem até 0,5 mg/L de cromo total. Segundo
Naime & Fagundes (2005) a pluviosidade auxilia na diluicdo deste metal
pesado. Porém, é possivel observar que a concentracdo do metal é crescente
ao longo do curso do rio. Oliveira, et al. (2012) ao avaliarem a concentragao de
cromo hexavalente nas aguas do Rio dos Sinos no municipio de Novo
Hamburgo, observaram valores dentro do limite permitido na coleta realizada

no verao e superiores ao permitido na coleta realizada no outono. Naime &



Nascimento (2009) analisando as aguas do arroio Pampa/Novo Hamburgo
observaram uma concentracdo de cobre de 80 vezes maior ao valor maximo
permitido segundo a resolugdo CONAMA/430. Para Naime & Fagundes (2005)
os valores de cobre indicam a influéncia dos curtumes, da vizinha cidade de
Estancia Velha, na qualidade da agua do Arroio Portdo/Novo Hamburgo.

Os valores do metal chumbo, em todas as localidades e coletas,
encontravam-se dentro dos limites estabelecidos pelo CONAMA/430 (2011)
com valores maximo permitidos de 0,03 mg/L. Naime & Nascimento (2009)
relatam que o chumbo foi 0 metal que apresentou o melhor resultado, ou seja,
foi encontrado em apenas uma das nove coletas do periodo monitorado.
Oliveira, et al. (2012) relatam que, no arroio Diluvio em Porto Alegre/ RS, a
concentracdo de chumbo esta dentro dos limites estabelecidos pela legislagao
vigente.

Ao avaliarmos as concentracbes do metal niquel, observa-se que as
mesmas estao dentro dos limites determinados pelo COMANA/430 (2011) que
permite a concentragdo maxima de 0,025 mg/L. No municipio de Trés Coroas,
nas duas analises realizadas, o metal ndo foi encontrado. O valor mais alto
encontrado foi no ponto do municipio de Novo Hamburgo, mas ainda assim
dentro dos padrbes estabelecidos. Nas analises de Naime & Nascimento
(2009) o parametro niquel seria o Unico que, nas aguas do Arroio Pampa,
causaria impacto na qualidade da agua bruta do municipio de Novo Hamburgo.
O ponto no municipio de Esteio apresentou, para o parametro niquel, indices
aceitaveis conforme a legislacdo do CONAMA/430 (2011) da mesma forma no

relatorio divulgado pela FEPAM no ano de 2009 para o municipio de Esteio.



Para demanda bioquimica de oxigénio (DBO), os resultados obtidos
mostram valores similares quando comparamos as duas coletas nos periodos
de inverno e outono. A DBO de uma agua €& a quantidade de oxigénio
necessaria para oxidar a matéria organica por decomposi¢gdo microbiana
aerdbia para uma forma inorgénica estavel. A DBO é considerada como a
quantidade de oxigénio consumido durante um determinado periodo de tempo,
numa temperatura de incubacgao especifica (Cetesb, 2009).

Os resultados para o parametro DBO (segundo a resolugdo do
CONAMA n°20/86) na amostra de agua de Trés Coroas, na primeira coleta
seria de qualidade boa, sendo classificada como Classe 2. Segundo relatério
da FEPAM (2011), o trecho superior do Rio dos Sinos apresenta agua de
qualidade superior aos trechos médio e inferior, que estdo expostos a um maior
impacto ambiental.

No entanto, ao observarmos os dados presentes na tabela 4, o ponto de
Esteio, na quarta coleta, apresentou o melhor valor para DBO, quando
comparado a todos os pontos e coletas, com concentragbes de 2,5 mg O, /L
enquadrando-se no padrao de Classe 1. Tal resultado é bastante contraditério
e diferente do esperado para as aguas do municipio de Esteio. Apesar de
Strieder et al. (2006) terem observado DBO de Classe 1 no trecho inferior do
Rio dos Sinos em Novo Hamburgo e Naime & Fagundes (2005) afirmarem que
os valores de concentracdo de matéria organica (DBO) sado variaveis em
funcdo da vazado dos cursos d’agua, nossos resultados (Tabelas 2, 3 e 4)
apontam para uma agua de qualidade ruim, enquadrando-se na Classe 3 dos
parametros do CONAMA 430/2011. Corroborando nossos estudos, o relatorio

da FEPAM de 2011 afirma que ao entrar nas regides metropolitanas as



concentracbes de matéria organica aumentam, resultando em agua de pior
qualidade.

Na coleta de outono, o DBO de Trés Coroas foi de 5 mg O, /L, este
resultado pode ser devido a diminuigao das chuvas no verao e no inicio do
outono o que aumentaria a concentragdo de matéria organica nas aguas do
municipio. Nas duas coletas realizadas em Novo Hamburgo e na primeira
coleta realizada em Esteio, os valores de DBO foram similares (>5 mg O, /L),
com o padrao de qualidade da agua de Classe 2, conforme classificagcdo do
CONAMA. Avaliando o Arroio Portdo Naime & Fagundes (2005), observaram
que o aumento das chuvas nos meses de inverno nao é suficiente para diluir a
contaminacdo das aguas por este parametro. O arroio Pampa em Novo
Hamburgo apresenta, em toda a sua extensdo, altos niveis de poluicdo
doméstica, muitas vezes, com valores que sdo comparaveis aos do esgoto
doméstico bruto (Naime & Nascimento, 2009). Na avaliacdo do arroio Peé&o,
também no municipio de Novo Hamburgo, os valores de DBO em dois pontos
de coleta foram superiores a 7 mg O, /L segundo Strieder et al. (2006).

DQO é a quantidade de oxigénio necessaria para oxidagao da matéria
organica de uma amostra por meio de um agente quimico, como por exemplo,
o dicromato de potassio. O aumento da concentragdo de DQO num corpo
d’agua deve-se principalmente a despejos de origem industrial (CETESB,
2009). Ao analisarmos os resultados por coleta, é possivel observar que os
valores séo crescentes conforme nos afastamos da nascente. Esse resultado
ratifica os dados de colimetria e contagem de heterotroficos, os quais também
indicam agua de pior qualidade ao longo do rio, seguindo por aumento da

urbanizagao e agao antropica. Para os valores de DQO segundo Oliveira et al.



(2012) ao avaliarem as aguas do arroio Diluvio em Porto Alegre/ RS, o ultimo
ponto de coleta mais afastado da nascente e que recebeu despejos ao longo
do curso do arroio, foi o ponto com os maiores valores para DQO sendo que
nas coletas do verdo e inverno teve resultados superiores a 60 mg O, /L.
Oliveira et al. (2012) observou que no verdo, a DQO das amostras de S&o
Leopoldo revelaram um perfil de poluicdo orgénica superior as amostras de
Novo Hamburgo. No Rio Grande do Sul os limites maximos estabelecidos para
DQO, de acordo com a portaria numero 05/89 da Secretaria da Saude e do
Meio Ambiente (SSMA) estdo entre < 450 a < 160 mg O, /L de acordo com a
vazao do efluente poluidor. Sendo assim, as aguas do Rio dos Sinos
encontram-se dentro dos valores estabelecidos pela Secretaria da Saude e do

Meio Ambiente.

4.4 Perfil de resisténcia a antimicrobianos

O perfil de suscetibilidade foi determinado para as 410 bactérias
isoladas dos trés pontos nas quatro coletas, sendo: 59 isolados na primeira
coleta, 76 isolados na segunda coleta, 141 isolados na terceira coleta e 134
isolados na terceira coleta. Os antibidticos foram selecionados por serem de
uso rotineiro e apresentarem um amplo espectro de acao.

A maior parte das bactérias isoladas e submetidas a coloragdo de Gram
foram bactérias Gram negativas (94,39%). Estas s&o as bactérias que
mostraram o maior perfil de resisténcia aos antimicrobianos. De todas as
bactérias testadas 77,32% foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano,

49,03% foram resistentes a dois ou mais antimicrobianos (Figura 3). Pontes et



al. (2009), ao avaliarem agua de lagos em Rio Doce/MG, observaram que 71%
das bactérias Gram negativas eram multirresistentes (resistentes a duas ou
mais classes). Canal (2010), ao avaliar perfil de resisténcia de Escherichia coli
na Lagoa dos Patos/RS observou que 54,5% dos isolados na regido de Rio

Grande/RS eram multirresistentes.

Figura 4. Frequéncia de resisténcia e resisténcia multipla a antimicrobianos de
bactérias isolados do Rio dos Sinos.
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O aparecimento de bactérias resistentes a antibidticos pode ser

considerado como uma manifestacéo natural regida pelo principio evolutivo da
adaptagao genética de organismos as mudangas no seu meio ambiente. Como
o tempo de duplicacdo das bactérias pode ser de apenas 20 minutos, existe a
possibilidade de serem produzidas muitas geragdes em apenas algumas horas,
havendo, portanto, inumeras oportunidades para uma adaptacdo evolutiva

(Silveira et al., 2006).



A vancomicina foi o antimicrobiano cujas bactérias apresentaram maior
perfil de resisténcia, com 64,15% dos isolados. Os perfis de resisténcia
também foram altos para, cefalotina e cefoxitina com 42,93% e, 32,44% das
bactérias resistentes, respectivamente. O perfil de resisténcia aos demais

antimicrobianos foram mais baixos conforme mostrado na figura 4.

Figura 5. Numero de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos

utilizados nos ensaios de susceptibilidade.
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VAN- vancomicina EST- estreptomicina CLO- cloranfenicol SUT- sulfazotrim
IMP- imipenem GEN- gentamicina NIT- nitrofurantoina TET- tetraciclina
NOR- norfloxacin CFL- cefalotina CFO- cefoxitina CRO- ceftriaxona

CIP- ciprofloxacin

As altas taxas de resisténcia a vancomicina devem-se
provavelmente ao fato da grande maioria dos isolados serem Gram negativos.
Vancomicina é ativa primariamente contra cocos Gram positivos, mas nao
possui atividade contra bactérias Gram negativas e micobactérias (Silveira et

al., 20086).



As taxas de resisténcia a cefalotina foram bastante altas. Os
resultados mostraram que 42,93% dos isolados cresceram na presenga desse
antimicrobiano. Koch et al., (2008) avaliando resisténcia a uropatégenos
observaram que 46,7% dos isolados eram resistentes a cefalotina e 22,3%
apresentaram resisténcia a nitrofurantoina. Com indices similares, observamos
que 19,27% dos micro-organismos avaliados nesse estudo tinham fendétipo de
resisténcia a nitrofurantoina.

Heck et al. (2012) reportaram, ao avaliar isolados de leira de
compostagem, um moderado perfil de resisténcia dos micro-organismos a
cefoxitina, 34,59%. Nesse trabalho obtivemos padrao similar com 32,44% dos
isolados resistentes a este antimicrobiano. Ja, em estudo realizado por Oliveira,
et al., (2009) os autores obtiveram 48,71% dos isolados testados resistentes a
cefoxitina ao avaliarem Escherichia coli e Klebsiella spp isoladas de efluente
hospitalar oriundo do Hospital Universitario de Santa Maria/RS.

Das bactérias isoladas no Rio dos Sinos 10,98% mostraram-se
resistentes ao antimicrobiano sulfazotrim. Henriques (2006) ao avaliar agua de
um estuario em Portugal, observou que 24% dos isolados apresentavam perfil
de resisténcia a este antimicrobiano, enquanto Oliveira et al. (2012), ao analisar
as aguas do Arroio Diluvio, observaram que 31,03% dos isolados testados
eram resistentes a sulfazotrin.

O perfil de resisténcia a estreptomicina foi observado em 10,73%
das bactérias estudadas no presente trabalho. Resultados similares foram
observados por Oliveira et al.(2012) nas aguas do arroio Diluvio onde 13,79%
dos micro-organismos testados eram resistentes a estreptomicina. Os genes

que conferem resisténcia a estreptomicina podem estar associados a



plasmideos conjugativos e ndo conjugativos e a transposons e parecem ser
constitutivos, ndo sendo induzidos pela presenca do antimicrobiano

(http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede rm/cursos/rm controle/op

as_web/modulo1/aminoglicosideos3.htm. Consulta em 05.05.2013).

No presente estudo 91,46% dos isolados foram sensiveis a
tetraciclina. Valores similares 88,4%, foram observados por Andrade (2010)
com isolados bacterianos do rio Sdo Francisco. As tetraciclinas sao drogas
muito utilizadas no tratamento de bactérias Gram positivas e negativas. O seu
baixo custo e facil aplicagao faz com que sejam muito consumidas na medicina
humana e veterinaria (Chopra et al., 2001). Observamos também uma alta taxa
de isolados sensiveis a ceftriaxona (92,93%). Segundo Abreu (2010), 87,2%
dos micro-organismos isolados de efluente hospitalar em Maringa/PR
mostraram-se sensiveis ao antimicrobiano ceftriaxona. Entretanto, Andrade
(2010) observou perfil de resisténcia bastante diferente no Rio S&o Francisco,
onde 84,6% dos isolados foram resistentes ao antimicrobiano.

Conforme a figura 4, é possivel observar baixa resisténcia a norfloxacina
e cloranfenicol. Hirschet et al. (2006), ao avaliarem resisténcia de Aeromonas
em ambientes aquaticos, obtiveram resultados semelhantes. A resisténcia as
quinolonas, como norfloxacina, é considerada de origem cromossdmica e nao
devido a elementos genéticos moveis, advinda da pressado de selecdo de
isolados resistentes frente as drogas (Gofiiurriza et al., 2000). Oliveira (2012)
encontrou valores maiores, com 26,42 % de isolados resistentes ao
cloranfenicol nas aguas do arroio Diluvio.

Os antimicrobianos que foram mais eficientes na inibigdo do crescimento

das bactérias foram o imipenem (apenas cinco isolados resistentes),



gentamicina (seis isolados resistentes) e ciprofloxacina (dezessete isolados
resistentes). Heck (2012), ao avaliar um perfil de resisténcia a antimicrobianos
em isolados de compostagem, obteve resultados semelhantes. Ratificando os
dados, Oliveira (2012) também observou suscetibilidade similar, pois somente
um isolado das aguas do arroio Diluvio em Porto Alegre/RS foi resistente ao
imipenem e apenas trés isolados resistentes a ciprofloxacina. Schneider et al.
(2009), ao avaliarem o perfil de resisténcia a antimicrobianos em amostras
isoladas em aguas superficiais, em area perto de produgdo de suinos,
observaram 100% das bactérias sensiveis a gentamicina. Sendo assim,
eficiéncia dessas drogas pode estar relacionada ao uso discriminado.

Na coleta 1 (inverno) tivemos o menor percentual de micro-organismos
multirresistentes. No universo de 59 isolados, 17 (29%) apresentaram
resisténcia a duas classes ou mais. Apenas um isolado foi resistente a cinco
classes de antimicrobianos. O antimicrobiano contra o qual as bactérias
apresentaram maior resisténcia foi a vancomicina com 33,9%, seguido de
cefalotina com 11,86% e para os antimicrobianos imipenem, tetraciclina,
norfloxacina e ciprofloxacin apenas 1,69% dos micro-organismos testados
apresentou fendtipo de resisténcia. Holzel et al. (2010), ao estudarem o perfil
de resisténcia em lodo de esgoto, descreveram que 100% dos isolados de
Escherichia coli encontradas foram suscetiveis a imipenem e ciprofloxacin.

Na coleta 2 (primavera), 35 (46%) dos 76 micro-organismos isolados
mostraram-se resistentes a duas ou mais classes de antimicrobianos. Cinco
isolados apresentaram resisténcia a cinco ou mais classes. Vancomicina foi o
antimicrobiano ao qual as bactérias mostraram-se mais resistentes (69,74%) e

nenhum micro-organismos da coleta 2 foi resistente ao imipenem.



Na coleta 3 (verdo) constatamos que 52,48% dos isolados eram
resistentes a mais de duas classes de antimicrobianos e 7 desses mostraram-
se resistentes a cinco ou mais classes. Do total de 141 micro-organismos, 104
(73,76%) isolados apresentaram perfil de resisténcia a vancomicina, 75
(53,19%) a cefalotina. Todos os micro-organismos isolados na terceira coleta
foram sensiveis a gentamicina.

A quarta coleta (outono) foi a que apresentou maior numero de bactérias
multirresistentes, 81 (60,45%) foram resistentes a mais de duas classes de
antimicrobianos e 21 dessas apresentaram resisténcia a cinco classes ou mais.
A vancomicina foi, mais uma vez, o antimicrobiano cujos micro-organismos
apresentaram mais resisténcia, ocorrendo em 86 (64,17%) dos 134 isolados.
Os antimicrobianos cujos  micro-organismos  apresentaram  maior
suscetibilidade foi a gentamicina 2 (1,49%), seguida do imipenem 3 (2.24%),

Ao analisarmos os dados de todas as coletas, o ponto Esteio foram o
que apresentou maior numero de micro-organismos resistentes a mais de cinco
classes de antimicrobianos, totalizando dezesseis isolados. Nas aguas de Novo
Hamburgo observamos onze isolados com essa caracteristica e no ponto de

Trés Coroas sete bactérias apresentaram esse fenétipo.

4.5 ldentificacao dos isolados resistentes a cinco ou mais classes de
antimicrobianos

Neste estudo, diferentes meios de cultura foram utilizados para o
isolamento da populacdo microbiana. Apds o isolamento e coloracao de Gram
para verificacdo de pureza e morfologia das col6nias, todos os 410 isolados

foram submetidos ao ensaio do antibiograma. As bactérias resistentes a cinco



ou mais classes de antimicrobianos foram submetidas a provas bioquimicas

para identificagdo. Nosso objetivo inicial era identificar os 34 isolados que

apresentaram esse perfil, no entanto somente foi possivel a identificagdo de 24

micro-organismos, pois tivemos dificuldades com o crescimento das culturas

durante a identificagdo. Abreu (2010) relata dificuldade

amostras ambientais isoladas de efluentes hospitalares

passagens em meios de cultura.

Tabela 5. Perfil

identificacdo dos micro-organismos.

de resisténcia a antimicrobianos e

de crescimento de

depois de algumas

metais pesados e

Isolados Coleta | Ponto | Resisténcia aos antimicrobianos Cr | Ni | Cr | Identificagédo
EmbNh3 1 NH VAN,EST,NIT,NOR,CFL 1 3 1,5 | Escherichia coli
Tsa38 2 TC EST,CLO,GEN,NIT,TET,CFL 0,5 |3 1,5 | NI

R2a34 2 TC EST,CLO,GEN,NIT,TET,CFL,CRO 0,5 | 2 1,5 | NI

R2aNh3 2 NH VAN,CLO,SUT,NIT,CFL 1,5 | 1,515 | NI

R2aNh7 2 NH VAN,CLO,NIT, TET,CFL 1,5 |3 1,5 | NI

R2aE3 2 ES EST,SUT,NIT,NOR,CFL,CIP 2 351 Enterococcus spp.
Tsa33 3 TC VAN,CLO,SUT,NIT,CFL 05 35|35 NI

EmbNh3 3 NH VAN,NIT, TET,NOR,CFL 2,5 | 3,5| 2,5 | Enterobacter spp
CetNh3 3 NH VAN,CLO,SUT,NIT,CFL,CFO 1 3,5 | 1,5 | Pseudomonas spp.
R2aNh9 3 NH VAN,NIT, TET,NOR,CFL,CFO 1,5 | 3,5 | 1,5 | Staphylococcus spp.
R2aE16 3 ES VAN,EST,CLO,SUT,NIT,NOR,CFL,CFO,CRO,CIP | 0,5 |25 |2 NI

R2aE17 3 ES VAN,CLO,SUT,NIT,NOR,CFL,CFO,CRO,CIP 1 3515 | NI

TsaE18 3 ES VAN,CLO,SUT,NIT,CFL 25 (252 NI

Emb33 4 TC VAN,CLO,SUT,NIT,CFL,CFO 1,5 25|15 | NI

Emb310 4 TC VAN,CFL,CFO,GEN,TET,NIT,EST,CLO 1,5 1352 Escherichia coli
Emb313 4 TC VAN,CFL,CFO,NIT,TET,CLO 2,5 | 3,5]| 2,5 | Citrobacter spp.
Emb314 4 TC VAN,NIT, TET,EST,CFO,CFL 25 [ 35|2 Citrobacter spp.
EmbNh1 4 NH VAN,EST,CLO,SUT,CFL 05 |2 2 Serratia spp.




EmbNh4 | 4 NH VAN,EST,CLO,SUT, TET,NOR,CFL,CIP 0,5 | 25|2 | Salmonella spp.

EmbNh7 | 4 NH VAN,SUT,CLO,SUT,CFL 1,5 | 3,5 | 2,5 | Citrobacter spp.

EmbNh15 | 4 NH VAN,EST,CLO,SUT, TET,CFL,CFO,CIP 1 3,5 |3 | Salmonella spp.

CetNh3 4 NH VAN,CLO,NIT,CFL,CFO,SUT 1,5 [ 352 Pseudomonas spp.

CetE9 4 ES VAN,EST,CLO,SUT,GEN,NIT,TET,NOR,CFL, 1 3 |1 P. aeruginosa
CFO,CRO,CIP

CetE7 4 ES VAN,CLO,SUT,NIT, CFL,CFO 0,5 | 3,5 1,5 | P. aeruginosa

CetE5 4 ES VAN,CLO,SUT,NIT,CFL,CFO 0,5 | 3,5 | 1,5 | Pseudomonas spp.

CetE4 4 ES VAN,CLO,SUT,NIT,NOR,CFL,CFO,CRO,CIP 15 1352 |NI

CetE3 4 ES VAN,EST,CLO,SUT,NIT,CFL,CFO 25 [ 35|2 P. aeruginosa

TsaE4 4 ES VAN,EST,CLO,SUT,NIT,CFL,CFO 1 3515 NI

TsaE3 4 ES VAN,EST,CLO,SUT,GEN,NIT,TET 1 1 1,5 | NI

EmbE2 4 ES VAN,EST,CLO,NIT,CFL,CIP 1,5 | 3,5 |2 | Escherichia coli

EmbE5 4 ES VAN,EST,NOR,SUT,CFL,CIP 1 3,5 |2 | Escherichia coli

EmbE15 | 4 ES VAN,EST,SUT,NIT,NOR,CFL,CFO 1 3,5 | 3 | Escherichia coli

EmbE17 | 4 ES VAN,EST,NIT,TET,CIP 0,5 | 3,5 |2 | Escherichia coli

EmbE18 | 4 ES VAN,EST,TET,NOR,CFL,CIP 0,5 | 3,5 |2 | Escherichia coli

Na primeira coleta, tivemos apenas um

isolado multiressistente,

coletado no ponto de Novo Hamburgo, um exemplar da espécie Escherichia

coli. Segundo (Mota, 2005) Escherichia coli € um micro-organismo versatil no

que se refere a aceitar e transmitir genes de resisténcia, mesmo de micro-

organismos filogeneticamente distantes, o que l|he confere uma enorme

importancia ecoldgica na dispersao destes genes.

Na segunda coleta, dos cinco isolados com fendtipo multirresistente a

cinco ou mais classes de antimicrobianos, foi possivel a identificacdo de

apenas um, conforme a tabela 5. E importante ressaltar que esse isolado é

sensivel a vancomicina. Os cocos Gram positivos sdo a principal causa de




infeccbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), sendo o género
Enterococcus um dos principais responsaveis. Ao avaliar micro-organismos
desse género no Arroio Diluvio, em Porto Alegre/RS, Nachtigall (2011)
observou que 66,09% dos isolados foram resistentes a duas ou mais classes
de antimicrobianos.

Na terceira coleta, dos sete micro-organismos que se mostraram
resistentes a mais de cinco classes, foi possivel a identificacido de quatro, como
observado na tabela 5. P. aeruginosa € um dos paradigmas de patégeno com
resisténcia intrinseca a multiplos antimicrobianos. Essa resisténcia € causada
pela produgdo da enzima induzivel AmpC, baixa permeabilidade da sua
membrana externa e varios sistemas de expulsao ativa (Martinez-Martinez,
2010). Outro género coletado e identificado foi o Staphylococcus. Segundo
Guimaraes (2012), as bactérias do género Staphylococcus sp. sao conhecidas
por possuirem genes de resisténcia a betalactdmicos, macrolideos,
estreptomicina e tetraciclina.

Como ¢ possivel observr na tabela 5, na quarta coleta obtivemos o maior
numero de multirresistentes. Segundo Bertona (2005) os géneros Citrobacter,
Enterobacter, Serratia sao reconhecidamente produtores de [-lactamases
AmpC. Estas enzimas sao codificadas pelo gene amp C, e sua producao pode
ser induzida quando estes isolados clinicos sdo expostos a agentes [-
lactdmicos. A hiperproducdo desta enzima pode acarretar hidrélise de
cefalosporinas, como ceftazidima e ceftriaxona, ocasionando faléncia
terapéutica durante tratamento com estes agentes. As cefalosporinas de quarta
geragdo e os carbapenémicos sdo mais estaveis a hidrélise pela AmpC

(http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede rm/cursos/rm controle/op




as_web/modulo3/gramn_lacta5.htm). O género Salmonella é um importante

patdgeno, pois, segundo a ANVISA, sua presenca esta relacionada a surtos

alimentares (http://www.anvisa.gov.br/divulga/noticias/2004/170904_1.htm). O

surgimento de cepas resistentes de Salmonella sp. € comum e este fato é
agravado com a ampla utilizacdo de antibidtico em ragdes animais,
principalmente como promotores de crescimento na avicultura Cortez, et al.,
(2006). Da agua bruta coletada no municipio de Esteio, foi possivel identificar
trés isolados da espécie P. aeruginosa e um exemplar do género
Pseudomonas sp.. O micro-organismo que foi resistente ao maior numero de
classes de antimicrobianos (sete) foi P. aeruginosa coletada em Esteio. A
resisténcia intrinseca do género Pseudomonas nao aparece para cefalosporina
de terceira e quarta geracdes, aminoglicosideos, algumas fluorquinolonas e
carbapenémicos, entretanto este micro-organismo apresenta capacidade de
desenvolver resisténcia a qualquer desses agentes microbianos (Feitosa, 2012;
Cacci, 2007). E. coli foi a espécie mais frequente, com seis exemplares
identificados. Vale ressaltar que essa espécie foi identificada em trés das
quatro coletas. Esse dado revela-se bastante importante porque E. coli é
considerada um veiculo prevalente para a disseminacdo de genes de
resisténcia no ambiente aquatico devido a sua abundéncia em tais

ecossistemas (Cardonha et al.,2004).

4.6 Concentracgao inibitéria minima (CIM) de metais pesados.
Dentre as analises fisico-quimicas realizadas na primeira coleta e na
quarta coleta, foi avaliada a presenga de metais pesados nas aguas dos

municipios de Trés Coroas, Novo Hamburgo e Esteio definindo suas



concentragdes. Foram selecionados trés metais — cromo, niquel e chumbo —
para as analises. Nos testes preliminares de CIM, observamos que o chumbo
decantava (provavelmente pela sua grande massa atdmica) tornando-se
indisponivel para metabolizagdo pelos micro-organismos, por isso foi
substituido nos testes pelo cobre. As concentracbes de metais estdo na tabela
4.

Os resultados indicam que todos os valores encontrados nas amostras
de agua estdo de acordo com os padrées determinados pela legislagdo
nacional para qualidade das aguas, através da resolugdo 357/2005 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). Todos os metais testados
estdo enquadrados na Classe Il.

Cromo (Cr) é um metal de transicdo considerado como importante fonte
de poluicdo ambiental. E despejado no meio ambiente através da eliminagéo
de residuos de industrias como curtumes, acabamento metalurgico e metal,
téxteis e ceramica, pigmentos e conservantes de madeira, fabricagdo de
sensibilizador fotografico entre outros (Basu, 1997).

Ao observamos a figura 5, na primeira coleta constatamos que em torno
de 25% dos isolados mostraram-se resistentes apenas a concentragdo de
176,76 mg/L de cromo, menor concentragcao testada. Aproximadamente 65%
dos isolados foram sensiveis as concentragbes intermediarias entre 353,53
mg/L, 530,28 mg/L e 707,04 mg/L. Somente 5% dos isolados apresentou
resisténcia igual ou maior a concentragdo 1237,32 mg/L de cromo. Matyar, et
al. (2010), ao avaliar isolados do Mar Mediterréneo, observou que 38.3% das
Aeromonas e 31.9% das Pseudomonas testadas no estudo foram resistentes a

concentragoes >3,200 mg/L de cromo.



Na segunda coleta mais de 35% dos das bactérias foram resistentes a
176,76 mg/L de cromo. Mais de 25% dos isolados apresentou sensibilidade a
353,53 mg/L e cerca de 21% dos micro-organismos foi capaz de crescer em
concentracdes de 530,28 mg/L do metal, 10% foi resistente a 707,04 mg/L de
cromo, enquanto 5% apresentou crescimento mas concentragdes superiores
entre 883,80 mg/L e 1237,32 mg/L de cromo. Shakoori & Muneer, (2002)
testaram seis bactérias isoladas de aguas residuais de efluentes industriais no
Paquistdo. Todas apresentaram resisténcia a concentragcdes de cromo
hexavalente que variaram de 280 até 400 mg/L.

Na terceira coleta mais de 35% dos isolados mostraram-se resistentes
somente a menor concentragao (176,76 mg/L de cromo), 25% a 353,53 mg/L
de cromo e quase 15% a concentragéo de 530,28 mg/L. Em torno de 10% dos
isolados176,76 mg/L de cromo apresentou sensibilidade a 707,04 mg/L do
metal. Cerca de 5% dos micro-organismos apresentaram sensibilidade as
concentracdes de 883,80 mg/L e 1237,32 mg/L de cromo. Sundar et al., (2011)
testou 46 micro-organismos isolados na Bacia do Rio Palar/india. Relatou que
40 desses mostraram-se resistentes a concentragdes entre 100 até 500mg/L
de cromo trivalente; 5 isolados apresentaram resisténcia a concentragdes entre
500 e 1500 mg/L de cromo trivalente e um isolado apresentou resisténcia
superior a 1500mg/L de cromo trivalente.

Na quarta coleta, assim como na segunda e terceira, mais de 35% dos
isolados apresentaram resisténcia a menor concentragao do metal 176,76 mg/L
de cromo. A concentragao de 353,53 mg/L foi biocida para 15% dos isolados e
de 530,28 mg/L de cromo foi biocida para mais de 25% dos isolados. Desses

90% dos isolados mostraram sensiveis a concentracdo de 707,07 mg/L,



enquanto que cerca de 8% apresentou resisténcia a 883,80 mg/L. Apenas 1
isolado foi capaz de crescer em 1060,56 mg/L de cromo. Miranda & Castilho,
(1998) ao testarem Aeromonas de diferentes sitios de agua doce do Chile,
observaram alta proporcao de isolados resistentes a cadmio, porém suscetiveis
a concentracdes de cromo hexavalente entre 5 e 700 mg/L.

Figura 6. Perfil de resisténcia dos isolados ao metal cromo.
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O cobre desempenha uma infinidade de fungdes em sistemas bioldgicos,
sendo um elemento essencial para a existéncia de todas as formas de vida
conhecidas. Nos seres humanos, por exemplo, o cobre &€ o terceiro na
abundancia entre os metais pesados essenciais, depois de ferro e de zinco.
Todos os organismos vivos necessitam de cobre um co-fator catalisador para
0s processos bioldgicos basicos, tais como a respiragao, por exemplo (Colin,
2012). Os muitos usos do cobre na industria tem difundido sua presenga no

ambiente, sendo encntrado em solos, lodo, nascentes e aguas residuais. O



metal ndo pode ser destruido e tende a se acumular no solo, plantas e animais,
aumentando suas concentragcdes nos niveis mais altos das cadeias alimentares
(Georgopoulus et al., 2002).

Ao analisar a figura 6, é possivel observar que na primeira e segunda
coleta menos de 10% dos isolados foi resistente apenas a concentracido de
127,31 mg/L e 254,62 mg/L de cobre. No entanto, a concentracao intermediaria
de 381,93 mg/L foi biocida para mais de 35% dos isolados. A concentragédo de
504,29 mg/L também foi importante, sendo biocida para mais de 20% dos
isolados testados. As concentragcbes de 636,55 mg/L e 763,86mg/L foram
menos expressivas, cada uma sendo biocida para aproximadamente 5% dos
isolados. Surpreendentemente, 15% dos isolados foi resistente a ultima faixa
de concentragao (891,17mg/L). Miranda & Castilho (1998) observaram padrao
intermediario de resisténcia das Aeromonas isoladas de diferentes sitios de
agua doce do Chile. As concentragdes de cobre testadas variaram entre 100 e
1000 mgl/L.

A segunda coleta teve em torno de 5% dos isolados resistentes as
concentragdes inferiores entre 127,31 mg/L e 254,62mg/L. A concentragéo
biocida para a maioria dos isolados foi a de 381,93 mg/L, abrangendo mais de
40% dos micro-organismos testados e mais de 30% dos isolados foram
sensiveis a 509,24 mg/L de cobre. A concentracdo de 636,55 mg/L foi
responsavel pela morte de 15% dos isolados. Nenhum micro-organismo foi
sensivel a 763,86 mg/L de cobre e, em torno de 2%, foi sensivel a maior
concentragao (891,17mg/L). Segundo Karbasizaed et al, (2003) 60% das

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae isoladas de infecgcbes nosocomiais



em um hospital na localidade de Isfahan/Iran, foram resistentes a concentracao
de 1750 mg/L de cobre.

Na terceira coleta também poucos isolados foram resistentes as
menores concentragdes, com menos de 5% dos micro-organismos testados. A
concentragao de 381,93 mg/L foi biocida para aproximadamente 30% dos
isolados, enquanto a exposigdo a concentragao de 509,24 mg/L de cobre foi
responsavel pela morte de praticamente 50% dos isolados. A Ultima
concentracao testada foi biocida para 10% dos isolados. Seis linhagens
bacterianas resistentes ao cobre foram isoladas de efluentes de curtumes em
Kasur and Rohi Nala/Paquistdo. Dois isolados toleraram concentragcbes de
cobre de até 380 mg/L, quatro delas foram resistentes a concentragdes
superiores a 400 mg/L (Shakoori & Muneer, 2002).

Na quarta coleta, apenas 1% dos isolados foi resistente a
concentracao mais baixa. Porém, na concentragcéo 254,62 mg/L e, 381,93 mg/L
observamos 12% e 25% dos isolados sensiveis, respectivamente. A exposicao
a 509,24mg/L de cobre foi biocida para mais de 40% dos isolados, 9% das
foram sensiveis a 636,55 mg/L do metal, enquanto que 7% teve crescimento
em 763,86 mg/L de cobre. Apenas 4% dos isolados foram resistentes a
concentracao de 891,17mg/L de cobre, ou seja, a maior concentracao testada.
Matyar et al. (2010) observaram que 54,3% dos isolados de P. aeruginosa
isoladas de biofilmes foram resistentes a CIM entre 800 a 3200 mg/L de

cobre.

Figura 7. Perfil de resisténcia dos isolados ao metal cobre
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Concentragbes de cobre

As concentracdes de niquel variam muito em diferentes nichos
ambientais. O metal niquel € um poluente industrial comum, encontrado em
aguas residuais em torno de parques industriais. Este metal é tipicamente
encontrado na agua nas formas Ni (0) ou Ni (ll) devido a sua estabilidade na
agua. Toxicidade do metal niquel para os seres humanos tem recebido
atencdo, pois esta sendo associado ao aparecimento de cancer (Macomber,
2011).

E possivel observar na figura 7 que na primeira coleta os micro-
organismos foram menos resistentes as concentragdes mais baixas de niquel,
onde cerca de 5% dos isolados foram resistentes a 114,61 mg/L e 229,22 mg/L
de niquel. Ja para as concentragbes de 458,44 mg/L e 573,05 mg/L
encontramos mais de 20% dos isolados resistentes. A concentragao de 687,66
mg/L de niquel foi biocida para 10% dos isolados e a concentragédo de 802,27
mg/L foi capaz de impedir o crescimento de cerca de 22% dos isolados. Alam

et al. (2010), tiveram resultados bastante semelhantes ao testarem bactérias



isoladas de efluentes de curtume em Kanpur/india observaram resisténcia de
15.2% dos isolados a concentracdo de 100mg/L, 52.5% a concentragdo de
200mg/L, 18.2% a concentragao de 400mg/L, 1.6% a concentragdao de 800
mg/L e 1.0% resistentes a concentragso de 1600 mg/L de Ni *?.

A segunda coleta teve percentuais semelhantes a primeira para o
metal niquel. Temos 5% dos isolados resistentes as duas concentragdes mais
baixas e na concentragéo superior (802,27 mg/L) houve crescimento de 24%
dos isolados. Castro-Silva et al.,, (2003), ao estudarem micro-organismos
isolados de ambientes de mineracdo de carvao, observaram que 5,20% era
resistente a concentragdes superiores a 452,25 mg/L de niquel.

Na terceira coleta observamos cerca de 5% dos isolados foram
resistentes a concentracdo de 229,22 mg/L e menos de 5% resistentes a
concentracao de 343,83 mg/L. Cerca de 15% foram resistentes a 458,44 mg/L
de niquel e mais de 15 % de resistentes a 573,05 mg/L de niquel. Para maioria
dos isolados (54%), a concentragdo de 802,27 mg/L nao foi suficiente para
impedir o crescimento das bactérias testadas. Cabral (2012) ao estudar
isolados de amostras de solo e lodo de esgoto de ambientes contaminados
com mercurio, descreveu um exemplar de Pseudomonas putida resistente a
concentragoes de 1000 uM de NiCly,

A ultima coleta teve resultados semelhantes a terceira para o metal
niquel. Observamos a concentracédo de 687,66mg/L foi biocida para menos de
5% dos micro-organismos testados e como na terceira coleta, cerca de 54% da
bactérias nao apresentaram fendtipo de sensibilidade para a maior
concentragao (802,27 mg/L) de niquel testadas. Abou-Shanab et al.(2007)

observaram que 100% das bactérias isoladas de solos serpentina



(caracterizados pelas altas concentragdes de niquel) foram resistentes a
40mM de niquel.

Figura 8. Perfil de resisténcia dos isolados ao metal niquel.
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Embora as concentragdes de metais na agua enquadrarem-se nos
limites da legislagéo vigente, observamos organismos resistentes aos metais
pesados testados. Logo, é preciso manter-se atento aos indices de polui¢céo e
aumentar a abrangéncia do tratamento do esgoto doméstico e industrial que

desagua no Rio dos Sinos.
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5. Conclusoes

As bactérias isoladas do Rio do Sinos apresentaram um elevado perfil
de resisténcia, com 77,32% dos isolados resistentes a pelo menos um
antimicrobiano e 49,03% foram resistentes a dois ou mais antimicrobiano,
sendo possivel relacionar essa resisténcia ao uso corriqueiro desses
antimicrobianos na pratica clinica.

Os valores de DBO e DQO inferem que o trecho superior (Trés Coroas)
tem agua de qualidade superior ao trecho inferior (Novo Hamburgo e Esteio).

Foram identificados micro-organismos dos géneros Escherichia,
Pseudomonas, Enterococcus, Enterobacter, Citrobacter, Serratia,
Staphylococcus e Salmonella; os géneros que apresentaram maior perfil de
resisténcia aos antimicrobianos foram Escherichia e Pseudomonas.

Dos micro-organismos isolados nesse estudo, 44,39% apresentaram
resisténcia a MIC acima de 802,27 mg/L de niquel; 40,97% foram resistentes a
MIC acima de 509,24 mg/L do metal cobre e 12,92% dos micro-organismos

foram resistentes MIC acima de 707,04 mg/L de cromo.



6. Perspectivas

Identificar os micro-organismos resistentes a metais pesados.
Sequenciar os micro-organismos multirresistentes a antimicrobianos.
Concluir as identificagdes bioquimicas e confirmar com identificacdes

moleculares.
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8. ANEXOS

8.1 Meios de cultura para isolamento e crescimento de bactérias

8.1.1 Agar Cetrimide

Digestao Pancreatica de Gelatina
Cloreto de Magnésio

Sulfato de Potassio

Cetrimide

Agar

Agua

8.1.2 Agar Eosina Azul de Metileno
Digestao Péptica de Tecido Animal
Fosfato Dipotassico

Azul de Metileno

Sacarose

Eosina-Y

Lactose

Agar

8.1.3 Agar Miiller Hinton
Infusdo de Carne

Caseina Acida Hidrolisada
Amido

Agar

Agua

8.1.4 Agar Padrao Contagem de Heterotroficos
Digestao Enzimatica de Caseina

Extrato de Levedura

Dextrose

Agar

Agua

8.1.5 Agar Triptona de Soja (TSA)
Digestao Pancreatica de Caseina
Digestao Papaica de Farinha de Soja
Cloreto de Sodio

Agar

gL’
20
1,4
10
0,3
15
1000,0mL

gL’
10
2
0,065
5
0,4
5
13,5

g.L”
300
17,5
1,5
17
1000,0mL



Agua
8.1.6 Agar (R-2 A)

Extrato de Levedura:

Protease Peptona:

Caseina Hidrolisada:

Amido:

Glicose:

Fosfato Hidrogénio Dipotassico:
Sulfato de magnésio anidro:
Piruvato de sddio:

Agar:

Agua

8.1.6 Caldo Lactose
Extrato de Carne
Peptona Bacteriologica
Lactose

Agua

8.1.7 Caldo Triptona de Soja (TSB)
Digestao Pancreatica de Caseina
Digestao Pancreatica de Farinha de Soja
Cloreto de Sadio

Fosfato Dipotassio

Dextrose

Agua

8.1.8 Caldo Verde Brilhante Bile 2%
Peptona de Gelatina

Bile bovina

Lactose

Verde Brilhante

Agua

1000,0mL
gL’

0.50
0.50
0.50
0.50
0.50
0.30
0.024
0.30
15.00
1000,0mL

gL’
3
5
5
1000,0mL

2,5
2,5
1000,0mL

gL’
10
20
10
0,0133
1000,0mL



