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RESUMO

A contaminacdo das aguas naturais representa um dos principais riscos a
saude publica, sendo conhecida a estreita relacdo entre a qualidade da agua e
inUmeras enfermidades. Enterococcus sao habitantes da microbiota intestinal
humana, podendo ser encontrados em praticamente todos 0s animais e
ambientes. A importancia crescente dos enterococos como patdgenos
oportunistas e a emergéncia e disseminacdo de cepas multiresistentes
contribuiu para um maior interesse na epidemiologia desses micro-organismos.
Os objetivos desse trabalho sdo caracterizar fenotipicamente e determinar o
perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de Enterococcus isolados das
aguas do arroio Dilavio, em Porto Alegre. Foram coletadas amostras de agua
em cinco diferentes pontos do arroio, em quatro periodos do ano. Dos 348
isolados, 62,07% foram identificados como E. faecium, 13,50% como E.
faecalis, 12,07% como E. casseliflavus e 12,36% como Enterococcus sp.
Noventa e quatro por cento dos isolados demontraram resisténcia a pelo
menos uma classe de antimicrobianos e 44,25% a duas classes. E. faecium foi
a espécie com maior frequéncia de cepas resistentes (74,07%) a pelo menos
duas classes de antimicrobianos, seguida de E. casseliflavus (66,67%) e E.
faecalis (36,17%). No ponto 1, que corresponde a nascente do arroio, foi
observado a menor incidéncia de cepas de Enterococcus e de cepas
resistentes, quando comparados com o0s demais pontos de coleta. Os
resultados demonstram a presenca de cepas de Enterococcus resistentes
isoladas em todos os pontos do arroio Dilavio. Estes resultados mostram a
necessidade de medidas sanitarias urgentes que busquem a melhoria da
qualidade de suas aguas a fim de evitar a contaminacdo e a disseminacéo de
micro-organismos resistentes a antimicrobianos.

'Dissertacdo de Mestrado pelo Programa de Pés Graduacdo em Microbiologia Agricola e do
Ambiente — Microbiologia Molecular de Procariotos, Instituto de Ciéncias Basicas da Saulde,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (91 p.) Junho, 2011.
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ABSTRACT

The contamination of natural resources of water is a major risk to public health,
due to the tight relation between water quality and countless diseases.
Enterococcus is ainhabit of human intestinal microbiota, and can be isolated
from animals and environments. The increasing importance of enterococci as
opportunistic pathogens, as well as the emergence and dissemination of multi-
resistant strains, contribute for a greater interest in epidemiology study of these
microorganisms. The aim of this study was to characterize phenotypic and to
determine the antimicrobial susceptibility of Enterococcus isolated from Dilavio
stream, in Porto Alegre. Water samples were collected in five different locations
of the stream, throughout four periods of the year. Among the 348 isolates
obtained 62.07% were identified as E. faecium, 13.50% as E. faecalis, 12.07%
as E. casseliflavus, and 12.36% as Enterococcus sp. Ninty-four percent of the
isolates were resistant to at least one antimicrobial class, and 44.25% to two
classes. E. faecium was the most frequently species resistant to at least two
antimicrobial classes (74,07%), followed by E. casseliflavus (66.67%) and E.
faecalis (36.17%). In all locations was isolated Enterococcus resistant the
results indicate the urgent sanity initiative, in order to improve the water quality
of Dilavio’'s to avoid the contamination and of antimicrobial-resistant
microorganisms.

'Masters Dissertation in Agriculture and Environmental Microbiology - Prokaryotes Molecular
Microbiology, Institute of Basic Sciences and Health, Federal University of Rio Grande do Sul,
Porto Alegre-RS, Brasil. (91 p.) Junho, 2011.
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1. INTRODUCAO

A agua é um bem natural e o principal elemento para 0s seres Vvivos,
podendo ser também um potencial meio de transmissédo de inUmeras doencas,
como as causadas por virus e bactérias, por exemplo.

A contaminacdo das aguas naturais representa um dos principais
riscos a saude publica, sendo amplamente conhecida a estreita relagéo entre a
qualidade da agua e as inumeras enfermidades que acometem as populagdes,
especialmente aquelas nao atendidas por servigcos de saneamento.

A mé qualidade da agua consumida e o contato direto ou indireto com
dgua contaminada tém sido responsaveis pela maior parte das doencas
endémicas nos paises em desenvolvimento.

Os cocos Gram-positivos sé&o a principal causa de infeccbes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), sendo o género Enterococcus um
dos principais responsaveis. Enterococos fazem parte da microbiota do trato
intestinal, cavidade oral e do trato geniturinario de humanos e de outros
animais. Embora sejam considerados micro-organismos comensais, em seres
humanos, eles podem atuar como patégenos oportunistas causando uma série
de infecgbes, tanto em ambientes hospitalares quanto na comunidade. A

presenca de Enterococcus sp. no solo, nos alimentos e nas aguas superficiais



pode ser atribuida a contaminacao por fezes humanas e de outros animais, ou
por esgoto nao tratado. Por essa razdao, os Enterococcus sp. sédo utilizados
como indicadores de contaminacdo fecal em agua e alimentos. Uma das
caracteristicas marcantes deste género é a resisténcia a varias classes de
agentes antimicrobianos. Isolados resistentes ja foram obtidos de amostras de
alimentos, ambiente, clinicas e de animais.

O Arroio Dilavio, localizado na cidade de Porto Alegre, € um dos muitos
mananciais contaminados por residuos domesticos, industriais e de servicos de
atendimento a saude. O Arroio Diluvio recebe anualmente cerca de 50 mil
metros cubicos de lixo e terra, além do esgoto cloacal de varios bairros da
cidade. Sendo o esgoto um potencial agente de contaminacdo fecal, é
provavel que se encontre nele grande quantidade de micro-organismos
potencialmente patogénicos.

Assim, este trabalho se justifica pela importancia socio-ambiental do
Arroio Dilavio, sendo necessaria a identificacdo dos micro-organismos
indicadores de contaminacdo fecal e resistentes encontrados nele, e das
relacbes estabelecidas por eles, condicbes essenciais ao monitoramento da

qualidade de suas aguas.

1.1. OBJETIVO GERAL
Isolar, caracterizar, identificar e tracar o perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos de Enterococcus sp. presentes nas amostras de agua

coletadas no Arroio Dilavio.



1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Isolar, caracterizar e identificar bioquimicamente Enterococcus sp.
presentes em amostras de agua coletadas em diferentes pontos do Arroio
Dilivio, em quatro periodos do ano.
b) Determinar os padrdes de resisténcia a antimicrobianos nas
diferentes espécies isoladas.
c) Estabelecer relacdo entre a ocorréncia de determinadas espécies

com o local de coleta e a sazonalidade.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aguas superficiais

Segundo World Meteorological Organization (WMO, 1997), trés quartos
da superficie da Terra é coberta por agua, porém 97% de toda essa agua esta
contida nos mares e oceanos restando apenas 3% de agua doce. Desses,
2,7% estdo congelados nas calotas polares, restando menos de 1% de toda a
agua do planeta, que séo as aguas superficiais de facil captacéo (lagos e rios
ou como umidade presente no solo, na atmosfera e como componente dos
mais diversos organismos). E desse 1% que mais de seis bilhdes de seres
humanos devem obter a agua que precisam para sobreviver. No entanto, parte
dessa agua ja esta poluida por esgotos e residuos industriais, tornando-se

impropria para 0 consumo

2.1.1. O Arroio Dilavio

O Arroio Dilavio, situado na cidade de Porto Alegre, nasce no limite dos
municipios de Porto Alegre e Viamao, na represa Lomba do Sabao e recebe
agua de afluentes como os Arroios dos Marianos, Beco do Salso, Séao Vicente,

Mato Grosso, Moinho, Cascata e Aguas Mortas, para finalmente desaguar,



entre os parques, Marinha do Brasil e Mauricio Sirotski Sobrinho (Faria &
Morandi, 2002).

A microbacia do Arroio Dilivio tem cerca de 80 quildmetros quadrados
com uma extenséo canalizada de aproximadamente 12 quildbmetros em areas
urbanas, com grande transito de pessoas e veiculos (Figura 1).

O Arroio Diluvio recebe anualmente cerca de 50 mil metros cubicos de
lixo e terra, além do esgoto domeéstico, esgoto laboratorial e hospitalar de
varios bairros da cidade (Faria & Morandi, 2002). Um terco da populacdo de
Porto Alegre é contribuinte a sub-bacia do arroio Dilavio (Menegat, R. et al.,

1998).

Figura 1. Imagem do Arroio Dilivio na cidade de Porto Alegre, RS
http://www.skyscrapercity.com/showthread.php?t=349064&page=2. Foto de Henrique Amaral.

Apesar do expressivo percentual de redes coletoras de esgotamento
sanitario implantadas na bacia do Arroio Dillvio, isto ndo tem garantido a
melhoria da qualidade de suas aguas. Especialmente em trechos de
urbanizacdo mais recente onde a coleta e a canalizacdo dos esgotos néao

acompanharam a expansdo populacional, a carga afluente ao arroio é



significativa. Além disso, muitas economias desta sub-bacia, por problemas
técnicos e/ou culturais, ndo efetuaram as ligacbes do esgoto a rede cloacal,
mantendo seus efluentes ligados a rede pluvial, que os conduz, junto com as
aguas da chuva, diretamente para o arroio (Morandi & Faria, 2002). Esse
panorama pouco se alterou de 2002 até 2011, devendo passar por significativa

melhora com a implantacédo do PISA, até dezembro de 2012.

2.1.2. Tratamento de esgoto

A qualidade de vida das populacdes depende do acesso aos bens
necessarios a sua sobrevivéncia, sendo o0 saneamento basico um dos
principais meios para se atingir esse fim. A agua potavel, assim como a coleta
de lixo e a captacao e tratamento de esgoto, tem fundamental importancia para
a diminuicdo dos indices de mortalidade e morbidade nessas populacdes, pois
evitam a disseminacdo de doencas. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), o impacto das doencas diarréicas nas criangas € superior ao impacto
combinado do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), tuberculose e malaria.
As estimativas mais recentes indicam que a melhoria do saneamento e do
abastecimento de agua potavel poderia reduzir em 2,2 milhdes o niamero de
criancas que morrem todos os anos (Glaas, 2010).

No Brasil, as péssimas condi¢des sanitarias verificadas em muitas das
bacias hidrograficas densamente e desordenadamente ocupadas, resultam na
degradacéo generalizada dos elementos naturais e, obviamente, dos recursos
hidricos. E realidade comum o langamento de esgotos sanitarios no tratados,

a disposicao inadequada de residuos soélidos nas mediacdes de cursos d’agua



ou em locais sem infra-estrutura adequada, loteamentos clandestinos e outras.
A baixa cobertura dos servicos de esgotamento sanitario, na grande maioria
dos estados brasileiros, é ainda, uma realidade (Libanio et al., 2005).

Segundo a Pesquisa Nacional de Saneamento Basico — PNSB 2008, o
contingente populacional sem a cobertura de rede de esgoto sanitario,
considerando-se apenas 0S municipios sem rede coletora, era de
aproximadamente 34,8 milhdes de pessoas, ou seja, em 2008, cerca de 18%
da populacédo brasileira estava exposta ao risco de contrair doencas em
decorréncia da inexisténcia de rede coletora de esgoto.

Em Porto Alegre, segundo pesquisa de campo desenvolvida pelo
Instituto Trata Brasil, entre os meses de julho e agosto de 2008, 62,7% das
doencas em comunidades carentes eram de veiculacdo hidrica, relacionadas
diretamente a falta de coleta e de tratamento de esgoto. Conforme a pesquisa,
diarréias representavam 25,3% do total das doencas registradas, seguidas de
leptospirose (21%) e verminoses (16,4%), sendo as criancas com idades entre
0 e 7 anos as mais atingidas. Dos servicos de saneamento, a coleta de lixo € o
anico servico efetivamente oferecido pelo poder publico.

Em termos gerais, Porto Alegre trata 27% de seu esgoto, devendo
passar, com o Programa Integrado Socioambiental (PISA), para 77% até

dezembro de 2012, essa € a meta da Prefeitura Municipal de Porto Alegre.

2.1.3. Efluente hospitalar
Grande parte da contaminacdo dos mananciais que abastecem as

populacdes € proveniente de efluentes hospitalares néo tratados. Machado-



Homem (1986) sugere que os efluentes hospitalares seriam possiveis
disseminadores de micro-organismos patogénicos, além de veicularem grandes
concentracfes de antibidticos e outros medicamentos, via excreta de
pacientes.

O efluente hospitalar atua como fonte de contaminacdo, uma vez que
nele sdo concentrados os dejetos dos individuos doentes que expressam
morbidade variavel (Fayer et al., 2004).

Os riscos a saude publica concernentes a eliminacdo de esgoto
hospitalar sem tratamento no ambiente abrangem desde o simples langamento
de bactérias e virus patogénicos até a disseminacao de fatores de resisténcia a
antimicrobianos selecionados nos ambientes hospitalares, além de produtos
quimicos e medicamentos em geral. Embora, no Brasil o tema sobre os
residuos solidos tenha entrado no cenario legal e normativo por meio da
Resolucdo n° 05/93 do Conama - que estabelece critérios para o
gerenciamento de residuos soélidos oriundos de servicos de saude, portos,
aeroportos, terminais rodoviarios e ferroviarios — ainda ndo ha um claro esforco
no intuito de gerar normativas para a questdo do esgoto hospitalar. Faltam
politicas, definicdes, fiscalizacbes e principalmente acbes que sinalizem a
preocupacdo governamental que o tema exige, por sua complexidade,
dimenséo e impacto direto na vida das populac¢des (Vecchia et al., 2009).

Em virtude da inexisténcia de dados sobre o tema e da falta de
saneamento de fato, é necessaria uma discussao mais ampla que possibilite a
implantacdo de normas e de um conjunto de praticas que se apliguem

especificamente ao caso do esgoto hospitalar no Brasil, tema até hoje mantido



a margem das politicas publicas e de regulamentacao especifica (Vecchia et

al., 2009).

2.1.4. Doencas de veiculacao hidrica

As doencas de veiculacao hidrica aumentam a medida que crescem as
areas urbanas. De acordo com o Banco Mundial 50% da populacdo mundial
em 2010, vivem em cidades. A tendéncia do crescimento das areas urbanas
deve continuar até 2050, restando apenas 30% da populacdo morando em
areas rurais.

Conforme Motta & Silva (2002), a diarréia aguda prevalece como uma
das mais importantes causas de morte na infancia, principalmente em lactentes
e criancas em idade pré-escolar de muitos paises em desenvolvimento. Além
disso, em grande parte dos casos a diarréia tem como agentes etiolégicos os
virus, as bactérias e alguns parasitas intestinais como 0s protozoarios,
geralmente transmitidos pelo contato direto fecal-oral ou por contaminacdo de
alimentos e agua em ambientes sem condi¢cdes sanitarias adequadas.

Em areas densamente povoadas ocorre uma grande geracdo de
residuos que sdo dispostos no meio, causando a contaminacao do solo e das
aguas superficiais e subterraneas.

Nas “doencas de veiculacdo hidrica”, o agente patogénico esta
presente na agua, isto €, a agua € a principal forma de exposicdo ao agente.
Para as “doencas baseadas na agua”, o agente patogénico desenvolve parte
do seu ciclo vital na agua através de reservatérios aquaticos e a agua pode ser

uma forma de contato do agente com as pessoas. Assim, sdo consideradas
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“doencas de veiculagdo hidrica” a colera (Vibrio cholerae), febre tiféide
(Salmonella typhi), salmonelose (Salmonella spp.), amebiase (Entamoeba
histolytica), giardiase (Giardia intestinalis), hepatite A (virus da hepatite A) e
leptospirose  (Leptospira  sp.). Enquanto que as helmintoses e a
esquistossomose sdo consideradas “doencas baseadas na agua” (Instituto
Trata Brasil).

Diversos estudos tém procurado avaliar o impacto das acdes de
saneamento sobre a saude. Os principais indicadores epidemiologicos
utilizados nesses estudos tém sido: 1) a incidéncia de diarréias, 2) a
prevaléncia de helmintoses, giardiase e amebiase e 3) a mortalidade infantil
(Heller, 1997). A maior parte desses estudos foi realizada em regides da Asia e
Africa, com precérias condi¢cbes de saneamento. Poucos estudos foram feitos
no Brasil e com populacdes urbanas. Uma analise preliminar dos registros
destas doencas no Brasil aponta baixos indices endémicos de febre tifoide,
com surtos localizados, nem sempre ligados a contaminagdo da agua. A
leptospirose possui baixos niveis endémicos, sendo verificados surtos desta
doenca durante enchentes, ligados ao contato com agua contaminada pela
bactéria presente na urina de ratos. A hepatite infecciosa tem registrado altas
taxas de morbidade, entretanto, os registros da doenca integram o virus de
hepatite A, de transmissao fecal-oral, e outros virus de hepatite, que podem ser
transmitidos pelo sangue (Benenson, 1997). As gastroenterites possuem taxas
de mortalidade e morbidade elevadas, mesmo que admitido um alto grau de
subnotificacdo. Seu registro é proporcionalmente mais alto para grupos etarios

mais jovens, indicando uma melhor qualidade de dados para criancas (0 a 1
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ano e 1 a 5 anos). Em relacdo as demais doencas de veiculacdo hidrica, as
gastroenterites podem estar relacionadas a diversos agentes infecciosos de
caracteristicas biolégicas e epidemiolégicas diferentes e que expressam

condi¢cBes da contaminacdo da agua (Torres et al., 1989).

2.1.5. Agua contaminada por esgoto

Indicadores microbiolégicos séao utilizados mundialmente para verificar
a contaminacao de corpos d’agua por residuos humanos. Os micro-organismos
geralmente utilizados incluem coliformes totais, coliformes termotolerantes,
Escherichia coli e enterococos (Shibata et al., 2004). Tipicamente séo utilizadas
bactérias que sdo encontradas em elevadas concentracfes em fezes humanas
(E. coli, em média, 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/g de fezes;
enterococos, 10° UFC/g a 10® UFC/g de fezes). No entanto, nenhuma delas
apresenta todos os critérios de um indicador fecal ideal.

Segundo a Fundacéo Nacional de Saude — FUNASA (2006), para uma
bactéria ser considerada ideal indicadora de contamincdo fecal, ela deve
apresentar um conjunto de caracteristicas, quais sejam:

» [Estar presente nas fezes de animais homeotérmicos, inclusive seres
humanos;

* Sua presenca na agua deve possuir uma relagdo direta com o grau de
contaminacao fecal,

 Ser facilmente detectavel e quantificavel por técnicas simples e

economicamente viaveis, em qualquer tipo de agua;
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e Sua persisténcia na agua deve ser igual ou superior a dos micro-
organismos patogénicos mais persistentes;

» Ser mais resistente a acao dos agentes desinfetantes do que as bactérias
patogénicas.

A quantificacdo dos organismos indicadores é fundamental para
monitorar a qualidade ambiental fornecendo a evidéncia da presenca ou
auséncia de um patégeno, o qual sobrevive sob semelhantes caracteristicas e
condi¢cdes. Embora a maioria dessas bactérias ndo seja patogénica, podem

representar riscos a saude, como também, deteriorar a qualidade da agua,

provocando odores e sabores desagradaveis (FUNASA, 2006).

2.2. O género Enterococcus

Os enterococos sao cocos Gram-positivos, ndo formadores de esporos,
catalase e oxidase negativa que podem ser encontrados isolados, aos pares ou
em cadeias curtas, podendo apresentar formas ovoides ou cocobacilares,
dependendo do meio em gque crescem. Algumas espécies podem ser moveis,
apresentando poucos flagelos e auséncia de capsula. S&o anaerébios
facultativos e capazes de fermentar diversos carboidratos com producéo de
acidos. Distinguem-se de outros cocos Gram-positivos por crescerem em
temperaturas entre 10° C e 45° C, podendo sobreviver por cerca de 30 min a
60° C (com temperatura 6tima de crescimento de 35° C), bem como suportando
variacbes de pH entre 4,0 e 9,6. Também se observa multiplicacdo de

Enterococcus em meio contendo 6,5% de NaCl e em presenca de sais biliares
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a 40% (Koneman et al., 2001; Facklam et al., 2002; Moreno et al., 2006; Hew et
al., 2007; Ogier et al., 2007).

Devido a essa capacidade de crescer e sobreviver em condicfes téao
adversas, Enterococcus sp. encontram-se amplamente dispersos na natureza,
podendo ser encontrado na agua, solo, alimentos, plantas e animais (Facklam
et al.,, 2002). Em seres humanos podem ser encontrados na microbiota do
trato gastrointestinal (TGI) e geniturinario (TGU), bem como, com menos
frequéncia, em cavidade oral, vesicula biliar e uretra masculina (Koneman et
al., 2001). Embora sejam considerados micro-organismos comensais,
podem atuar como patdgenos oportunistas causando surtos de infeccdes
hospitalares de dificil controle e disseminar clones epidémicos (Titze-de-

Almeida et al., 2006).

2.2.1. Historico

O nome enterococo tem sua origem na palavra francessa
“entérocoque” a qual foi utilizada pela primeira vez por Thiercelin em 1899 com
a finalidade de indicar a origem entérica, desse coco Gram-positivo.

Em 1906, Andrewes e Horder propuseram o nome Streptococcus
faecalis, a uma bactéria isolada de um caso de endocardite. Orla-Jensen
descreveu um segundo micro-organismo desse grupo em 1919, o qual
denominou Streptococcus faecium, que diferia de Streptococcus faecalis
qguanto aos padrdes de fermentacdo (Murray, 1990).

Rebecca Lancefield, em 1933, desenvolveu uma classificacdo para os

estreptococos baseada nas caracteristicas antigénicas de um carboidrato de
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parede celular. Em 1937, Sherman classificou os estreptococos em quatro
grupos: piogénicos, viridans, lactico e enterococo (Facklam, 2002).

Baseando-se no arranjo celular e nas caracteristicas fenotipicas, Kalina
propés em 1970 a criagcdo de um novo género para 0s estreptococos do grupo
enterococo. Kalina sugeriu que Streptococcus faecalis e Streptococcus faecium
e subespécies fossem classificadas no género Enterococcus. A proposta néao
foi aceita e a denominagao Streptococcus continuou sendo utilizada (Facklam,
et al., 2002).

Em 1984, Schleifer e Kilpper-Balz, usando hibridizacdo DNA-DNA e
DNA-rDNA, mostraram que 0 Streptococcus faecalis e Streptococcus faecium
eram fracamente relacionados aos estreptococos, incluindo o Streptococcus
bovis, de maneira que deveriam ser classificados em outro género: o género
Enterococcus anteriormente sugerido por Kalina.

Atualmente, sdo conhecidas mais de 41 espécies pertencentes ao
género Enterococcus sp.: E. aquimarinus, E. asini, E. avium, E. caccae, E.
camelliae, E. canintestini, E. canis, E. casseliflavus, E. cecorum, E. columbae,
E. devriesei, E. dispar, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. flavescens, E.
gallinarum, E. gilvus, E. haemoperoxidus, E. hermanniensis, E. hirae, E.
italicus, E. malodoratus, E. moraviensis, E. mundti, E. pallens, E.
phoeniculicola, E. porcinus, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. ratti, E.
saccharolyticus, E. saccharominimus, E. seriolicida, E. silesiacus, E. solitarius,
E. sulfureus, E. termitis, E. thailandicus, E. viikkiensis e E. villorum (Manero &

Blanch, 1999; Euzéby, 2011).
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Devido a capacidade desses micro-organismos crescerem e
sobreviverem por longos periodos em condicbes adversas (pH, salinidade,
temperatura), existe uma grande variedade de nichos dos quais ja foram
isoladas espécies de enterococos. Aléem de fazerem parte da microbiota do TGl
e TGU humano, também s&o encontrados em mamiferos, aves, insetos,
peixes, plantas, bem como disseminados no solo e agua, provavelmente como
resultado de contaminacéo fecal. (Murray, 1990; Facklam et al., 2002; Giraffa et
al., 2002). Abaixo, seguem alguns exemplos de nichos ecologicos dos quais ja
foram isoladas diferentes espécies do género Enterococcus (Schleifer et al.,
1984, Collins et al., 1984; Farrow et al., 1985; Collins et al., 1986; Ruoff et al.,
1990; Kusuda et al., 1991; Moellering, 1992; Mordehai et al., 1997; De vaux et
al., 1998; Svec et al., 2001; Teixeira et al., 2001; Reid et al., 2001; Sandoe et
al., 2001; Poyart et al., 2002; Tyrrell et al., 2002; Law-Brown et al., 2003; De
Graef et al., 2003; Koort et al., 2004; Vancanneyt et al., 2004; Fortina et al.,
2004; Svec et al., 2005; laria et al., 2005; Higashide et al., 2005; Svec et al.,

2006; Carvalho et al., 2006; Pehlivan et al., 2007; Tanasupawat et al., 2008):

« Agua: E. aquimarinus (mar), E. haemoperoxidus, E. moraviensis, E.
silesiacus, E. casseliflavus, E. facium, E. faecalis, E. hirae, E. durans, entre
outros.

* Plantas: E. casseliflavus

» Leite e derivados: E. sacharominimus, E. italicus, E. malodoratus, E. durans.

* Solo: E. casseliflavus



16

* Animais: E. termitis, da microbiota intestinal de cupins; E. asini, da
microbiota intestinal de burros; E. devriesei, da carne de bovinos; E.
porcinus, de porcos com sintomas de diarréia; E. ratti, de ratos com
sintomas de diarréia; E. columbae, do intestino de pombos; E. avium, de
fezes de frangos; E. viikkiensis, da carne de frango e derivados; E.
seriolicida, de peixes de agua doce e do mar (patdgenos); E. gallinarum, do
intestino de aves domeésticas; E. hirae, de pintos e intestino de porcos; E.
phoeniculicola, das glandulas do uropigio de aves; E. canis, de caes com
otite crdnica e “swab” anal de cédes saudaveis; E. canintestini, de fezes de
cdes saudaveis; E. hermanniensis, amigdalas de caes e derivados de
frango; E. thailandicus, de salsicha,;

* Ser humano: E. faecalis, E. faecium, E, caccae, E. avium, E. pallens, E.

gilvus, E. durans, E. gallinarum, E. hirae, E. mundtii e E. raffinosus.

2.2.2. ldentificacé@o das espécies de  Enterococcus

A identificacdo das espécies do género Enterococcus, através dos
testes bioquimicos convencionais foi inicialmente proposta por Facklam &
Collins (1989), modificada por Facklam & Sham (1995) e recentemente
atualizada por Teixeira & Facklam (2003). As espécies do género Enterococcus
foram divididas em cinco grupos (I - V), com base em trés provas bioquimicas:
fermentacdo do manitol e da sorbose, e dehidrolacdo da arginina (Tabela 1).
Outras caracteristicas fenotipicas tais como motilidade e producéo de pigmento
também sdo avaliadas para caracterizar as diferentes espécies de enterococos

e géneros relacionados.
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Entretanto, identificar espécies de Enterococcus é bastante complexo.
Muitos isolados, especialmente de amostras ambientais, ndo sdo prontamente
identificados, quando consideradas somente caracteristicas fenotipicas. A
dificuldade de se identificar as espécies usando apenas testes fisiologicos é
devido a heterogeneidade observada no género (Devriese, 1993).

A diferenciac@o de espécies, como E. casseliflavus e E. gallinarum, por
exemplo, que apresentam grande similaridade metabdlica, pode ser dificil
através de métodos bioquimicos, sendo assim o PCR-RFLP do 16S DNA
ribossomal pode ser util para a confirmacdo das espécies (Medeiros, et al.,

2010).

Tabela 1. Caracteristicas fenotipicas utilizadas para a identificagdo das
espécies de Enterococcus e géneros relacionados.

ESPECIES MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SUC PY U MGP
Grupo |

E. avium + + + + + - + + \Vi
E. gilvus + + + + + + + -
E. malodoratus + + + + + + V;
E. pallens + + - + + + + +
E. raffinosus + + + + + + V]
E. pseudoavium + + + - + +
E. saccharolyticus + + + + + +
Grupo I

E. faecalis +* - +* - + - + - _ 4x +
Lactococcus  ssp. + - + - - - - - R Y,

E. faecium +* + V V %

E. casseliflavus + - +* + \Y; + * 4x o + v +
E. mundtii + - + + v + + +

E. gallinarum +* - +* + - + +* R + R +
Grupo Il

E. dispar + + + + +
E. durans +

E. hirae + + +

E. porcinus +

E. ratti +

Grupo IV

E. asini

E. cecorum - - - - + + - - - + +

E. sulfureus - - - - - + - - + + R +
Grupo V

E. columbae + - - + + + - - - + +
Vagococcus sp. + - - - + - - + - + - +

MAN: manitol; SOR: sorbose; ARG: arginina; ARA: arabinose; SBL: sorbitol; RAF: rafinose; TEL: telurito & 0:04%; MOT:
motilidade; PIG: pigmento; SUC: sucrose; PYU: piruvato; MGP: metil-a-glicopiranoside; +: >90% positivo; -: < 10%
positivo; v: variavel;

*: excecdes ocasionais (<3% das cepas apresentam reagdes discordantes).

Fonte: Teixeira & Facklam, 2003.
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2.2.3. Epidemiologia

Enterococcus séo habitantes da microbiota do TGl e TGU de humanos,
podendo ser encontrados em praticamente todos os animais, desde insetos a
humanos. Podem ser isolados de plantas, do solo e de aguas superficiais, que
provavelmente foram contaminadas por excrementos de animais ou por agua
de esgoto ndo tratado. Por essa razdo, ainda hoje o0s enterococos s&o
utilizados como indicadores de contaminacdo fecal em agua e alimentos
(Moellering Jr., 1992; Jett et al., 1994; Aarestrup et al., 2002).

Embora sejam habitualmente encontrados no TGl e TGU humano,
também podem colonizar a cavidade oral, com menos frequéncia (Rice et al.,
1995; Stobberingh et al., 1999). Por pertencerem a microbiota humana, ha
alguns anos as infeccdes enterococicas eram tradicionalmente consideradas
endogenas, por esta razdo a epidemiologia dessas infec¢cdes ndo despertava
muita atencdo. Mas recentemente, maior interesse tem sido dado a esse
assunto devido as evidéncias que apontam a aquisicdo exdgena de infec¢des
enterococicas. Além disso, a importancia crescente dos enterococos como
patdgenos hospitalares e a emergéncia e disseminacdo de isolados
multirresistentes contribuiu de forma relevante para o maior interesse na
epidemiologia desses micro-organismos (Facklam et al., 2002).

A habilidade dos enterococos em colonizar individuos na maioria das
vezes sem provocar infeccdes, e de sobreviver em objetos inanimados por
longos periodos, associado a sua resisténcia intrinseca e adquirida a varios
antimicrobianos torna-os potentes patdégenos de infeccbes relacionadas a

assisténcia a saude (IRAS) (Murray, 1998).
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E. faecalis representa cerca de 80 a 90% das causas de infeccOes
clinicas em humanos e E. faecium 5 a 15%. No entanto, outras espécies como
E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans, E. avium, e E. raffinosus também séo
isoladas de amostras clinicas, mas com uma freqiiéncia inferior a 5% (Huycke
et al., 1998; Centinkaya et al., 2000; Pérez, 2002)

Enterococos estdo relacionados a uma grande variedade de infec¢des
humanas, tanto no ambiente hospitalar quanto na comunidade, tais como
endocardite, bacteremia, sindromes diarréicas em recém nascidos, infeccdes
intra-abdominais, urinarias e colonizando ou causando infec¢coes em feridas
superficiais de pacientes hospitalizados (Murray, 1990; Murray, 1998; Koneman
et al., 2001; Horner et al., 2005). Com menos frequéncia podem ocorrer
infeccbes do sistema nervoso central, infeccbes pulmonares, do tecido
periodontal e outras (Jett et al., 1994; Paradella et al., 2007).

A infeccdo do trato urinario € a mais comum em humanos. A maioria
dessas infeccOes tem origem hospitalar e estdo associadas, principalmente a
instrumentalizacédo/cateterizacdo prévia, a anormalidades do trato urinario, ao
uso indiscriminado de antimicrobianos e a debilidade do paciente. Além de
infeccbes do trato urinario inferior e pielonefrites, também ja foram descritos
casos de prostatite e abcesso periférico atribuidos a enterococos. Os
enterococos raramente causam infeccbes ndo complicadas do trato urinario em
mulheres (Gould et al., 2004; Sandri et al., 2004). De um modo geral
enterococos causam mais infeccbes em pacientes internados e principalmente

naqueles que estao sob antibioticoterapia ha muito tempo (Bender et al., 2010).
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2.2.4. Resisténcia a antimicrobianos

No dultimo século, a disponibilidade dos antimicrobianos trouxe
importante impacto na reducdo de morbidade e mortalidade causadas por
doencas infecciosas. Entretanto, associado ao uso de antimicrobianos, tem-se
observado um aumento na frequéncia de bactérias resistentes aos agentes de
uso corrente (Saraiva et al., 1997).

Atualmente, a resisténcia entre as bactérias Gram-positivas vém se
tornando um problema na terapéutica antiinfecciosa e motivo de grande
preocupacao entre os cientistas, microbiologistas e médicos clinicos (Tavares,
2000). Alem disso, o desenvolvimento de novas classes de antimicrobianos
tem sido lento, se comparado ao crescente surgimento da resisténcia
bacteriana (Zarrili et al., 2005; Chang et al., 2007; Deshpande et al., 2007). A
resisténcia a varias classes de agentes antimicrobianos é uma caracteristica
marcante dos Enterococcus sp. (D’azevedo et al., 2004).

A pressao seletiva provocada pela utilizacdo de antimicrobianos aos
quais enterococos sdo naturalmente resistentes favorece a sua disseminacéo e
0 aparecimento de surtos epidémicos (Suppola et al., 1996; Edlund et al., 1997;
Donskey et al., 2000; Harbarth et al., 2002; Chavers et al., 2003).

Enterococos apresentam uma grande variedade de mecanismos que
0s tornam resistentes a muitas classes de antimicrobianos. A variabilidade
genética e a rapida multiplicacdo permitem a adaptacdo das bactérias aos mais
diversos ambientes (Centinkaya et al., 2000).

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos pode ser classificada como

intrinseca e adquirida. A resisténcia intrinseca ou natural se encontra no
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cromossomo bacteriano e € prépria da espécie. A resisténcia adquirida pode
ser resultado de uma mutacdo no DNA cromossomal ou pela aquisicdo de
material genético externo como plasmideos ou transposons (Aslangul et al.,

2005; Zarrili et al., 2005).

2.2.4.1. Resisténcia intrinseca de Enterococcus sp.

A resisténcia natural de Enterococcus sp. a muitos antimicrobianos
pode ser resultado da sua necessidade de sobreviver e persistir em ambientes
altamente competitivos, como o TGI. Enterococos apresentam resisténcia
intrinseca a varios agentes antimicrobianos utilizados na clinica (Shepard &

Gilmore, 2002).

2.2.4.1.1. Resisténcia a B-lactamicos

As bactérias intrinsecamente resistentes aos B-lactamicos séo capazes
de modificar as proteinas ligadoras de penicilina (PBP), localizadas na
membrana, responsaveis pela unido do peptideoglicano, diminuindo assim sua
afinidade a penicilina. A PBP mais frequentemente associada a resisténcia aos
B-lactamicos é a PBP5, codificada pelo gene pbp5 que determina uma baixa
resisténcia e encontra-se no DNA cromossomico (Moreillon, 2000; Rice et al.,

2001; Aslangul et al., 2005; Poeta et al, 2006; Top et al., 2008)

2.2.4.1.2. Resisténcia a aminoglicosideos
A resisténcia a baixos niveis de aminoglicosideos (MIC 8-256 pg/mL) é

devido a dificuldades no transporte do antimicrobiano pela baixa
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permeabilidade da parede celular a esse tipo de molécula. Aminoglicosideos
ndo sao efetivos como monoterapia contra enterococos, porém a sua
associacdo a [-lactamicos ou glicopeptideos, que facilitam a entrada do
aminoglicosideo na célula bacteriana, permite a acao bactericida da droga.
Esse sinergismo entre as duas classes de antimicrobianos tem sido utilizado
com frequéncia no tratamento de infec¢cdes graves (Tannock & Cook, 2002;

Hermann, 2007; Top et al., 2008).

2.2.4.1.3. Resisténcia a glicopeptideos

A resisténcia a baixas concentracdes de vancomicina (MIC 2-32 ug/mL)
e susceptibilidade a teicoplamina (MIC 0.5-1 pg/mL) € uma propriedade
intrinseca de E. gallinarum (vanC1) e E. casseliflavus (vanC2). O baixo nivel de
resisténcia determinado pelo fendtipo VanC ocorre devido a alteracbes na
sintese da parede celular, a alanina é substituida pela serina (Toye et al., 1997;

Centinkaya et al., 2000; Sandri, 2004; Bazet et al., 2005; Top et al., 2008).

2.2.4.2. Resisténcia adquirida de  Enterococcus sp.

A resisténcia adquirida deve-se a modificacdes genéticas por mutacao,
aguisicdo de DNA (transformacdo, transducdo ou conjugacao), transposons,
integrons ou plasmideos, que podem se conjugativos ou nao-conjugativos
(Auto, et al., 1980).

A transferéncia de genes, que codificam uma enzima, que confere
resisténcia a antimicrobianos, pode ocorrer dentro da mesma espécie ou entre

diferentes espécies e géneros, sendo neste caso, designada “transferéncia
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horizontal” (Woo et al.,, 2003). A transferéncia horizontal € uma importante
ferramenta na adaptacdo de procariotos, pois a aquisicdo de genes funcionais
e melhorados, aumentam a adaptabilidade destes organismos (Lawrence,
2002).

Muitos genes especificos de cocos Gram-positivos, que conferem
resisténcia a canamicina, eritromicina e a tetraciclina ja foram detectados em
patdgenos Gram-negativos humanos como Campylobacter coli, Neisseria
gonorrhoeae e varios representantes da familia Enterobacteriaceae (Trieu-cout
et al., 1988). A transferéncia do gene VanA, mediado por plasmideos, dos
enterococos para Staphylococcus aureus (VRSA) foi observada pela primeira
vez em 2002. Os VRSA'’s sdo, atualmente, motivo de grande preocupacao
entre pesquisadores e profissionais da area da saude (Chang et al., 2003).

Os enterococos podem adquirir resisténcia ao cloranfenicol, a
tetraciclina, macrolideos, lincosaminas e estreptograminas, alto nivel de
resisténcia aos aminoglicosideos, aos (-lactamicos, aos glicopeptideos e mais
recentemente as quinolonas (Moellering Jr., 1991; Huyche et al., 1998;

Centinkaya et al., 2000; Teixeira & Facklam, 2003).

2.2.4.2.1. Resisténcia a p-lactamicos

Todos os B-lactamicos atuam inibindo a biossintese do peptideoglicano.
Este mecanismo se explica devido & analogia estrutural existente entre as
moléculas de B-lactdmicos e a porgdo terminal D-alanil-D-alanina, da cadeia
peptidica do peptideoglicano. Os B-lactamicos ocupam o lugar do substrato

natural da transpeptidase, bloqueando o crescimento da cadeia do
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peptideoglicano. Devido a grande afinidade dessas enzimas (transpeptidases e
carboxipeptidases) com a penicilina, elas sdo denominadas de Proteinas
Ligadoras de Penicilina (PBP’s — do inglés Penicillin Binding Proteins) (Poeta,
2006; Top et al., 2008).

A resisténcia adquirida a B-lactamicos pode ser devida a alteracéo ou
superproducdo das PBP’s, atribuindo um nivel de resisténcia, mais elevado do
que aquele referente a resisténcia intrinseca, este é o caso dos E. faecium
resistentes a ampicilina, por exemplo. Um segundo mecanismo de resisténcia
adquirida pode ser resultante da sintese da enzima -lactamase que hidrolisa o
antimicrobiano no espaco periplasmatico. A producdo de B-lactamase é rara e
tem sido descrita em E. faecalis, sendo atribuida, na maioria dos casos, a
aguisicdo do operon da B-lactamase de S. aureus (Moreillon, 2000; Comenge
et al., 2003; Rice et al., 2004; Aslangul et al., 2005; Hsieh et al., 2006; Top et

al., 2008).

2.2.4.2.2. Resisténcia a aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos que agem inibindo a sintese
protéica, sdo muito utilizados no tratamento de infec¢cdes graves provocadas
por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, normalmente em associagao
com antimicrobianos antiparietais. No citoplasma bacteriano ligam-se a
subunidade 30S ribossomal, induzindo uma alteracdo na sintese protéica e a
criacdo de proteinas andmalas non sense associadas a uma alteracdo da
permeabilidade celular, 0 que explica o seu efeito bacterida (Osswald et al.,

2001; Hermann, 2007).
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Enterococos podem adquirir alto nivel de resisténcia aos
aminoglicosideos por trés mecanismos distintos: 1) alteracdo do sitio-alvo no
ribossomo; 2) interferéncia no transporte de membrana e 3) inativacao
enzimatica do antimicrobiano. Os dois primeiros mecanismos ocorrem por
mutacdes no DNA cromossomal, enquanto o terceiro é geralmente mediado
por plasmideo (Courvalin, et al., 1980; Lecrercq et al., 1992).

Em amostras clinicas, o alto nivel de resisténcia geralmente ocorre por
inativacdo enzimatica, devido a presenca de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos que podem ser fosfotransferases (fosforilam a molécula de
aminoglicosideo a partir de ATP), acetiltransferases (acetilam a molécula a
partir de acetil-CoA) ou nucleotidiltransferases (adicionam molécula de
adenina, proveniente de ATP). A resisténcia a estreptomicina, no entanto,
ocorre atraves de alteragcdes do sitio-alvo, por mudancas na subunidade
ribossomal 30S, que diminui a capacidade de ligacdo do antimicrobiano, ou
ainda por inativagcdo enzimatica pela acdo da nucleotidiltransferases
(Hernandez, 1998; Mingeot-Lecrercq et al., 1999; Chow, 2000; Hermann,
2007).

A resisténcia a estreptomicina e a gentamicina € motivo de grande
preocupacao em saude publica, visto que o sinergismo de um aminoglicosideo
com um inibidor de sintese de parede celular constitui-se a Unica estratégia
terapéutica confiavel para o tratamento de endocardite enterocécica (Fines et

al., 1999; Pootoolal et al., 2002; Lazo et al., 2006).
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2.2.4.2.3. Resisténcia a tetraciclina

As tetraciclinas sdo drogas muito utilizadas no tratamento de infecgdes
provocadas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As suas
propriedades antimicrobianas, reduzida toxicidade, baixo custo e facil aplicacao
fazem com que as tetraciclinas sejam largamente consumidas tanto na
medicina humana quanto na medicina veterinaria (Chopra et al., 2001).

A tetraciclina penetra na célula bacteriana por difusdo passiva e age na
subunidade ribossémica 30S, impedindo a ligacgdo do RNA transportador
(tRNA), bloqueando o aporte de aminoacidos, inibindo assim a sintese protéica.
Diversos estudos tém relatado uma crescente frequéncia de isolados
resistentes a tetraciclina (Fluit et al., 2001; Chopra et al., 2001). Diferentes
genes conferindo resisténcia a tetraciclina tém sido encontrados, incluindo os
genes tetK, tetL, tetM, tetO, tetS e tetX (Burdett et al., 1982; Brunton, 1984;
LeBlanc et al., 1988; Charpentier et al., 1993; Chopra et al., 2001).

Até 0 momento sdo conhecidos trés mecanismos, que conferem
resisténcia a esse agente: os genes tetK e tetL (plasmidiais ou cromossomais)
que codificam proteinas transmembrana responsaveis pelo efluxo da droga
através da membrana externa, protecdo ribossomal por proteinas, conferida
pelos genes tetM (mais comum, cromossomal, presente em Tn9l6 e
plasmideos conjugativos), tetO e tetS pela ligacédo de proteinas ao ribossomo e
alteracdo de sua conformacdo, impedindo a ligacdo da tetraciclina ao
ribossomo e inativacdo enzimatica da tetraciclina (tetX), sendo esse ultimo
pouco frequente (Chopra et al., 2001;Gilbert, 2002; Zhanel et al., 2004; Top et

al., 2008). Mais recentemente, a presenca de genes transferiveis tetM e tetL
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foram identificados em amostras de Enterococcus sp. isoladas de carcacgas de

frangos (Frazzon et al., 2009).

2.2.4.2.4. Resisténcia ao cloranfenicol

O cloranfenicol € um antibidtico de amplo espectro, ativo contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com atividade bacteriostatica.

O principal mecanismo de resisténcia ao cloranfenicol consiste na sua
inativagcdo  enzimatica, pela expressdo da enzima cloranfenicol-
acetiltransferase, produzida pelo gene catA que acetilam a molécula do
antimicrobiano impedindo a unido deste com os ribossomos bacterianos (Fluit
et al., 2001; Gilbert, 2002; Top et al., 2008). O gene catA, codificante para essa
enzima, pode ser encontrado no cromossomo, bem como em plasmideos, e a
presenca dos mesmos genes em cepas de enterococos, estreptococos e
estafilococos sugerem que possa estar ocorrendo uma transferéncia horizontal
desta resisténcia entre diferentes géneros. O outro mecanismo importante de
resisténcia ao cloranfenicol baseia-se na impermeabilidade da bactéria a droga.
O cloranfenicol também pode atuar nas mitocondrias dos mamiferos, o que
dificulta a sua utilizacdo pela elevada toxicidade, representada pelo alto indice

de discrasias sanguineas (Murray, 1990; Marothi et al., 2005).

2.2.4.2.5. Resisténcia a macrolideos
Os antimicrobianos da classe dos macrolideos sdao bacteriostaticos,
podendo ter acdo bactericida em concentracdes elevadas ou em contato com

micro-organismos muito sensiveis (Fluit et al., 2001).
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Atuam inibindo a sintese de proteinas através de sua ligacao reversivel
as subunidades ribossémicas 50S, inibindo a fase de alongacao na sintese de
proteinas (Rice, 2001). O principal mecanismo de resisténcia aos macrolideos
€ conferido por uma enzima que metila um residuo de adenina na porcéo 23S
da subunidade 50S do RNA ribossomal, alterando o sitio de ligacéo
antimicrobiano-ribossomo. Este fenotipo é usualmente mediado pelo gene
ermB, que apresenta uma maior resisténcia, e raramente pelo gene ermA. O
gene mefA codifica uma proteina de efluxo que bombeia a molécula do
antibiotico para fora da célula. Esse gene parece estar localizado num
elemento conjugativo e determina niveis de resisténcia a eritromicina mais
reduzidos do que aqueles mediados pelo gene ermB (Pifiera et al., 1998,

Roberts et al., 1999; Gilbert, 2002; Lazo et al., 2006; Top et al., 2008).

2.2.4.2.6. Resisténcia a quinolonas

As quinolonas atuam inibindo a replicacdo do DNA bacteriano. Através
dos canais de porinas ou da camada fosfolipidica as quinolonas penetram no
citoplasma da bactéria e atuam sobre a replicacdo dos acidos nucléicos atraves
de mecanismos complexos que impedem o enrolamento do DNA. Possuem
como alvo a DNA-girase e topoisomerase 1V, sitio ativo mais comum em Gram-
positivas (Gilbert, 2002; Walsh, 2003; Lazo et al., 2006; Top et al., 2008).

A atividade do ciprofloxacino contra Enterococcus € moderada e a
resisténcia as quinolonas € comum em isolados clinicos destes micro-

organismos. Algumas fluorquinolonas como moxifloxacino e gatifloxacino se

mostram bastante efetivas "in vitro” contra enterococos, entretanto isolados
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resistentes ao ciprofloxacino sdo geralmente resistentes a moxifloxacino e
gatifloxacino. O mecanismo de resisténcia ocorre basicamente por mutacdes
nas regides parC e gyrA do DNA bacteriano (Moreillon, 2000; Sefton, 2002;

Walsh, 2003; Kolar et al., 2006; Lazo et al., 2006).

2.2.4.2.7. Resisténcia a glicopeptideos

O uso de glicopeptideos como a vancomicina e teicoplanina € uma
alternativa em casos de infeccbes mais graves, causadas por enterococos
resistentes as principais drogas antimicrobianas (Kirst et al., 1998; Courvalin,
2006).

O mecanismo de acdo dos glicopeptideos € bloquear a incorporacgéao,
no peptideoglicano, das subunidades N-acido acetimuramico e N-
acetilglucosamina, ao se ligar reversivelmente a estas moléculas. Como
consequéncia alteram a formacéo da parede celular (Reynolds, 1989; Walsh et
al., 2000). Enterococos resistentes a vancomicina (VRE) apresentam alteracéo
no sitio alvo de ligacdo do antimicrobiano. Essa alteracdo ocorre pela
substituicdo dos precursores de peptideoglicano D-Ala-D-Ala por D-Ala-D-Lac
ou D-Ala-D-Ser. A resisténcia a vancomicina em enterococos pode ser
associada a sete fenétipos distintos VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG e
VanL, sendo o fendtipo VanL, o ultimo a ser descrito e o fenétipo VanC, o Unico
de resisténcia intrinseca (Top et al., 2008; Boyd et al., 2008).

Os mecanismos de resisténcia a glicopeptideos sdo genotipicamente e
fenotipicamente distintos e envolvem uma maquinaria complexa de enzimas

responsavel por perceber a presenca de glicopeptideos no local, modificar a
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producdo do peptideoglicano para o fendtipo resistente e eliminar precursores
de peptideoglicano normais, de maneira que a célula passe a sintetizar, quase
que exclusivamente, precursores de peptideoglicano de fendtipo resistente
(Kak & Chow, 2002; Teixeira & Facklam, 2003; Khan et al., 2005).

O fendtipo VanA codifica uma resisténcia de alto nivel a vancomicina
(MIC 64-1000 pg/mL) e a teicoplanina (MIC 16-512 pg/mL). A resisténcia é
codificada pelo transposon Tn1546. O Tn1546 tem cerca de 11Kb e pode ser
encontrado no DNA cromossémico ou em plasmideos, podendo ser transferivel
por conjugacao (Arthur et al., 1993; Arthur et al., 1996; Centinkaya et al., 2000;
Pootolal et al., 2002; Moreno et al., 2006; Courvalin, 2006; Ogier et al., 2007,
Top et al., 2008).

O fendtipo VanB €é menos prevalente, confere resisténcia a
vancomicina (MIC 4-1000 pg/mL) e susceptibilidade a teicoplanina. Esta
associado ao gene vanB gque por sua vez também pode estar presente em
plasmideos e no DNA cromossdmico. O gene vanB foi encontrado nos
transposons Tn1547, Tnl549 e Tn5382, estando esse Ultimo também
associado ao transporte de pbp5. Assim, o cluster vanB esta associado a
resisténcia a vancomicina e a ampicilina (Carias et al., 1998; Gold, 2001;Bazet
et al., 2005; Courvalin, 2006; Top et al., 2008).

O fendtipo VanD induz a um moderado nivel de resisténcia a
vancomicina (MIC 64-128 ug/mL) e teicoplanina (MIC 4-64 ug/mL) e apresenta-
se localizado no DNA cromossémico (Casadewall & Courvalin, 1999;
Centinkaya et al., 2000; Sandri, 2004; Bazet et al., 2005; Poeta, 2006; Top et

al., 2008).
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Os fenotipos VanE e VanG codificam uma resisténcia reduzida a
vancomicina (MIC<16 pg/mL) e susceptibilidade a teicoplanina. Seus
determinantes encontram-se no DNA cromossOmico e seus fenotipos séo
adquiridos e induziveis (Fines et al., 1999; McKessar et al., 2000; Centinkaya et
al., 2000; Sandri, 2004; Bazet et al., 2005; Top et al., 2008).

O fendtipo VanL foi mais recentemente descoberto, codifica uma
resisténcia adquirida de baixo nivel a vancomicina (MIC 8 pg/mL) e
susceptibilidade a teicoplanina, seus determinantes também se encontram no
cromossomo bacteriano (Boyd et al., 2008).

Embora a dindmica da transmissao de micro-organismos resistentes a
antimicrobianos ndo esteja ainda bem compreendida ha estudos que indicam
qgue nichos ecoldgicos extrahospitalares como animais para consumo humano,
ambiente de producdo animal, alimentos, humanos saudaveis e ambiente
aguatico podem servir de reservatorios de isolados e genes envolvidos na
resisténcia a antimicrobianos (Poeta et al., 2007, Caplin et al., 2008; Damborg
et al., 2009). Bates et al. (1994) ao detectar pela primeira vez isolados VRE’s
em alimentos sugeriram que 0os VRE'’s poderiam contaminar humanos atraves
da cadeia alimentar. Bertrand et al. (2000) demonstraram, através da técnica
de PFGE, que isolados alimentares apresentavam perfis comuns aos isolados
de humanos, reforcando a hipotese de que isolados alimentares possam servir
de reservatorios ou via de transmissdo da resisténcia a vancomicina.
Recentemente Biavasco et al. (2007) estudaram a relagéo entre isolados de E.

faecium vanA de diversos ambientes, e os resultados que obtiveram sugerem
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que isolados de alimentos, no caso carne, podem contribuir para a
disseminacéao deste tipo de resisténcia.

A agua € outro meio que gera muitas preocupacdes e duvidas quanto
ao seu papel na transmissao e disseminacao de resisténcia a antimicrobianos.
Véarios estudos tém demonstrado que um elevado numero de VRE'’s
encontram-se presentes em aguas de esgotos hospitalares e de matadouros,
que posteriormente sdo misturados aos esgotos municipais em estacfes de
tratamento. Os tratamentos a que os esgotos sdo submetidos reduzem a carga
bacteriana, mas nao a eliminam totalmente, o que pode resultar na
disseminacéao de isolados multirresistentes através de corregos, rios e oceanos
(Novais et al., 2005; Martins da Costa et al., 2006; Martins da Costa et al.,

2006; Abriouel et al., 2008; Moore et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras

Foram realizadas quatro coletas de dois litros de amostras de agua
superficial (profundidade de cerca de um metro), em cinco diferentes pontos do
Arroio Dilvio, sendo a primeira coleta no verdo, a segunda no outono, a
terceira no inverno e a quarta na primavera de 2009. As amostras foram
mantidas refrigeradas até a chegada ao Departamento de Microbiologia da

UFRGS. Os pontos coletados sdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Mapa mostrando o percurso do Arroio Diltvio na cidade de Porto Alegre e os pontos
de coleta das amostras durante o periodo o ano de 2009. Ponto 1: nascente do arroio, na
represa Lomba do Sab&o; Ponto 2: esquina das Avenidas Ipiranga com Anténio de Carvalho;
Ponto 3: esquina da Avenida Ipiranga com a Rua Guilherme Alves; Ponto 4: esquina da
Avenida Ipiranga com a Rua Ramiro Barcelos; Ponto 5: esquina das Avenidas Ipiranga com
Borges de Medeiros. Fonte: Faria, C. M.; Morandi, I. C. Pesquisa Ecos, Ano 3 — N° 6: p. 12,
2002.
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3.2. Semeadura e isolamento

No Laboratério de Microbiologia da UFRGS, cada uma das cinco
amostras coletadas foi semeada, inicialmente, em meio seletivo para
enterococos, Caldo Azida Dextrose (Himedia, Mumbai, india), sendo inoculado
1 mL de cada amostra de agua em 9 mL de caldo . Em seguida foram
realizadas diluicbes seriadas até 10 e incubadas por 24 horas & 35° C. Apés a
incubacdo, 100uL de caldo de cada diluicdo foram semeados em placas
contendo meio Agar Infusdo de Cérebro e Coracao - BHI (Himedia, Mumbai,
india), acrescidos de 6,5% de NaCl e incubadas, por 24 horas a 35° C. Das
placas em que houve crescimento foram selecionadas aleatoriamente (método
dos quatro quadrantes em placa) 20 colonias de cada ponto de coleta e re-

isoladas por esgotamento em Agar BHI.

3.3. ldentificac&o fenotipica para confirmacdodog  énero

Para confirmacéo do género os isolados crescidos em meio BHI, foram
caracterizados com base em sua morfologia e comportamento tintorial pelo
meétodo de coloracdo de Gram, auséncia de producéo de catalase e hidrélise

da esculina em presenca de 40% de sais biliares.

3.3.1. Coloracao de Gram
As colbnias isoladas foram submetidas a coloragdo de Gram e
observadas ao microscépio. Cocos Gram-positivos dispostos aos pares ou em

cadeias curtas foram testados quanto a producéo de catalase.
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3.3.2. Teste da Catalase

Para verificacdo da producédo de catalase as colonias isoladas foram
repicadas em agar BHI e apos incubacao a 35° C por 24 horas, foi adicionado
peréxido de hidrogénio a 3% (Lifar, Porto Alegre, RS, Brasil) sobre as colbnias
e observado a formacdo (positivo), ou ndo (negativo), de bolhas de ar. Os
isolados catalase negativos, que ndo produziram bolhas, foram submetidos aos

demais testes.

3.3.3. Hidrdlise da esculina em presenca de sais bi  liares

Os isolados identificados como catalase negativos foram inoculados no
meio &gar Bile Esculina (Himedia, Mumbai, india) e incubados & 35° C por 24
horas. A presenca de coloracdo escura, em torno do crescimento da colonia,
indica resultado positivo, ou seja, o isolado apresenta, neste caso, a

capacidade de hidrolisar a esculina em presenca de bile, glicose e esculetina.

3.4. Identificacdo das espécies de Enterococcus sp.

A identificacdo dos Enterococcus em espécies foi realizada por meio
dos seguintes testes bioquimicos: fermentacdo dos carboidratos arabinose,
manitol, rafinose, sacarose, metil-alfa-D-piranosideo (MGP) e sorbitol, hidrolise
da arginina, utilizacdo do piruvato a 1% e producédo de pigmento amarelo. Os
resultados obtidos foram analisados segundo Teixeira & Facklam, 2003, como

mostra a Tabela 1.
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3.4.1. Fermentacéo de carboidratos

A fermentacdo dos carboidratos foi realizada em agua peptonada,
sendo 1 g de peptona caseina, 0,1 g de cloreto de sodio e 100 mL de agua
destilada. A esse meio base foi acrescido, 1 g de acucar (1%) e 4 gotas do
indicador de pH purpura de bromocresol. O pH foi ajustado para 6,8 e 0os meios
contendo os diversos carboidratos foram autoclavados por 10 min a 120°C. Os
isolados crescidos em agar BHI por 18-24 horas a 35°C foram diluidos em
tubos estéreis contendo 3 mL de solucéo salina 0,9%, até atingir o padrao 0,5
da escala de McFarland, desses indculos foram retirados 100 pL que foram
pipetados em tubos de ensaio contendo 2 mL de meio base com o carboidrato
a ser testado.

O resultado foi considerado positivo quando a cor do meio alterava de
roxo (cor original) para amarelo, apos incubacéo a 35°C, por um periodo de até
sete dias a contar da data da inoculacdo, sendo a leitura realizada a cada 24

horas.

3.4.2. Hidrdlise da arginina

A descarboxilagdo da arginina foi verificada em um meio base
contendo 1 g de peptona de carne, 0,6 g de extrato de levedura, 0,2 g de
glicose, 200 mL de agua destilada e 8 gotas do indicador de pH purpura de
bromocresol. Em uma porcao correspondente a 50% do meio base foi
acrescido 1 g de arginina (1%). Os dois meios foram autoclavados por 10 min a

120°C e o pH ajustado para 6,8.
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Culturas crescidas por 18-24 horas em meio agar BHI a 35°C foram
diluidas em tubos estéreis contendo 3 mL de solucéo salina 0,9% até atingir o
padrdo 0,5 da escala de McFarland. Desses inoculos foram retirados 100 pL,
que foram pipetados em tubos de ensaio contendo 2 mL de meio base com a
arginina e contendo apenas 0 meio base sem o aminoacido (controle negativo).
Em todos os tubos, de teste e controle, foram adicionadas 3 ou 4 gotas de 6leo
mineral estéril, para criar um ambiente de anaerobiose.

A prova foi considerada positiva quando apos 24-48 horas, a 35°C de
incubacdo, a coloracdo original roxa, permaneceu roxa, indicando a
alcalinizacdo do meio, e negativa quando a coloracdo passou a ser amarela,

indicando a acidificacdo do meio.

3.4.3. Utilizacao do piruvato a 1%

A utilizacéo do piruvato a 1%, por parte do isolado, foi testada em meio
contendo 1 g de peptona caseina, 0,5 g de extrato de levedura, 0,5 de K;HPO,,
0,5 g de NaCl, 1 g de piruvato de sodio, 100 mL de agua destilada e 10 gotas
do indicador de pH azul de bromotimol. Os isolados crescidos por 18-24 horas
em agar BHI a 35°C foram diluidos em tubos estéreis contendo 3 mL de
solucéo salina 0,9% até atingir o padréo 0,5 da escala de McFarland. Desses
in6culos foram retirados 100 pL que foram pipetados em tubos de ensaio
contendo 2 mL de meio base com o piruvato a 1%.

O teste foi considerado positivo quando apos incubacdo a 35°C por

sete dias consecutivos, 0 meio passou da cor original verde para amarelo,
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indicando a utilizacdo do piruvato pelo isolado e a consequente acidificacdo do

meio. As leituras foram feitas a cada 24 horas a partir da data de inoculacéo.

3.4.4. Producao de pigmento

A prova da producdo de pigmento foi realizada em meio agar BHI.
Isolados crescidos por 24 horas a 35°C foram removidos com “swab” e
observados. As colbnias que apareceram com coloracdo amarela no “swab”
foram consideradas positivas e a auséncia de coloracdo ou presenca de
coloracdo creme, acinzentada ou amarelo palido, foram consideradas

negativas.

3.5. Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

Todos os isolados foram submetidos ao teste de suscetibilidade a
antimicrobianos pelo método de Kirby e Bauer (método de difusdo de disco
antimicrobiano em Agar Mueller Hinton). Como controles, positivo e negativo,
foram utilizadas cepas de E. faecalis ATCC 51299 e E. faecium ATCC 53519,
respectivamente.

Os isolados a serem testados foram semeados em Agar BHI (35°C/ 24
horas) e coldnias provenientes desta cultura foram diluidas em solucéo salina
0,9%, na escala 0,5 de McFarland. Com o auxilio de “swab” a suspenséo
obtida foi inoculada sobre a superficie de uma placa de Agar Mueller Hinton
(semeadura em cinco direcdes) e dispostos os discos de papel impregnados
com concentracdes padronizadas de diferentes antimicrobianos: ampicilina

(10ug), ciprofloxacina (5ug), cloranfenicol (30ug), eritromicina (15ug),
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gentamicina (120ug), nitrofurantoina (300ug), norfloxacin (10ug), tetraciclina
(30ug) e vancomicina (30uQ).

A leitura e medicdo dos halos de inibicdo em torno do disco foram
realizadas apos 18-24 horas de incubacdo a 35°C. Os isolados foram
classificados como sensiveis, intermediarios ou resistentes, conforme tabela

elaborada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011).



41

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. lIsolamento e identificacdo fenotipica das espé cies de
Enterococcus sp.

Foram isolados 348 Enterococcus sp. de amostras de agua coletadas
de cinco pontos distintos do arroio Dilavio, em quatro periodos do ano de 2009.
Todos foram submetidos a provas fisioloégicas para identificacdo de suas
espécies. Desses isolados, 216 (62,07%) foram identificados como E. faecium,
47 (13,50%) como E. faecalis e 42 (12,07%) como E. casseliflavus. Neste
estudo, 43 (12,36%) isolados ndo puderam ser identificados em nivel de
espécie.

Devido a grande similaridade metabdlica encontrada entre
representantes do género Enterococcus, raramente a identificacdo fenotipica
das espécies contempla os 100% dos isolados. Percentuais semelhantes de
enterococos, identificados em nivel de espécie, foram encontrados por Hayes
et al. (2003), Dias (2009), Cassenego et al. (2010) e Furukawa et al. (2011),
com isolados obtidos a partir de amostras de carne, ambientes de suinocultura,
cloaca de frango e aguas residuais, respectivamente. Devriese et al. (1993)
descreveram que E. faecium isolados de humanos e frangos diferem na

fermentacao de carboidratos, condicdo que pode dificultar a sua identificacéo.
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Neste estudo foi observada uma elevada prevaléncia de E. faecium
entre os isolados. Embora a espécie predominante nas fezes de humanos seja
E. faecalis, diversos estudos realizados em diferentes regides do mundo
relatam resultados semelhantes a este. Svec & Sedlacek (1999), na Republica
Checa, detectaram 21,42% de E. faecium e 18,25% de E. faecalis, entre
bactérias isoladas de diferentes fontes de aguas superficiais. Manero et al.
(2002), na Espanha, isolaram enterococos de trés diferentes locais com
contaminacdo fecal, em dois deles (esgoto urbano e esgoto hospitalar),
observaram a prevaléncia de E. faecium com 41% e 44%, respectivamente. Em
outro estudo realizado na Eslovaquia, Pangallo et al. (2004), relataram a
prevaléncia de E. faecium (39,34%), sendo E. faecalis (11,47%) a segunda
espécie mais prevalente, entre 0os enterococos isolados de amostras de agua
de diferentes ambientes, tais como, rio Danubio, estacdes de tratamento de
esgoto, efluentes de industrias de derivados lacteos e excrementos de ovelhas.
No Ird, Saifi et al. (2008), encontraram 64% de E. faecium e 29% de E. faecalis,
entre enterococos isolados de trés estacOes de tratamento de esgoto. Em
Portugal, Dias (2009), também observou a prevaléncia de E. faecium (56%),
entre enterococos isolados de amostras oriundas de ambientes de
suinocultura. Mais recentemente, Furukawa et al. (2011), no Japédo, ao
analisarem genotipicamente isolados de enterococos de amostras de agua de
uma estacao de tratamento de esgoto e de um rio com contaminacéo fecal,
encontraram 73,75% de E. faecium e apenas 5% de E. faecalis.

No Brasil, a prevaléncia de E. faecium, também foi detectada entre

isolados de origem aviaria analisados em estudos realizados em Sao Paulo e
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em Vicosa (MG), com 52,9% e 90%, respectivamente (Leme, 1998; Oliveira,
2006). O conhecimento sobre a composicdo de espécies de enterococos na
microbiota intestinal humana e de outros animais, bem como de &aguas
residuais é duvidoso, pois sdo muitas as variaveis possiveis. A dieta, a
localizac&o geografica, o clima e o tipo de efluente descartado séo fatores que
podem influenciar muito a distribuicdo das espécies.

Em geral, as espécies mais prevalentes na microbiota intestinal
humana sao E. faecium e E. faecalis, também considerados os principais
agentes de infeccBes enterocdcicas, com predominancia para E. faecalis

(Teixeira & Facklam, 2003).

4.2. Diversidade de Enterococcus sp., por ponto de coleta
A distribuicdo e frequéncia das espécies de enterococos isoladas, por

ponto de coleta, encontram-se demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicao e frequéncia das espécies de Enterococcus sp., por
ponto de coleta (n=348).

N° de isolados (%)
Ponto de coleta — n (%)

E. faecium E. faecalis E. casseliflavus  Enterococcus sp.
Ponto 1 — 44 (12,64) 0 17 (38,64) 27 (61,36) 0
Ponto 2 — 67 (19,25) 48 (71,64) 1(1,49) 13 (19,41) 5 (7,46)
Ponto 3 — 76 (21,84) 44 (57,89) 17 (22,37) 2 (2,63) 13 (17,11)
Ponto 4 — 77 (22,13) 56 (72,73) 9 (11,69) 0 12 (15,58)

Ponto 5 — 84 (24,14) 68 (80,95) 3 (3,57) 0 13 (15,48)




Na nascente do arroio (Ponto 1), houve predominio da espécie E.
casseliflavus (61,36%), seguida de E. faecalis (38,64%). A elevada prevaléncia
de E. casseliflavus neste ponto é facilmente explicada uma vez que plantas,
solo e regides com mata, como € o caso do Parque Saint Hilaire, onde se
localiza a nascente do arroio, sdo o seu nicho natural. Em aguas de nascente
de rios e cOrregos, que sado depositarios de folhas e residuos de origem
vegetal, também séo frequentemente encontrados E. casseliflavus (Collins et
al., 1984). A outra espécie isolada neste ponto foi E. faecalis, espécie tipica do
TGl de animais de sangue quente. Neste ponto, vivem muitos animais
silvestres, caes e cavalos utilizados pelos guardas florestais. A acao antropica
restringe-se a circulacdo de poucos visitantes e dos funcionarios do proprio
parque. Com isso, a agua que nasce no arroio € isenta de esgoto de qualquer
natureza, os detritos encontrados sao basicamente a matéria organica
produzida pela prépria mata e animais que nela vivem. Essa populacéo,
residente e visitante, pode explicar a presenca de E. faecalis nas aguas da
nascente do arroio.

O ponto 2, localizado entre as Avenidas Ipiranga e Antbnio de
Carvalho, é um ponto bem urbanizado, mas que apresenta o predominio de
casas e nao de edificios, sendo que muitas delas ndo se encontram ligadas ao
sistema de esgotamento sanitario, liberando seus efluentes diretamente no solo
ou no sistema de esgoto pluvial, que é lancado no arroio. Neste ponto, foi
detectada a prevaléncia de E. faecium com 71,64% dos isolados. Esta espécie
€ uma das mais frequientes no TGI humano e de outros animais. A prevaléncia

de E. faecium, neste ponto, pode ser justificada pelo fato de diversos domicilios
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liberarem seus efluentes sanitarios nas redes pluviais. Além disso, muitos
moradores de vilas como Vila Pinto, Divinéia e Mato Sampaio, que ficam
proximas ao arroio, criam animais como galinhas e cavalos, sendo esses
altimos utilizados na coleta e transporte de lixo, sem instalacdes adequadas,
contaminando o solo com lixo e excrementos. O esgoto cloacal, quando néo
coletado na rede pluvial, é disposto diretamente no solo. As condi¢des
higiénicosanitarias dessas comunidades sao precarias. Todos esses
contaminantes acabam sendo liberados, direta ou indiretamente, no arroio e
interferem na qualidade de suas aguas e diversidade dos micro-organismos
que nele vivem. Este ponto também apresentou um significativo percentual de
E. casseliflavus (19,40%) que pode ser explicado pela grande quantidade de
vegetacdo que ainda tem as margens do arroio e por esse ponto de coleta
receber micro-organismos que séao carreados da nascente do arroio. Ou seja,
parte dos E. casseliflavus encontrados na nascente, sao transportadas para o
ponto seguinte, que é o ponto 2.

Os demais pontos de coleta, pontos 3 a 5, correspondem a parte do
arroio ja canalizada e encontram-se em areas densamente urbanizadas sendo,
portanto, bastante impactadas. O ponto 3, localizado na esquina da Avenida
Ipiranga com a Rua Guilherme Alves, caracteriza-se por ser uma area
comercial e residencial, nesta area encontram-se diversas vilas, tais como
Morro da Cruz, Morro da Tuca e Jodo Pessoa, além do Hospital Sdo Lucas
(PUC-RS), do campus da Pontificia Universidade Catolica, do Shoping Bourbon
e da Fundacdo Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS) —

LACEN, todos produtores de grande quantidade de efluentes e com uma
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elevada circulacdo de pessoas. Neste ponto houve um predominio de E.
faecium (57,89%), seguido de E. faecalis (22,37%), embora a prevaléncia de E.
faecium tenha sido mais discreta, quando comparada com os pontos 2, 4e 5. A
razdo desta distribuicdo de espécies mais homogénea, no ponto 3, pode ser
devido a melhorias no saneamento desta regido. Segundo estudo de Faria &
Morandi (2002), foram realizadas diversas obras pelo DEP, visando a melhoria
das condi¢cdes da agua do arroio, entre as ruas Cristiano Fischer e Santa
Cecilia, que, apesar de nao ter resolvido o problema na sua totalidade, surtiram
algum efeito, ainda que pontual. Neste trajeto, foram executadas obras de
esgotamento sanitario, sendo que a contribuicdo mais significativa foi a
desvinculacao dos efluentes do Complexo da PUC (universidade e hospital)
que eram lancados diretamente no arroio. No ponto 4, localizado na esquina da
Avenida Ipiranga com a Rua Ramiro Barcelos, encontram-se o Hospital de
Clinicas e o Campus Saude, ambos da UFRGS, neste ponto houve mais uma
vez a prevaléncia de E. faecium (72,73%), seguido de E. faecalis (11,69%). No
ponto 5, ultimo ponto de coleta, localizado na esquina das Avenidas Ipiranga e
Borges de Medeiros, foi observada a mais alta prevaléncia de E. faecium
(80,95%) entre os isolados. Esta area, local onde o arroio Dilavio desagua no
lago Guaiba, caracteriza-se por apresentar muitos prédios residenciais e
comerciais, além de um grande centro de compras, o Shoping Praia de Belas.
Como em outros pontos, o sistema de esgotamento sanitario de muitos
domicilios mantém-se ligado a rede pluvial, contribuindo de forma significativa

para a contaminacéo do arroio.
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Esses esgotamentos sanitarios que sao liberados na rede puvial que
desagua no arroio e os efluentes e residuos de diferentes animais que vao se
acumulando ao longo de todo o trajeto do arroio, acrescidos de contaminantes
provenientes do lixo, que sdo descartados diretamente no solo e carreados
com a agua da chuva, possivelmente expliquem a prevaléncia de E. faecium,
encontrada nestes pontos (4 e 5).

Por essas e provavelmente por outras razdes a prevaléncia de uma ou
de outra espécie de enterococos em aguas residuais varia muito. Assim como
neste estudo, a predominancia de E. faecium em aguas residuais, também foi
observado na Polbnia e no Reino Unido (Blanch et al., 2003; Lukzkiewicz et al.,
2010), enquanto que estudos realizados em Portugal e nos Estados Unidos
apontaram E. hirae como a espécie mais abundante (Bonilla et al., 2006;

Ferreira da Silva et al., 2006).

4.3. Diversidade de Enterococcus sp., por periodo do ano

As coletas das amostras foram realizadas em quatro periodos do ano
de 2009, sendo a primeira no verdo, a segunda no outono, a terceira no inverno
e a quarta na primavera. A Tabela 3 mostra a distribuicdo e a frequéncia das

espécies de enterococos isoladas nos quatro periodos do ano.
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Tabela 3. Distribuicdo e frequiéncia das espécies de Enterococcus sp., por
periodo do ano (n=348).

N° de isolados (%)
Periodo do ano — n (%)

E. faecium E. faecalis E. casseliflavus  Enterococcus sp.

Janeiro — 89 (25,58) 50 (56,18) 25 (28,09) 8 (8,99) 6 (6,74)
Abril - 97 (27,87) 37 (38,14) 8 (8,25) 27 (27,84) 25 (25,77)
Setembro — 79 (22,70) 73 (92,41) 5 (6,33) 0 1 (1,26)
Dezembro — 83 (23,85) 56 (67,47) 9 (10,84) 7 (8,44) 11 (13,25)

A analise dos resultados demonstra uma prevaléncia de E. faecium nas
quatro estacdes do ano, sendo que, no periodo correspondente ao inverno, E.
faecium representou 92,41% dos isolados.

No inverno, nenhuma espécie de enterococos foi isolada no ponto 1, e
na primavera, foi detectada uma baixa prevaléncia de enterococos, com
apenas sete isolados. Isto pode ser devido a grande precipitacdo de chuva que
ocorreu em Porto Alegre nos periodos que antecederam a essas coletas.
Conforme dados fornecidos pelo Instituto de Meteorologia (Inmet) — 8° Distrito,
no més agosto de 2009 ocorreu uma precipitacao de 264,5 mm, enquanto que
o esperado para o periodo era 134,3 mm e no més de novembro de 2009, a
precipitacéo foi de 287,6 mm, enquanto que o esperado era de 101,7 mm. Esse
excesso de chuva inundou o arroio, sendo a sua nascente o ponto de coleta
mais prejudicado. Por ser uma area mais natural, ndo conta com mecanismos

artificiais de escoamento e o seu solo ficou encharcado por um longo periodo,
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sem condi¢cdes de absorver tanta agua. Desse modo, as amostras ficaram
naturalmente diluidas prejudicando o isolamento das espécies. Esses dados,
aliados ao fato de que, na nascente, ndo ocorre descarte de esgoto cloacal,
provavelmente justifiquem a auséncia de enterococos neste ponto, no inverno
e, 0 isolamento de apenas sete enterococos na primavera.

A Tabela 4 mostra a distribuicdo das espécies, por ponto de coleta e

por periodo do ano.



Tabela 4. Distribuicdo das espécies de Enterococcus sp. isoladas nas aguas do arroio Diltvio, por ponto de coleta e por

periodo do ano (n=348).

Verao (n=89)

Outono (n=97)

Inverno (n=79)

Primavera (n=83)

Pontos de . . . .
o o o o

Coleta (n) g 2 El 3 3 El R 3 2 2 3 5 £ 2 3
2 8 2 e g g a g g g a o 2 9 a o

S S S 2 8 8 S g = I o g I IS o g

= = . = . : : < Wi < . £ < < ' =

i i ui i ui ui ui w ui ui w ui ui ui w

Ponto 1 (44) 0 17 2 0 0 0 18 0 0 0 0 0 0 0 7 0
Ponto 2 (67) 7 0 5 1 8 0 8 3 19 0 0 0 14 1 0 1
Ponto 3 (76) 12 2 1 1 5 7 1 7 20 2 0 0 7 6 0 5
Ponto 4 (77) 11 5 0 2 11 1 0 8 14 3 0 1 20 0 0 1
Ponto 5 (84) 20 1 0 2 13 0 0 7 20 0 0 0 15 2 0 4




No més de abril, segundo o Inmet — 8° Distrito, a precipitacao pluvial foi
de 31,0 mm, enquanto que o esperado era de 95,2 mm. Neste més foi
realizada a coleta correspondente ao outono, coleta em que houve a mais
homogénea distribuicdo das espécies, onde E. faecium correspondeu a
38,14%, E. casseliflavus a 27,83%, E. faecalis a 8,25% e Enterococcus sp. a
25,77% dos isolados. A baixa precipitacdo ocorrida nesse periodo
provavelmente justifique esta distribuicdo mais homogénea.

Em estudo realizado no litoral sul da California (EUA) por Ferguson et
al. (2005), com amostras de agua e sedimentos marinhos de regides entre-
marés, foi observada a prevaléncia de E. faecium em todas as amostras
sedimentares. Esses resultados sugerem que a ressuspensao de sedimentos
de um manancial, pode aumentar a concentracdo, na agua, de espécies que
nele se encontrem. Se nos sedimentos do Arroio Diluvio, assim como nos
sedimentos do litoral sul da Califérnia, também ocorre a prevaléncia de E.
faecium, esta pode ser uma das razdes da elevada prevaléncia desta espécie
encontrada neste estudo e da distribuicdo mais homogénea das espécies
verificada no outono, periodo em que houve uma precipitacdo pluvial abaixo do
esperado. Em duas das quatro coletas realizadas (inverno e primavera) houve
precipitacdo muito acima do esperado, nos periodos que antecederam as
mesmas, e estas foram as coletas em que houve a maior prevaléncia de E.
faecium (92,41% e 67,47%), respectivamente. E provavel que a intensa
precipitacdo ocorrida tenha provocado a ressuspensédo dos sedimentos e de E.
faecium, que nele se encontravam, elevando a prevaléncia desta espécie,

nestes periodos do ano.
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As chuvas interferem diretamente nas concentracbes de micro-
oganismos de um manancial. No momento que a chuva incide diretamente
sobre a superficie da agua, ocorre uma melhora nas condi¢bes sanitarias,
devido ao processo de diluicdo. Entretanto, se a intensidade e duracdo da
precipitacdo for muito grande, podera ocorrer o carreamento de contaminantes
existentes nas superficies urbanas e/ou agricolas, provocando assim a
contaminacdo dos corpos aquaticos. Além disso, a forca da chuva pode
provocar o revolvimento de sedimentos, ocasionando ressuspensédo dos micro-
organismos que se encontram no leito do manancial, e 0 aumento de sobrevida
dos mesmos. Em funcdo da influéncia das chuvas na balneabilidade, na
California (EUA), sdo emitidos boletins informativos para a populacdo, quando
a concentracao das bactérias indicadoras de contaminacéo fecal ultrapassa os
padrbes sanitarios para as aguas recreativas ou quando ocorre precipitacado
com intensidade e duracdo acima do limite pré-estabelecido para a seguranca

sanitaria em corpos aquaticos.

4.4, Resisténcia de Enterococcus sp.

Todos os 348 isolados submetidos aos testes de susceptibilidade foram
sensiveis a ampicilina e a gentamicina, 87,93% foram resistentes a
eritromicina, 41,95% a nitrofurantoina, 37,93% a norfloxacin, 33,62% a
ciprofloxacina, 6,03 ao cloranfenicol, 3,73% a tetraciclina e 0,6% a vancomicina

(Figura 3).
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Figura 3. Percentual de resisténcia de isolados de enterococos frente aos antimicrobianos:
eritromicina (Eri), nitrofurantoina (Nit), norfloxacin (Nor), ciprofloxacina (Cip), cloranfenicol (Clo),
tetraciclina (Tet), vancomicina (Van), ampicilina (Amp) e gentamicina (Gen).
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Figura 4. Percentual de espécies de Enterococcus sp., resistentes aos antimicrobianos
testados: ciprofloxacina (Cip), cloranfenicol (Clo), nitrofurantoina (Nit), norfloxacin (Nor),
tetraciclina (Tet), vancomicina (Van) e eritromicina (Eri).
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A ampicilina é o antibiético de primeira escolha para infeccbes
enterocécicas de menor gravidade. A resisténcia a este antimicrobiano na
espécie E. faecalis é pouco frequente ao contrario do que ocorre com as
amostras de E. faecium, que sdo geralmente resistentes a maioria dos
antimicrobianos, especialmente a ampicilina (Murray, 2000). Entretanto, varios
estudos relatam alta sensibilidade a ampicilina entre isolados de E. faecium.

No Ird, Saifi et al. (2008) detectaram apenas 18% de resisténcia a
ampicilina, entre isolados de E. faecium, obtidos a partir de amostras de agua
de estacbes de tratamento de esgoto. Em recente estudo realizado em
Portugal, Macedo et al. (2011), observaram 100% de sensibilidade a ampicilina
entre os isolados de E. faecium oriundos de amostras de agua nao-tratada para
consumo humano. Estudos realizados no Brasil também relatam resultados

semelhantes, com alta sensibilidade a ampicilina, Horner et al. (2005),
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observaram um padrdo de resisténcia a ampicilina de 21%, entre seus isolados
clinicos de E. faecium e Cassenego et al. (2010), observaram 100% de
sensibilidade entre E. faecium isolados de cloaca de frango. H&, no entanto,
estudos realizados em Portugal, Suécia e China, que relatam alta resisténcia a
ampicilina, com taxas de 70%, 21,5% e 45,3%, respectivamente (Cristino-Melo,
1998; Torell et al., 1999; Ting-Ting et al., 2006).

Da mesma forma, ha divergéncias quanto aos resultados apresentados
por estudos que testaram a resisténcia de isolados a gentamicina. Neste
estudo, a sensibilidade a esse agente foi de 100%, e em outro, realizado por
Martins da Costa et al. (2006), com aguas residuais e amostras de matadouros
de aves, foi observado 0,4% de resisténcia a gentamicina. Entretanto, em outro
estudo, realizado na Pol6nia, também com amostras ambientais, os isolados de
enterococos apresentaram uma resisténcia de aproximadamente 35%
(Luczkiewicz et al., 2010). Com amostras clinicas, os resultados também foram
conflitantes, enquanto Teixeira (2007) encontrou um padrdo de 31,3% de
resisténcia e Bender et al. (2010) encontrou um padréo de 23,2%, Bedendo et
al. (2003) encontrou 10,3% e Batistao (2010) 3,3%.

O padréo de resisténcia a eritromicina encontrado foi muito elevado e,
em se tratando de amostras ambientais, o dado é preocupante. A prevaléncia
de enterococos resistentes a eritromicina em aguas residuais e outras
amostras ambientais tem sido amplamente divulgado na literatura, com taxas
de resisténcia de até 82% (Blanch et al., 2003; Ferreira da Silva et al., 2006;
Martins da Costa et al., 2006; Teixeira, 2007; Bender et al., 2010; Luczkiewicz

et al., 2010).
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A resisténcia apresentada pelos isolados a nitrofurantoina foi
surpreendente, embora ja tenham sido descritos padrbes semelhantes em
estudos realizados com amostras clinicas e ambientais. Horner et al. (2005) em
pesquisa realizada com isolados de amostras colhidas de pacientes
ambulatoriais e internados em hospital de Santa Maria (RS) observaram
resisténcia de 50% a nitrofurantoina entre E. faecium. Em Portugal, Martins da
Costa et al. (2006) detectaram 34% de resisténcia, entre enterococos isolados
de amostras ambientais e, na Polbnia, Luczkiewicz et al. (2010) constataram
uma frequéncia de 53% de resisténcia, entre enterococos isolados de aguas
residuais de uma estacdo de tratamento de esgoto. A resisténcia a esse
farmaco € alarmante, uma vez que ele € amplamente utilizado no tratamento
de infec¢Bes urinarias, principal infeccdo causada por enterococos.

Com relacdo as quinolonas testadas neste estudo, foram observadas
taxas semelhantes de resisténcia a ciprofloxacina e norfloxacin, 33,62% e
37,93%, respectivamente. Pesquisas realizadas com amostras clinicas tém
apresentado resultados similares (Horner et al., 2005; Teixeira, 2007; Bender et
al., 2008).

Embora seja crescente o surgimento de enterococos resistentes a
vancomicina, neste estudo, apenas dois isolados apresentaram padrdo de
resisténcia. Revisando a literatura observa-se que diversos trabalhos
publicados, apresentam resultados semelhantes a este (Bedendo et al., 2003;
Horner et al., 2005; Martins da Costa et al., 2006; Bender et al., 2010;

Luczkiewicz et al., 2010).



57

Com relacdo aos demais antimicrobianos testados, cloranfenicol e
tetraciclina, ambos apresentaram taxas relativamente baixas de resisténcia,
6,03% e 3,73%, respectivamente. O pequeno numero de isolados resistentes
ao cloranfenicol esta de acordo com outros estudos realizados, 0 mesmo nao
ocorre com a tetraciclina. Amostras clinicas e ambientais tém apresentado
taxas de resisténcia, de moderadas a elevadas, a esse agente. No entanto,
Martins da Costa et al. (2006) também observaram resultados semelhantes a
este, com 4,6% dos enterococos isolados, resistentes ao cloranfenicol (Dias,
2009; Cassenego et al., 2010; Batistdo, 2010).

A figura 5 apresenta o perfil de multirresisténcia dos isolados frente as
diferentes classes de antimicrobianos testadas. Os resultados demonstram que
93,96% dos isolados foram resistentes a pelo menos uma classe de
antimicrobianos, 44,25% a duas classes, 19,83% a trés classes e 2,01% a

quatro classes.
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Figura 5. Perfil de resisténcia de Enterococcus sp. frente as
diferentes classes de antimicrobianos testadas.
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Analisando o desempenho dos isolados frente a utilizacdo dos
antimicrobianos testados constata-se que a espécie que apresentou percentual
de resisténcia mais elevado foi E. faecium com 74,07% dos isolados
resistentes a duas ou mais classes de antimicrobianos. Em seguida vieram E.
casseliflavus com 66,67% e E. faecalis com 36,17%. A figura 6 mostra os

percentuais de resisténcia das espécies de Enterococcus sp. isoladas.
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E. faecium E. casseliflavus  Enterococcus E. faecalis
sp.

Figura 6. Percentual de Enterococcus sp. multirresistentes (duas ou mais classes), frente as
diferentes classes de antrimicrobianos testadas: aminoglicosideos, B-lactamicos, cloranfenicol,
glicopeptideos, macrolideos, quinolonas e tetraciclinas.

A multirresisténcia apresentada por E. faecium, neste estudo encontra
amplo respaldo na literatura. E. faecium séo intrinsicamente resistentes a -
lactamicos e aminoglicosideos e podem adquirir resisténcia a ampicilina,
aminoglicosideos, macrolideos, cloranfenicol, tetraciclinas quinolonas e
glicopeptideos e oxazolidinones (Top et al., 2008).

Em estudo realizado por Martins da Costa et al. (2006) foi observada

uma taxa de 37,1% de enterococos isolados de amostras ambientais,
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resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos. Saifi et al. (2008)
relataram multirresisténcia entre E. faecium e E. faecalis isolados de agua de
estacdes de tratamento de esgoto e, mais recentemente, Macedo, et al. (2011)
observaram elevada taxa de multirresisténcia, com 57% de enterococos
isolados de agua nao tratada para consumo humano, resistentes a trés ou mais
classes de antimicrobianos.

A capacidade de micro-organismos adquirirem resisténcia a varias
classes de antimicrobianos pode estar relacionada a exposicdo sequencial a

diferentes drogas ou a aquisicdo de elementos genéticos moveis (Poole, 2005).

4.5. Resisténcia de Enterococcus sp., por ponto de coleta
Os resultados obtidos com os testes de susceptibilidade a

antimicrobianos encontram-se representados na tabela 5.

Tabela 5. Resisténcia de Enterococcus sp. isolados do arroio Dilavio, por ponto
de coleta e por periodo do ano. (n=348) (resistentes a duas ou mais classes de
antimicrobianos)

Pto de Coleta (n)  N° Isolados Resistentes (%) Periodo do Ano (n) N° Isolados Resistentes
(%)

Ponto 1 (44) 18 (40,90) Janeiro (89) 41 (46,07)
Ponto 2 (67) 52 (77,61) Abril (97) 74 (76,29)
Ponto 3 (76) 32 (42,10) Setembro (79) 60 (75,95)
Ponto 4 (77) 59 (76,62) Dezembro (83) 55 (66,26)

Ponto 5 (84) 69 (82,14)
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Os resultados indicam que o ponto 1 (40,90%) apresentou 0 menor
percentual de isolados resistentes, e por sua vez o ponto 5 (82,14%), o maior
percentual. O perfil de resisténcia detectado nestes pontos corresponde ao
esperado, uma vez que o ponto 1 (nascente do arroio) fica em uma area
bastante preservada, onde ndo ocorre liberagdo de esgoto, enquanto que o
ponto 5 (foz do arroio) localiza-se numa area muito urbanizada que acumula
esgoto residencial e efluentes de diversas origens que vao sendo descartados
ao longo de todo o percurso do arroio. O ponto 2, localizado em uma éarea
urbanizada, fica proximo a diversas vilas e loteamentos irregulares, cujo
descarte de lixo, esgoto e todo o tipo de material toxico, ou ndo, no arroio, €
uma pratica comum. O percentual de resisténcia de 77,61%, apesar de
elevado, encontrado neste ponto pode refletir a realidade. Os pontos 4
(76,62%) e 5 (82,14%), também apresentaram altas taxas de resisténcia que,
da mesma forma, séo justificaveis, por encontrarem-se localizados em areas
ainda mais urbanizadas e sujeitas a descarte de esgoto néo tratado. Além
disso, esses pontos correspondem a porcéo terminal do arroio, sendo préximo
a sua foz, no lago Guaiba. Isto significa que nas suas aguas encontram-se
materiais, diferentes substancias e moléculas, oriundas de medicamentos
descartados ao acaso e, esgoto que vem se acumulando ao longo de todo o
trajeto do arroio.

Varios estudos evidenciam o impacto de antimicrobianos presentes no
meio ambiente, registrando-se a presenca de varias moléculas (tetraciclinas,

macrolidos, glicopeptideos e aminoglicosideos), em amostras de agua, solo e
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vegetais (Chee-Sanford et al., 2001). A pressao seletiva exercida por esses
elementos presentes no meio contribuem para o desenvolvimento e
disseminacdo de micro-organismos cada vez mais resistentes aos agentes
antimicrobianos de uso comum.

O percentual de resisténcia observado no ponto 3 (42,10%), foi
consideravelmente mais baixo que os percentuais observados nos pontos 2, 4
e 5, que apresentam area com semelhante nivel de urbanizacdo e sujeitas,
portanto, a equivalente impacto ambiental. Este percentual de resisténcia mais
baixo, provavelmente esteja relacionado com a prevaléncia mais discreta de E.
faecium, encontrada neste ponto (57,89%), quando comparado com os demais
pontos, pois E. faecium foi a espécie que apresentou o maior percentual de
resisténcia, com 74,07% dos isolados resistentes a duas ou mais classes de
antimicrobianos. Segundo Konemann et al. (2001), é conhecida a estreita
relagdo de E. faecium com a resisténcia bacteriana. Sendo assim, é de se
esperar que diminuindo a prevaléncia de E. faecium, no ponto 3, a resisténcia

neste ponto, também diminua.

4.6. Resisténcia de Enterococcus sp., por periodo do ano

Um dos objetivos deste estudo foi verificar a influéncia da sazonalidade
na incidéncia, maior ou menor, de isolados resistentes a antimicrobianos. Até
que ponto as alteracdes climaticas poderiam influenciar no desenvolvimento e
disseminacao da resisténcia.

Os resultados indicam que, apenas na coleta referente ao verao

(46,07%), ocorreu um percentual menor de resisténcia. Nas demais estacdes
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do ano, outono (76,29%), inverno (75,95%) e primavera (66,26%), oS
percentuais de resisténcia obtidos foram muito semelhantes, sugerindo que as
temperaturas verificadas nos periodos, ndo tenham interferido de modo
significativo nos indices de resisténcias. Por outro lado, analisando os dados
fornecidos pelo Inmet, observa-se que nos meses de janeiro, abril, setembro e
dezembro, as temperaturas minimas variaram entre 18°C e 21,6°C e as
temperaturas maximas, entre 22,8°C e 32,5°C, variacbes muito pequenas,
insuficientes para interferir no desenvolvimento de bactérias reconhecidamente

resistentes, como enterococos.
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5. CONCLUSOES

Foram isoladas bactérias do género Enterococcus presentes em
amostras de agua coletadas em diferentes pontos do Arroio Dilivio em quatro
periodos do ano. A espécie mais prevalente foi Enterococcus faecium.

O ponto 1, que corresponde a nascente do arroio Dilavio, foi o que
apresentou 0 menor niumero de enterococos isolados e o percentual mais baixo
de enterococos resistentes, quando comparado com os demais pontos.

O ponto 5, que fica localizado préximo a foz do arroio, apresentou o
maior numero de enterococos isolados e as mais elevadas taxas de
resisténcia.

Foram identificados enterococos resistentes em todos os pontos de
coleta.

Todos os isolados foram sensiveis a ampiciliana e gentamicina.

N&o houve influéncia das esta¢cdes do ano na distribuicdo das espécies

e nas taxas de resisténcia dos isolados.



6. PERSPECTIVAS

Avaliacédo do perfil de proteinas dos isolados identificados como
Enterococcus sp.
Avaliacao do perfil genotipico para os antimicrobianos.

Avaliacao do perfil dos fatores de viruléncia dos isolados.
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8. APENDICE

8.1. Meios de cultura e solucdes utilizadas

8.1.1. Meios de cultura arginina e controle

8.1.1.1. Arginina g.L?
arginina 10
peptona de carne 5
3extrato de levedura 3
glicose 1
agua destilada 1000mL
purpura de bromocresol 40 gotas
(pH 6,8)

8.1.1.2. Controle g.L?
peptona de carne 5
extrato de levedura 3

glicose 1



agua destilada 1000mL
purpura de bromocresol 40 gotas

(pH 6,8)
8.1.2. Meio de cultura caldo azida
caldo azida 34,7g.L*

agua destilada 1000mL

8.1.3. Meio de cultura agar Brain Heart Infusion (B HI)

agar BHI 37g.L*
agua destilada 1000mL
(pH 6,8)

8.1.4. Meio de cultura agar BHI + NaCl 6,5%

agar BHI 37g.L*
cloreto de s6dio 65g.L"
agua destilada 1000mL
(pH 6,8)

8.1.5. Meio de cultura agar Bile Esculina
agar Bile Esculina 43,5g.L*
agua destilada 1000mL

(pH 6,8)



8.1.6. Meio de cultura agar Mueller Hinton

agar Mueller Hinton
agua destilada

(pH 6,8)

8.1.7. Meio de cultura arabinose
arabinose

peptona caseina

cloreto de sédio

agua destilada

purpura de bromocresol

(pH 6,8)

8.1.8. Meio de cultura manitol
manitol

1lpeptona caseina

cloreto de sddio

agua destilada

purpura de bromocresol

(pH 6,8)

38g.L*

1000mL

g.L?
10
10
1
1000mL

40 gotas

g.L?
10
10
1
1000mL

40 gotas
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8.1.9. Meio de cultura Metyl- B-D-glucopyranoside (MGP)

MGP

peptona caseina
cloreto de sddio

agua destilada

purpura de bromocresol

(pH 6,8)

8.1.10. Meio de cultura piruvato
piruvato de sodio

peptona caseina

extrato de levedura

K2HPO4 (potassio fosfato dibasico)
cloreto de sédio

agua destilada

gotas de azul de bromotimol

(pH 7,6)

8.1.11. Meio de cultura rafinose
rafinose
peptona caseina

cloreto de sodio

gL*
10
10
1
1000mL

40 gotas

10

10

5

5

5
1000mL

100 gotas

g.L
10

10



agua destilada
purpura de bromocresol

(pH 6,8)

8.1.12. Meio de cultura sacarose
sacarose

peptona caseina

cloreto de sédio

agua destilada

purpura de bromocresol

(pH 6,8)

8.1.13. Meio de cultura sorbitol
sorbitol

peptona caseina

cloreto de sddio

agua destilada

purpura de bromocresol

(pH 6,8)

8.1.14. Solucéo salina 0,9%
cloreto de sédio

agua destilada

1000mL

40 gotas

g.L?
10
10
1
1000mL

40 gotas

g.L?
10
10
1
1000mL

40 gotas

90g.L™

1000
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