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DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS ISOLADAS DAS AGUAS DO RIO DOS
SINOS, ESTEIO, RS.

Mariana Garcia Bahlis, Sueli Van Der Sand

Departmento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Instituto de Ciéncias
Béasicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre

Resumo

Recursos hidricos como rios, lagos e lenc¢ois subterrdneos correspondem
a uma pequena porcdo da agua doce disponivel para consumo humano
e, devido ao seu contato direto com o homem estes estdo sendo
poluidos. A agua pode ser considerada como veiculo para doencas
causadas por microrganismos, tornando-se um risco ao bem estar da
populacdo. O Rio dos Sinos, um importante rio para o estado do Rio
Grande do Sul, recebe ao longo se seu curso Varios tipos de dejetos de
esgotos. A resisténcia a antimicrobianos é um evento natural de pressao
seletiva, de forma que a populacdo microbiana deve se adaptar para
sobreviver em ambientes com alta concentracdo dos mais diferentes
compostos quimicos.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos em bactérias Gram negativas isoladas das aguas do Rio
dos Sinos, buscando identificar e caracterizar a populacdo de acordo
com seu perfil de resisténcia aos antimicrobianos. Para isso, foram
testadas 48 bactérias isoladas do Rio dos Sinos, ponto de Esteio,
utilizando-se 12 antibidticos de 9 classes diferentes. Os resultados
apontaram para um perfil de 75% dos isolados resistentes a pelo menos
um antimicrobiano. O antimicrobiano com o maior indice de resisténcia
foi a cefalotina (60,42%), e os mais eficientes foram o imipenem e a
ceftriaxona com 100% de sensibilidade. Aproximadamente 34% dos
isolados puderam ser considerados multirresistentes. Sendo 14%
resistentes a duas classes de antimicrobianos, 8% a 3 e 4 classes e, 2%
dos isolados foram resistentes a 5 e 6 classes de antimicrobianos.
Apesar de o rio estar sendo muito poluido, os valores encontrados néo
foram tao elevados quanto esperado.

Palavras chave: Gram negativas, resisténcia, antimicrobianos.




EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY PROFILE OF
GRAM-NEGATIVE BACTERIA ISOLATED FROM RIO DOS SINOS WATERS,
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Departmento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre

Abstract:

Water resources like rivers, lakes and groundwater represent a small
portion of the fresh water available for human consumption and because
it is in direct contact with man they are been polluted all along. Water can
be considered as a vector for diseases caused by microorganisms,
making it a risk to the welfare of the population. Rio dos Sinos is
important river for Rio Grande do Sul, it crosses many cities and along its
course receives all kinds of wastewater. Resistance to antimicrobials is a
natural event of selective pressure in the environment, so the microbial
population must adapt to survive in environments with high
concentrations of many different chemical compounds. The objective of
this work was to evaluate antimicrobial susceptibility profile of Gram-
negative bacteria isolated from Rio dos Sinos water, looking to identify
and characterize the population according to their resistance profile to the
antimicrobials used in the assay. Therefore, 48 bacteria isolated from Rio
dos Sinos, at collection point in Esteio, were tested using 12 antibiotics of
nine different classes. The results showed a profile of 75% of isolates
resistant to at least one antimicrobial. The antibiotic with the highest rate
of resistance was cephalothin (60.42%), and the most efficient were
imipenem and ceftriaxone with 100% sensitivity. Approximately 34% of
the isolates could be considered multiresistant of which 14% were
resistant to two classes of antimicrobials, 8% at 3 and 4 classes, and 2%
were resistant to 5 and 6 classes of antimicrobials. Although the river is
very polluted, the values found were not as high as expected.

Key words: Gram negative, resistance, antimicrobials.



Introducédo

A agua é um recurso natural de valor inestimavel. Mais que um insumo
indispensavel a producéo € um recurso estratégico para o desenvolvimento
econdmico, € vital para a manutencao dos ciclos biolégicos, geologicos e
quimicos que mantém em equilibrio os ecossistemas (8). Porém as
atividades antropicas intensas produzem muitos poluentes que, ao serem
lancadas nos corpos hidricos, podem causar sérios problemas ambientais

(4,18).

Recursos hidricos como lagos, rios e lenc¢oéis subterraneos, de onde tem
origem a agua utilizada pela populacdo, correspondem a uma pequena
porcdo da agua doce disponivel para consumo humano. Esses locais
sofrem com o contado direto e constante do homem e, consequentemente,
acabam sendo poluidos com esgoto domesticos, industriais, agricolas e
outros tipos de residuo (2). A agua serve, também, como “veiculo” de
transmissdo de doencas causadas por microrganismos e parasitas,

tornando-se um risco a saude e ao bem estar da populagao (17).

O Rio dos Sinos é um importante rio para o Rio Grande do Sul,
banhando diversas das suas cidades. Nasce no municipio de Caraa,
percorre cerca de 190 km, desembocando no delta do Jacui, no municipio
de Canoas (Figura 1). Ao longo do seu curso recebe varios tipos de dejetos

oriundos de esgotos organicos e quimicos, especialmente nos grandes


http://pt.wikipedia.org/wiki/Delta_do_Jacu%C3%AD
http://pt.wikipedia.org/wiki/Canoas

centros urbanos, que despejam diariamente grandes quantidades de

residuos domésticos e industriais nas suas aguas (25).
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Figura 1: Mapa das EstacOes de Tratamento de Agua ao longo de toda
extensao do Rio dos Sinos. Fonte: Google Earth

Os antibiéticos sdo um dos mais importantes grupos de farmacos,
amplamente usados para tratar os efeitos indesejados causados por
microrganismo, e a resisténcia a eles € um grande desafio & medicina. A
resisténcia pode estar naturalmente presente, tendo sido herdada de
organismos da mesma espécie ao longo da divisdo celular, mas pode,
também, se desenvolver do contato do microrganismo com o antibiético ou
outros residuos (1,13).

Ha trés principais estratégias pelas quais 0s microrganismos podem
desenvolver resisténcia as drogas: produzindo enzimas que Sdo capazes
de inviabilizar o antimicrobiano; evitar a chegada da droga ao seu alvo,

através de bombas de efluxo ou permeabilidade de membrana e; alterando



o alvo molecular do antimicrobiano (9). De forma geral, apds o
microrganismo desenvolver uma melhor estratégia de resisténcia, 0s novos
genes que conferem resisténcia sao disseminados entre organismos da
mesma espécie e até mesmo para microrganismos de outras espécies
através de diferentes estratégias de transferéncia génica (22). Em bactérias
Gram negativas 0 mais comum é uma combinacdo das duas primeiras
estratégias (20).

A resisténcia de bactérias a antibiéticos e outras drogas antimicrobianas
€ um fendbmeno natural e de pressao seletiva. Devido ao uso indiscriminado
e recorrente dos antimicrobianos, tornou-se um problema de saude publica,
pois elas sao eliminadas e despejadas no ambiente sem qualquer
prevencdo e muitas dessas drogas sao liberadas do organismo
praticamente intactas (5).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de suceptibilidade aos
antimicrobianos em bactérias isoladas do Rio dos Sinos, especificamente
do ponto de Esteio (Figura 2), uma vez que as consequéncias negativas
desses eventos sdo relevantes, pois colocam a sociedade em risco pela

dispersao de organismos multirresistentes patogénicos.

Materiais e Métodos

As coletas de agua foram realizadas em trés pontos do Rio dos Sinos
(Novo Hamburgo, Trés Coroas e Esteio) nas diferentes estacdes do ano
(inverno, primavera, verao e outono). As amostras coletadas passaram por

isolamento da populacdo bacteriana através de semeadura por



esgotamento em placas contendo diferentes meios de cultura seletivos.
Para esse trabalho, quarenta e oito isolados foram selecionados, todos
crescidos em meio seletivo eosina azul de metileno (EMB) oriundos do
ponto Esteio, pois, por ser o Ultimo ponto, € o mais impactado por residuos

de esgotos de toda regiao.
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Figura 2 — Mapa mostrando a localizagcdo do po
RS. (29°51°40”S, 51°13’50”0). Fonte: Google Earth

nto de coleta, em Esteio,

Para a caracterizacdo do perfil de resisténcia foi utilizado o método de
difusdo em &agar (Kirby-Bauer). Os isolados foram inoculados em caldo
triptose de soja (TSB) e mantidos a 37°C por 24h. ApGs esse periodo, com
uma concentracdo de 0,5 na escala de Mac Farland (aproximadamente 1,5
x 10® UFC mL™Y), suabes estéreis foram embebidos nas culturas, retirando-
se 0 excesso de liquido, e semeados uniformemente em placas contendo
agar Muller Hinton. Os discos de antimicrobianos foram depositados de
forma equidistante sobre a superficie do meio inoculado. Foram utilizados

12 antimicrobianos de 9 classes diferentes: nitrofurantoina (NIT 300 pg),



norfloxacina (NOR 10 pg), tetraciclina (TET 30 pg), estreptomicina (EST 10
Mg), ciprofloxacina (CIP 5 ug), ceftriaxona (CRO 30 pg), cefalotina (CFL 30
pg), cefoxitina (CFO 30 pg), sulfametoxazol + trimetoprim (SUT 25 pg),
imipenem (IMP 10 pg), cloranfenicol (CLO 30 pg), gentamicina (GEN 10
1g). As placas foram incubadas a 37°C por 18-24h e, apés este periodo, 0s
halos de inibicdo foram medidos. A interpretacdo das zonas de inibi¢céo foi
realizada de acordo com a tabela de valores de resisténcia e antibiogramas

da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI/ 2007).

Resultados

Os antimicrobianos para o0s quais 0s isolados apresentaram maior
suscetibilidade foram o imipenem e a ceftriaxona com nenhum isolado
resistente. A gentamicina com um (2,08%) isolado resistente e cloranfenicol
com 2 (4,17%) isolados. A cefalotina apresentou a menor eficiéncia com 29
(60,42%) isolados resistentes, seguida da cefoxitina com 20 (41,67%)
isolados resistentes. A estreptomicina obteve 20,83% dos isolados
resistentes e a tetraciclina 18,75%. Contra dez antimicrobianos foi
detectada resisténcia bacteriana e 75% dos isolados foi resistente a pelo
menos um antimicrobiano (Figura 3).

Na coleta 1 (inverno) dois isolados apresentaram resisténcia a um
antimicrobiano cada um, cefalotina e a nitrofurantoina. Todos os demais
foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados. Na coleta 2
(primavera) houve uma maior prevaléncia de isolados resistentes a
cefoxitina e cefalotina, ambos com 100% dos isolados resistentes, e

nitrofurantoina com 44,44% dos isolados. Houve resisténcia, também, a



tetraciclina e ao sulfametoxazol-trimetoprim, e todos os isolados foram

sensiveis aos demais sete antimicrobianos.
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Figura 3. Percentual de bactérias isoladas das aguas do Rio dos Sinos,
ponto de Esteio, resistentes aos 12 antimicrobianos utilizados nos ensaios
de susceptibilidade aos antimicrobianos.

Na coleta 3 (verdo) os antimicrobianos com o maior niumero de isolados
resistentes foram a cefalotina e a cefoxitina com 55,56% e 50% dos
isolados respectivamente, gentamicina, nitrofurantoina, sulfametoxazol-
trimetoprim e tetraciclina com 5,56% dos isolados para cada
antimicrobiano. Na coleta 4 (outono) o maior numero de isolados
resistentes foi observado para cefalotina (60%), estreptomicina (40,67%),
tetraciclina (33,33%) e ciprofloxacina (26,67%), seguidos por cefoxitina,

norfloxacina e sulfametoxazol-trimetoprim com 20% (Tabela 1).

Isolados resistentes a pelo menos duas classes de antimicrobianos foi
observado em 34% dos isolados (Figura 4), o que caracteriza um perfil de
multirresisténcia. Uma maior prevaléncia de isolados multirresistentes foi

observada na coleta da primavera, com 5/9 (55,55%) dos isolados com
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esse perfil, seguido pelas coletas do outono com 8/15 (53,33%) e verdo
com 3/18 (16,66%) (Tabela 1). Doze (25%) isolados foram sensiveis a
todos os antimicrobianos testados. Sete (14,58%) isolados foram
resistentes a apenas um antimicrobiano, e 42% dos isolados foram
resistentes a apenas uma classe de antimicrobianos. Foram observados
isolados com multipla resisténcia a até seis classes de antimicrobianos.
Catorze por cento dos isolados foram resistentes a duas classes, 8% a 3 e
4 classes e, 2% dos isolados foram resistentes a 5 e 6 classes de
antimicrobianos (Figura 4).

Tabela 1 — Perfil de resisténcia a antimicrobianos em relacdo as coletas

realizadas no Rio dos Sinos, em Esteio, nas diferentes estacées do ano
(n=48).

Numero de isolados
resistentes

Classe Antibidtico 1* 2* 3* 4%

Cefalotina 1 9 10 9

Cefalosporinas Cefoxitina 0 9 8 3

B - lactamicos Ceftriaxona 0 0 0 0

Carbepenam Imipenem 0 0 0 0

Tetraciclina Tetraciclina 0 2 2 5

Aminoglicosideos Gentamicina O 0 1 0

Estreptomicina O 0 3 7

Sulfonamida Sulfametazol+ 0 1 1 3
Trimetoprim

Quilolona Ciprofloxacin 0 0 1 4

Anfenicol Cloranfenicol 0 0 0 2

Fluoroquinolona Norfloxacin 0 0 0 3

Nitrofurano Nitrofurantoina 1 4 1 2

Total de isolados 6 9 18 15

*coleta 1 (primavera), coleta 2 (verdo), coleta 3 (outono), coleta 4 (inverno).
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Perfil de Resisténcia a Antibidticos

2% 2%

B Nenhum Antibiético
B Uma classe
M Duas classes
M Trés classes
B Quatro classes
m Cinco classes
Seis classes

Figura 4. Frequéncia de resisténcia e resisténcia multipla a antimicrobianos
em bactérias isoladas do Rio dos Sinos, ponto de Esteio (n=48).

Discussao:

Comparando-se todas as coletas, observou-se na 1 o0 menor nimero de
isolados resistentes. Uma possivel explicacdo para essa diferenca seria o
volume de chuva, que foi bastante intenso no periodo da coleta. Em seus
estudos Peak et al. (2007) encontraram maior numero de isolados
resistentes no periodo com maior nivel de chuvas; ao contrario do que foi
encontrado, nesse trabalho os niveis de resisténcia ndo aumentaram com o
aumento das chuvas, e sim poucos isolados resistentes foram encontrados
nas épocas de chuvas. Como justificativa é usada a ideia de que a chuva
propicia o arraste de contaminantes da margem para o interior do rio (9).
Essa explicacdo ndo pode ser dada para esse estudo, um provavel
argumento seria que as coletas foram realizadas bem préximas as

margens.
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Em seu trabalho na Lagoa dos Patos, Canal (2010) observou uma
propor¢cdo semelhante de isolados resistentes a tetraciclina, que ja tinha
sido anteriormente relatada em bactérias de ambiente aquatico. Henriques
et al. (2006) encontraram frequentemente resisténcia a tetraciclina em
isolados de enterobactérias provenientes de amostras de agua estuérias.
Apesar de os resultados desse estudo ndo serem surpreendentes em
relacdo a resisténcia a tetraciclina, demonstram uma forte correlagéo de

antimicrobianos e possiveis genes de resisténcias em aguas superficiais.

As cefalosporinas, assim como outros [(-lactamicos, sdo alguns dos
antimicrobianos mais prescritos atualmente e, em sua maioria sdo de facil
absorcdo para uso oral, podendo também ser administrados via
intravenoso ou intramuscular. A cefalotina e a cefoxitina sado cefalosporinas
de 12 e 22 geracédo, respectivamente, administradas por via parenteral e,
portanto, rapidamente metabolizadas, sendo liberadas pelas excretas, e
muitas na sua forma inalterada. Enquanto a cefoxitina é utilizada no
tratamento de infecgbes abdominais, a cefalotina € utilizada para infeccdes
do sistema respiratério, e ambas sdo amplamente utilizadas na profilaxia
em cirurgias. Dessa forma, esperava-se isolar bactérias resistentes a f3-

lactamicos nesse estudo, pois estes s&o de uso recorrente na populagéo.

Grande parte das bactérias Gram negativas possui uma resisténcia
intrinseca aos antimicrobianos da classe de B-lactamicos, alterando seu
sitio de ligagdo, o que ocorre devido a capacidade de producdo das
enzimas B-lactamases (15), que realizam a clivagem do anel B-lactamico,

tornando-o inativo em relagdo ao sitio ligante na cadeia peptidica em
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formacdo da parede bacteriana (7). As B-lactamases ndo possuem a
capacidade de hidrolisar o anel [-lactamico de antimicrobianos
carbepenémicos (15). Possivelmente, isso explica a grande sensibilidade
observada nesse trabalho ao imipenem (100%), um carbepenémico que
atualmente tem uso restrito — fator que contribui para o baixo indice de

resisténcia encontrado.

Segundo Kaye et al. (2004), bombas de efluxo possuem um papel
importante na eliminacdo de substancias nocivas que penetram na célula
bacteriana, facilitando a sobrevivéncia de microrganismos em locais
contaminados e sua adaptacdo e resisténcia a muitos produtos quimicos e

antibidticos.

A selecdo de determinantes de resisténcia em ambientes aquaticos
poderia ocorrer mesmo na auséncia do antimicrobiano. Muitos
determinantes de mudltipla resisténcia sdo capazes de conferir
simultaneamente resisténcia a compostos pertencentes a varias classes de
compostos quimicos, como detergentes e antissépticos (3). Outros estudos
demonstram que a selecdo de determinantes de resisténcia aos
antimicrobianos no ambiente poderia ocorrer por meio da poluicdo por
metais pesados e quimicos (6). Logo, a selecdo de bactérias resistentes
poderia ocorrer através da selecdo de resisténcia a compostos que nao
sejam antimicrobianos, mas que as selecionem com 0 mesmo mecanismo
de resisténcia (3). Por exemplo, 6leo de pinho causa a producdo de
sistema de efluxo e, consequentemente, pode selecionar bactérias

resistentes a antimicrobianos que utilizam esse sistema (16).
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Os perfis de resisténcia encontrado em isolados de ambientes aquaticos
apresentam grande variabilidade segundo as caracteristicas originais da
agua. Watkinson et al. (2007) mostraram que a resisténcia a
antimicrobianos esta fortemente ligada as aguas superficiais adjacentes a
estacdo de tratamento de esgoto. Isso poderia explicar o namero de
bactérias resistentes encontradas nesse trabalho, uma vez que o Rio dos
Sinos recebe Vvérios tipos de dejetos oriundos de residuos domeésticos e
industriais que sé@o despejados diariamente no rio e na grande maioria das
vezes sem nenhum tipo de tratamento prévio (27). Esse € um grande
problema ainda néao solucionado e gera grande preocupa¢ao, uma vez que
todas essas fontes de contaminacdo podem exercer pressdes seletivas e
com isso selecionar microrganismos multirresistentes a antimicrobianos e a
outros compostos que podem estar associados com o mesmo tipo de
mecanismo de resisténcia. Esses organismos selecionados estardo no
ambiente, nas aguas do Rio dos Sinos, desta forma, muito proximos a

populacao de diversos municipios que o rio banha.

Concomitantemente a esse estudo, outros trabalhos estdo sendo
realizados para um melhor conhecimento da microbiota presente no rio,
assim como uma melhor caracterizacdo do perfil de resisténcia a

antimicrobianos e metais pesados, e sua interligacao.
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