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RESUMO

E crescente a preocupacio com o uso de farmacos antimicrobianos devido a sua
grande permanéncia no ambiente, 0 que pode causar uma pressao seletiva na microbiota com
consequente desenvolvimento de bactérias multirresistentes. Com o objetivo de avaliar a
resisténcia de bactérias heterotroficas, isoladas de &reas de recreagdo na regido sul de Minas
Gerais, a diferentes antimicrobianos, foram realizadas coletas de amostras de agua de rios e
cachoeiras em cinco cidades desta regido: Itajuba, Gongalves, Brazopolis, Maria da Fé e
Wenceslau Braz. Para a realizacdo do trabalho foram selecionados aleatoriamente isolados de
bactérias capazes de crescer em meio de cultura Plate Count Agar, ap6s incubacdo a 35°C,
antes da aplicacdo de antibiograma frente a doze antimicrobianos. Foi realizado um pos-teste
confirmativo para diferenciacdo dos isolados em dois grupos, grupo | — bactérias
heterotréficas (ndo pertencente ao grupo coliforme) — e grupo Il — microrganismos
pertencentes ao grupo coliforme. Dos 175 isolados pertencentes aos cinco pontos de coleta,
133 (76%) foram pertencentes ao grupo I, dos quais, 77,6% foram resistentes a penicilina. Em
contrapartida, dentre os 133 isolados selecionados, nenhum foi resistente a gentamicina.. Foi
observado que 75% do total dos isolados apresentaram resisténcia a dois ou mais
antimicrobianos, sendo considerados multirresistentes, e somente 10% foram sensiveis a
todos os antimicrobianos testados. Tais resultados evidenciam indiretamente a larga presenga
dos diferentes antimicrobianos nas aguas de recreagdo estudadas e mostram a necessidade de
estudos relacionados a sua origem e aos possiveis impactos na saude coletiva.
Palavras-chave: Resisténcia a antimicrobianos. Bactérias heterotroficas. Bactérias
multirresistentes.



ABSTRACT

There is growing concern about the use of antimicrobial drugs due to its great permanence in
the environment, which may cause a selective pressure on microorganisms with subsequent
development of multiresistant bacteria. Aiming to evaluate the resistance of heterotrophic
bacteria isolated from recreation areas in southern Minas Gerais, to antimicrobials, water
samples from rivers and waterfalls were collected, in five cities of the region: Itajubd,
Goncalves, Brazdpolis, Maria da Fé and Wenceslau Braz. To this work, bacterial isolates,
able to grow in Plate Count Agar culture medium, were randomly isolated after incubation at
35 © C, before application of the antibiogram test with twelve antibiotics. It was conducted a
post-confirmatory test for differentiation of isolates into two groups, Group | - heterotrophic
bacteria (not belonging to the coliform group) - and group Il - microorganisms belonging to
the coliform group. From the 175 isolates belonging to five sampling points, 133 (76%) were
belonging to group I, and 77.6% were resistant to penicillin. In contrast, among the 133
selected isolates, none was resistant to the antibiotic gentamicin. It was observed that 75% of
the total isolates were resistant to two or more antibiotics, being considered multiresistant,
and only 10% were sensitive to all antibiotics tested. These results show indirectly the large
presence of antimicrobials in water recreation evaluated and show the need to study its origin
and the possible public health impacts.

Keywords: Antimicrobial resistance. Heterotrophic bacteria. Multiresistant bacteria.
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1 Introducao

O crescimento exponencial e desordenado da populacdo acarreta uma degradacéo e
alteracdo da composicao da agua, principalmente pelo despejo direto ou indireto de poluentes
nos cursos hidricos.

Sdo amplos os usos dos recursos hidricos e a queda na qualidade da agua utilizada
tanto para abastecimento publico como para atividades recreativas implica num alto risco a
salde, uma vez que a mesma € responsavel pela veiculacdo de um grande nimero de doencas
como gastroenterites, célera, conjuntivites e dermatites.

Uma forma frequente de monitoramento da qualidade da &gua — potabilidade e
balneabilidade — é por meio da identificacdo e quantificacdo de grupos especificos de
bactérias, por serem bons indicadores da presenca de efluentes domésticos. Uma das
propriedades bacterianas que podem também ser usadas para avaliar o impacto antropogénico
no ambiente é a sua resisténcia a antibioticos. A observagdo de um grande numero de
bactérias heterotrdficas resistentes a antimicrobianos num determinado ambiente indica uma
mudanca dréstica nas condi¢cdes ambientais devido a impactos, diretos ou ndo, de fatores ndo
naturais.

Sd0 encontrados na natureza cepas de bactérias naturalmente resistentes a
antimicrobianos, porém, quando bactérias com alto nivel de resisténcia presentes no efluente
doméstico sdo inseridas no ambiente, podem transferir tal resisténcia a outras bactérias
ambientais. Além disso, o proprio agente antimicrobiano presente no ambiente exerce pressao
seletiva sobre a microbiota ambiental. A habilidade de muitas espécies de bactérias, incluindo
as patogénicas, de adquirir resisténcia aos agentes antimicrobianos tem se tornado um
problema global, j& que é o maior motivo de insucesso nos tratamentos de doencas
infecciosas.

O estado de Minas Gerais possui uma grande quantidade de nascentes, rios e
cachoeiras, 0s quais sdo comumente utilizados como fonte de lazer, principalmente em fungéo
da alta disponibilidade, do facil acesso, e baixo custo na utilizagdo dos mesmos. Em todo o
territério nacional, a qualidade destas aguas tem sido definida pela Resolugdo CONAMA n®
274, de 29/11/2000, que trata das aguas destinadas a balneabilidade (recreacdo de contato
primario). No entanto, tal Resolucdo considera somente coliformes fecais e E. coli como
variaveis microbioldgicas, ndo considerando as demais bactérias heterotréficas como variavel

na determinacdo dos indices de qualidade de &gua.
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Porém, sabe-se que a contaminacdo dos corpos hidricos ndo é causada somente por
efluentes, seja doméstico ou industrial, mas h& a preocupacdo atual de contamina¢do por
disruptores endocrinos, tais como horménios e antimicrobianos, os quais ndo sdo eliminados
dos efluentes nas formas tradicionais de tratamento dos mesmos. Esta preocupagéo surge com
0 conhecimento do impacto que a excrecdo de tais farmacos pode provocar nestas dguas e na
microbiota a elas associadas, podendo, em alguns casos, promover o surgimento de bactérias
multirresistentes ou superbactérias.

Tais bactérias, por pressdo seletiva, se tornam resistentes a duas ou mais drogas
diferentes, e, em contato com o organismo, mesmo nao sendo um patdégeno potencial, acaba
prejudicando ou dificultando os tratamentos convencionais com antimicrobianos, e,
impulsionando o desenvolvimento de drogas cada vez mais agressivas € com maior espectro
de acdo.

Nesse sentido, a identificacdo de cepas multirresistentes no ambiente natural pode ser
utilizada como um indicativo de que o ambiente em questdo esta sofrendo presséo
antropogénica, muitas vezes relacionada ao despejo inadequado de &guas residuérias, falhas
nos sistemas de coleta e destinacdo de efluente doméstico e pressdo seletiva direta dos agentes

antimicrobianos utilizados no tratamento de animais.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a qualidade ambiental de &guas de recreacdo do sul de Minas Gerais por meio
da resisténcia a antimicrobianos de bactérias heterotroficas, aplicando os resultados ao padrdo

de balneabilidade definido pela legislagéo vigente.

2.2 Objetivos especificos

Identificar locais utilizados para recreacdo de contato primario na regido sul de Minas
Gerais e quantificar bactérias heterotroficas em amostras de agua selecionadas;
Caracterizar as col6nias isoladas quanto aos aspectos fenotipicos culturais;

Determinar a resisténcia de bactérias isoladas a antimicrobianos especificos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Bactérias Heterotroficas

As bactérias podem ser consideradas organismos simples, unicelulares, procariotos
que se reproduzem por divisdo assexuada. O tempo de duplicacdo € baixo, levando cerca de
duas horas na maioria dos ambientes aquéticos. Seu tamanho médio € de 1pum, sendo visivel
em microscopio oOptico de 0,2 um (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2010). Em
ambiente, é comum as células bacterianas serem encontradas associadas a outras células de
mesma descendéncia parental, formando populagées (MADIGAN; MARTINKO; PARKER
2004a). Em ambientes aquéticos, ocorrem em abundancia de 10° células mL™, podendo
chegar a 10™° células mL™ em &guas turvas ricas em compostos hiimicos (THOMAZ, 1999).

As bacteérias colonizam todos os ambientes terrestres, desde ambientes indspitos, como
as fossas abissais, ao sistema digestivo dos seres vivos (MADIGAN; MARTINKO; PARKER
2004a), estando presentes no planeta ha mais de 2 bilhdes de anos (THOMAZ, 1999).

Elas podem ser classificadas de acordo com o formato celular, arranjo espacial,
composicdo da parede celular, respiracdo e metabolismo (THOMAZ, 1999; MURRAY;
ROSENTHAL,; PFALLER, 2010).

Metabolicamente, as bactérias podem ser divididas em dois grupos, autotroficas
quimiossintetizantes ou fotossintetizantes, quando ndo utilizam compostos organicos como
fontes de Carbono, sendo este proveniente, frequentemente, do gas carbdnico presente no
ambiente , ou heterotroficas quando requerem um ou mais compostos organicos como fontes
de Carbono para o seu crescimento (MADIGAN; MARTINKO; PARKER 2004b).

As bactérias heterotroficas estdo presentes em todos os tipos de ambientes: na agua, no
solo e no ar, e em relacdo simbidntica em organismos (MADIGAN; MARTINKO; PARKER
2004b). Quando presentes no solo e na agua, contribuem diretamente para a degradacdo e
remineralizacdo da matéria organica dissolvida presente nos ambientes (RECHE; PITTOL;
FIUZA, 2010).

Todos 0s microrganismos potencialmente patogénicos como Escherichia sp.;
Klebsiella sp.; Enterobacter sp.; Citrobacter sp., sdo pertencentes ao grupo das bactérias
heterotrdficas. Os patdgenos oportunistas sdo assim denominados por conseguirem infectar

organismos previamente debilitados, como aqueles pertencentes aos géneros Klebsiella sp.,
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Pseudomonas sp., € Aeromonas sp., 0s quais ocorrem naturalmente no solo, &gua e vegetacéo,
e que podem causar infecgdes hospitalares em individuos previamente debilitados (ALLEN et
al., 2004).

As bactérias sdo frequentemente usadas para monitorar a qualidade do ambiente
(Resolugdo CONAMA n® 274, de 29/11/2000), uma vez que, sob os efeitos dos fatores
ambientais podem adquirir caracteristicas especificas, e ainda, servirem como bons
indicadores da presenca de poluentes de origem doméstica (LOBOVA et al., 2002). Isso é
possivel porque a célula microbiana é dindmica e se adapta rapidamente a mudancas
ambientais, algumas vezes alterando seu fen6tipo e/ou gendtipo (ROSZAK et al., 1987).

Um grupo bastante conhecido de bactéria heterotréfica é o grupo dos coliformes. Séo
bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae e sdo definidas, de acordo com a Norma
Técnica L5. 214 (CETESB, 2007), como:

bacilos aerébicos e anaerébicos facultativos, Gram-negativos, ndo formadores de
esporos, capazes de crescer na presenca de concentracdes relativamente elevadas de
sais biliares e fermentar a lactose na temperatura de 35-37°C, com formacdo de
acido, gas e aldeido, em 24 a 48 horas.

Esse grupo tem especial importancia na avaliacdo da eficiéncia do tratamento dos
sistemas de distribuicdo de agua. 1sso se deve ao fato de que, dentro do grupo dos coliformes,
a Escherichia coli é a unica espécie encontrada unicamente no trato intestinal de humanos e
animais de sangue guente, sendo usada, frequentemente, para avaliar a contaminacao fecal de
corpos hidricos (CETESB, 2007).

Como ja mencionado, mesmo sendo todas as bactérias patogénicas, oportunistas e
potencialmente patogénicas pertencentes ao grupo das bactérias heterotréficas, a legislacédo
brasileira de balneabilidade (CONAMA, 2000) e de qualidade de &gua (CONAMA, 2005) s
consideram como indicativos para determinacdo de qualidade densidades de bactérias do
grupo coliforme.

Segundo Stelma Junior et al.(2004) existe uma infinidade de bactérias heterotréficas
presentes na agua que ndo sdo conhecidas ou caracterizadas. Ndo ha evidéncias de que tais
bactérias possam causar problemas de satde aos consumidores, porém, em altas densidades,
elas podem se tornar patdgenos oportunistas. Em estudo pioneiro, Le Chevallier e Mc Feters
(1985) citam casos onde foram observadas a ocorréncia de doencas transmitidas pela agua

ap0s ou em conjunto a observacdo de altas densidades de bactérias heterotroficas em agua
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potavel. Nesse mesmo estudo, observaram que a frequéncia de deteccao de bactérias do grupo
coliformes diminui & medida que as densidades de bactéria heterotrofica aumentam.

A funcéo principal das bacterias heterotrdficas, segundo Yanada et al. (2000) est4 no
fluxo de energia do ciclo do carbono e na dindmica trofica dos ambientes aquéticos. Por
colonizarem todos os ambientes e apresentarem papel fundamental na decomposicao e retorno
dos nutrientes para 0s ambientes aquaticos e terrestres, serdo apresentadas duas propriedades
importantes do grupo.

3.1.1 Alca Microbiana (Microbial Loop)

Acreditava-se que o papel dos microrganismos em ambientes aquaticos fosse,
principalmente, a decomposicdo das fezes dos macrorganismos no sedimento (HEWSON;
FUHRMAN, 2008). Apesar de ter papel importante na decomposi¢éo, a partir da década de
80, estudos comecaram a apontar que em ambientes aquaticos, em determinadas situagdes, a
biomassa e producdo secundaria microbiana — sintese de novos compostos celulares
bacterianos a partir de moléculas organicas obtidas do ambiente — superam a de fitoplancton
(THOMAZ, 1999; HEWSON; FUHRMAN, 2008).

Alguns grupos de bactérias heterotréficas sdo capazes de consumir o carbono organico
dissolvido (COD), inacessivel aos organismos heterotroficos, transformando-o em matéria
organica particulada, que € consumida pelos demais organismos heterotréficos, promovendo o
retorno do carbono a teia trofica (THOMAZ, 1999). Sendo assim, as bactérias contribuem
significativamente para o balanco de carbono da teia trofica aquatica (ANACLETO; GOMES,
2006).

Segundo Hewson e Fuhrman (2008), “a al¢a microbiana é um componente
fundamental no ciclo do nitrogénio marinho em que virus, procariotos e eucariotos
unicelulares possuem papeis distintos”, sendo responsavel, também, pela ciclagem da maior
parte do carbono organico dos ecossistemas aquaticos (ANACLETO; GOMES, 2006).

Os microrganismos que compdem a alca utilizam como fonte de energia predominante
as fracdes dissolvidas de carbono, o chamado Carbono Orgénico Dissolvido — COD. A
origem do COD pode ser autdctone, proveniente principalmente do fitoplancton, ou aldctone,
proveniente da decomposicdo de vegetais terrestres (THOMAZ, 1999). O mesmo autor
observa ainda que o COD autdctone € de facil assimilacdo, sendo que 91% do total produzido

podem ser assimilados em menos de uma hora, porém, o COD aldctone é constituido
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principalmente de materiais himicos, de dificil assimilagéo, tornando-se uma fonte constante
e abundante de carbono.

Segundo Anacleto e Gomes (2006) a teia tréfica microbiana (figura 1) consiste em
tornar a matéria organica dissolvida disponivel para niveis troficos superiores atraves da
absorcdo de COD pelas bactérias, as quais sao predadas por flagelados, que sdo predados por
ciliados, que servem de alimento para os microzooplancton, predados por larvas de peixes,
entrando, dessa forma, na teia trofica aquatica. Fica claro, entdo, que as bactérias constituem a
base, juntamente com o fitoplancton, da teia tréfica microbiana. O carbono organico,
hipoteticamente perdido nas teias alimentares, é nela reincorporado pela alga microbiana
(THOMAZ, 1999).

Microzoo- =2 (Mesoplancton

Bactéria
Heterotrofica

Figura 1- Teia tréfica microbiana (alca microbiana) demonstrando o retorno do carbono para a teia trofica
aquatica. Os virus, quando infectam as células e promovem sua lise, liberam o COD para o
ambiente. COD: Carbono organico dissolvido, Cl: Carbono inorgéanico
Adaptado de Hewson e Fuhrman ( 2008.

3.1.2 Biofilmes

Assim como a participacdo na al¢a microbiana, outra propriedade importante do grupo
das bactérias heterotroficas é a capacidade de formar biofilme. Biofilme pode ser definido
como uma comunidade estruturada de bactérias heterotroficas capazes de se aderir e se
desenvolver em um substrato organico ou inorganico, formando uma microcolénia
(TEIXEIRA; LEAL, 2002; PASTERNAK, 2009).

O biofilme tem importancia médica, por ser capaz de se formar tanto em proteses
sintéticas de transplantes — cateter, por exemplo — quanto em 6rgaos vitais, como nas valvulas
cardiacas, prejudicando o tratamento de endocardites (PASTERNAK, 2009). Além disso,

infeccbes causadas por biofilmes sdo virtualmente intrataveis, j& que fornecem prote¢do ao
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patdgeno contra tratamentos antimicrobianos (TEIXEIRA; LEAL, 2002). Segundo Fricks-
Lima et al. (2011) uma bactéria em biofilme chega a ser mil vezes mais resistente aos
tratamentos com antibiéticos do que quando em células livres, se tornando uma fonte
permanente de infecgéo.

Da mesma forma, o biofilme possui importancia sanitaria, uma vez que pode ser
formado nas tubulagdes de sistemas de distribuicdo sem manutencgéo. Devido a isso, a Portaria
n° 2.914/2011(MINISTERIO DA SAUDE, 2011), que dispde sobre os padroes de
potabilidade, no seu artigo 28, determina que “deve ser realizada [a determinacdo de bactérias
heterotréficas] como um dos parametros para avaliar a integridade do sistema de distribuicao

[...] recomenda-se que ndo ultrapasse o limite de 500 UFC mL™”.

3.2 Antibioticos

Outra importante propriedade bacteriana é a capacidade de produzir antibioticos.
Antibidticos ou antimicrobianos sdo substancias quimicas, naturais ou sintéticas, que tém a
capacidade de interagir com microrganismos, podendo ter acdo bactericida — quando
promovem a lise celular — ou bacteriostatica — quando inativam a célula (PAVIA, 1999). Sao
as drogas mais bem sucedidas na farmacoterapia (MARTINEZ, 2009) sendo amplamente
utilizadas no tratamento de infeccbes humanas, na medicina veterindria, na medicina
preventiva e na agricultura (HIRSCH et al., 1999; GANGLE, 2005). Existem, atualmente,
varias classes de antimicrobianos com diferentes espectros de acdo. De forma resumida, as
principais classes de antimicrobianos, reconhecidos pela ANVISA, utilizadas para tratamentos

infecciosos estdo apresentadas no quadro 1 (BRASIL, 2010).



Tabela 1- Diferentes classes de antimicrobianos e seu espectro de agéo.
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ESPECTRO DE

CLASSE ACAO x EXEMPLO AUTORES
¢ ACAO
Penicilina,
Utilizados na Amoxicilina, FARINA S. S, 6
1. Penicilinas maioria das An_1p|C|I_|r)a_, BARBERATO
infeccOes. Ben2|lpe_n_|C|I|na, FILHO, S.
p-Lactamico - Oxacilina.
Bactericida (sintese  Reservado para
Al r lular infeccd Imipeném + Nl
2. Carbapénicos da pa edg celula eccoes lipenen TOLEDO, M. |
bacteriana) hospitalares Cilastadina e FARINA, S. S.
graves.
Preferencialmen .
3. Cefalosporinas i grﬁ Crzjlm-e ¢ Cefalexina, ZETIZ)FLEL;_(')FMS
' P d Ceftazidima L
positivos. :
Pacientes
Bactericidas. Alta internados com Amicacina, TOLEDO. M. |
4. Aminoglicosideos toxicidade com baixo infeccdes graves. Estreptomicina, e FARINA S. S
indice de resisténcia. ~ Gram-negativos Gentamicina '
aerobios.
Recomendados Nirtofurantoina, =~ DELFIOL.F.S.
5. Sulfonamideos Bacteriostaticos para infecgfes do P e TOLEDO, M.
S Sulfadiazina |
trato urinario. :
Recomendado em
pacientes Eritromicina TOLEDO. M. |
] Bacteriostatica ou alérgicos a f3- - L VT
6. Macrolideos o gicos B Azitromicina, e DEL FIOL, F.
bactericida Lactamicos. . - S
. ; Claritromicina -
Microrganismos
aerobios.
Principalmente
_ o gram-negativo _ _ BARBERATO
7. Fluoroquinolonas Bactericidas. aerobio. Uso Ciprofloxacino FILHO, S.e
restritos em casos FARINA, S. S.
graves.
_ o N o TOLEDO, M. I.
8. Glicopeptideos Bactericida Gram-positivo Vancomicina e BARBERATO
FILHO, S.
. . Bacteriostaticos ou . Cindamicina FARINA, S.S. e
9. Lincosamidas . Gram-positivo . S L
bactericidas P Lincomicina TOLEDO, M. I.
Amplo espectro .
. o PI0 ESpe Tetraciclina, BARBERATO
10. Tetraciclinas Bacteriostatica com indicagéo de Doxiciclina FILHO, S. e
uso restrito DEL FIOL, F. S.
. o Amplo espectro . DEL FIOL, F. S.
11. Afenicois Bacteriostatica % P Cloranfenicol e BARBERATO
€acdo FILHO, S.
Usado em
- tratamento de . .
Bactericida Rifampicina SILVA, M.T.

12. Rifampicina tuberculose e

Hanseniase

Fonte: BRASIL (2010)
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Uma das propriedades bacterianas que podem ser usadas para avaliar o impacto
antropogénico no ambiente é a sua resisténcia a antimicrobianos (GONI-URRIZA et al.,
2000). Segundo Martinez (2009) o simples fato de encontrar organismos resistentes no
ambiente ndo deve ser considerado como evidéncia de poluigcdo por antimicrobianos ou genes
de resisténcia. Porém, a observacdo de um grande numero de bactérias heterotréficas
resistentes a antimicrobianos num determinado ambiente indica uma mudanga drastica nas
condicbes ambientais devido a impactos diretos ou indiretos de fatores ndo naturais
(LOBOVA et al. 2002; OLIVEIRA et al., 2009).

O uso crescente de agentes antimicrobianos para tratamento de doencas infecciosas
ou na medicina preventiva (HIRSCH et al., 1999; GANGLE, 2005; BRASIL, 2010) vem
contribuindo para aumentar a biodisponibilidade dos agentes antimicrobianos no ambiente,
tanto pela liberacdo direta dos mesmos — cultivos de aquicultura — como pela liberacéo
indireta dos residuos ndo metabolizados (PAVIA, 1999; HIRSCH et al., 1999; MARTINEZ,
2009).

Atualmente, essa crescente entrada de substancias antimicrobianas no ambiente tem
se tornado motivo de preocupacdo, uma vez que sdo poluentes capazes de causar alteracoes
nas comunidades microbianas ambientais, mesmo em baixas concentracdes (HIRSCH et al.,
1999;MARTINEZ, 2009; KRISTIANSSON et al., 2011; GARCIA-ARMISEN et al., 2011).
Segundo Garcia-Armisen et al. (2011) alguns antimicrobianos sdo capazes de inibir processos
de denitrificacdo microbiana no solo e inibir a producéo priméria de cianobactérias.

Alguns antimicrobianos séo produzidos naturalmente por microrganismos, na
intencdo de diminuir o crescimento de microrganismos que competem pelos mesmos
nutrientes, em uma relacdo antagonista. Da mesma forma, alguns microrganismos
apresentam, naturalmente, mecanismos de resisténcia a determinados antimicrobianos (CHOI
et al., 2003; SOMMER; DANTAS, 2011), permitindo, assim, que haja uma competicdo por
nutrientes com os produtores de antibidticos. Dessa forma, em situacdes naturais, em baixas
concentragcdes, o0s antibidticos tém papel de regulador das comunidades microbianas
(MARTINEZ, 2009).

Mas, o que vem sendo observado nas ultimas décadas é um aumento consideravel na
concentracdo de antimicrobianos de origem sintética em ambientes aquéticos a qual pode se
tornar um poluente, deixando de exercer a funcdo reguladora para assumira funcéo seletiva
nas comunidades microbianas ambientais (MARTINEZ, 2009; GARCIA-ARMISEN et al.,
2011).
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Mudryk (2005) observou que as substancias antibidticas lancadas em ambientes
hidricos também podem afetar fortemente a composicdo das comunidades bacterianas no
ecossistema. Uma revisdo mais atual feita por Sommer e Dantas (2011) mostra os riscos do
uso prolongado de antimicrobianos, uma vez que os mesmos agem de forma inespecifica,
atingindo também espécies da microflora natural de hospedeiros simbidnticos — como o
homem — alterando, assim, toda a estrutura da comunidade simbi6tica e podendo causar danos
ao hospedeiro.

Essa selecdo atua de forma a promover a ativacdo de mecanismos de defesa dos
microrganismos que, por meio de alteracbes fisioldgicas e fenotipicas, desenvolvem
mecanismos eficientes de “retirar a eficiéncia” dos antimicrobianos, tornando-se resistentes
aos mesmos (MUDRYK, 2005; MARTINEZ, 2009; GARCIA-ARMISEN et al., 2011;
PIEREN; TIGGES, 2012). Assim, o antimicrobiano passa a selecionar as populacfes de
microrganismos resistentes, reduzindo aqueles sensiveis a acdo antimicrobiana. Ao longo do
tempo, 0s microrganismos resistentes passam a ser capazes de transferir 0os genes que
promovem resisténcia as células compativeis, promovendo um aumento exponencial da
quantidade de células resistentes no ambiente, mesmo que ja ndo haja mais contaminacao pelo
antibidtico (GUILLEMONT, 1999; HEINEMANN, ANKENBAUER, AMABILE-CUEVAS,
2000; MARTINEZ, 2009).

Essa habilidade de muitas espécies de bacterias, incluindo as patogénicas, de adquirir
resisténcia aos agentes antimicrobianos pela exposicdo por tempo prolongado aos antibioticos,
é de extrema importancia ambiental e médica (TENOVER; McGOWAN, 1996) ja que sdo o
maior motivo de insucesso nos tratamentos de doencas infecciosas (DAVIES, 1994) e de
desenvolvimento de patdgenos multirresistentes virtualmente intrataveis (SOMMER,;
DANTAS, 2011).

A resisténcia a antibidticos € um problema multifatorial com implicacGes
microbioldgicas, terapéuticas, epidemioldgicas e de saide publica (MARTINEZ-
MARTINEZ; CALVO, 2010). Segundo estudo pioneiro, Roszak (1987), em sua reviso,
define a célula microbiana como em “estado dindmico que se adapta prontamente as
mudancas nos parametros ambientais por meio de uma grande variedade de adaptacdes
fenotipicas e genotipicas”. Dessa forma, uma célula microbiana é capaz de responder
prontamente a pressdo seletiva imposta pelos agentes antimicrobianos, tornando-se resistente
ao efeito dos mesmos.

Mundialmente, desde o inicio do uso dos antimicrobianos, no final de Il Guerra

Mundial, os microrganismos vém desenvolvendo técnicas de inativagdo dos mesmos.
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Segundo observado por Alanis (2005), as cepas de Stafilococcus aureus desenvolveram
métodos naturais de inativacdo da penicilina em tempo recorde e em pouco mais de uma
década ja eram observadas cepas resistentes em centros de tratamento intensivo, em hospitais.

A resisténcia é uma forma de medir a diminuicdo da acdo (de lise ou inativacdo
celular) do antimicrobiano (FRAIMOW,; TSIGRELIS, 2011). Essa medida é feita através da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) que é definida por Martinez-Martinez e Calvo (2010)
como sendo a concentracdo minima de agente antimicrobiano que, em condigdes
padronizadas, é capaz de inibir o crescimento de 10° bactérias.mL™.

Existem dois tipos de resisténcia, a resisténcia intrinseca que € a capacidade da célula
microbiana de impedir a agdo do antimicrobiano naturalmente, e a resisténcia extrinseca ou
adquirida que é a capacidade da célula de inibir a acdo do agente antimicrobiano, por meio de
alteracOes fenotipicas e genotipicas (DAVIES, 1994; FRAIMOW; TSIGRELIS, 2011). Dessa
forma, o proprio agente antimicrobiano, quando presente em um ambiente, atua selecionando
a subpopulacdo de organismos resistentes (com resisténcia intrinseca ou adquirida)
promovendo o crescimento e a disseminacio dessas cepas (MARTINEZ-MARTINEZ;
CALVO, 2010).

De acordo com o didmetro do halo de inibicdo formado, em culturas in vitro, seguindo
as concentracdes inibitérias minimas para cada antibiético, pode-se classificar a cepa em
sensivel, intermediaria e resistente (FRAIMOW,; TSIGRELIS, 2011).

S&o considerados sensiveis 0s microrganismos que possuem uma CIM menor do que
os limites padronizados, sendo eliminados, em caso de infec¢do, com a dosagem recomendada
do antimicrobiano (NCCLS, 2003; FRAIMOW; TSIGRELIS, 2011).

Os microrganismos considerados intermediarios sdo 0s que, para uma total
eliminacdo, em caso de infeccdo, precisem de uma dose mais elevada do antimicrobiano do
que as definidas em protocolo (NCCLS, 2003; FRAIMOW; TSIGRELIS, 2011).

As cepas classificadas como resistentes sdo as associadas ao insucesso nos tratamentos
convencionais, uma vez que elas ndo sdo inibidas pelas concentragdes sistémicas do
antibiotico quando administrado em doses normais. Possuem, assim, uma CIM elevada
(NCCLS, 2003; FRAIMOW; TSIGRELIS, 2011).

As infeccBes causadas por bactérias resistentes sdo dificeis de tratar e estdo associadas
aos casos de morbidade e mortalidade, principalmente em hospitais, onde o sistema imune
dos pacientes ja esta debilitado (ALANIS, 2005; NTAGIOPOULOQS et al., 2007). Além disso,

devido a dindmica da célula microbiana, o fracasso em tratamentos de infecgdes com células
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resistentes € maior do que o0 sucesso em tratamentos convencionais de infecgdes de bactérias
sensiveis (MARTINEZ-MARTINEZ; CALVO, 2010).

A aquisicdo de resisténcia é dada de forma ativa, sob pressdo seletiva do agente
antimicrobiano (figura 2). Sendo assim, para se desenvolver a resisténcia ao antimicrobiano é
necessaria a presenca do antibiético que seja capaz de inibir a maioria das bactérias presentes
na colbnia e que esta colonia seja heterogénea geneticamente, de forma que pelo menos uma
bactéria possua o gene de resisténcia, sobrevivendo ao agente antimicrobiano e disseminando
seu gene de resisténcia com a multiplicagdo (ALANIS, 2005; FRAIMOW; TSIGRELIS,
2011).
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Figura 2 - Selecdo e transmissdo de resisténcia a antimicrobianos. (A) Selecdo das bactérias mutantes resistentes
ao antibidtico, apds a exposicdo. (B) Superinfeccdo com novas bactérias resistentes ap6s a exposicdo

ao antibiotico.
Adaptado de Fraimow e Tsigrelis (2011).

Os genes de resisténcia podem ser transmitidos horizontalmente entre individuos de
mesma espécie ou de espécies diferentes atraves de elementos genéticos extracromossdmicos.
Um dos principais elementos é o plasmideo, fragmento de DNA circular extracromossémico
com capacidade de autoduplicacdo, que pode ser trocado entre as células; os transposons,
elementos genéticos moveis, que podem, através dos integrons, carregar a informacéo
genética de resisténcia entre os cromossomos e 0 plasmideo, facilitando tanto a fixacdo da
resisténcia adquirida, como a possibilidade de transmiti-la (GOMES-LUS, 1998; HIRSCH et
al., 1999; ALANIS, 2005; MARTINEZ-MARTINEZ; CALVO, 2010; FRAIMOW;
TSIGRELIS, 2011).

A aquisicdo dos genes de resisténcia pode se dar por meio de trés formas: pela
conjugacdo, transformacdo ou transducdo. A conjugacdo € a mais frequente delas, por
consequéncia, a mais importante. Ela consiste na troca de plasmideos conjugativos entre

bactérias pareadas (independente da espécie). A transformacéo é a capacidade da bactéria
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incorporar 0 DNA livre presente no ambiente no seu préprio genoma. E, por fim, a
transducdo é mediada por virus bacteriéfagos que, no momento da infeccdo, libera, junto com
seu material genético para duplicacdo, os genes de resisténcia de uma bactéria resistente
previamente infectada (GANGLE, 2005; ALANIS, 2005; MARTINEZ-MARTINEZ;
CALVO, 2010; FRAIMOW; TSIGRELIS, 2011; SOMMER; DANTAS, 2011). Em agua, a
transmissdo de plasmideos conjugativos contendo o gene de resisténcia pode ocorrer em
menos de um minuto e a resisténcia ao antimicrobiano pode se espalhar rapidamente entre as
bactérias (MUDRYK, 2005). O maior agravante desses mecanismos € que, segundo Fraimow
e Tsigrelis (2011), os diferentes genes de resisténcia sdo geralmente agrupados nos integrons,
0 que resulta na transferéncia e aquisicao resisténcia a diversas classes de antibiéticos.

Uma vez adquirido o gene de resisténcia, esse vai afetar processos bioquimicos na
célula, promovendo alteragbes que inativam 0 agente antimicrobiano. Os principais
mecanismos de inativacdo sdo: (i) diminuicdo da permeabilidade aos antimicrobianos na
membrana citoplasmaética, evitando a sua entrada no citoplasma; (ii) modificagdo do principio
ativo do antibidtico por meio da producéo de enzimas que degradam ou inativam o antibiotico
(um exemplo ¢ a producdo de enzimas [-lactamases, que resulta na resisténcia aos
antibioticos da classe dos PB-lactamicos); (iii) eliminacdo ativa do antibiotico que ocorre
quando o microrganismo € capaz de desenvolver um mecanismo de transporte ativo de
expulsdo do antibidtico do citoplasma antes que atinja concentragcfes tdxicas (mecanismo
comumente observado nas bactérias resistentes a tetraciclinas) e (iv) modificacdo do receptor,
quando o alvo intracelular é alterado pela bactéria, resultando na falta de ligacdo e
consequente inativacdo do efeito do antibidtico (ALANIS, 2005; MARTINEZ-MARTINEZ;
CALVO, 2010).

As bactérias aquaticas frequentemente mostram maultipla resisténcia (DAVIS, 1992).
Isso porque, nos Ultimos anos, para superar o0 problema de resisténcia aos antimicrobianos
utilizados nos tratamentos de doencas infecciosas, tem ocorrido um aumento do uso de drogas
de diferentes mecanismos de a¢do combinadas para potencializar a eficacia nos tratamentos,
resultando em bactérias resistentes ou multirresistentes a tais drogas (GANGLE, 2005;
SOMMER; DANTAS, 2011).

A grande quantidade de bactérias multirresistentes vem obrigando uma alteracdo nos
protocolos de tratamentos de doencas infecciosas, sendo, algumas vezes necessaria a
combinacdo de duas ou mais drogas de diferentes espectros de acdo (PIEREN; TIGGES,
2012).
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Segundo estudo desenvolvido por Halling-Sorensen et al. (1998), quando as bactérias
resistentes a varios antibidticos presentes no ambiente entram novamente no trato
gastrointestinal humano podem promover nova transferéncia de resisténcia e, assim,
comprometer a eficicia dos regimes terapéuticos tradicionais. Porém, em estudo apresentado
por Sommer e Dantas (2011), ndo houve transferéncia lateral de genes resistentes no trato
gastrointestinal de humanos que ingeriram cepas resistentes, mas “somente” multiplicagdo das
mesmas. Isso mostra que, ndo somente a transferéncia de genes de resisténcia, mas também a
capacidade das cepas resistentes de se estabelecerem com a microbiota autdctone pode

comprometer a eficacia dos tratamentos.

3.3 Agua de recreacéo

A agua por muito tempo considerada como um bem infinito, sempre foi determinante
no desenvolvimento das sociedades e na qualidade de vida da populacdo. Foi devido ao
regime hidrico de grandes rios, como o Nilo, que a populagdo humana deixou de ter habitos
ndmades, j& que era possivel realizar o plantio de alimentos nas grandes planicies de
inundacdo. Além do uso imprescindivel para alimentacdo e consumo — mantenedores da vida
no planeta — a agua também € usada para dessedentacdo de animais, higiene e como fonte de
lazer, possibilitando a pratica de diversos esportes (DOMENECH-SANCHEZ et al., 2007).

Devido a sua vital importancia, a preocupacdo com a qualidade das reservas de agua
doce vem crescendo nas Ultimas décadas, uma vez que esta ocorrendo um aumento
exponencial da populacdo, com consequente aumento da ocupacéo irregular ou impropria de
areas de mananciais (RIBEIRO et al., 2009). Esse crescimento desordenado dos centros
urbanos provoca uma degradacdo da qualidade e modificacdo na composicdo da agua, gerada,
principalmente, pelo despejo de poluentes nos cursos hidricos (SILVA et al., 2008, TERRA et
al., 2008).

Assim, o controle da qualidade desses corpos hidricos é de suma importancia uma vez
que existe uma gama de doencas que pode ser causada por patdgenos de veiculacao hidrica,
tais como gastroenterites, conjuntivites, dermatites, doencas das vias respiratorias, entre
outros (FREITAS et al., 2001;KAMIZOULIS; SALIBA, 2004;PIANETTI et al.,
2004;CASTRO et al., 2007;DOREVITCH et al., 2011). A presenca de microrganismos em
aguas continentais é natural, porém a alta concentracdo de microrganismos potencialmente

patogénicos, tais como coliformes fecais e Escherichia coli, aumentam os riscos a salude
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humana, mesmo quando essa &gua € utilizada para recreacdo de contato primario
(DOREVITCH et al. 2011) ou para irrigacdo (BERALDO; FARACHE FILHO, 2011).

Nesse sentido, sdo importantes os estudos relacionando qualidade de agua de
recreacdo e a saide humana (DOMENECH-SANCHEZ et al., 2007). Segundo 0s mesmos
autores, as aguas destinadas a recreacdo podem ser naturais ndo tratadas, como rios, praias e
cachoeiras; ou artificiais e tratadas como em piscinas .

Segundo estudo desenvolvido por Dorevitch et al. (2011), aguas destinadas a
recreagdo, quando contaminadas, representam um sério risco a saude publica, principalmente
entre os banhistas que possuem contato direto — natagdo — devido a grande ingestdo de agua
durante essas atividades. Apesar de necessario, determinar os padrfes de qualidade de aguas
de recreacdo, segundo Kamizoulis e Saliba (2004), é uma atividade complexa, uma vez que 0
risco de contaminacdo depende do tempo de exposicéo, do tipo de atividade, da faixa etaria e
do estado de satde dos banhistas.

No Brasil, 0 Conselho Nacional do Meio Ambiente, por meio do artigo segundo da
Resolugdo n° 357/2005, classifica e da diretrizes de balneabilidade dos corpos hidricos

naturais, classificando as dguas destinadas a recreacao de acordo com seus USOS:

XXX - recreacdo de contato primério: contato direto e prolongado com a &gua
(tais como natacdo, mergulho, esqui-aquético) na qual a possibilidade do banhista
ingerir a 4gua é elevada;

XXXI — recreacdo de contato secundério: refere-se aquela associada a atividades
em gue o contato com a agua é esporadico ou acidental e a possibilidade de ingerir
agua é peguena, COMo na pesca € na navegacdo (tais como no iatismo);

O artigo quarto da Resolucdo CONAMA n° 357/2005 classifica as aguas doces
naturais em quatro classes, além da classe especial, e da as diretrizes de usos para cada uma

delas:

Art. 4° As aguas doces sdo classificadas em:
| - classe especial: aguas destinadas:
a) ao abastecimento para consumo humano, com desinfeccao;
b) a preservacdo do equilibrio natural das comunidades aquéticas; e,
c) a preservacdo dos ambientes aquaticos em unidades de conservagdo de
protec¢do integral.
Il - classe 1: 4guas que podem ser destinadas:
a) ao abastecimento para consumo humano, ap6s tratamento simplificado;
b) a prote¢do das comunidades aquaticas;
c) a recreacdo de contato primério, tais como natacdo, esqui aquatico e
mergulho, conforme Resolugdo CONAMA n° 274, de 2000;
d) a irrigacdo de hortalicas que sdo consumidas cruas e de frutas que se
desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem remogao de pelicula; e
e) a protecdo das comunidades aquéticas em Terras Indigenas.
11 - classe 2: 4guas que podem ser destinadas:
a) ao abastecimento para consumo humano, apés tratamento convencional;
b) a prote¢do das comunidades aquaticas;
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C) a recreacdo de contato primério, tais como natacdo, esqui aquatico e
mergulho, conforme Resolugdo CONAMA n° 274, de 2000;
d) a irrigacdo de hortalicas, plantas frutiferas e de parques, jardins, campos de
esporte e lazer, com os quais o publico possa vir a ter contato direto; e
e) a aquicultura e a atividade de pesca.
IV - classe 3: aguas que podem ser destinadas:
a) ao abastecimento para consumo humano, apos tratamento convencional ou
avancado;
b) a irrigacdo de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras;
C) a pesca amadora;
d) a recreacdo de contato secundario; e
e) a dessedentacdo de animais.
V - classe 4: aguas que podem ser destinadas:
a) a navegacdo; e
b) a harmonia paisagistica.

Os padroes de qualidade, assim como a classificacdo das &guas, devem ser
monitorados pelo Poder Publico (CONAMA, 2005). Além de todos os atributos fisico-
quimicos e biologicos, a que dispde a Norma, devem-se realizar analises microbiologicas,

onde os limites maximos variam de acordo com as classes dos corpos hidricos:

Art. 14. As aguas doces de classe 1 observardo as seguintes condi¢des e padroes:
I - condicBes de qualidade de agua:
[]

g) coliformes termotolerantes: para 0 uso de recreacdo de contato primario
deverdo ser obedecidos os padr@es de qualidade de balneabilidade, previstos na
Resolugdo CONAMA n° 274, de 2000. Para os demais usos, ndo devera ser
excedido um limite de 200 coliformes termotolerantes por 100 mililitros em 80% ou
mais, de pelo menos 6 amostras, coletadas durante o periodo de um ano, com
frequéncia bimestral. A E. Coli poderd ser determinada em substituicdo ao
pardmetro coliformes termotolerantes de acordo com limites estabelecidos pelo
6rgdo ambiental competente;

[.]

Art 15. Aplicam-se as dguas doces de classe 2 as condi¢Bes e padrdes da classe 1
previstos no artigo anterior, a excecdo do seguinte:

[.]

Il - coliformes termotolerantes: para uso de recreacdo de contato priméario devera
ser obedecida a Resolugio CONAMA n° 274, de 2000. Para os demais usos, n&o
devera ser excedido um limite de 1.000 coliformes termotolerantes por 100 mililitros
em 80% ou mais de pelo menos 6 (seis) amostras coletadas durante o periodo de um
ano, com frequéncia bimestral. A E. coli podera ser determinada em substituicdo ao
parametro coliformes termotolerantes de acordo com limites estabelecidos pelo
6rgdo ambiental competente;

[.-]

Como pode ser observado, os limites microbiolégicos recomendados para agua de
recreacdo devem seguir o que esta disposto na Resolucdo CONAMA n° 274 (2000), que
define os critérios de balneabilidade em aguas brasileiras. Assim, as aguas doces, salobras e
salinas destinadas a balneabilidade (recreacdo de contato primario) sdo classificadas em duas
categorias: propria e imprépria, sendo a primeira ainda subdividida em excelente, muito boa e

satisfatoria, em fungdo de sua carga microbiana (coliformes fecais e E. coli).
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Apesar da necessidade de controle da qualidade dos corpos hidricos superficiais,
segundo o Instituto Mineiro de Gestdo das Aguas (IGAM, 2012), no primeiro trimestre de
2012 foi observado que 77% das amostras estavam com seus limites de coliforme
termotolerante ultrapassados, o que, segundo o Instituto, pode ser devido ao lancamento de
esgoto sanitario nos corpos de agua e/ou a falta de manejo adequado do solo, principalmente
pelos setores agricola e minerario.

Tendo em vista o contexto atual de classificacdo e manutencdo da qualidade das aguas
continentais, assim como a grande importancia na preocupagdo com a contaminacdo dos
ambientes naturais com substancias potencialmente poluidoras, o presente estudo visa reforcar
a importancia do grupo das bactérias heterotréficas para a qualidade ambiental e salde

publica.
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4 Metodologia

Um esquema da metodologia desenvolvida para este trabalho pode ser observado na
figura 3. O detalhamento de cada etapa sera dado em seguida.

Selegdo das amostras : Fasel

Selecao, isolamento e caracterizacao fenotipica de 4 coldnias de cada placa
(aleatorio)

e e N e

P3CB2BI P3CB2BII P3CB2BIlI P3CB2BIV
Armazenamento, em duplicata, em tubo Montagem do teste de resisténcia a 12
Eppendorf . antimicrobianos.

I

Uso de uma amostra para teste de confirmagao.

| Fase4 |
/ P3CB2BIVa | P3CB2BIVb
Grupo Grupo ll \L
\l, \l/ Medida do diametro do halo.
- - Caracterizacio em Resistente,
Preocupacao Preocupacao Intermediéria e Sensivel.
ambiental médica

Figura 3 - Esquema representando todas as etapas desenvolvidas durante a metodologia.
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4.1 Caracterizacao das areas de estudo

A fase 1 da metodologia consistiu no levantamento das areas a serem amostradas e na
coleta de dados para analise.

As amostras destinadas a analise microbioldgica foram coletadas no periodo de janeiro
a margo de 2011, em rios e cachoeiras de cinco cidades (pontos de coleta) da regido Sul de
Minas Gerais (Figura 4, tabela 1), sendo elas, Itajuba, Gongalves, Brazopolis, Maria da Fé e
Wenceslau Braz (Figura 5). Tais cidades foram selecionadas de acordo com a proximidade do
laboratorio e a disponibilidade e facilidade de acesso aos locais de recreacao.

Municipios da area de estudo
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Figura 4 - Representacdo esquematica da localizacdo das cidades dos pontos de coleta. .

Tabela 2 - Localizacdo dos pontos amostrados.

PONTOS AMOSTRADOS
PONTO Cidade Tipo
P1RI Itajuba Rio
P2CG Gongcalves Cachoeira
P3CB Brazopolis Cachoeira
PACMF Maria da Fé Cachoeira

P5RWB Wenceslau BrazBraz Rio
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Figura 5 - Locais amostrados. A- Rio Sapucai, Itajubd (P1), B- Cachoeira do Simdo, Gongalves (P2), C-
Cachoeira do Alegre, Brazopolis (P3), D- Cachoeira do Cafundé, Maria da Fé (P4) e E- Rio Bicas,
Wenceslau Braz (P5).

O ponto de coleta 1, com coordenadas 22°28°3370 e 45°23747”’S, ¢ uma praia formada
no Rio Sapucai (Figura 6), localizado na cidade de Itajuba, proximo a divisa com a cidade de
Delfim Moreira. O local é bastante frequentado pela populacdo, consistindo numa importante
area de lazer nos dias mais quentes. Como possui curso Iéntico, com variacéo de profundidade

de acordo com a sua calha e acumulo de areia, é frequentado por pessoas de todas as idades.

5

Figura 6- Imagens do ponto de coleta 1: Rio Sapucali, Itajuba, MG.
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Os pontos de coleta 2 (22°417°02”0 e 45°50°57’S), 3 (22°32°05”0 e 45°39°10”S) ¢ 4
(22°19°26”0 e 45°18°22”S) sdo cachoeiras localizadas, respectivamente nas cidades de
Gongalves, Brazopolis e Maria da Fé. A cachoeira do Simdo, em Gongalves (Figura 7A),
diferente das demais, possui um fluxo intenso de aguas cristalinas. A cachoeira toda se
desenvolve sobre sedimento rochoso, ndo formando praias. Porém, por ser muito préxima do
centro da cidade e de facil acesso, é muito frequentada pela populacéo local e pelos turistas
(Figura 7B), uma vez que a cidade é um dos pontos turisticos da regido.

= eyl s 2
R = = ;

ves, MG (A). Visitacdo em dia de feriado (B).

L ol 1,

Figura 7- Ponto de coleta 2: Cachoeira Gongal

A cachoeira do Alegre, em Brazopolis (Figura 8), assim como a cachoeira do Cafundo,
em Maria da Fé (Figura 9), possuem curso de agua barrenta, com fundo lodoso em meio as
rochas e formacao de pequenas praias arenosas. Porém, devido ao dificil acesso, a frequéncia
a cachoeira de Brazdpolis € menor do que a dos outros pontos de coleta. Ja a frequéncia de
visitacdo na cachoeira da cidade de Maria da Fé é intensa (figura 9), uma vez que a mesma
corta o Bairro do Cafundd, mesmo este ndo sendo muito populoso, a cachoeira tem um papel

importante nas atividades recreativas da populacao local.

Figura 8- Amostragem de agua no ponto de coleta 3, cachoeira de Brazopolis, MG.
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Figura 9- Amostragem de agua no ponto de coleta 4: Cachoeira Maria da Fé, MG.

O ponto de coleta 5 (22°31°4370 e 45°24°21”S) ¢ um rio localizado na cidade de
Wenceslau Braz (Figura 10), possui curso léntico, fundo arenoso, formando praias e dgua
turva. Pelo facil acesso, permite que a populacdo use para a pratica de recreacdo. Além disso,
esta localizado entre duas areas de pasto, servindo também, para a dessedentacdo do gado.

Figura 10- Amostragem de agua no ponto de coleta 5, rio de Wenceslau Braz, MG.

E importante ressaltar que, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica —
IBGE (2008), cerca de 90% de todo o esgoto coletado no estado de Minas Gerais ndo possui
tratamento sanitario, e, menos de 5% do esgoto da zona rural do estado € destina as redes

coletoras.
4.2 Amostragem e analises laboratoriais

As amostras de agua foram coletadas em frascos estéreis (Figura 11), em triplicata, e
mantidas refrigeradas até chegada ao laboratorio de microbiologia da Universidade Federal de
Itajuba, onde foram conduzidas as andlises. Quando possivel, a amostra foi coletada na

is6bata de 1 m a fim de evitar interferéncias amostrais das zonas de turbuléncia.
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Figura 11- Coleta das amostras de 4gua em frascos estéreis.

4.3 Isolamento e contagem de bactérias heterotroéficas

A fase 2 da metodologia consistiu nas primeiras andlises laboratoriais. Para a
avaliacdo da densidade de bactérias heterotroficas das amostras de agua coletadas em cada
ponto de amostragem, foi utilizada uma aliquota de 0,1 mL de amostra, sem diluicdo, em
placas de Petri contendo meio de cultura Plate Count Agar (APHA, 1999), em triplicata, por
meio do método de cultivo de semeadura ou “spread plate” (APHA, 1999). Os procedimentos
foram realizados em camara de fluxo laminar e as amostras incubadas em estufa
bacterioldgica por 48 + 3 horas a 35°C + 0,5°C (CETESB, 2006), conforme figura 12.

Figura 12- Preparo das amostras para contagem total de bactérias heterotroficas.

Apos o periodo de incubacdo, foi realizada a contagem do total de col6nias formadas

nas placas a fim de obter a densidade total de bactérias heterotréficas para cada ponto de
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coleta (Figura 13A). De posse dos dados de densidade de bactérias heterotroficas, foi utilizada
estatistica descritiva para célculo da média, desvio padrédo, variancia de amplitude, utilizando
0 software Excel®.

Para cada placa de cultivo, foram selecionadas, aleatoriamente, quatro col6nias para
repicagem (Figura 13D) e posterior teste de resisténcia a antimicrobianos. No momento da
repicagem foram feitas as caracterizagdes fenotipicas de cada uma das coldnias escolhidas,
passando a ser denominados isolados (Figura 13B e 13C).

Figura 13 - Contagem total de bactérias heterotréficas (foto A) e preparo da amostra para o teste de resisténcia a
antimicrobianos, com a selegdo de quatro coldnias aleatorias, e sua caracterizagdo fenotipica (fotos
B e C) para posterior repicagem (foto D).

Para cada isolado selecionado foi medido o didmetro da col6nia e observados o0s
seguintes aspectos fenotipicos: forma da colénia, producdo ou ndo de goma, borda, cor e
elevacdo da coldnia. Todos esses dados foram tabulados e convertidos em valores numéricos
conforme tabela 2 e utilizados em analise de agrupamento e geracdo de dendrogramas de
similaridade, por meio do método “Complete linkage e Distancia Euclidiana (EVERITT,
1993), pelo software Statistica” (1995). Essa metodologia teve como objetivo identificar e
utilizar cepas de diferentes grupos fenotipicos culturais na fase 3 — resisténcia a

antimicrobianos.
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Tabela 3- Conversdao numérica dos dados obtidos para caracterizagdo fenotipica das cepas
selecionadas.

Caracterizacgdo fenotipica das cepas selecionadas

Producéo de

Forma Bordas Cor Elevacéo
goma
Carac. VN Carac. VN Carac. VN Carac. VN Carac. VN
Branco
Circular 1 Sim 1 Inteira 1 amarelado 1 Convexa 1
Puntiforme 2 Nao 2  FErosada 2  Rosa 2 Elevada 2
Convexa
Filamentosa 3  Salméo 3 alta 3
Ondulada 4  Branca 4 Ondulada 4
Lobada 5 Amarela 5
Laranja 6
Amarelo
gema 7
Amarelo
limao 8
Branco
transparente 9
Amarelo
transparente 10

Transparente 11

Roxa 12

Carac.: Caracteristica e VN: Valor numérico.

Apos a medicdo de todas as caracteristicas apresentadas, as cepas foram incubadas por
48 £ 3 horas a 35°C + 0,5°C (CETESB, 2006) em tubo inclinado contendo meio de cultura
Plate Count Agar (APHA, 1999 — figura 14).
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Figura 14 - Tubos inclinados contendo cepas selecionadas e cultivadas em meio de cultura Plate Count Agar
para crescimento e posterior repicagem em placa de antibiograma.

4.4 Teste de resisténcia a antimicrobianos

A fase 3 da metodologia consistiu na realizacdo do teste de resisténcia a
antimicrobianos das cepas isoladas, que foi determinada por meio do método de Kirby-Bauer
de disco-difusdo (BAUER, 1966), recomendado pelo National Comitee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 2003).

Cada cepa isolada foi testada frente aos seguintes antimicrobianos: Amoxicilina
(AMO) 30 pg, Ampicilina (AMP) 10 pg, Ciprofloxacina (CIP) 5 pg, Cloranfenicol (CLO) 30
ug, Eritromicina (ERI) 15 pg, Estreptomicina (EST) 10 pg, Gentamicina (GEN) 10 pg,
Penicilina (PEN) 10 Ul, Rifampicina (RIF) 30 pug, Vancomicina (VAN) 30 pg, Azitromicina
(AZI) 15 pg e Tetraciclina (TET) 30 pg. A escolha dos antimicrobianos foi dada com base na
literatura relacionada e investigacdes de frequéncia de uso no hospitais da rede publica de
salde.

Para a realizacdo do teste de resisténcia a antimicrobianos, as cepas isoladas e
repicadas para os tubos inclinados foram ressuspensas com o auxilio de uma alga de platina
estéril para tubos contendo 10 ml de agua estéril em quantidade suficiente de indculo para
atingir o grau de turvacao 0,5 comparativamente ao tubo padronizado de acordo com a escala
de McFarland (Bier, 1994). Apds esse processo, com o auxilio de um swab, foi realizado o
indculo em placas de petri com meio de cultura Plate Count Agar (APHA, 1999).
Imediatamente ap0s este processo, foram acrescentados as placas, com auxilio de uma pinga,
os discos com antimicrobianos e foram incubados novamente a 35°C + 0,5°C (CETESB,
2006) por 48 %3 horas.

Foi realizado um teste para cada cepa selecionada. A cepa foi incubada em duas

placas contendo 6 discos de antimicrobianos em cada uma, conforme mostrado na figura 15.
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Apos o periodo de incubacdo, com o auxilio de um paquimetro, foram medidos os
halos de inibi¢&o ao redor de cada disco com antimicrobiano (incluindo o tamanho do disco —
Figura 15). Os diametros obtidos foram comparados aos diametros de referéncia para padrao
interpretativo fornecidos pelo fabricante, Sensifar-Cefar, para definir o grau de resisténcia a
tal antimicrobiano: sensivel (S), intermediaria (1) ou resistente (R), conforme apresentado na
Tabela 3.

Figura 15 - Formagdo de halos de resisténcia.

Tabela 4 - Relacdo dos antimicrobianos usados no teste de sensibilidade das bactérias
heterotréficas e respectivos diametros de referéncia para padrdo interpretativo,
para cepas resistentes (R), intermediarias (I) e sensiveis (S).

Tabela Padrdo para Interpretacdo de Halos de Inibicao

Padrao interpretativo ( mm)

Antibacteriano

Resistente Intermediario Sensivel
Penicilina (PEN) <14 15-28 >29
Amoxicilina (AMO) <13 14 - 28 >29
Ampicilina (AMP) <13 14 - 28 >29
Eritromicina (ERI) <13 14 - 22 >23
Clorafenicol (CLO) <12 13-28 >29
Rifampicina (RIF) <16 17-19 >20
Vancomicina (VAN) <14 15-16 >17
Estreptomicina (EST) <11 12-14 >15
Ciprofloxacina (CIP) <15 16 - 20 >21
Gentamicina (GEN) <12 13-14 >15
Azitromicina (AZI) <13 14 - 17 > 18
Tetraciclina (TET) <1l 12 - 28 >29

Fonte: Adaptado de Sensifa-cefar (2012).
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4.5 Teste confirmativo para bactérias heterotroficas

A quarta e ultima fase da metodologia foi o teste confirmativo para bactérias
heterotréficas. Para comprovar que as cepas escolhidas eram de bactérias heterotréficas ndo
pertencentes ao grupo coliforme, foi realizado um pds-teste de confirmacdo. Para isso,
adotou-se a técnica de tubos multiplos, descrita pela Norma Técnica L5.214 da CETESB
(2007). Para interpretagdo dos resultados, foi proposto neste trabalho uma subdivisdo do
grupo das bactérias heterotroficas em dois grupos, sendo eles: GRUPO | heterotroficas, que
inclui todos os géneros de bactérias com metabolismo heterotrofico, com excecdo das
pertencentes ao grupo coliforme, e GRUPO II Coliforme, que inclui representantes dos grupos
(i) coliformes totais, (ii) coliformes termotolerantes e (iii) E.coli.

A técnica de tubos multiplos consiste em inocular cada cepa selecionada, com o
auxilio de uma alca de inoculacdo, em tubo de ensaio correspondente contendo caldo
lactosado como meio de cultura. Os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 35 +
0,5°C por 24 + 2 horas. Apos esse periodo, foi realizada a primeira leitura, sendo considerados
como resultados positivos, os tubos que apresentaram formacdo de gas no tubo de Durhan
invertido. Os tubos que apresentaram resultado negativo foram reincubados por mais 24 * 2
horas, quando foi efetuada a segunda leitura. Os tubos que apresentaram resultado negativo na
segunda leitura foram desprezados e a cepa incubada considerada do GRUPO | heterotrdéfica
(Figura 16).

Imediatamente apos a leitura, todos os tubos que apresentaram resultado positivo no
caldo lactosado foram submetidos a confirmacdo em caldo verde brilhante. Para essa
confirmacdo, as culturas positivas em caldo lactosado foram homogeneizadas e, com o auxilio
da alca de inoculacdo, transferido um inoculo para o tubo contendo o caldo verde brilhante,
evitando-se a pelicula superficial. Todos os tubos de caldo verde brilhante foram incubados
em estufa bacteriolégica a 35 £ 0,5°C. Da mesma forma, foram realizadas duas leituras, apos
24 + 2 horas e 48 + 3 horas, para 0s tubos que apresentaram resultado negativo na primeira
leitura. Assim como para o teste com caldo lactosado, foram considerados resultados
positivos os tubos que apresentaram formacdo de gas no tubo de Durhan invertido, sendo as
cepas consideradas do GRUPO 11, coliformes totais. Os tubos que apresentaram resultado
negativo foram descartados e as cepas consideradas do GRUPO | heterotréfica (Figura 16).

Para realizar a diferenciacdo das bactérias do GRUPO Il em coliforme termotolerante

e E. coli, um in6culo do tubo contendo caldo verde brilhante com resultado positivo foi
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transferido para um tubo contendo caldo EC como meio de cultura, mantido previamente a
44,5°C por 30 minutos. Os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 44,5 £ 0,2°C por
24 £ 2 horas. Apos esse periodo realizou-se a leitura, sendo considerado como resultado
positivo os tubos que apresentaram formacdo de gas no tubo de Durhan invertido, sendo as
cepas consideradas do grupo coliforme termotolerante. Apés a leitura, todos os tubos foram
submetidos a luz fluorescente de comprimento de onda de 365 nm, em ambiente escuro, onde
0s tubos que apresentaram fluorescéncia azul foram considerados positivos para E. coli. As
cepas dos tubos que ndo apresentaram formacdo de gas ou fluorescéncia foram consideradas
do grupo coliforme total. Um esquema do procedimento para confirmacdo das bactérias

heterotréficas e seus determinados sub-grupos pode ser visto na figura 16.
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Cepas selecionadas

Caldo lactosado 24-
48h - 352C

Auséncia de gas. Teste negativo

Produgdo de gas " ;
para coliforme. HETEROTROFICA

Caldo verde brilhante
24 - 48h - 352C

Auséncia de gas. Teste negativo
para coliformes totais.
HETEROTROFICA.

Produgdo de gas.
COLIFORME TOTAL.

Auséncia de gas e fluorescéncia.
COLIFORME TOTAL.

Caldo EC 24h - 44,5°C

Produgdo de gas.
COLIFORME
TERMOTOLERANTE.

Presenga de fluorescencia. E.
coli.

Figura 16- Esquema do procedimento para confirmagéo das bactérias heterotrdficas e seus determinados sub-
grupos: GRUPO I: heterotréfica e GRUPO II: coliforme total, coliforme termotolerante e E. coli.
Adaptado de CETESB (2007).
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5 Resultados e Discussao

5.1 Bactérias heterotroéficas

Os resultados da avaliagdo da densidade total de bactérias heterotréficas nos diferentes

pontos de coleta estdo apresentados na tabela 4.

Tabela5-  Resultados da avaliacdo da densidade total de bactérias heterotréficas nos
diferentes pontos de coleta.
Média Amplitude

Ponto de coleta* ~ —---eeemeee- (U] =gy 31| Epe— Desvio padrdio  Variancia
P1RI 360,0  280,0 - 416,6 (136,6) 58,2 5077,3
P2CG 757,8  630,0 —990,0 (360,0) 164,5 40581,8
P3CB 1397,8  1293,3 - 1476,7 (183,4) 77,0 8892,3
PACMF 4337,8  3880,0 - 4996,7 (1116,7) 477,5 342067,3
P5RWB 873,3  1153,3-1376,7 (223,4) 66,7 8888,4

* Onde: P1RI — Ponto 1 Rio Itajuba, P2CG — Ponto 2 Cachoeira Goncalves, P3CB — Ponto 3 Cachoeira
Brasdpolis, PACMF — Ponto 4 Cachoeira Maria da Fé e PSRWB — Ponto 5 Rio Wenceslau Braz.

Maiores medias de densidade de bactérias heterotroficas foram obtidas nos pontos 4 e
3, seguidos pelos pontos 5, 2 e, finalmente, o ponto 1, com o menor valor, porém os dados
obtidos estdo dentro dos valores esperados de densidade entre 10° e 10® células por mL de
amostra. Uma maior variacdo de amplitude nos dados amostrados ocorreu nos pontos P2CG e
PACMF, ambos ambientes de cachoeira.

Essa variacdo dos dados nos diferentes locais amostrados pode ser explicada pela
dindmica hidrica, uma vez que as réplicas foram coletadas de forma a abranger toda a area
utilizada para recreacdo. Tanto a cachoeira de Goncalves (P2) como a cachoeira de Maria da
Fé (P4) sdo extensas, com ambientes variando de corredeira a piscinas naturais, o que explica
a variacdo na densidade de bactérias heterotréficas encontrada em cada réplica. A cachoeira
de Brazopolis (P3) possui um curso d‘agua estreito e pouca variagdo de ambientes, assim
como os rios, o que explica a maior homogeneidade dos dados amostrados entre as réplicas.
Vale ressaltar que tanto a Resolugio CONAMA n° 274, de 29/11/2000, como a Deliberacéo
Normativa COPAM n° 10 (1986) ndo determinam padrbes de contagem de bactérias

heterotrdficas para a classificacdo de balneabilidade.
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5.2 Teste de resisténcia a antimicrobianos

Foram isolados 180 cepas, porém, durante o processo de repicagem, houve perda de
5 cepas, sendo que para a analise de resisténcia a antimicrobianos foram utilizados 175
isolados, dentro daqueles obtidos nos cinco pontos de coleta.
No entanto, ap06s aplicacdo do teste confirmativo de tubos multiplos (figura 17), dos
175 isolados analisados, 132 (ou 76%) foram considerados do Grupo | (heterotroficas) e 42
(24%) do Grupo Il (coliforme total e termotolerante). Segundo LeChevallier e McFeters
(1985), quando as densidades de bactéria heterotréfica excedem valores de 500 a 1000 UFC
mL™, os métodos de cultivo de semeadura em placa de petri contendo meio de cultura pouco
seletivo (PCA) desfavorecem o crescimento de bactérias do grupo coliforme, uma vez que ha
uma maior competicdo por nutrientes e as bactérias do grupo coliforme sdo menos
competitivas e mais seletivas. Os representantes do grupo coliforme sdo mais susceptiveis a
efeitos secundarios do que as demais heterotroficas, além do que, muitas vezes, requerem
condicdes distintas de incubacdo, o que explica a baixa densidade de bactérias do grupo II.
Quanto ao teste de resisténcia aos antibidticos, os resultados obtidos para o diametro
do halo formado em cada colbnia selecionada frente aos diferentes antimicrobianos estéo
apresentados nas tabelas 6, 7, 8, 9 e 10, para aquelas obtidas nos pontos 1 a 5,
respectivamente. Nessas tabelas, cada col6nia foi classificada em resistente, intermediaria ou

sensivel, de acordo com o padrédo anteriormente apresentado na tabela 3.
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Tabela 6 - Diametro dos halos de inibicdo formados para cada antimicrobiano testado (em mm) e sua caracterizacdo em sensivel (S),
intermediéria (1) e resistente (R). Cepas isoladas do ponto de coleta 1, P1RI- Rio Itajuba.

Diametro dos halos de resisténcia (mm) (P1)

Amostra PEN AMO AMP ERI CLO RIF VAN EST CIP GEN AZl TET
RIZHAI . PRW 18 1 22 1 14 1 3 S 27 S 21 S 24 S 27 S 19 S 3 s 23 1|
RITHAII 16 I 22 I 24 I 21 I 32 s 2 s 11 PRY %6 S 32 S 24 S 33 s 28 I
RILHAIII - . - 11 - 33 § 22 S 17 S 22 S 27 S 19 s 2 s 11 RSB
RITHAIV . . 13 12 34 s 2 S 19 S 23 S 3% S 19 S 24 S 32 S
RI1IHBI 14 26 I 29 S 17 I 3 S 48 S 28 S 29 S 24 S 17 S 27 S 40 S
RI1IHBII 29 S 25 1 3% S 19 1 42 s 1 8 S 26 S 46 S 25 S 40 S 39 S
RIIHBIII 38 S 34 S 3 S 29 S 3 s 13 25 § 21 .S 20 I 2 S 32 S 38 S
RIIHBIV . PRY . PRY 12 PR 24 s 28 1 14 0 FRY 23 s 17 1 2 S 28 S 29 S
RILHCI 20 I 3 S 3 S 26 S 29 s 31 S 2 S 24 S 20 1 24 S 33 S 3 S
RIIHCII 8 BRY 9 PRY 13 - 32 s 24 S 20 S 19 S 3 S 24 S 26 S 19 |
RILHCIII 27 | 27 | . 30 s 19 | 2 PRY 19 s 3 S 19 s 17 I 31 S
RIIHCIV . . PRE . PRW 24 s 28 | . PR 23 s 21 s 18 1| 19 S 27 S 33 |
RI2HAI 10 25 I 26 I 18 I 3 s 5 S 19 S 24 S 28 S 20 S 16 | 47 S
RI2HAII 20 I 25 I 3 S 42 S 40 s 52 S 3 S 3 S 40 S 32 S 4 S 4 S
RI2HAIII 26 I 24 1 3 S 26 S 3 s 40 S 24 S 26 S 32 S 24 S 24 S 39 S
RI2ZHAIV . IPRW 16 1 18 |1 15 | 33 s 23 S 10 FPRY 24 S 3 S 2 S 27 S 3 S
RI2HBI 26 I 3 S 41 s 25 s 32 s 13 FRY 23 s 11 BRY 19 1 19 S 27 S 35 S
RI2HBII . BPRY 25 | 20 | 39 s 3 S 19 S 27 S 25 S 22 S 3 S 41 S
RI2HBIII 8 S 20 | 13 30 s 23 S 8 PR 24 s 39 s 21 S 28 S 31 S
RI2HBIV - 8 - 28 | 4 PR 212 s 17 S 22 s 18 S 21 S 32 S
RI2HCI . . 12 . 29 s 17 | 9 - 7 S 37 S 17 S 27 S 31 S
RI2HCII 5 1 23 1 26 | 10 3 s 25 S 12 26 S 3% S 23 S 28 S 29 S
RI2HCIII 46 S 40 S 4 S 32 S 4 s 30 S 5 S 26 S 6 S 3 S 5 S 60 S
RI2HCIV 34 S 38 S 32 S 30 S 40 s 10 @WRY 15 1 21 S 4 S 24 S 48 S 46 S
RI3HAI 8 - 28 | 31 S 18 | 35 s 30 S 18 S 25 S 28 S 24 S 21 S 4 S
RI3HAII . 20 I 25 1 21 1 4 s 32 S 19 S 30 S 62 S 29 S 40 S 44 S
RIBHAIII 8 I 25 I 27 I 28 S 3 s 28 S 20 S 23 S 38 S 23 S 3 S 21 |
RIBHAIV 5 1 20 1 23 S 42 s 23 S 23 S 28 S 4 S 24 S 4 S 42 S
RI3HBI . . PR® . PR® 30 S 36 s . PRY 1 28 S 4 S 29 S 42 S 38 S
RI3HBII 9 29 S 33 s 13 BRY 26 | 21 S 14 23 'S 40 S 19 S 26 S 30 S
RI3HBIII . BRY 2 1 19 1 14 PRY 13 30 S 46 S 26 S 40 S 38 S
RIBHBIV . 20 I 3 S 39 s 23 S 10 29 S 4 S 31 S 46 S 48 S
RI3HCI 9 % I 15 I 33 s 20 S 16 | 22 S 4 S 19 S 28 S 3 S
RI3HCII . . 22 PRW 9 PR 31 s 18 1 8 s 20 S 3 S 18 S 20 S 29 S
RI3HCIII 3 S 42 S 5 S 14 1 5 s 4 S 25 S 30 S 28 S 28 S 28 S 5 S
RIBHCIV PRM 29 s 30 . s 15 1 4 s 33 s 23 S 3 S 3% S 30 S 29 S 30 S
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Tabela 7 - Diametro dos halos de inibicdo formados para cada antimicrobiano testado (em mm) e sua caracterizacdo em sensivel (S),

intermediéria (1) e resistente (R). Cepas isoladas do ponto de coleta 2, P2CG, Cachoeira Gongalves.

Diametro dos halos de resisténcia (mm)(P2)

Amostra PEN AMO AMP ERI CLO RIF VAN EST CIP GEN AZl TET
P2CG1Al . PRY 9 PRY 12 3 § 22 S 18 S 22 S 27 S =21 S 10 PRY 31 S
P2CG1All . 7 1 2 1 17 1 3% S 23 S 16 S 25 S 38 S 23 S 3 S 3 S
P2CG1Alll 10 13 BRY 15 1 25 S 26 | 2 S 26 S 26 S 3B S 20 S 23 s 22 |
P2CG1AIV 8 14 | 13 PR 21 1 22 | 7 1 23 S 23 S 3 S 20 S 19 s 25 |
P2CG1BI . 26 I 30 S 48 S 4 S 3% s 20 S 23 S 5 S 2 S 32 S 4 s
P2CG1BII 8 2 R 18 I 18 I 3% S 42 S 1 I 26 S 3 S 17 S 23 S 40 S
P2CG1BIII 29 S 40 S 40 /S 14 1 42 s 15 RM 12 R 26 S 58 S 22 S 38 S 42 s
P2CG1BIV . BRY 24 1 26 1 15 | 35 S 29 S 22 s 18 S 44 S 19 S 28 S 3 S
P2CGI1CI 28 I 31 .S 3 S 34 s 16 PRW 7 24 S 3 S 19 S 20 S 36 S
P2CGiClI 5 1 15 1 15 | . 42 s 20 S 7 24 S 37 S 19 S 19 s 271 1
P2CGI1ClII 22 | 18 1 40 S 10 38 s 14 PRY s 2 S 48 S 19 S 26 S 40 S
P2CGICIV . IRY . BRY . 28 | 23 S . 23 S 40 S 24 s . IBRY 29 s
P2CG2AI 20 I 28 I 26 S 5 S 40 S 22 S 28 S 40 S 20 S 38 S 44 S
P2CG2All 8 - 8 - 22 | 33 S 26 S 18 S 16 S 40 S 18 S 31 S 35 | S
P2CG2Alll . . . 3R 37 S 28 S 20 S 38 S 40 S 27 S 5 S 5 S
P2CG2AIV 24 | 29 S 3% S 25 S 30 S 24 S 19 S 1 S 27 S 17 S 29 S 3 S
P2CG2BI . RY . URY 24 1 15 | 35 S 24 S 18 S 22 S 33 S 23 S 23 S 37 S
P2CG2BII 25 I 40 S 42 s 14 | 46 S 13 PRM 8 PR 26 S 54 S 19 S 33 S 40 | S
P2CG2BlIII 26 I 28 1 28 | 26 S 16 I 3% S 28 S 26 S 42 S 26 S 28 S 40 S
P2CG2BIV 7 9 2 PR 19 1 19 | 8 I 20 S 21 S 28 s 18 s 17 1 23 |
P2CG2CI 24 1 22 1 24 1 25 S 12 25 S 50 S 24 S 3 S 40 S
P2CG2ClI . . - . BR® 17 1 16 - 13 - 14 1 8 RN 14 1 21 s 11 BRY
P2CG2ClII . 8 11 9 1 23 1 16 21 S 2 s 29 s 18 S 18 S 21 |
P2CG2CIV 30 S 36 S 42 S . PPR® 37 s 20 s 11 RY 24 S 5 S 19 S 28 S 36 S
P2CG3Al 8 BRY 9 BRY 13 BRY 19 1 21 | 7 1 22 S 22 S 29 S 2 S 17 1 21 |
P2CG3All 6 I 32 S 3 S 17 | 3 S 14 - . PRY 18 S 42 s 19 S 3 S 34 S
P2CG3AIlI 7 8 - 11 - 19 | 18 | 16 20 S 19 S 24 s 18 S 16 S 21 1
P2CG3AIV 8 11 13 20 I 20 I 19 1 23 S 22 S 28 S 20 S 18 S 22 |
P2CG3BI 12 20 I 25 | 13 PR 25 | 19 1 7 S 20 S 30 S 18 S 23 S 30 | S
P2CG3BII 8 23 I 3 S 20 | 45 S 3 S 17 S 30 S 5 S 2 S 42 S 48 S
P2CG3BlIII 26 I 40 S 26 S 5 S 3 S 2 S 24 S 48 S 23 S 3 S 48 S
P2CG3BIV 14 1 26 | 8 3 s 19 1 8 - 2 S 3% S 18 S 19 S 36 S
P2CG3ClI . 11 BRW 18 1 8 23 1 16 BRW . 2 S 3 s 17 S 28 S 3 S
P2CG3ClI 13 24 1 34 S . 42 S 25 S 25 S 24 S 40 S 22 S 24 S 40 S
P2CG3ClII . RY . BRY 1 17 1 18 1 13 PR 13 | 8 PRY 16 S 25 s 13 |
P2CG3CIV 8 1 24 11 34 s 19 1 21 S 20 S 40 S 20 S 25 s 33 s
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Tabela 8 - Diametro dos halos de inibicdo formados para cada antimicrobiano testado (em mm) e sua caracterizacdo em sensivel (S),

intermediéria (1) e resistente (R). Cepas isoladas do ponto de coleta 3, P3CB — Cachoeira Brazdpolis.

Diametro dos halos de resisténcia (mm) (P3)

Amostra PEN AMO AMP ERI CLO RIF VAN EST CIP GEN AZ| TET
P3CBIAI . R . 17 I 22 1 31 S 19 1 13 PRI 24 S 43 S 19 S 34 S 41 S
P3CB1AIll 30 'S 28 I 36 S 4 'S 33 'S 35 'S 30 'S 27 S 40 S 22 S 40 S 45 'S
P3CB1AllI . R 9 W 13 PRY 23 s 24 1 19 1 23 S 24 s 3 S 19 s 21 s 17 |
P3CB1AIV 20 | 23 I 29 S 23 s 3 's 10 PR¥ 13 PRM 20 S 40 S 25 S 28 S 29 S
P3CB1BI . . . 15 1 1 . 32 s 21 S 17 S 19 S 40 S 18 S 28 S 33 S
P3CB1BII . . 15 I 10 30 'S 22 s 7 S 19 S 38 S 18 S 25 S 31 S
P3CB1BIII 16 | 22 I 30 S 15 | 28 1 18 | 8 PRN 24 s 26 S 20 S 29 S 29 'S
P3CB1BIV 11 12 . 25 S 24 1 20 S 24 S 25 S 3 S 21 S 24 s 21 |
P3CB1CI 8 10 23 S 21 1 18 1| 2 S 24 S 28 S 20 S 22 S 24 |
P3CBI1CII . . 18 I 23 S 31 'S 24 S 4 PRY 27 S 38 S 2 S 37 S 40 S
P3CBI1CIII 8 10 10 22 | 20 1 15 PRY 2 S 24 S 29 S 20 S 20 S 22 1
P3CBICIV 13 12 26 S 28 1 21 S 26 S 24 S 3% S 23 S 26 S 25 |
P3CB2AI 8 13 22 | 23 1 19 1 23 S 26 S 30 S 2 S 21 S 24 |
P3CB2AII . 8 28 S 23 1 24 S 26 S 23 S 43 S 20 S 28 S 30 'S
P3CB2AIlI 8 . 29 S 27 1 40 S 8 25 S 40 S 24 S 28 S 38 S
P3CB2AIV 12 15 I . 15 1 33 's 16 PRY 12 8 S 41 S 24 S 30 S 3 S
P3CB2BI 14 10 . 25 I 26 S 42 'S 28 S 8 24 S 54 S 28 S 40 S 44 S
P3CB2BII . . . PRI 8 PR 3 s 24 s 17 S 18 S 38 S 20 S 26 S 29 S
P3CB2BIII 33 'S 44 S 56 S 26 S 40 'S 18 'S 30 S 19 S 45 S 26 'S 4 S 34 'S
P3CB2BIV . 8 . . 18 | 3 s 23 'S 19 S 19 S 34 S 18 S 20 S 33 S
P3CB2CI . . . 21 | 33 S 22 S 16 I 21 S 49 S 23 S 3 S 39 S
P3CB2CII 27 | 35 S 33 S 15 | 40 S 11 PRR 12 'S 20 S 40 S 19 'S 23 S 35 'S
P3CB2CIII 31 S 33 S 16 I 25 'S 2 'S 38 'S
P3CB2CIV . 23 I 20 | 23 1 22 'S . 8 S 34 'S 16 S 34 S 43 'S
P3CB3Al 9 10 . . PRE 24 1 17 1 8 18 S 39 S 18 S 23 S 30 S
P3CB3All . . . 14 1 32 s 18 1 14 7 S 54 S 21 S 3 S 31 'S
P3CB3AIlI 10 . 25 I 18 | 27 1 20 S . 6 S 28 S 18 S 24 S 39 S
P3CB3AIV . . . PRS 12 PR® 31 s 20 S 16 I 33 S 36 S 17 S 2 s 33 S
P3CB3BI 26 | 30 S 32 S 25 S 30 'S 20 S 24 'S 20 S 3 S 18 'S 3 S 38 'S
P3CB3BII . 12 R 18 I 10 PRY 42 s 24 s 15 Il 40 'S 23 s 22 S 26 S 37 S
P3CB3BIII 20 28 I 26 I 3 S 4 'S 20 S 23 'S 26 S 40 S 20 'S 40 S 46 'S
P3CB3BIV 15 I 8 3 1 16 . 2 S 2 S 20 S 38 S
P3CB3CI . 10 R 12 . . 21 1 12 . 9 I 7 s 27 s 18 s 13 RN 11 R
P3CB3CII 30 S 35 S 40 S 26 32 s 18 | . 2 S 3 S 19 'S 25 S 35 S
P3CB3ClIII . Rl 12 R 19 I 8 36 S 18 1 7 'S 21 S 24 S 18 'S 21 S 3 S
P3CB3CIV P 24 I 29 | 16 | 3% S PR 24 s 26 'S 4 s 22 S 36 /S 39 'S
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Tabela 9 - Diametro dos halos de inibicdo formados para cada antimicrobiano testado (em mm) e sua caracterizagcdo em sensivel (S),

intermediéria (1) e resistente (R). Cepas isoladas do ponto de coleta 4, PACMF — Cachoeira Maria da Fé.

Diametro dos halos de resisténcia (mm) (P4)

Amostra PEN AMO AMP ERI CLO RIF VAN EST CIP GEN AZ| TET
PACMF1AI . PR . PR 21 1 24 S 28 1 22 S 14 PRY 24 S 4 S 22 S 32 s 3 s
PACMF1AII 20 | 30 S 30 | s 8 - 35 /S 3% S 25 S 18 S 29 S 16 S 10 PRW 10 BRW
PACMF1AIII 8 17 I 21 1 13 14 1 18 | 0 BR™ 13 1 3 S 17 S 23 S 29 S
PACMF1AIV . . PR® 11 PR 14 1 30 S 14 PRW 20 s 17 S 37 S 16 S 25 S 23 |
PACMF1BI 9 23 I 30 S 10 MR™ 32 S 22 S 17 S 27 S 3 S 15 S 25 S 30 S
PACMF1BII 30 S 3% S 3 S 28 S 41 s 15 0RY 10 RN 18 S 47 S 20 S 40 S 4 s
PACMF1BIII

PACMF1BIV 16 | 20 | 29 S 25 'S 45 S 3 S 23 S . PRM 3% S 12 RW 36 S 40 s
P4CMF1CI 25 | . PR® . PRY 32 s 38 s 18 | 5 1 30 S 4 S 19 S 48 S 42 S
PACMFICII 30 S 3 'S 46 S 32 S 48 S 40 S 32 s . PR®™ 40  Ss 28 S 38|/ S 5 S
PACMF1CIII PRY 14 I 24 1 30 S 5 S 38 S 27, S 27 S 3$,S 2 S 5,8 5 s
PACMF1CIV

PACMF2AI 15 |1 9 1 24 1 33 S 46 S 40 S 22 s 28§ 3[/s 258 32 S 4 s
PACMF2AII 10 BRY 14 1 . 25 1 14 RN 8 2 1 33 s 14 1 15 | . PRY
PACMF2AIII 25 129 S .. 31 s 20 S 11 5 S 33 S 16 S 25 S 30 S
PACMF2AIV 6 |1 8 33 s 17 | 20 S 3 s 17 S 27 S 32 S
PACMF2BI - 6 1 30 s 11 PBRW . 9 WRY 43 S 17 S 34 S 40 S
PACMPF2BII . . o PR® 37 s 26 S 212 S 17 S 33 S 18 S 28 S 35 S
PACMPF2BIII 15 I 9 1 20 1 3 S 18 1 0 BRY 25 S 42 S 20 S 3 S 38 S
PACMF2BIV 9 1 23 1 13 35 S 23 s 18 S 22 S 4 S 21 S 26 S 33 S
P4ACMF2CI 8 PRE 14 1 8 32 s 18 1 14 - 21 'S 4 S 19 S 24 S 32 S
PACMF2CII . 22 5 1 12 30 S 20 S 10 27 S 3% S 15 S 20 S 30 S
PACMF2CIII 29 S 3 S 3 /S 24 S 3 S 33 S 25 S 33 S 3B S 26 S 3 S 39 S
PACMF2CIV 20 | 22 1 25 1 33 S 3 s 3 S 25 S 24 S 3% S 18 S 40 S 33 S
PACMF3AI 9 17 | . BRY 33 s 17 1 20 S 3% S 17 S 19 S 33 S
PACMF3AII - 5 1 30 S 12 . 8 R 40 S 10 PRY 3 S 3 S
PACMF3AIII . . - 26 | 16 9 20 S 28 S 16 S 17 1 28 |
PACMF3AIV 14 1 . 28 1 15 10 5 S 3% S 16 s 17 1 17 1|
PACMF3BI

PACMF3BII 36 'S 46 S 3 S 30 S 38 S 50 S

PACMF3BIII 22 1 26 1 10 - 26 1 17 1 12 5 S 30 s 14 1 25 s . PRB
PACMF3BIV 10 - 21 1 11 29 1S 20 S 10 2 S 45 S 18 S 27 S 33 S
PACMF3CI . . PR® 15 1 2 1 19 1 . 32 S 5 S 3® S 3% S 3 S
PACMF3CII 27 1 25 I 15 1 19 1 20 S 14 . 47 S 21 S 38 S 38 S
PACMF3CIII . PR® 14 1 166 1 24 s 25 s 18 s 10 40 S 17 s 28 S 32 S
PACMF3CIV 25 1 22 1 12 BRW 19 1 18 1 16 1 8 4 s 20 s 28 s 14 |
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Tabela 10 - Diametro dos halos de inibicdo formados para cada antimicrobiano testado (em mm) e sua caracterizacdo em sensivel (S),

intermediéaria (1) e resistente (R). Cepas isoladas do ponto de coleta 5, PSRWB - Rio Wenceslau Braz.

Diametro dos halos de resisténcia (mm) (P5)

Amostra PEN AMO AMP ERI CLO RIF VAN EST CIP GEN AZI| TET
PSRWB1AI . - . - BPRY 22 1 25 1 22 S 122PRY 21 S 5 S 2 S 383 S 3 S
PSRWB1AII . 10 8 I 25 S 22 1 17 1 16 | 24 S 48 S 21 S 32 S 40 S
PSRWB1AIII 32 s 2 I 3 S 24 S 23 | 26 S 24 S 22 S 3 S 20 S 24 S 33 S
PSRWB1AIV . 10 R s 9 1 20 S 10 - 7 s 27 s 15 s 24 S 26 |
PSRWB1BI 11 22 | 9 3 s 19 1 12 23 S 4 S 19 S 28 S 33 S
PSRWB1BII - 286 I 20 s 17 s 15 s 2 s 17 s 16 I 11 FERY
P5RWB1BIII . . 25 1 19 1 14 PR®M 15 s 23 s 15 s 13 BREW 12 1
PSRWB1BIV 20 1 16 | 40 | S 15 1 60 S
PSRWBICI 30 S 29 S 3% S 25 S 28 1 20 S 26/s 21/Ss 32/s 19§ 2 s 33 8
P5SRWBI1CII . BR® 15 1 17 1 12 @PR® 18 1 20 S 15 1 15 S 23 S 15 S 21 S 28 |
PSRWB1CIII 24 1 25 1 3 S 22 1 27 1 20 S 24/sS 20 S 28 S 19 S 15 1 30 S
P5SRWB1CIV 30 S 30 - 33/ s 24 s 3 S 22 S 27 S 18 S 3% S 20 S 23 S 32 S
PSRWB2AI 14 32 30 S 26 S 3 S 26 S 20 S 22 S 40 S 1 S 28 S 33 S
PSRWB2AII 22 1 24 1 10 24 1 24 S 20 S 23 S 3% S 19 S 33 s 23 1
PSRWB2AIII . 9 1 40 S 12 25 I 30 S 23 S 23 S 20 | 24 S 20 S 33 S
PSRWB2AIV 10 200 1 20 | . 25 1 28 S 15 1 19 S 24 S 2 S 2 s 26 |
PSRWB2BI - 9 - 10 6 1 20 S 17 S 18 S 3 S 18 S 2 S 30 S
P5RWB2BII . . 13 . 21 1 18 S 10 @PRY 19 S 3B S 17 S 23 s 28 |
PSRWB2BIII 10 25 | 40 S 15 | 3% S 3 S 20 S 25 S 40 S 22 S 40 S 34 s
P5RWB2BIV 10 0R™M 33 s 21 s 17 S 20 S 41 S 16 S 18 S 32 S
P5RWB2CI 13 5 1 14 1 24 s 13PRY 20 S 32 S 18 S 20 S 29 S
PSRWB2CII . 13 0 R™ 3 s 23 s 18 S 17 S 40 S 20 S 24 S 32 S
P5SRWB2CIII 10 8 I 2 1 25 1 26 S 12 PR 26 S 5 S 25 S 3 S 37 S
PSRWB2CIV 10 20 I 24 S 28 | 25 S 24 S 20 S 33 S 20 S 23 s 21 1
P5RWB3AI 10 0WR™ 10 PRY 30 S 212 S 15 | 18 S 3B S 16 S 24 S 29 S
PSRWB3AII 20 I 5 S 14 1 25 | 28 S 15 1 29 S 38 S 3 S 20 S 38 S
PSRWB3AIII
P5SRWB3AIV . 5 1 22 1 18 | . R® 25 S 4 S 24 S 3 S 33 S
P5RWB3BI 10 10 - 31 s 15 R®™ 17 S 13 | 3 S 15 S 19 S 30 S
P5RWB3BII 10 12 26 1 19 1 11 PRY 21 S 5 S 20 S 32 S 33 S
PSRWB3BIII . 13 7 I 3 S 24 S 18 S 20 S 32 S 19 S 15 | 33 S
PSRWB3BIV . 13 6 I 30 S 46 S 3 S 21 S 17 S 5 S 2 S 48 S 44 S
PSRWB3CI 10 25 I 30 S 18 I 4 S 30 S 24 S 22 S 40 S 26 S 40 S 3 S
P5RWB3CII . PR . BRY 10 - 33 s 20 s 14 20..sS 29 s 20 S 26 S 33 S
PSRWB3CIII 6 1 20 1 10 35 S 24 S 12 25 S 39 S 2 S 25 S 3 S
PSRWB3CIV PR® 20 1 18 1 3 s 28 s 13 24 'S 62 S 23 S 38 S 39 S
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Com base nos resultados obtidos e apresentados nas tabelas de 6 a 10, foi possivel
observar o grau de eficiéncia dos antimicrobianos testados nos isolados selecionados. Esses

dados estéo apresentados na figura 17.
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Figura 17 - Comparativo de eficiéncia entre os antimicrobianos analisados através quantidade de cepas
resistentes, intermediarias ou sensiveis a cada um dos mesmos (n=132).

No presente estudo, o antimicrobiano menos eficiente foi a penicilina com 102
isolados resistentes (77,3%), seguido da amoxicilina (53,8%), eritromicina (37,8%),
ampicilina (36,4%) e vancomicina (36,4%), conforme figura 17. Segundo Gangle (2005),
com 0 uso excessivo da penicilina, desde sua descoberta em 1928, houve um aumento nos
padrdes de resisténcia, o que pode ser exemplificado pelo aumento de menos de 1% de
cepas resistentes de Staphylococcus aureus em meados de 1930 para 90% das cepas isoladas
em hospitais, em 2005. Em 1950 a maioria das cepas isoladas nos hospitais de todo o0 mundo
ja havia sido resistente a penicilina. Esse mesmo autor comentou que esse alto indice de
resisténcia a penicilina, ampicilina e amoxicilina € preocupante devido a uma alta
diversidade de microrganismos patogénicos serem resistentes a tais drogas, tais como
Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Salmonella spp., Vibrio spp. e
Escherichia coli, todas envolvidas em doencas relacionadas ao trato gastrointestinal.

Segundo Brasil (2010) a penicilina, assim como seus derivados, ampicilina e
amoxicilina, sd3o antimicrobianos pertencentes ao grupo do B-lactdmicos, bactericidas que
possuem como mecanismo de acdo a interferéncia na sintese da parece celular bacteriana.
Um fator preocupante encontrado no presente estudo, nos diferentes pontos de coleta, foi
além da observacdo de alto indice de resisténcia aos antimicrobianos do grupo dos -
lactamicos, a observacdo de isolados resistentes também a eritromicina (tabelas 6 a 10),

pertencente ao grupo dos macrolideos que, diferentemente dos B-lactdmicos, possui amplo
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espectro de acdo, atuando na sintese de proteina, podendo ser bactericida ou bacteriostético,
dependendo das concentracOes indicadas (BRASIL, 2010). Essa relagédo entre as duas
classes de antimicrobianos pode ser dada pelo uso alternativo da eritromicina em pacientes
alérgicos a penicilina, sendo ambos utilizados para 0 mesmo tipo de infec¢des (BRASIL,
2010).

Outra observacdo a ser feita € o comportamento de resisténcia/sensibilidade aos
antimicrobianos rifampicina (21 isolados resistentes e 86 isolados sensiveis) e vancomicina
(com 48 isolados resistentes e 73 sensiveis). A vancomicina é um antimicrobiano do grupo
dos Glicopeptideos, possui atividade contra microrganismos gram-positivos, acao
bactericida, atuando na inibicdo da biossintese da parede celular, alterando a permeabilidade
da membrana e a sintese de RNA microbiano (ANVISA, 2008a, BRASIL, 2010). Como s6
possui como forma de apresentacdo infusdo intravenosa, seu uso € restrito a hospitais no
tratamento de infec¢des consideradas serias (ANVISA, 2008a). A rifampicina, por sua vez, é
um antimicrobiano macrociclico complexo, bactericida, que inibe a sintese de RNA, de uso
restrito a tratamentos de tuberculose e hanseniase (ANVISA, 2008b). A observacdo de
isolados resistentes a tais antimicrobianos ndo era esperado, uma vez que, segundo a
ANVISA (2008a), ndo ha resisténcia cruzada entre vancomicina e outras classes de
antimicrobinanos, e, mesmo sendo de uso restrito e/ou controlado, apresentaram uma grande
quantidade de cepas resistentes.

De acordo a figura 17, os antimicrobianos que apresentaram maior eficiéncia entre os
isolados analisados foram a azitromicina (92,4% dos isolados sensiveis), gentamicina
(100%), estreptomicina (96,2%), ciprofloxacino (99,2%), tetraciclina (81,8%) e
cloranfenicol (65,2%). Tais antimicrobianos sdo pertencentes as classes dos macrolideos
(azitromicina), aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina), fluoroquinolonas
(ciprofloxacino), tetraciclinas (tetraciclina) e anfenicois (cloranfenicol).

Segundo Brasil (2010) a azitromicina apresenta resisténcia cruzada com a
eritromicina, por serem da mesma classe. No presente trabalho foi possivel observar que
todos os isolados resistentes a azitromicina também foram resistentes a eritromicina (tabelas
de 9 a 13). Ainda segundo Brasil (2010) os antimicrobianos do grupo dos aminoglicosideos
sdo usados principalmente em pacientes com infeccBes graves, devido ao seu efeito toxico.
Sdo bactericidas com raro desenvolvimento de resisténcia, o que explica a pequena
quantidade de isolados resistentes tanto a gentamicina (1) quanto a estreptomicina (4). Os
demais grupos possuem indicacao de uso restrita, ou por terem agdo toxica ou para se evitar
a disseminacao de resisténcia (BRASIL, 2010).
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Os resultados obtidos estdo de acordo com os dados observados por Vignesh,
Muthukumar e James (2012) em seu estudo com microrganismos isolados de diferentes
ambientes costeiros de recreacdo, onde as maiores resisténcias foram observadas nos grupos
dos glicopeptideos (VAN); B-lactdmicos (PEN, AMO, AMP) e macrolideos (ERI), enquanto
as menores taxas de resisténcia foram encontradas nos grupos da tetraciclina (TET),
aminoglicosideos (GEN), quinolonas (CIP) e anfenicol (CLO).

No estudo realizado por Halling-Sorensen (1998), foi observado que a resisténcia a
eritromicina, cloranfenicol e tetraciclina foi limitada a locais poluidos por esgoto doméstico.
No presente estudo, ndo foi encontrado isolado resistente a cloranfenicol em nenhum dos
pontos amostrados. No entanto, foi encontrado um isolado resistente a tetraciclina na
cachoeira de Brazopolis (P3 — tabela 11), na cachoeira de Maria da Fé (P4 — tabela 12) e no
Rio de Wenceslau Braz (P5 — tabela 13). Todos os pontos apresentaram Vvarios isolados
resistentes a eritromicina.

No presente estudo, foram consideradas cepas multirresistentes as que apresentaram
resisténcia a dois antimicrobianos ou mais antimicrobianos, conforme proposto por Lobova
et al. (2008). Tais microrganismos apresentam grande importancia na saude publica por
tornar cada vez mais dificil o tratamento de doencgas infecciosas. A proporcao de isolados do
Grupo |, multirresistentes em comparacdo aos isolados sensiveis e resistentes (quando o

isolado s apresentou resisténcia a um antimicrobiano) esta apresentada na figura 18.

75%

M sensiveis M resistentes multirresistentes

Figura 18 - Ocorréncia de cepas multirresistentes no grupo | (bactérias heterotréficas n=132).

E possivel observar que 75% das cepas selecionadas foram resistentes a pelo menos

dois antimicrobianos, enquanto que somente 10% foram sensiveis a todos o0s
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antimicrobianos testados. Esse resultado é semelhante aos dados observados por Zanatta et
al. (2004) que, embora sejam cepas de E. coli de origem aviaria, apresentaram 77,5% de
cepas multirresistentes e apenas 5,8% de cepas sensiveis. O resultado obtido para as areas de
recreacdo de &gua doce foram mais criticos do que os 30% encontrados por Mudryk (2005)
no estudo semelhante desenvolvido em aguas de recreacdo marinha.

Os altos indices de bactérias multirresistentes encontradas podem ser explicados pelo
periodo em que foram realizadas as coletas, entre os meses de fevereiro e marco. Segundo
Lobova et al. (2002), durante os meses de verdo ha um aumento na observagdo de cepas
multirresistentes no ambiente, devido ao aumento do aporte aldctone, tanto pelo aumento na
frequéncia de turistas, quanto pela maior quantidade de chuvas.

Essa alta concentracdo de bactérias multirresistentes obervadas é alarmante, uma vez
que, em contato com o organismo, tais cepas, mesmo ndo sendo patdgenos potenciais ou
oportunistas, podem ter condicGes de se estabelecer no organismo e, dessa forma, ter a
chance de transferir os genes de resisténcia a microflora comensal ou aos futuros patégenos
causadores de infeccdo (SOMMER; DANTAS, 2011).

Outro aspecto preocupante € a capacidade de bioacumulacdo e contaminagéo
ambiental, conforme apresentado em estudo recente de Barkovskii et al. (2012), que
analisaram a presenca de genes de resisténcia a tetraciclina em ostras estuarinas, mesmo na
auséncia dos mesmos na coluna d’agua. Segundo os autores, a capacidade das ostras de
bioacumular algumas especies de microrganismos (como Pseudomonas sp e Aeromonas sp.)
pode ser revertida dependendo das alteracGes de temperatura e salinidade, podendo ser
considerada como sumidouro ou fonte de disponibilidade de genes de resisténcia em

ambientes estuarinos.

5.3 Caracterizacéo fenotipica

As colbnias selecionadas para a realizacdo do teste de resisténcia a antimicrobianos
foram caracterizadas, no momento da selecdo, quanto ao seu fenétipo e os resultados

encontram-se nas tabelas de 11 a 15.



54

Tabela 11 - Caracterizagdo fenotipica das col6nias selecionadas aleatoriamente para o teste
de resisténcia aos antimicrobianos selecionados (cepas isoladas do ponto de

coleta 1 (P1RI), Rio Sapucai, Itajubd).

Caracterizacdo Fenotipica das coldnias selecionadas do Rio de Itajubd (P1)

amostra  didametro (mm) forma Producdo de goma  Bordas cor elevacéo
RI1HAI 3 circular sim / brilho inteira branco/amarelado convexa
RI1THAII 3 circular sim / brilho inteira branco/amarelado convexa
RIZHAII 5 circular sim / brilho erosado branco/amarelado convexa
RITHAIV 7 circular sim / brilho inteira branco/amarelado convexa
RI1HBI 2 circular n&o / fosco filamentoso rosa convexa
RI1HBII 2 circular nao / fosco filamentoso salméo convexa alta
RI1HBIII 3 circular nao / fosco inteira branca convexa
RILHBIV 2 circular sim / brilho inteira amarela convexa
RI1HCI 3 circular sim / opaca inteira branco/amarelado convexa
RI1HCII 4 circular sim / brilho ondulado branco/amarelado convexa
RIZHCIII 5 circular sim / opaca filamentoso branco/amarelado convexa
RIIHCIV 2 circular néo / fosco inteira branco/amarelado elevada
RI2ZHAI 2 circular nao / fosco inteira rosa convexa
RI2ZHAII 2 circular sim / opaca inteira laranja convexa
RI2ZHAIII 3 circular sim / brilho erosado amarela convexa
RIZHAIV 2 circular sim / brilho filamentoso salméo convexa
RI2HBI 3 circular sim / brilho inteira amarelo gema convexa
RI2HBII 4 circular sim / brilho ondulado amarelo liméo convexa
RI2HBIII 4 circular sim / brilho ondulado amarela convexa
RI2HBIV 4 circular sim / brilho inteira branca convexa
RI2HCI 4 circular sim / brilho lobado amarela ondulada
RI2HCII 1 circular ndo / fosco inteira branca convexa
RI2HCIII 1 circular ndo / fosco inteira branca convexa
RI2HCIV 1 circular sim / brilho inteira branca convexa
RI3HAI 2 circular sim / opaca ondulado rosa convexa
RI3HAII 3 circular sim / brilho inteira amarelo convexa
RISHAIII 4 circular sim / brilho inteira branca convexa
RISHAIV 4 circular sim / brilho ondulado branca convexa
RI3HBI 3 circular néo / brilho lobado branca - transparente ondulada
RI3HBII 5 circular sim / brilho inteira branca convexa
RI3HBIII 3 circular sim / brilho ondulado  amarela - transparente convexa
RI3HBIV 2 circular sim / fosco inteira branca convexa
RI3HCI 7 circular sim / brilho filamentoso amarela ondulada
RI3HCII 5 circular sim / brilho inteira amarela convexa
RI3HCIII 2 circular sim / brilho inteira amarela convexa
RISHCIV 3 circular sim / brilho inteira branca convexa
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Tabela 12 - Caracterizagdo fenotipica das col6nias selecionadas aleatoriamente para o teste
de resisténcia aos antimicrobianos selecionados. Cepas isoladas do ponto de
coleta 2 (P2CG), Cachoeira, Gongalves.

Caracterizacdo Fenotipica das col6nias selecionadas da Cachoeira de Gongalves (P2).

amostra  didmetro (mm)  forma  Producdo de goma Bordas cor elevacéo
P2CG1Al 6 circular ndo inteiro amarela/laranja convexa
P2CG1All 1,5 circular ndo inteiro amarela convexa
P2CG1AllI 1,5 circular ndo inteiro branca convexa
P2CG1AIV 8 circular ndo ondulado branca convexa
P2CG1BI 2,5 circular ndo inteiro branca convexa
P2CG1BIlI 15 circular ndo inteiro branca convexa
P2CG1BIlI 3 circular ndo inteiro branca convexa
P2CG1BIV 4 circular ndo inteiro branca convexa
P2CG1CI 8 circular sim inteiro branca convexa alta
P2CG1ClI 4 circular ndo inteiro amarela convexa
P2CG1ClII 4 circular ndo inteiro branca/transparente convexa
P2CG1CIV 1,5 circular ndo inteiro branca/transparente convexa
P2CG2Al 3,5 circular ndo inteiro branca convexa
P2CG2All 6 circular ndo inteiro branca/amarela convexa
P2CG2AIllI 2 circular ndo inteiro branca convexa
P2CG2AIV 3 circular ndo inteiro branca/transparente convexa
P2CG2BI 4 circular ndo inteiro branca/transparente ondulada
P2CG2BIlI 1 puntiforme ndo inteiro branca convexa
P2CG2BIlI 0,5 puntiforme ndo inteiro transparente convexa
P2CG2BIV 9 circular ndo ondulado branca convexa
P2CG2CI 2 circular sim inteiro roxa convexa
P2CG2ClI 3 circular ndo inteiro branca convexa
P2CG2ClII 6 circular nao ondulado branca convexa
P2CG2CIV 2 circular nao inteiro  branca/transparente/azul  convexa
P2CG3Al 9,5 circular nao ondulado branca convexa
P2CG3All 2,5 circular nao inteiro branca/transparente convexa
P2CG3Alll 1 puntiforme nao inteiro branca ondulada
P2CG3AIV 1 puntiforme nao inteiro branca convexa
P2CG3BI 2,5 circular nao inteiro amarela convexa
P2CG3BIlI 4,5 circular nao inteiro branca convexa
P2CG3BIlI 2 circular nao inteiro branca convexa
P2CG3BIV 1,5 circular nao inteiro branca convexa
P2CG3CI 4,5 circular nao inteiro branca convexa
P2CG3ClI 2,5 circular nao ondulado branca convexa
P2CG3ClII 5 circular nao inteiro branca convexa

P2CG3CIV 2 circular nao inteiro branca elevada
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Tabela 13 - Caracterizagdo fenotipica das col6nias selecionadas aleatoriamente para o teste
de resisténcia aos antimicrobianos selecionados. Ccepas isoladas do ponto de
coleta 3 (P3CB), Cachoeira, Brazopolis.

Caracterizaco Fenotipica das coldnias selecionadas da Cachoeira de Brazépolis (P3).

amostra  didmetro (mm) forma Produgdo de goma  Bordas cor elevacéo
P3CB1AI 2 circular ndo inteira roxa convexa alta
P3CB1AIl 1 puntiforme nédo inteira branca convexa
P3CB1AlIll 2 circular ndo inteira amarela convexa
P3CBlAIV 1 puntiforme nédo inteira branca convexa
P3CB1BI 15 circular sim inteira branca convexa
P3CB1BII 4 circular ndo inteira branca convexa
P3CB1BIII 15 circular ndo inteira branca convexa
P3CB1BIV 2 circular ndo inteira amarela convexa
P3CB1CI 6 irregular sim ondulado branca convexa
P3CB1CII 1 puntiforme ndo inteira roxa convexa alta
P3CBL1CIII 1,5 circular ndo inteira branca convexa
P3CB1CIV 2 circular ndo inteira amarela convexa
P3CB2AI 5 irregular ndo ondulado branca convexa
P3CB2AII 15 circular sim Inteira branca convexa
P3CB2AIII 3 circular ndo inteira amarela convexa
P3CB2AIV 2 circular ndo inteira branca convexa
P3CB2BI 2 circular ndo inteira roxa convexa alta
P3CB2BII 4 circular ndo ondulado branca convexa
P3CB2BIII 1,5 circular sim inteira branca convexa
P3CB2BIV 4 circular ndo inteira amarela convexa
P3CB2CI 3,5 circular ndo inteira roxa convexa alta
P3CB2CII 4 circular ndo inteira branca convexa
P3CB2ClII 1,5 circular sim inteira branca convexa
P3CB2CIV 1 puntiforme nao inteira branca convexa
P3CB3AI 4 irregular nao ondulado  transparente convexa
P3CB3AIl 2,5 circular nao inteira branca convexa
P3CB3AllI 1 puntiforme nao inteira amarela convexa
P3CB3AIV 55 circular nao inteira amarela convexa
P3CB3BI 3 circular nao inteira branca convexa
P3CB3BII 2 circular sim inteira amarela convexa
P3CB3BIIlI 3 circular nao inteira transparente convexa
P3CB3BIV 2 circular nao inteira branca convexa
P3CB3Cl 4 circular nao inteira rosa/branca convexa alta
P3CB3ClI 2 circular nao inteira amarela gema convexa
P3CB3ClII 2,5 circular nédo inteira transparente convexa

P3CB3CIV 15 circular nao inteira branca convexa
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Tabela 14 - Caracterizagdo fenotipica das col6nias selecionadas aleatoriamente para o teste
de resisténcia aos antimicrobianos selecionados. Cepas isoladas do ponto de
coleta 4 (PACMF), Cachoeira, Maria da Fé.

Caracterizacdo Fenotipica das col6nias selecionadas da Cachoeira de Maria da Fé (P4).

amostra didmetro (mm)  forma  Producdo de goma Bordas cor elevacéo
PACMF1AlI 1,5 circular ndo inteira roxa convexa alta
PACMF1AII 1 puntiforme ndo inteira branca convexa
P4ACMF1AIII 15 circular néo inteira  branca transparente  convexa
PACMF1AIV 4,5 circular ndo inteira amarela convexa
P4CMF1BI 2 circular nédo inteira  branca transparente  convexa
PACMF1BII 2,5 circular nédo inteira branca convexa
PACMF1BIII 0,5 puntiforme ndo inteira branca convexa
PACMF1BIV 1 puntiforme nédo inteira branca convexa
PACMFICI 2 circular ndo ondulado branca convexa
PACMFICII 1 puntiforme nédo inteira amarela convexa alta
PACMF1CIII 2 circular ndo inteira branca convexa
PACMF1CIV 1 puntiforme ndo inteira branca convexa
PACMF2AI 1 puntiforme ndo inteira roxa convexa
PACMPF2AII 2 circular ndo inteira branca convexa
PACMPF2AIII 2 circular ndo inteira branca convexa
PACMF2AIV 0,5 puntiforme ndo inteira branca convexa
PACMF2BI 2 circular ndo inteira branca convexa alta
PACMF2BII 2,5 circular ndo inteira branca convexa
PACMF2BIII 1 puntiforme ndo inteira amarela claro convexa
PACMF2BIV 1 puntiforme ndo inteira  branca transparente  convexa
PACMF2CI 1,5 circular sim inteira roxa convexa alta
PACMF2CII 2 circular ndo inteira branca convexa
PACMF2CIII 1,5 irregular nao ondulado branca convexa
PACMF2CIV 2,5 circular nao inteira branca convexa
PACMF3AI 2 circular nao inteira roxa convexa
PACMEF3AII 1,5 circular nao inteira branca convexa
PACMEF3AIII 1,5 circular nao inteira  branca transparente  convexa
PACMF3AIV 1,5 circular nao inteira branca convexa
PACMF3BI 1 puntiforme nao inteira branca convexa
PACMF3BII 1 puntiforme nao inteira  amarela transparente  convexa
PACMF3BIII 2 circular nao inteira branca convexa
PACMF3BIV 3,5 circular sim ondulado branca convexa
PACMF3CI 0,5 puntiforme sim inteira branca convexa alta
PACMF3CII 2 circular nao inteira branca convexa

P4CMF3CIII 4 circular nédo inteira  amarela transparente  convexa
PACMF3CIV 1 circular sim inteira amarela transparente  convexa
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Tabela 15 - Caracterizagdo fenotipica das col6nias selecionadas aleatoriamente para o teste
de resisténcia aos antimicrobianos selecionados. Cepas isoladas do ponto de

coleta 5 (P5RWB), Rio, Wenceslau Braz.

Caracterizagdo Fenotipica das col6nias selecionadas do Rio de Wnceslau Braz (P5).

amostra diametro (mm) forma Producéo de goma Bordas cor elevacdo
PS5SRWB1AI 2 circular nédo inteira roxa convexa alta
PS5RWB1AII 15 circular sim inteira roxa convexa
P5RWB1AIII 3 circular sim ondulado branca convexa
P5RWB1AIV 2,5 circular nédo inteira amarela convexa
P5RWB1BI 1,5 circular ndo inteira amarela transparente convexa
P5RWB1BII 4,5 circular ndo ondulado branca convexa
PS5RWB1BIII 15 circular nédo inteira amarela convexa
P5RWB1BIV 2 circular sim inteira branca convexa
P5RWBI1CI 2 circular nédo inteira branca convexa
P5RWBI1CII 2 circular ndo inteira branca convexa alta
P5RWBI1CIII 4 irregular sim ondulado branca convexa
PS5SRWB1CIV 2 circular ndo inteira roxa convexa
P5RWB2AI 2 circular ndo inteira branca convexa
P5RWB2AII 1,5 circular ndo inteira branca convexa
PS5RWB2AIII 2 circular ndo inteira amarela convexa
P5RWB2AIV 1,5 circular ndo inteira amarela convexa
P5RWB2BI 5 circular nao ondulado branca convexa alta
P5RWB2BII 2,5 circular nao inteira branca convexa
P5RWB2BIII 2 circular nao inteira amarela convexa
P5RWB2BIV 3 circular nao inteira branca convexa
P5RWB2CI 2 circular nao inteira branca convexa alta
P5RWB2CII 5 circular nao inteira amarela convexa
P5RWB2CIII 15 circular nao inteira roxa convexa
P5RWB2CIV 15 circular nao inteira amarela convexa
P5SRWB3AI 6 circular nao ondulado amarela convexa
P5RWB3AII 15 irregular nao ondulado amarela convexa
P5SRWB3AIII 1 puntiforme nao inteira branca convexa
P5RWB3AIV 15 circular nao inteira branca convexa
P5RWB3BI 2 circular ndo inteira branca convexa
P5RWB3BII puntiforme ndo inteira amarela convexa
P5RWB3BIII 5 circular ndo inteira branca convexa
P5RWB3BIV 15 circular nao inteira branca convexa
P5RWB3CI 1 puntiforme ndo inteira amarela convexa alta
P5RWB3CII 2 circular ndo inteira branca convexa
P5RWB3CIII 15 circular nao inteira amarela convexa
P5RWB3CIV 2 circular ndo inteira roxa convexa

As 36 coldnias selecionadas aleatoriamente de cada ponto de coleta foram

submetidas a analise de agrupamento de semelhanca para avaliagdo da diversidade

fenotipica-cultural, cujos resultados encontram-se no subitem a seguir.
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5.3.1 Caracterizacdo Ponto a Ponto

A excecdo do ponto 1, onde a 60% de similaridade, sete grandes grupos foram
formados (figura 19), em todos os demais pontos, foram formados seis grandes grupos
fenotipico-culturais (figuras 20, 21, 23 e 24). Tal resultado indica que as colbnias de
bactérias heterotrdficas selecionadas para o estudo de resisténcia a antimicrobianos
apresentaram variabilidade fenotipica suficientemente provavel de ndo pertencerem as
mesmas espécies, possibilitando a identificacdo de grupos representativos de comunidades
bacterianas nos diferentes pontos de coleta.

Na analise dos isolados obtidos a partir das amostras de agua do Rio Sapucai, Itajuba
(P1) pode ser observado, a 60% de similaridade, a formacdo de 7 grandes grupos. O grande
grupo 5 foi considerado o grupo representativo do local amostrado - com 12 isolados
(33,3%) - por ser o que possui maior nimero de isolados (Figura 19).
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Figura 19 - Dendrograma de similaridade entre as trinta e seis coldnias selecionadas no ponto 1 (P1, Rio
Sapucai, Itajubd), construido por meio de suas caracteristicas fenotipica-culturais. A linha
tracejada indica a separagdo dos grandes grupos com 60% de similaridade.

A figura 20 mostra que para o ponto de coleta 2 (Cachoeira do Simao, Gongalves),
diferentemente do ponto de coleta 1 que houve a formacdo de 7 grandes grupos, pode ser
observado, a 60% de similaridade, a formagdo de 6 grandes grupos. Os demais pontos

seguiram 0 mesmo comportamento, apresentando a formagédo de 6 grandes grupos. O grande



grupo 3 foi considerado o grupo representativo do local amostrado, com 15
(41,6%).
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Dendrograma de similaridade entre as trinta e seis colénias selecionadas no ponto 2 (P2,
Cachoeira, Gongalves), construido por meio de suas caracteristicas fenotipica-culturais. A linha
tracejada indica a separagdo dos grandes grupos com 60% de similaridade.

As figuras 21, 22 e 23 apresentam 0s resultados obtidos na analise de agrupamento

dos isolados selecionados, respectivamente, na Cachoeira do Alegre, Brazopolis (P3),
Cachoeira de Maria da Fé (P4) e no Rio Bica, Wenceslau Braz (P5).

Analisando o0s resultados obtidos, pode ser observado que o grande grupo

representativo dos demais pontos de coleta é o 4, com, 20 isolados (55,5%) nos pontos de
coleta P3 (figura 21) e P4 (figura 22) e 22 isolados no ponto de coleta P5 (61,1% - figura
23).
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Figura 21 - Dendrograma de similaridade entre as trinta e seis coldnias selecionadas no ponto 3 (P3,
Cachoeira, Brazopolis), construido por meio de suas caracteristicas fenotipica-culturais. A linha
tracejada indica a separacdo dos grandes grupos com 60% de similaridade.

P41A
P42C
P42A
P43A

P41Alll 1
P43Alll

P41BI H .
P42BIII 12 7isoladps
P42BIV T

1 4isolados

P43Bl1
P43Clv
PA43ClII

PZTAI
P41BIV
P41CIV,

P43BI
P41BIII*
P42AIV

P41CIl

P43CI

r

1

1

I

1

I

1

I

I

1

I paiBil
1 Pazei
1
1
I
1
I
1
I
I
1
I
1

3 1isolado

P42CIV 4 20isolados

P41Clll
PA42All
P42AlI1l
P42CIlI
P43BllI
P43CIlI

PA43AlI
PA43AIV

[ = ] ] ey R e -
PA41AIV

P41ClI 5 1isolado
P43BIV I ] ;

Pa2CiIl - 6 3isolados

100 80 60 40 20 0
* impossibilidade da realizagdo do teste de resisténcia aos antimicrobianos.

Figura 22 - Dendrograma de similaridade entre as trinta e seis coldnias selecionadas no ponto 4 (P4,
Cachoeira, Maria da F€), construido por meio de suas caracteristicas fenotipica-culturais. A linha
tracejada indica a separacdo dos grandes grupos com 60% de similaridade. * Impossibilidade de
realizacdo do teste de resisténcia a antimicrobianos.
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Figura 23 - Dendrograma de similaridade entre as trinta e seis col6nias selecionadas no ponto 2 (P55, Rio,
Wenceslau Braz), construido por meio de suas caracteristicas fenotipica-culturais. A linha
tracejada indica a separacdo dos grandes grupos com 60% de similaridade. * Impossibilidade de
realizacdo do teste de resisténcia a antimicrobianos.

Apos a determinacdo dos grandes grupos representativos, foi realizada uma analise
comparativa dos padrdes de resisténcia dos isolados selecionados em cada grande grupo,
para cada ponto de coleta, com a intencdo de determinar uma possivel variacdo nos padrdes
de resisténcia de acordo com o local amostrado. Considerando que a caracteristica fenotipica
do grande grupo selecionado possa ser extrapolada para todo o ambiente em questdo. Os
resultados estdo apresentados na figura 24.

Apesar de o grande grupo selecionado do ponto de coleta 4 ter 20 isolados, houve
impossibilidade de realizacdo do teste de resisténcia a antimicrobianos com os isolados
P41CIV, P43BI e P41BIIl devido a falhas durante o procedimento de preparo do teste.
Dessa forma, os célculos foram realizados para um total de 17 isolados do grande grupo 4 do
ponto de coleta P4. Também houve impossibilidade de realizacdo do teste de resisténcia a
antimicrobianos com o isolado P51BIV, os célculos foram feitos para um total de 21

isolados do grande grupo 4, do ponto de coleta 5, conforme pode ser observado na figura 24.
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Figura 24 — Porcentagem de isolados resistentes, de acordo com o antimicrobiano analisado, do grande grupo
fenotipico selecionado para cada um dos cinco pontos de coleta.

E possivel observar que os antimicrobianos penicilina (PEN), amoxicilina (AMO),
ampicilina (AMP), eritromicina (ERI), rifampicina (RIF) e vancomicina (VAN) foram os
que apresentaram maior quantidade de isolados resistentes, em todos 0s pontos amostrados.
A estreptomicina (EST) apresentou aproximadamente 8% dos isolados resistentes no ponto
P1 e 29% no ponto P4. O ciprofloxacino (CIP) apresentou isolados resistentes no ponto P2,
a tetraciclina (TET) apresentou isolados resistentes nos pontos P2 e P4 e a azitromicina
(AZI) e gentamicina (GEN) apresentaram isolados resistentes no ponto P4. O cloranfenicol
(CLO) foi o antimicrobiano mais eficiente ndo apresentando isolado resistente em nenhum
dos grandes grupos representativos.

Pode ser verificado também, observando a figura 24, que os isolados selecionados da
Cachoeira do Alegre, Brazopolis (P3) e do Rio Bica, Wenceslau Braz (P5) apresentaram
uma menor variedade de resisténcia, sendo resistentes a penicilina, amoxicilina, ampicilina,
eritromicina, rifampicina e vancomicina. Em compensacdo, de acordo com os isolados
representativos, a amostra coletada na Cachoeira de Maria da Fé (P4) foi a que apresentou
uma maior variedade de resisténcia, apresentando isolados resistentes a 10 antimicrobianos
diferentes, sendo eles penicilina, amoxicilina, ampicilina, eritromicina, rifampicina,
vancomicina, estreptomicina, gentamicina, azitromicina e tetraciclina.

Conforme esperado, os dados apresentados pelos grandes grupos selecionados, de
cada ponto, segue um padrdo comportamental semelhante a analise de todos os isolados,

independente do ponto de coleta (figura 17).
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Com os dados obtidos na andlise dos isolados dos grandes grupos, foi confeccionado
graficos de setores indicando a porcentagem de isolados que foram sensiveis a todos os
antimicrobianos, resistentes a pelo menos um antimicrobiano e multirresistente, quando

apresentou resisténcia a dois ou mais antimicrobianos, que pode ser observado na figura 25.
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— |
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Figura 25 — Anélise comparativa dos isolados selecionados como representativos dos pontos de coleta. P1 —
Rio Sapucai, Itajuba, 12 isolados selecionados; P2 — Cachoeira do Sim&o, Gongalves, 15 isolados
selecionados; P3 — Cachoeira do Alegre, Brazdpolis, 20 isolados selecionados; P4 — Cachoeira
de Maria da Fé, 17 isolados selecionados e, P5 — Rio Bicas, Wenceslau Braz, 21 isolados, quanto
a caracteristica fenotipica de resisténcia a antimicrobianos, sendo classificado como sensivel
(isolado sensivel aos 12 antimicrobianos testados), resistente (quando isolado resistente a pelo
menos um antimicrobiano) e multirresistente (quando apresentou resisténcia a dois ou mais
antimicrobianos).

33%

Na figura 25 € possivel observar que com excecdo do ponto de coleta P1, onde a
quantidade de isolados resistente, multirresistente e sensivel se mantiveram constante (33%),
em todos os outros pontos verifica-se que h& uma maior porcentagem de isolados

multirresistentes, que varia desde 70% no ponto de coleta P3 a 82% no ponto P4, sendo mais
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preocupante a situacdo dos isolados da cachoeira do Simao, P2, que possui 80% dos isolados
multirresistentes e nenhum isolado selecionado foi sensivel a todos os antimicrobianos

analisados.

5.3.2 Analise comparativa de todos os pontos

De forma a facilitar a visualizacdo do comportamento dos isolados de bactérias
heterotréficas frente aos antimicrobianos, prop6s-se uma analise de agrupamento com todos
os isolados de todos os pontos de coleta, cujo resultado encontra-se na figura 26.
Confirmando a grande semelhanca de comportamento observada entre todos os pontos, é
possivel observar a formacdo de 3 grandes grupos com aproximadamente 90% de
similaridade, indicando uma grande homogeneidade no padrdo de resisténcia dos isolados
selecionados, independentemente do ponto de coleta.

Esse comportamento homogéneo quanto ao padrdo de resisténcia € preocupante uma
vez que indica um alto indice de contaminacdo por agentes de resisténcia no ambiente,

independente das condicfes de saneamento locais.

P1R1
P1R2
P4R3
P1R3
P2R1

100 80 60 40 20 0
Figura 26 - Dendrograma de similaridade entre as trés repeti¢cdes (R1, R2 e R3) de cada um dos 5 pontos de
coleta (P1, P2, P3, P4 e P5), construido por meio do seu padrdo de resisténcia aos

antimicrobianos analisados. A linha tracejada indica a separacdo dos grandes grupos com
aproximadamente 90% de similaridade.
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6 CONCLUSOES

e Os isolados bacterianos selecionados apresentam homogeneidade fenotipica e
comportamental frente aos antimicrobianos, independente do ponto de coleta.

e As maiores frequéncias de resisténcia bacteriana a antimicrobianos sdo em relagdo a
penicilina e seus derivados amoxicilina e ampicilina, assim como a eritromicina.

e O antimicrobiano mais eficiente em inibir o crescimento bacteriano é a gentamicina com
somente um isolado resistente;

e A maioria dos isolados (75%) apresenta multipla resisténcia, sendo resistente a dois
antimicrobianos ou mais, e somente 10% dos isolados foram sensiveis a todos os
avaliados.

e A alta quantidade de isolados de bactérias heterotroficas multirresistentes indica a
necessidade de uma maior preocupacdo das autoridades em incluir as bactérias

heterotréficas como varidvel para analise da qualidade de 4guas de recreacéo.

CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de um grande nimero de isolados de bactérias heterotroficas apresentando
multipla resisténcia em amostras de aguas utilizadas para recreacdo e dessedentacdo de
animais € de extrema importancia para a satde publica por ser uma forma de disseminacéo de
genes de resisténcia entre bactérias ambientais, aloctones e simbiontes de animais e seres
humanos.

O estudo mostra a importancia das bactérias heterotréficas (além do grupo coliforme)
para a salde publica. Por isso, sugere-se que estudos futuros abordem a relacdo entre bactérias
heterotrdficas e a contaminacdo ambiental por antimicrobianos ou genes de resisténcia, de
modo que possa ser incorporada em analises recomendadas em futuras portarias de

balneabilidade e também de potabilidade.
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