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Evaluation of fecal contamination in Arroio Dilivio and bacterial resistance

pattern.

Resumo: As aguas contaminadas, provenientes do uso doméstico, comerciais, industriais,
agricolas e hospitalares, podem representar um sério risco a satide devido a disseminagdo de
microrganismos causadores de doengas, podendo assim provocar surtos epidémicos graves. O
Arroio Diluvio recebe alta carga de dejetos, que desdguam no Lago Guaiba, corpo d’agua que
serve para o abastecimento de agua potavel da cidade. Para analise de contaminacgdo fecal, a
Escherichia coli ¢ o principal microrganismo utilizado. O objetivo do presente trabalho foi
verificar a presenga de E. coli no Arroio Dilivio e avaliar o seu perfil de resisténcia a
antimicrobianos. Amostras de agua do arroio foram coletadas em 5 pontos distintos ao longo
do percurso. Coliformes Totais e Fecais foram determinados através da Técnica de
fermentag@o em tubos multiplos. Essa dgua também foi semeada em placas contendo o meio
de cultura agar eosina azul de metileno (EMB) e incubadas a 37°C por 24h. Posteriormente,
algumas colonias foram selecionadas e reesgotadas no mesmo meio de cultura. A
identificacdo das bactérias foi realizada utilizando-se testes bioquimicos. O perfil de
susceptibilidade foi determinado através da técnica de difusdo em meio de cultura utilizando-
se 14 diferentes antimicrobianos. Foram isoladas 54 colonias; 34 isolados foram identificados
como E. coli e as demais como pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Nos testes de
resisténcia, 29,6% dos isolados mostraram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano.
Destas resistentes, apenas 50% eram E.coli e 56,3% do total resistente mostraram-se
resistentes a ampicilina. As resisténcias apresentadas nao foram significativas.

Palavras-chave: Escherichia coli, agua, antibidticos, colimetria

Abstract: Contaminated water from the household, commercial, industrial, agricultural and

hospital waste can pose a serious health risk due to spread of disease-causing micro-



organisms, thereby causing serious outbreaks. The stream gets high flood load of manure,
which flow into Guaiba Lake body of water used to supply drinking water in the city. For
analysis of fecal contamination, Escherichia coli is the main microorganism used. The
purpose of this study was to verify the presence of E. coli in Arroio Dilavio and assess their
resistance profile to antimicrobial agents. Samples of stream water were collected at 5
different points along the route. Total and fecal coliforms were determined using the method
of multiple tube fermentation. This water was also sown on plates containing agar eosin
methylene blue (EMB) medium and incubated at 37°C for 24 hours. Later, some colonies
were selected and again reisolated on the same medium. Bacteria identification was
performed using biochemical tests. The susceptibility profile was determined by the disk
diffusion method on culture medium using 14 different antimicrobials. There has been
isolated 54 colonies, 34 isolates were identified as E. coli and the other as belonging to the
family Enterobacteriaceae. The results of antimicrobial test showed that, 29.6% of the
isolates were resistant at least one antimicrobial. From these 50% were E. coli and out of that
56.3% of the total resistant were to ampicillin. The results obtained for the susceptibility test
were not significant.

Keywords: Escherichia coli, water, antimicrobials, colimetry

INTRODUCAO

A preservagdo e manuten¢do dos corpos d’agua doce existentes sdo de extrema
necessidade para os seres vivos, sendo que dos 1.370 milhdes de km® de toda 4gua existente
no planeta, somente 98.000km’ sdo apropriadas para consumo humano (MOTA, 1997). Essa
necessidade deve demandar atengdo por parte das autoridades, particularmente em atencdo as

fontes de 4gua para consumo, na medida em que sua contaminacdo por excretas de homens e



outros animais de sangue quente pode tornar-se veiculo para transmissdo de infeccdes e
doengas parasitarias (CORREA et al 2006, FREITAS et al 2001). Diferentes trabalhos
reportam a ocorréncia de diversos problemas de saide como infec¢des de pele, olhos, febre
tifoide, colera, salmonelose, shigelose e outras gastroenterites, poliomielite, hepatite A,
verminoses, amebiase e giardiase, que tém sido responsaveis por varios surtos epidémicos
devido ao uso de diferentes formas de 4guas contaminadas (PRUSS 1998; FLEISHER et al.
1998). De acordo com World Health Organization (WHQO) 80% das doengas que ocorrem sao
causadas por contaminacdo da agua (VALENTE et al 1999). Varios desses agentes
patogénicos podem ser eliminados pelas fezes de individuos doentes e serem carregados pela
agua. Para avaliar a qualidade microbiologica da agua, ¢ realizada analise da presenca de
microrganismos especificos que, quando presentes na agua, indicam a ocorréncia de
contaminagdo fecal e risco da presenca de patégenos. A Escherichia coli faz parte da
microbiota entérica de mamiferos e aves e por isso, além de outros fatores, ¢ utilizada como
indicadora de contaminagdo fecal. E uma bactéria Gram negativa, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, atuando como anaerdbio facultativo, pois possui metabolismo
respiratorio e fermentativo; a maioria ¢ movel, possuindo flagelos peretriqueos (CARDOSO
et al 2002).

Os antimicrobianos tém perdido sua eficiéncia no tratamento de infec¢des entéricas no
homem, devido a resisténcia cruzada entre os agentes causadores de infeccdes veterinarias e
humanas exigindo um rigoroso controle no uso de antimicrobianos (BLANCO et al. 1997,
LEVY 2002). Sao de extrema importancia o isolamento do agente causador da infec¢do e a
posterior realizacdo do teste de susceptibilidade, o qual indicara a prescri¢do mais apropriada
do medicamento. Assim, evita-se o uso inadequado de antimicrobianos que possam causar

uma selecdo dos microrganismos mais aptos a resisténcia. A utilizagdo inadequada de



antimicrobianos ¢ a administragcdo de doses sub-terap€uticas, apenas geram tal selecdo ¢ ndo
debelam a infecgdo como seria esperado (RIVERA-TAPIA 2003; LOW & SCHELD 1998).
O Arroio Diluvio € o principal curso d’agua da area urbana de Porto Alegre, possuindo
17,6 km de extensdo, onde 12 km sdo canalizados. Sua nascente principal se encontra na
cidade de Viamao, no interior do Parque Saint Hilaire, recebendo varios afluentes em seu
percurso. A micro bacia do Diliivio tem cerca de 80km?, dos quais 19% estdo localizados no
Municipio de Viamao (DEP, 2009). Este importante corrego da cidade recebe anualmente
cerca de 50.000 m’ de detritos, produtos da erosdo natural e do desmatamento das encostas
dos morros, além de entulho e lixo (MENEGAT, 1998). O arroio apresenta trés zonas de
qualidade da agua, conforme MENEGAT, 1998, no Atlas Ambiental de Porto Alegre, que
sdo elas: (a) zona de baixo impacto, area das nascentes, onde a dgua ainda € cristalina; (b)
zona de médio impacto, segmento entre Av. Antonio de Carvalho e a Rua Vicente da
Fontoura, onde a 4gua ja ¢ comprometida; (c) zona de alto impacto, segmento final do arroio,
onde o estado das dguas ¢ mais critico, por ser a drea mais urbanizada e, com isso, que recebe
maior carga de dejetos e também o acumulo do que foi trazido das zonas acima. Esta zona ¢
onde ocorre o desague junto ao Lago Guaiba, que € o mais importante corpo d’agua de Porto
Alegre, de onde a agua ¢ captada pelas estagdes de tratamento para a distribuicdo de agua
potavel para a cidade e também diretamente pelas populagdes ribeirinhas. Portanto, ha um
grande interesse tanto de ordem econdmica quanto de ordem sanitaria e social que os
despejos de residuos liquido e/ou sélidos sejam submetidos a coleta e tratamento adequados.
Este trabalho poderd auxiliar os 6rgdos publicos na busca de alternativas para melhorar as
condigdes do corrego. Com isso, o objetivo do estudo foi verificar a presenga de Escherichia
coli no arroio e avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos desta e das demais bactérias

encontradas, porém nao identificadas ao nivel de espécie.



MATERIAIS E METODOS

Coleta das amostras

A coleta foi realizada no més de janeiro de 2009. As amostras de agua foram coletadas
em cinco pontos ao longo do Arroio Diluvio: na sua nascente, no interior do Parque Saint
Hilaire, em Viamao, RS (Ponto A); na Av. Antdnio de Carvalho (Ponto B) ¢ na Rua
Guilherme Alves (Ponto C), ambos na zona de médio impacto; e dois pontos na zona de alto
impacto, na Av. Ramiro Barcelos (ponto D) e o tltimo na Av. Borges de Medeiros (Ponto E),
proximo ao desague no Lago Guaiba (Figura 1). Tais pontos foram escolhidos com o intuito
de abranger toda extensao do arroio de forma bem distribuida. Em cada ponto foi coletado 2
litros de 4gua e armazenada em recipientes estéreis, sendo posteriormente diluida em agua

destilada esterilizada até as concentracdes de 107 ¢ 10™.

Isolamento bacteriano

Foram semeados 0,1mL de cada diluigdo, em triplicata, em placas contendo o meio de
cultura seletivo e diferencial adgar eosina azul de metileno (EMB). Tal meio seleciona
bactérias Gram negativas ¢ diferencia algumas espécies, como a E.coli, que apresenta um tom
verde metalico bem caracteristico. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 ou 48
horas, conforme crescimento.

Para selecionar as colonias crescidas foi utilizado o método dos quadrantes, onde ¢ feito
um mapa da placa de Petri com quatro quadrados vazados de lcm? (OLIVEIRA 2006;
STRAUCH 1988). De cada quadrado foram retiradas trés colonias. Estas eram isoladas
novamente em meio EMB e incubadas nas mesmas condi¢des ja descritas. Apos crescimento
a colonia era inoculada em caldo triptona caseina de soja (TSB), de onde era retirada uma
alcada para a coloragdo de Gram. Apos verificar a pureza da colonia e confirmar a morfologia

das células uma aliquota foi passada para glicerol 20% e congelada, enquanto outra foi



semeada em agar triptona caseina de soja inclinado (TSA) e armazenada em geladeira para

manipulagdo.

Testes Bioquimicos

A partir destas colonias em TSA inclinado, foram realizados os seguintes testes
bioquimicos para a identificacdo de E. coli: oxidase, catalase, agar triplice agticar ferro (TSI),
Citrato, Oxidacao-Fermentacao (OF) ¢ SIM. Com base nos resultados obtidos, foram
identificadas como Escherichia coli e outras gram negativas da familia Enterobacteriaceae,

avaliadas a partir de Mac Faddin (2000).

Teste de resisténcia a antimicrobianos

O teste de resisténcia a antimicrobianos foi realizado seguindo as normas preconizadas
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009). Cada isolado foi inoculado em
TSB e incubado em estufa a 37°C. Diluigdes foram preparadas com agua estéril até se obter
uma turbidez equivalente a 0,5 da escala de Mac Farland (aproximadamente 108 UFC/mL) e,
em seguida, foram semeadas com suabe esterilizado em placas contendo meio de cultivo agar
Muller Hinton. Os discos contendo antibidticos foram entdo distribuidos sobre a placa de
forma equidistante e posteriormente incubados a 37°C por 24h. Todo procedimento foi
realizado conforme o método de difusdo em disco de Kirby e Bauer (1966). A leitura e
medida dos halos foi realizada ap6s o periodo de incubagdo. Os antibidticos utilizados foram:
amicacina (AMI 30ug), ampicilina (AMP 10ug), cefoxitina (CFO 30pg), cefuroxima (CRX
30ug), ciprofloxacina (CIP Sug), cloranfenicol (CLO 30ug), estreptomicina (EST 10ug),
gentamicina (GEN 10pg), imipenem (IPM 10ug), nitrofurantoina (NIT 300pg), polimixina B
(POL 300pg), sulfametoxazol-trimetoprim (SUT 25ug), tetraciclina (TET 30pg) e

trimetoprim (TRI 5ug).



Colimetria

A analise de coliformes totais e coliformes termotolerantes foi realizada através da
técnica de fermentagio em tubos multiplos, conforme o Manual Pratico de Anélise de Agua,
da Fundagdo Nacional de Saude (FUNASA). Para a colimetria, a amostra de todos os pontos

foi diluida 1X.

RESULTADOS e DISCUSSAO

A partir da coleta foram isoladas 54 colonias do EMB. Deste total, considerando o
perfil bioquimico e a cor da colonia no meio de cultura, EMB, foram identificadas 34
Escherichia coli. As demais col6nias isoladas foram identificadas apenas como pertencentes
da familia Enterobacteriaceae. Destas, 50% mostraram o tom verde metalico caracteristico
de E.coli no meio. Porém, apresentaram diferentes resultados em alguns dos testes basicos
para E.coli, como indol negativo ¢ auséncia de formagdo de gas. Este nimero encontrado
confirma a presenca de esgoto cloacal no arroio, refor¢ada pelos valores encontrados na
colimetria.

Os resultados obtidos para coliformes totais (Tabela 1) mostram um gradual aumento
da nascente para a foz. Na nascente o valor foi bastante alto, ja4 que esta se encontra em um
local de dificil acesso no interior do Parque Saint Hilaire, onde se esperaria um baixo ntimero
de coliformes, além de ndo haver fonte de contaminagdo conhecida. SISINNO & MOREIRA
(1996) encontraram valores de coliformes totais na nascente do corrego Mata-Paca, na cidade
de Niteroi, Rio de Janeiro, de >1600 NMP/100 mL, iguais aos encontrados nos pontos C, D e
E deste trabalho, resultantes da contaminacdo direta causada por chorume e infiltragdo

provenientes de um aterro controlado proximo. Apesar do dificil acesso a nascente do Arroio



Diluvio, ha um fluxo ndo controlado de pessoas no interior do parque, além de outros animais
que habitam o parque, que poderiam estar interferindo.

A partir do ponto C pode-se observar que todos os pontos mostraram 0s Mmesmos
valores, pois todos os tubos do teste comparativo apresentaram resultado positivo. A
utilizagdo da amostra diluida apenas 1X foi o que interferiu no resultado onde, devido a alta
concentracdo de coliformes, o valor encontrado ndo foi consistente. Desta forma pode-se
inferir que estes valores sdo bem maiores do que os obtidos pelo experimento.

Valores iguais ao encontrado no ponto B (1600 NMP/100 mL) foram encontrados por
FREITAS et al. (2001), em apenas 5,3% de suas amostras de aguas de poco. Os autores
relatam que a area de pesquisa onde se encontram 0s pocos sdo areas que ndo possuem rede
de coleta de esgoto e, portanto se faz uso de fossas, sumidouros e valas negras. O ponto B
relatado anteriormente encontra-se antes do trecho de maior urbaniza¢do do arroio, no
entanto logo ap6s uma area de moradores as suas margens, onde pode haver despejos
clandestinos. Toda extensdo do arroio, portanto, ¢ considerada, de modo geral, impropria para
banho, conforme Resolugdo n° 274 do CONAMA, de 2000, devido o despejo de esgoto
cloacal, entre outros fatores. Uma maior diluicdo da amostra seria necessaria para obterem-se
valores corretos.

Os valores encontrados na analise de coliformes fecais estdo apresentados na Tabela 2.
Tais valores nao corresponderam ao esperado, que seria o aumento sucessivo de
NMP/100mL da nascente para a foz. Os pontos A, C e E apresentaram essa linearidade,
porém os pontos B e D tiveram resultados dispares. Ha possibilidades pontuais que
explicariam estes dados, como por exemplo, o despejo ocasional de uma maior quantidade de
agua naqueles pontos ou dejetos nos outros, fazendo com o que a amostra ficasse mais diluida
em alguns (B e D) e mais concentrada nos demais (A, C e E). Porém, nada pode-se afirmar. O

ponto E apresentou um maior valor para coliformes termotolerantes, o que ¢ esperado devido
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ao acumulo proveniente do proprio arroio. Quanto a balneabilidade, com base na Resolucdo
n°® 274 de 2000 do CONAMA, os valores de coliformes fecais sdo considerados excelentes,
exceto no ponto E (280 NMP/100 mL), por apresentarem menos que 250 coliformes em
100mL. No entanto, o item § 4° do mesmo artigo considera impropria quando ha presenca de
residuos ou despejos, solidos ou liquidos, o que faz com o que todos os pontos sejam
improprios.

Dos 54 isolados, 16 mostraram algum tipo de resisténcia a pelo menos um antibiotico.
Dentre os resistentes, 50% foram identificadas como E.coli e os outros 50% sdo outras
bactérias gram-negativas da familia Enterobacteriaceae.

Esta resisténcia de 29,6% do total de isolados pode ser considerada baixa uma vez que
o arroio recebe despejos de esgotos hospitalares e de centros de pesquisa. Além disso, essa
resisténcia apresentada foi de no maximo cinco antibidticos para um isolado, sendo que
aproximadamente 56% foram resistentes a apenas um antimicrobiano. Com isso, problemas
de saiude originados por estes microrganismos seriam facilmente tratados, visto que ha
antibioticos eficientes contra essa bactéria. O uso inadequado de antibidticos sem uma
avaliagdo apropriada pode auxiliar no aumento de resisténcia de bactérias patogénicas
(LEVY 2002, RIVERA-TAPIA 2003).

A quantidade de isolados resistentes aos antibidticos, em ordem decrescente, pode ser
visto na Figura 2. Dentro dos antimicrobianos testados observou-se que os isolados
apresentaram resisténcia mais freqlientemente a ampicilina seguido da tetraciclina e
trimetoprim. CARNEIRO et. al. (2007) também encontraram uma maior resisténcia para
ampicilina (superior a 50%) e a tetraciclina (em torno de 50% das amostras) para isolados da
familia Enterobacteriaceae. Também foi encontrada alta resisténcia (69,4% dos isolados) ao
mesmo antibiotico por MCKEON et al. (1995) em coliformes isolados de aguas subterraneas

nos Estados Unidos. Esses autores comprovaram a transferéncia in vitro de resisténcia a
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ampicilina entre amostras ambientais. Ha ainda trabalhos mais antigos que ja apresentavam
altos niveis de resisténcia em coliformes a ampicilina (BELL et al 1983), mostrando que a
transferéncia de fatores de resisténcia associados a esse beta-lactimico ndo sdo recentes. Dos
9 isolados resistentes a ampicilina, 6 deles foram coletados no mesmo ponto (D), indicando
algumas possibilidades, como a maior ocorréncia de despejo de esgotos com bactéria
resistentes a ampicilina neste ponto ou proximo dele ou a transferéncia dos genes de
resisténcia a ampicilina poderiam estar se efetivando.

Todos isolados foram sensiveis aos seguintes antimicrobianos: amicacina, cefuroxima
ciprofloxacina, estreptomicina, gentamicina e imipenem. No trabalho de SCHNEIDER et al.
(2009) foi realizado teste de resisténcia a adguas subterrdneas e superficiais, onde todas as
amostras foram sensiveis a amicacina e todas as amostras superficiais foram sensiveis a
gentamicina, o que demonstra a eficiéncia desses dois antimicrobianos. Em relagdo a
gentamicina, CARNEIRO et. al. (2007) encontraram os menores valores de resisténcia a
gentamicina, de 6 a 15%, em amostras bacterianas oriundas de diferentes sistemas de cultivo
de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

Apesar de haverem microrganismos resistentes a antimicrobianos nas aguas do Arroio
Diluvio, estas ndo sdo consideradas de alto risco para a satide publica, conforme dados
obtidos com este estudo. No entanto, dados de nosso laboratorio ja apresentam outras
diversas espécies bacterianas, inclusive patogénicas e com maior viruléncia presentes nas

aguas do Arroio Dilavio.

CONCLUSOES
As aguas do arroio Diluvio apresentam alta carga de coliformes totais em toda sua

extensdo, desde a nascente, ¢ tendo os maiores valores no trecho considerado de médio e de
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alto impacto. Por esta dgua ir desaguar no Lago Guaiba ¢ importante ndo apenas o tratamento
desta agua, mas também o controle dos despejos ali realizados, além da conscientizagdo da
populagdo quanto ao despejo de residuos solidos. Os microrganismos isolados ndo mostraram
resisténcia significativa, ndo sendo de risco para a populacdo. Porém, a presenca de
resistentes pode fazer com que, através da transferéncia de genes de resisténcia, outras se
tornem também resistentes. Além disso, a preocupagdo com a qualidade ambiental da dgua e
vegetacdo proxima também deve ser lembrada, ndo sendo apenas o homem quem usa e

depende da agua para sobrevivéncia.
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LEGENDAS (figuras e tabelas em anexo)

Tabela 1. Valores de Coliformes Totais resultantes da analise das aguas coletadas no
Arroio Diluavio.

Tabela 2. Valores de Coliformes Fecais Totais resultantes da analise das aguas s
coletadas no Arroio Diltvio.

Figura 1. Mapa de localizacdo dos pontos de coleta. Mapa do Brasil (1a), Estado do Rio
Grande do Sul (1b) e trecho de Porto Alegre e Viamdo que abrange a extensdo do Arroio
Dilavio (1c) com os respectivos pontos de coleta (de A a E).

Figura 2. Porcentagem de resisténcia aos antimicrobianos.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1.
Pontos NMP/100 mL
A 1,1 x 107
B 1,6 x 103
C >1,6 x 103
D >1,6 x 103
E >1,6 x 103
Tabela 2.
Pontos NMP/100 mL
A 1,1 x 10°
B 48x10
C 2,0 x 102
D 3,4x10
E 2,8 x 102

17



Porto Alegre |I Pt

gura 1.

Valores de resisténcia

o AMP
oTET
oTRI
mCFO
mCLO
m POLB

1% 25% @ SuT
oNIT

% 4%

7%

7%

Figura 2.



