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RESUMO: (Diversidade e perfil de susceptibilidade antimicrobiana de Enterococcus sp. isolados das dguas do Arroio Di-
lavio - Porto Alegre, RS, Brasil). O objetivo do presente trabalho foi determinar a frequéncia das espécies de enterococos
das aguas do arroio Diltivio, em Porto Alegre, RS, bem como avaliar o perfil susceptibilidade frente a antimicrobianos de
importancia clinica e veterinaria. No periodo de margo a dezembro de 2009, foram coletadas amostras de aguas do arroio em
cinco pontos distintos, as quais foram submetidas a avaliagdo microbioldgica. Trezentos e quarenta e oito enterococos foram
isolados das amostras de agua coletadas nos cinco pontos ao longo do curso do arroio Diltvio e identificados em nivel de
espécie por provas bioquimicas e PCR. A espécie E. faecium (68,67%) foi a mais frequente, seguida de E. faecalis (16,09%),
E. casseliflavus (12,07%), E. hirae (2,58%) e E.gallinarum (0,57%). Nos pontos 1 e 3 ndo houve diferenca significativa entre
as espécies. Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos pelo método de difusdo em disco revelaram que
a maioria das bactérias era resistente a eritromicina (81,07%), nitrofurantoina (37,26%), norfloxacina (34,82%), ciprofloxa-
cina (32,55%), cloranfenicol (4,73), tetraciclina (2,23%) e vancomicina (0,28%). Foi observada uma diferencga significativa
nos Pontos 4 ¢ 5 quanto ao nimero médio de enterococos resistentes aos antibidticos testados (P= 0,0174).Todos os isolados
foram sensiveis a ampicilina e a gentamicina. Espécies multirresistentes aos antimicrobianos foram observadas. Os resulta-
dos do presente estudo demonstram que as aguas do arroio Diluvio podem ser uma fonte de disseminagdo e persisténcia de
enterococos resistentes e de seus genes de resisténcia aos antimicrobianos para os seres humanos e meio ambiente, represen-
tando riscos a populagao.

Palavras-chaves: enterococos resistentes, aguas residudrias.

ABSTRACT: (Antimicrobial susceptibility profile of Enterococcussp. isolatedfrom Diluvio stream waters, Porto Alegre, RS,
Brazil). The aim of this study was to determine the frequency enterococci species from Diltvio stream, in Porto Alegre RS,
and the antimicrobial susceptibility profiles of the isolates to antibiotics of human and veterinary importance. From March
to December 2009, water samples were collected from the stream into five distinct points. Three hundred and forty eight
enterococci were isolated from water samples collected at five points along the course of the creek flood and identified to the
species level through their phenotypic profiles and PCR. The most frequent specie was E. faecium (68.67%), followed by E.
faecalis (16.09%), E. casseliflavus (12.07%), E. hirae (2.58%) and E.gallinarum (0.57%). Points 1 and 3 showed no signifi-
cant differences between the species. The antimicrobial susceptibility tests revealed that isolateswereresistant to erythromy-
cin (81.07%), nitrofurantoin (37.26%), norfloxacin (34.82%), ciprofloxacin (32.55%), chloramphenicol (4.73), tetracycline
(2.23%) and vancomycin (0.28%). There was a significant differences in the prevalence of antibiotic-resistant enterococci
in the Points 4 and 5 (P <0.0174). All isolates were susceptible to ampicillin and gentamicin. Species multiresistant to anti-
biotics were observed. The results of this study demonstrate that the flood waters of the stream can be a source of spread and
persistence of resistant enterococci and their antibiotic resistance genes to humans and the environment, representing risks
to the population.

Key words: resistant enterococos, wastewater.

INTRODUCAO e Aguas Mortas, além de receber anualmente cerca de
50 mil metros cubicos de lixo e terra, esgoto domésti-
co, laboratorial e hospitalar de varios bairros da cidade,

para finalmente, desaguar no Afluente Guaiba, que, por

O Arroio Diltvio situado na cidade de Porto Alegre,
RS, apresenta area total de cerca de 80 quildmetros qua-

drados e extensdo canalizada de aproximadamente 12
quilémetros estando localizado em areas urbanas com
grande transito de pessoas e veiculos. O Arroio recebe
agua de afluentes como os Arroios dos Marianos, Beco
do Salso, Sdo Vicente, Mato Grosso, Moinho, Cascata

sua vez, serve de fonte de abastecimento de agua para
a populagdo de Porto Alegre (Faria & Morandi 2002).
A contaminac¢do das aguas naturais representa um dos
principais riscos a saude publica, uma vez que existe a
estreita relacdo entre a qualidade da agua e as inimeras
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enfermidades que acometem as populacdes, especial-
mente aquelas ndo atendidas por servicos de saneamen-
to. Tanto que a baixa qualidade da 4gua consumida e o
contato direto, ou indireto com agua contaminada tem
sido responsaveis pela maior parte das doencas endé-
micas em diversos paises (Macedo ef al. 2011). Neste
sentido, a qualidade da agua tem gerado muitas preo-
cupacdes e duvidas no que diz respeito ao seu papel na
transmissao e dissemina¢do de microrganismos, muitos
destes resistentes aos antimicrobianos tanto de uso na
comunidade como hospitalar.

Varios estudos t€ém demonstrado a presenca de um
elevado nimero de bactérias resistentes a antibidticos
presentes em aguas de esgotos hospitalares e de mata-
douros, que posteriormente sdo misturados aos esgotos
municipais em estagdes de tratamento. Os tratamentos a
que os esgotos sdo submetidos reduzem a carga bacte-
riana, mas ndo a elimina totalmente, o que pode resultar
na disseminacdo de cepas resistentes através de corre-
gos, rios e oceanos (Novais ef al. 2005, Martins da Cos-
ta et al. 2006, Abriouel et al. 2008, Moore et al. 2008).

O género Enterococcus compreende bactérias
Gram-positivas que habitam o trato gastrointestinal
(TGI) de humanos e de varios outros animais, sendo
também encontradas em solo, agua e alimentos.
Atualmente, o género compreende mais de 41
espécies, sendo Enterococcus faecalis, Enterococcus
Sfaecium, Enterococcus durans, Enterococcus avium,
Enterococcus casseliflavus, Enterococcus gallinarum,
Enterococcus raffinosus e Enterococcus hirae as mais
importantes. Enterococcus s3o tipicos patdogenos
oportunistas, constituindo a terceira causa de infeccao
adquirida no ambiente hospitalar, sendo E. faecalis a
espécie predominante seguida de E. faecium (Euzéby
2011). As infecgdes por enterococos podem se originar
da microbiota normal do paciente, da transferéncia
de microrganismos de paciente para paciente ou da
aquisicdo dos patogenos através do consumo de agua
ou alimentos contaminados.

O género Enterococcus tem sua relevancia clinica
baseada ndo somente na sua crescente prevaléncia nas
ultimas décadas, mas também no elevado indice de ce-
pas resistentes aos antibidticos. Enterococcus sao in-
trinsicamente resistentes a penicilinas semi-sintéticas,
cefalosporinas, baixos niveis de aminoglicosideos e
clindamicina, além disso, também possuem a capaci-
dade de aquisi¢do de genes de resisténcia, o que pode
ocorrer por conjugagcdo ou mutacdes no DNA apresen-
tando resisténcia adquirida a antibioticos como clo-
ranfenicol, eritromicina, altos niveis de clindamicina ¢
aminoglicosideos, tetraciclinas, fluorquinolonas e van-
comicina (Giraffa 2002, Franz et al. 2003). Enteroco-
cos resistentes aos antimicrobianos ja foram isolados de
amostras clinicas, alimentos, aguas e solo (D’Azevedo
et al. 2004, Riboldi et al. 2009, Frazzon et al. 2010,
Cassenego et al. 2011). Estudos tém mostrado que ali-
mentos podem servir de reservatorios de enterococos
resistentes, e assim, contribuirem para a propagacao da

resisténcia antimicrobiana a populagdo humana via ca-
deia alimentar (Bertrand et al. 2000, Riboldi et al. 2009,
Frazzon et al. 2010).

Os objetivos do presente estudo foram: (i) observar
a diversidade de cepas de Enterococcus sp. isoladas de
amostras de agua coletadas em diferentes pontos no ar-
roio Dilavio durante o ano de 2009 e (ii) avaliar o perfil
de susceptibilidade a antimicrobianos dessas cepas.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas amostras de aguas coletadas em
cinco pontos do Arroio Dilivio, Porto Alegre, Rio
Grande do Sul durante o ano de 2009: Ponto 1, Nascen-
te do arroio, Parque Saint Hilaire; Ponto 2, esquina das
Avenidas Ipiranga com Antonio de Carvalho; Ponto 3,
esquina da Av. Ipiranga com a Rua Guilherme Alves;
Ponto 4, esquina da Av. Ipiranga com a Rua Ramiro
Barcelos; Ponto 5, esquina das Avenidas Ipiranga com
Borges de Medeiros.

As amostras foram coletadas num volume minimo
de 1 L em frascos de vidro previamente esterilizados.
Ap6s o procedimento de coleta, as garrafas foram acon-
dicionadas em caixas de material isotérmico e transpor-
tadas imediatamente ao Laboratério de Microbiologia
do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS.
Um mililitro de amostra de agua coletada foi inoculado
em 9 mL de meio Caldo Azida Dextrose (Himedia La-
boratories Ltda., India), seletivo para enterococos. Em
seguida foram realizadas dilui¢des seriadas até 107 e
incubadas por 24 horas a 35 °C. Apds o periodo de incu-
bacdo, 100 puL de cada diluig@o foram semeados em pla-
cas contendo meio Agar Infusdo de Cérebro e Coragdo
(BHI) (Himedia Laboratories Ltda., India), acrescidos
de 6,5% de NaCl e incubadas, por 24 horas a 35 °C.
Foram selecionadas aleatoriamente 20 coldnias de cada
placa (método dos quatro quadrantes em placa) e inocu-
ladas por esgotamento em Agar BHI. Para confirmagao
do género, os isolados crescidos em meio BHI foram
caracterizados com base em sua morfologia, compor-
tamento tintorial pelo método de coloracdo de Gram,
auséncia de producao de catalase e hidrolise da esculi-
na em presenga de 40% de sais biliares. A identificagdo
das espécies foi realizada por meio dos seguintes testes
bioquimicos: fermentacdo dos carboidratos arabinose,
manitol, rafinose, sacarose, metil-alfa-D-piranosideo
(MGP) e sorbitol, hidrdlise da arginina, utilizagdo do
piruvato a 1% e produgdo de pigmento amarelo. Os re-
sultados obtidos foram analisados segundo Teixeira e
Facklam (2003).

Os isolados que ndao puderam ser identificados em
nivel de espécies pelas as provas bioquimicas, foram
submetidos a técnica reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) empregando oligonucleotideos iniciadores
espécie-especifico. As extragdes de DNA dos isolados
foram realizadas pela técnica de fervura (Hagen et al.
2002). Para E. faecalis foram empregados os iniciadores
ddl com produto esperado de 475 pb (Depardieu

E. faecalis
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et al. 2004), para E. faecium os iniciadores EMI
(Cheng et al. 1997), e com produto esperado de 658
pb, para E. casseliflavus os iniciadores C4,, (Jackson
et al. 2004) com produto esperado de 288 pb e para E
gallinarum os iniciadores G4, (Jackson et al. 2004)
com produto esperado de 173 pb. As reagdes de PCR
foram realizadas com o volume de 10 pL contendo:
1 uL de DNA, 1,5 mM de MgCl (Invitrogen®), 1,25
UM de cada iniciador, 0,1U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen®), 1x tampao de PCR (Invitrogen®), 200
uM de dNTPs (ABgene®) e agua desionizada (Milli
QPlus, Millipore®). As reac¢des foram realizadas em
Eppendorf Mastercycler Thermal Cicler. Os ciclos
foram os seguintes: 5 min. a 94 °C, seguido por 40
ciclos de 1 min. a 94 °C, 1 min. a 52 °C (ddl, e

. faecalis

EMI, ) ou50°C(C4,,GA,,, 1 min. a72°C, seguido
de 7 min. a 72 °C. As cepas E. faecalis ATCC 51299, E.
faecium ATCC 53519, E. casseliflavus e E. gallinarum
PAD71 foram utilizadas como controle positivo.

Todos os isolados foram submetidos ao teste de sus-
cetibilidade pelo método de Kirby e Bauer em Agar
Mueller Hinton (Himedia Laboratories Ltda., India)
conforme recomendacdes do Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2010). Foram testados os se-
guintes antimicrobianos: ampicilina (10 pg), ciproflo-
xacino (5 pg), cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15
ug), gentamicina (120 pg), nitrofurantoina (300 pg),
norfloxacina (10 pg), tetraciclina (30 pg) e vancomi-
cina (30 pg). Como controles foram utilizados as cepas
de E. faecalis ATCC 51299 ¢ E. faecium ATCC 53519,
respectivamente.

Os dados foram submetidos a analise da variancia
e ao teste de Tuckey (o = 0,05) para comparagdo das
médias utilizando-se o programa estatistico Statistica,
quando necessario.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Trezentos e quarenta e oito enterococos foram iso-
lados das amostras de agua coletadas nos cinco pontos
ao longo do curso do arroio Diluvio e identificados em
nivel de espécie através de seus perfis fenotipicos (Tab.
1). Trinta e quatro isolados apresentaram variabilida-

des fenotipicas que dificultaram a identifica¢do pelos
métodos bioquimicos classicos. As atipias fenotipicas
detectadas neste estudo podem ser justificadas, uma
vez que as chaves de identificagdo empregadas para as
espécies de enterococos utilizam dados baseados, prin-
cipalmente, no perfil fenotipico de enterococos oriun-
dos de amostras clinicas. Atipias fenotipicas ja foram
observadas em outros trabalhos que analisaram ente-
rococos de origem clinica (Resende 2012); bem como,
em estudos com enterococos isolados de alimentos de
origem animal, esse fato pode ser explicado, pelo me-
nos em parte, pela adaptacdo metabolica ao substrato
oferecido (Riboldi et al. 2009, Fracalanzza et al. 2007).
As 34 amostras com variabilidades fenotipicas foram
avaliadas quanto as suas atipias e submetidas a reagdo
de PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores espé-
cie-especificos (Tab. 1).

A espécie mais frequente isoladas nas amostras
de agua coletadas no arroio Diluvio foi E. faecium
(68,67%), seguida de E. faecalis (16,09%), E. casse-
liflavus (12,07%), E. hirae (2,58%) e E.gallinarum
(0,57%). Estas frequéncias estdo de acordo com dados
relatados em outros estudos, onde demonstram uma
predominancia de E. faecium em aguas residuais. Ma-
nero et al. (2002) detectaram a frequéncia entre 41% e
44% de E. faecium nas amostras de aguas de esgoto ur-
bano e hospitalar, respectivamente. Em estudo realiza-
do na Eslovaquia por Pangallo et al. (2004), foi relatada
a prevaléncia de 39,34% de E. faecium em amostras de
agua do rio Danubio, estacdes de tratamento de esgoto,
efluentes de industrias de derivados lacteos e excremen-
tos de ovelhas. Saifi et al. (2008), encontraram 64% de
E. faecium e 29% de E. faecalis, em trés estacdes de
tratamento de esgoto no Ird. Recentemente, Furukawa
et al. (2011), no Japdo, ao analisarem genotipicamente
isolados de enterococos de amostras de agua de uma
estacdo de tratamento de esgoto e de um rio com con-
taminagao fecal, identificaram 73,75% de E. faecium e
apenas 5% de E. faecalis.

Analisando a distribui¢do das espécies por ponto de
coleta observou-se que na nascente do arroio (Ponto 1),
houve predominio da espécie E. casseliflavus (61,36%),
seguida de E. faecalis (38,64%) (Tab. 1). No ponto

Tabela 1. Distribuigao e frequéncia das espécies de Enterococcus sp. isoladas nos diferentes pontos de coleta.

Ponto (n) N° de isolados (%)
E. faecium E. faecalis E. casseliflavus Outros enterococos”.
1(44) 0 17 (38,64) 27 (61,36) 0
2(67) 48+4 (77,61)" 1(1,49)° 13 (19,41)" 1°(1,49)"
3(76) 44+67 (65,78) 17+6°<(30,26) 2(2,63) 14(1,31)
4(77) 56+10%(85,71)" 9+1¢(12,98)" 0" 14(1,29)"
5(84) 68+3°(84,52)" 3+2°(5,95)" 0 79+1°(9,52)"
Total (348) 239 (68,67) 56 (16,09) 42 (12,07) 11 (3,16 )

a. Isolado de E.faecium com atipia fenotipicas e identificado por PCR.

b. Isolado de E.gallinarum com atipia fenotipicas e identificado por PCR.

c. Isolado de E. faecalis com atipia fenotipicas e identificado por PCR.
d: E. hirae.
* diferenga significativa entre as espécies dentro de cada ponto (P<0,05).
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1 ndo houve diferenca significativa entre o numero
de espécies coletadas. A elevada concentragdo de E.
casseliflavus é preocupante uma vez que esta espécie
¢ de grande importancia médica, pois se encontra
causando diversas doencas em humano. A presenca
dessa espécie neste Ponto pode ser justificada porque E.
casseliflavus sdo mais frequentes em plantas e vegetais
e a nascente do Arroio Diliivio estd localizada em uma
area composta de plantas nativas que sdo depositarios
de folhas e residuos de origem vegetal (Collins et al.
1984). A espécie E. faecalis ¢ membro da microbiota do
TGI de animais de sangue quente, e o isolamento desta
espécie no Ponto 1, justifica-se pelo fato de que neste
local vivem muitos animais silvestres, caes e cavalos
utilizados pelos guardas florestais. A ag@o antropica
restringe-se a circulagdo de poucos visitantes e dos
funcionarios do proprio parque. Com isso, a dgua que
nasce no arroio ¢ isenta de esgoto de qualquer natureza,
os detritos encontrados sdo basicamente a matéria
organica produzida pela propria mata e animais que nela
vivem. No Ponto 2, as espécies mais frequentemente
detectadas foram E. faecium (77,61%) ¢ E. casseliflavus
(19,40%), seguidas de E. faecalis (1,49%) e E.
gallinarum (1,49%) (Tab. 1). A grande quantidade de
esgoto e vegetagdo neste local pode explicar a presenga
dessas espécies, uma vez que o ponto de coleta fica
localizado em uma area ja urbanizada apresentando o
predominio de casas, sendo que muitas delas ndo se
encontram ligadas ao sistema de esgotamento sanitario
da cidade de Porto Alegre, além disso, muitos moradores
nesta regido criam animais, como galinhas e cavalos,
sem instalagoes adequadas, contaminando o solo com
lixo e excrementos. Todos esses contaminantes acabam
sendo liberados direta ou indiretamente no arroio e
interferem na qualidade de suas dguas e diversidade
dos microrganismos que nele vivem. Os Pontos 3,4 ¢ 5
correspondem a parte do arroio Dilavio ja canalizada e
encontram-se em areas densamente urbanizadas sendo,
portanto, bastante impactadas. No Ponto 3 foi detectado
um predominio de E. faecium (65,78%), seguido de E.
Jaecalis (30,26%), E. casseliflavus (2,63%), E. hirae
(1,31%). Nao foi observada diferenga significativa
entre a frequéncia destas espécies neste ponto (P=
0,0659). Nos ponto 4 ¢ 5, ndo foram isoladas cepas de
E. casseliflavus. A auséncia dessa espécie nesses pontos
pode ser justificada pela menor quantidade de residuos
de origem vegetal nesses locais. Nos pontos 4 e 5 foi
observada a maior prevaléncia de E. faecium, sendo que
afrequéncia desta espécie no Ponto 4 foi estatisticamente
significativamente quando comparada com as demais
espécies neste ponto (P<0,05). A ocorréncia dessa
espécie nestes pontos pode ser devido ao fato de que, o
sistema de esgotamento sanitario de muitos domicilios
mantém-se ligado a rede pluvial, contribuindo de forma
significativa para a contaminagdo do arroio, além de
diferentes residuos que vao se acumulando ao longo
de todo o trajeto do arroio, acrescido de contaminantes
provenientes do lixo, que sdo descartados diretamente

no solo e carreado com a dgua da chuva.

A localizagdo geografica, o clima e o tipo de efluente
descartado sdo fatores que influenciam muito a distri-
buigdo das espécies de enterococcos. Em relagdo ao pe-
riodo da coleta, a espécie E. faecium apresentou a maior
prevaléncia (93,67%) no periodo do inverno. Esse dado
pode ser justificado devido a grande precipitacdo de
chuva que ocorreu em Porto Alegre nos periodos que
antecederam a coleta. O excesso de chuva promoveu a
suspensao de sedimentos do arroio, tendo assim favore-
cido a espécie E. faecium. Em estudo realizado no lito-
ral sul da Califérnia (EUA) por Ferguson et al. (2005),
com amostras de 4gua e sedimentos marinhos de regides
entre marés, uma elevada prevaléncia de E. faecium foi
detectada em todas as amostras sedimentares. Na coleta
de outono, realizada no més de abril, houve uma distri-
bui¢do mais homogénea das espécies, onde E. faecium
correspondeu a 53,63%, E. casseliflavus a 27,83%, E.
faecalis a 13,40%, E. hirae 5,15%. A baixa precipita-
¢do ocorrida nesse periodo poderia explicar o resultado
obtido. Segundo o Inmet — 8° Distrito, a precipitagdo
pluvial foi de 31,0 mm, enquanto que o esperado era
de 95,2 mm. Portanto, as chuvas interferem diretamen-
te nas concentragdes de microrganismos no manancial.
No momento que a chuva incide diretamente sobre a
superficie da agua, ocorre uma melhora nas condi¢des
sanitarias, devido ao processo de diluicdo. Entretanto,
se a precipitacdo for duradoura e muito intensa, podera
ocorrer o carregamento de contaminantes existentes nas
superficies urbanas e/ou agricolas do solo, provocando
assim a contaminag¢@o dos corpos aquaticos. As diferen-
¢as na frequéncia dessas espécies nos periodos do ano
podem também estar relacionadas com a presenca de
matéria orgdnica na agua e quantidade de radiagdo UV
emitida, dados que ndo foram avaliados no presente es-
tudo.

Os resultados do perfil de suscetibilidade das espécies
de Enterococcus sp. isoladas de agua do Arroio Diltvio
estdo apresentados na tabela 2. Uma elevada frequéncia
de cepas apresentou perfil de resisténcia a eritromici-
na (81,07%), seguidos por, nitrofurantoina (37,26%),
norfloxacina (34,82%), ciprofloxacina (32,55%) ao
cloranfenicol (4,73%), tetraciclina (2,23%) e vancomi-
cina (0,28%). Todos os isolados foram susceptiveis a
ampicilina e a gentamicina. Enterococos resistentes a
antimicrobianos isolados de dguas tém sido relatados
em estudos no Brasil e também em outros paises (Chee-
-Sanford et al. 2001, Da Silva et al. 2006, Malavazi
2007, Abrioul et al. 2008, Macedo et al. 2011). Ente-
rococos resistentes a eritromicina ¢ muito preocupante,
uma vez que esta droga € a principal alternativa para o
tratamento de infec¢des por enterococos em pacientes
alérgicos a penicilina. Cepas resistentes a este antibioti-
co foram detectadas em outros estudos com amostras de
aguas residuais e ndo tratadas (Blanch et al. 2003, Mar-
tins da Costa et al. 2006, Saifi et al. 2008, Luczkiewicz
et al. 2010, Macedo 2011). A presenca de enterococos
resistentes a nitrofurantoina, ciprofloxacino e norflo-
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Tabela 2. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Enterococcus sp. nos diferentes pontos de coleta.

239

Percentual de enterococos resistentes ao antibiotico

Ponto (n) AMP CIP CLO ERI GEN NIT NOR TET VAN
1 (44) 0 25 0 75 0 0 36 0 0
2(67) 0 32,83 0 64 0 35 29 0 0
3(76) 0 11,84 3,94 73,68 0 27,63 23,68 131 0
4(77) 0 44,30" 11,39" 97,46" 0 58,20" 35,44° 6,3° 0
5(84) 0 48,80" 8,33 952"3 0 65,47 50° 3,57 1,19°

Total (348) 0 32,55 4,73 81,07 0 37,26 34,82 2,23 0,28

Abreviaturas (antibiéticos): AMP, ampicilina (10 pg); CIP, ciprofloxacina (5 pg); CLO, cloranfenicol (30 pg); ERI, eritromicina (15 pg); GEN,

gentamicina (120 pg); NIT, nitrofurantoina (300 pg); NOR, norfloxacin (10 pg); TET, tetraciclina (30 pg); VAN, vancomicina (30 pg).

* diferenga significativa entre os pontos de coleta (P<0,05).

xacina nas amostras de dgua do Arroio Diluvio pode
ser justificada pelo fato de que estes antimicrobianos
sdo muito empregados no tratamento de infec¢des do
trato urinario causadas por enterococos. Os dados de
isolados resistentes a nitrofurantoina identificados no
presente estudo sdo semelhantes aos determinados em
amostras de enterococos em outros trabalhos. Em Por-
tugal, Martins da Costa et al. (2006) detectaram 34%
de enterococos resistentes entre isolados de amostras
ambientais, e Luczkiewicz et al. (2010) constataram
uma frequéncia de 53% de cepas resistentes em aguas
residuais de uma estagdo de tratamento de esgoto na Po-
l6nia. Cepas de enterococos susceptiveis a ampicilina ja
foram isoladas de alimentos e fezes de frangos (Riboldi
et al. 2009, Cassenego et al. 2011). Da mesma forma a
sensibilidade gentamicina foi observado por Martins da
Costa et al. (2006), com aguas residuais e amostras de
matadouros de aves. Um dado muito interessante foi a
identificacdo de um E. faecium resistentes a vancomici-
na no Ponto 5. O isolamento de enterococos resistentes
a vancomicina ¢ uma preocupagdo frequente dos epide-
miologistas hospitalares, pelo seu potencial de dissemi-
nac¢do pelo contato (Furtado et al. 2005).

Quanto ao fendtipo de resisténcia dos isolados em
relacdo aos pontos de coleta da dgua, foi identificado
um aumento no perfil de resisténcia a medida que os
pontos de coleta foram avancando. Os Pontos 1 e 2,
que apresentaram isolados resistentes a 3 ¢ 4 antimi-
crobianos testados, respectivamente, ficam localizados
em areas pouco urbanizadas, enquanto que os demais
pontos, que apresentaram o isolados resistentes a 6 dos
antimicrobianos testados localizam-se numa area muito
urbanizada que acumula esgoto residencial e efluentes
de diversas origens que vao sendo descartados ao longo
de todo o percurso do arroio. O percentual de 77,61%
de cepas resistentes encontrado no Ponto 2, pode refle-
tir a realidade, uma vez que este ponto fica proximo a
diversas vilas e loteamentos irregulares, cujo descarte
de lixo, esgoto e todo o tipo de material toxico, ou ndo,
no arroio, € uma pratica comum. A prevaléncia de cepas
resistentes encontradas no Ponto 3, quando compara-
do com os Pontos 4 e 5, foi consideravelmente baixa
(P<0,05). Esta diminui¢ao no percentual de resisténcia
pode estar relacionada com o fato de que, nesse ponto
foram realizadas obras de melhoria no esgotamento sa-

nitario, sendo que a contribui¢do mais significativa foi
a desvinculagdo dos efluentes do Complexo Hospita-
lar que eram lancados diretamente no arroio (Faria &
Morandi 2002). Os Pontos 4 e 5 apresentaram as mais
elevadas taxas de resisténcia, nestes pontos foi obser-
vada uma diferenca significativa entre o nimero médio
de isolado resistentes aos antibioticos testados (P<0,05)
quando comparados aos demais, sendo o perfil de resis-
téncia a eritromicina o mais relevante. Esses valores sao
justificaveis, por corresponderem a pontos localizados
em areas muito urbanizadas, compreendendo dois hos-
pitais de grande porte e grande concentracao de pesso-
as. O Ponto 5, acumula esgoto residencial e efluentes de
diversas origens, além disso, esse ponto corresponde a
por¢do terminal do arroio, sendo proximo a sua foz, no
lago Guaiba. Varios estudos relatam o impacto de an-
timicrobianos presentes no meio ambiente, registrando
a presenga de varias moléculas (tetraciclinas, macroli-
dos, glicopeptideos e aminoglicosideos), em amostras
de agua, solo e vegetais (Chee-Sanford et al. 2001). A
pressao seletiva exercida por esses elementos presentes
no meio contribui para a selecdo e disseminagdo de mi-
crorganismos resistentes aos agentes antimicrobianos
de uso comum.

O perfil de multirresisténcia observado neste estudo
demonstrou que 44,25% das cepas eram resistentes a
duas classes, 19,83% a trés classes ¢ 2,01% a quatro
classes de antimicrobianos. Espécies de enterococos
multirresistentes estdo amplamente descritos na litera-
tura (Martins da Costa et al. 2006, Riboldi et al. 2009,
Cassenego ef al. 2011). Saifi et al. (2008) relataram E.
faecium e E. faecalis multirresistentes isolados de dgua
de estacdes de tratamento de esgoto. Recentemente,
Macedo et al. (2011) observaram uma frequéncia de
57% de cepas de enterococos multirresistentes isolados
de 4gua ndo tratada para consumo humano. A capaci-
dade de microrganismos adquirirem resisténcia a va-
rias classes de antimicrobianos pode estar relacionada
a exposi¢ao sequencial a diferentes antimicrobianos ou
a aquisicao de elementos genéticos moveis, levando a
consequéncias importantes, com efeitos diretos na pro-
blematica das infec¢des hospitalares.

Este estudo mostrou que a microbiota predominan-
te de enterococos isolados das dguas do arroio Dilu-
vio consiste, principalmente, das espécies E. faecium,
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E. faecalis e E. casseliflavus, das quais E. faecium foi
a mais prevalente. Todos os isolados estudados foram
sensiveis a ampicilina e gentamicina, o perfil de resis-
téncia mais frequente foi para eritromicina, seguido de
nitrofurantoina, norfloxacina e ciprofloxacino. Este ¢ o
primeiro estudo que relata a distribuicao e o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos de amostras de entero-
cocos isoladas das aguas do arroio Diluvio na cidade
de Porto Alegre. A presenca de enterococos nas aguas
nao ¢ apenas um indicador de contaminacao de origem
fecal, mas também representa um problema de saude
publica, uma vez que as aguas do arroio podem ser uma
fonte de disseminagdo e persisténcia de enterococos re-
sistentes para os seres humanos e o meio ambiente.
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