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IDENTIFICACAO DE ENTEROCOCCUS SP. E RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS EM AMOSTRAS DE REGIOES COSTEIRAS DA LAGOA
DOS PATOS.

Autor: Waldir Emilio Henkes
Orientador: Dra. Gertrudes Corgcao

Resumo?

O meio ambiente aquatico vem recebendo grande carga de poluigao
fecal, sendo este um dos fatores que contribuem para sua degradacédo. O
objetivo deste trabalho foi identificar bactérias do género Enterococcus em oito
pontos ao longo da Lagoa dos Patos — RS, com diferentes niveis de
degradagdo ambiental e verificar a resisténcia a antimicrobianos nestes
isolados. Foi observado que nos pontos situados no Parque Itapua e na praia
do Cassino as contagens de Enterococcus sp. foram baixas. Os pontos
situados em Tapes e Sao Lourengo do Sul apresentaram niveis elevados de
contagens de Enterococcus sp no verdo e na primavera e os pontos na regiao
estuariana de Rio Grande apresentaram valores elevados no outono € inverno.
Dentre os antimicrobianos testados a resisténcia a tetraciclina e a doxaciclina
foram verificadas em todos os pontos de coleta, sendo que as maiores
percentagens de isolados resistentes foram na regido estuarina de Rio Grande.
Os Enterococcus spp também apresentaram suscetibilidade diminuida para
ampicilina, gentamicina (120ug/ml) e estreptomicina (300 pg/ml) e nenhuma
para vancomicina. Entre os isolados resistentes a tetraciclina, as duas espécies
mas frequentemente identificadas foram E. faecalis e E. faecium. O nivel de
resisténcia a tetraciclina, verificada através da Concentragao Inibitéria Minima
(CIM), variou de 16ug/ml a 256ug/ml nas duas espécies. Isolados de E. faecalis
foram encontrados mais em Tapes e Sao Lourengco do Sul e E. faecium na
regido estuarina de Rio Grande, os ultimos apresentaram os maiores niveis de
resisténcia a tetraciclina e gentamicina. Os resultados do presente estudo
indicam que a contaminagao fecal pode estar relacionada ao descarte de
dejetos humanos e de animais nestes locais.

Keywords: Enterococcus sp., Degradacdo ambiental, resisténcia a antimicrobianos

1 Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente -
Microbiologia de Ambientes Naturais e Antropogénicos, Intituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (44p). Julho, 2010.



IDENTICATION OF Enterococcus sp AND ANTIMICROBIAL
RESISTANCE IN SAMPLES OF COASTAL REGIONS OF LAGOA DOS
PATOS IN THE SOUTH OF BRAZIL.

Author : Waldir Emilio Henkes
Supervisor : Dra Gertrudes Corgao

Abstract

The aquatic environment has been receiving a great amount of fecal
pollution and this is one of the factors that contribute to its degradation. The aim
of the present study was to identify Enterococcus sp in eight collection points
with different levels of environmental degradation at Lagoa dos Patos/RS and to
verify the antimicrobial resistance among these isolates. We verified low
numbers of Enterococcus sp in Parque ltapua e Praia do Cassino collection
points. In Tapes and S&o Lourengo do Sul, higher counting of Enterococcus
were observed during summer and spring seasons and at the estuarine area of
Rio Grande, higher numbers were observed during autumn and winter. Among
the antimicrobial drugs tested, the resistance to tetracycline and doxycycline
was detected in all collection sites and the highest percentages of resistant
isolates were in the estuarine area of Rio Grande. The Enterococcus spp have
also presented diminished susceptibility to ampicillin, gentamicin (120pg/ml)
and streptomycin (300 pg/ml) and none to vancomycin. Among the isolates
resistant to tetracycline, E. faecalis e E. faecium were the most identified
species. The resistance level to tetracycline, verified by MIC analysis, varied
from 16pg/ml to 256pg/ml in both species. E. faecalis isolates were found
mostly in Tapes and Sao Lourengo and E. faecium, in the estuarine area of Rio
Grande and among these, the higher level of resistance to tetracycline and
gentamycin was verified. The results from the present study indicate that the
fecal contamination from this sampling points can be related to the discharge of
human and animal waste.

Keywords: Enterococcus sp., environmetal degradation, antimicrobial

resistance
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1 - INTRODUCAO

A poluigdo das aguas € utilizada como indicador de qualidade de vida
das populagdes em todo o mundo. Na América do Sul e no Brasil, rios e lagos
vém recebendo grande quantidade de esgoto sem nenhum tipo de tratamento,
sendo o esgoto cloacal de humanos e animais, um dos que mais contribuem
para esta realidade. A poluicdo fecal € uma importante fonte de contaminagao
bacteriana em rios e lagos, pois possibilita a proliferagdo e a contaminagéo dos
mananciais hidricos por varias bactérias como as do grupo coliforme e as do
género Enterococcus, colocando em risco a saude das populagdes tanto
humanas como de animais.

Essa abordagem ainda n&o € explorada no Brasil, ja que a legislagao
nao preve a pesquisa de Enterococcus sp em agua doce, somente em agua
marinha. Indicadores de contaminacgao fecal vém sendo estudada desde o final
da década de 90 pelo grupo de pesquisa do laboratério de Microbiologia
Molecular Ambiental do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Este grupo vem pesquisando a
diversidade genética e a resisténcia a antibidticos em bactérias Gram positivas e
negativas em aguas servidas, como no rio Guaiba e o arroio Feijo, em estagdes
de tratamento de esgotos (ETE) e aguas residuais hospitalares em Porto Alegre.
Bactérias do género Enterococcus sp., isoladas de fezes de animais de
humanos, também vém sendo estudadas quanto a diversidade genética e

resisténcia a antimicrobianos.



Atualmente no laboratorio estdo sendo desenvolvidas pesquisas com
amostras de agua superficial de areas da Lagoa dos Patos para a identificagcao
de microrganiamos indicadores de contaminagao, como E coli e Enterococccus
sp.

A emergéncia de Enterococcus sp. multirresistentes € um grande
desafio a terapia antimicrobiana, ja que nas ultimas duas décadas, a resisténcia
a drogas entre os cocos Gram-positivos aumentou. Portanto € de grande
relevancia a pesquisa destes cocos Gram-positivos no meio ambiente aquatico,
juntamente com a pesquisa do perfil de resisténcia a antimicrobianos, uma vez
que estas bactérias proporcionam a disseminagcdo de genes de resisténcia no
meio ambiente.

1.1 - Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo quantificar Enterococcus sp. em
diferentes pontos da Lagoa dos Patos - RS, identificar as espécies de
Enterococcus resistentes e relaciona-las com o nivel de poluicdo fecal
encontrado nos diferentes locais de coleta.

1.2 - Objetivos especificos

a) ldentificar os locais e estagdes do ano com maiores niveis de
contaminacgao por bactérias do género Enterococcus sp. ;

b) Analisar o perfil de resisténcia e multiresisténcia a antimicrobianos
entre os isolados de Enterococcus sp. e correlaciona-lo com os diferentes pontos

de coleta;



c) Verificar a predominancia das espécies de Enterococcus entre os
isolados resistentes a antimicrobianos nos diferentes locais de coleta, por

métodos moleculares.

2 - Revisao Bibliografica

2.1 - Poluicéo fecal de corpos d’agua

Em todo o mundo indicadores microbiolégicos s&o utilizados para
verificar a contaminacgéo fecal de aguas superficiais e subterrdneas. Geralmente
s&do utilizados microrganismos encontrados em elevadas concentragbes em
fezes de animais e de humanos, como os coliformes totais, coliformes fecais,

Escherichia coli e Enterococcus sp. (Shibata et al. 2004; Baums et al, 2007).

A poluicao fecal pode ser verificada pela presenga de bactérias do
grupo coliformes. A presenca deste grupo de microrganismos indica se um local
foi contaminado por fezes de humanos ou de outros mamiferos e se apresenta
um risco em potencial para transmitir doencas aos seres humanos como as

gastroenterites intestinais (Wade et al. 2003; Scott et al. 2005).

Segundo Barrell et al. (2002), o critério para que as bactérias sejam
consideradas indicadoras de poluigdo de origem fecal, é que estejam presentes
em grande numero nas fezes humanas e de animais; também devem estar
presentes em efluentes residuais, serem detectaveis por métodos simples, nao
devem estar presentes em agua limpa e serem exclusivamente de origem fecal.
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Wade et al. (2003) comentam que Enterococcus spp., conforme
diretrizes da Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos EUA, sao indicadores de
poluicao fecal em aguas salinas, concordando com as Resolugdes n° 274 (2002)
e n° 357 (2005) do Conselho Nacional do Meio ambiente (CONAMA) do Brasil,
as quais classificam os padrdes brasileiros de balneabilidade e uso humano das
aguas superficiais e subterraneas, sendo que o uso de Enterococcus sp deve
ser considerado apenas para agua salina, sendo considerada satisfatoria
quando encontrado até 100 Enterococcus sp por 100 mililitros de agua.

Segundo Barrell et al. (2002), as bactérias do género Enterococcus
sp. normalmente ndo excedem 10° por grama de fezes em humanos, esta
observacao pode fornecer indicios da elevada concentracao destas bactérias em
aguas servidas sem tratamento, que normalmente tem como destino final rios e
lagos (Vasconcellos et al. 2006).

Sabendo que as fezes de animais e humanos tém proporcoes
diferentes de espécies do género Enterococcus, que aparentemente vive
por mais tempo em ambientes aquaticos que outras espécies, a presenca
de E. faecalis e E. faecium podem indicar uma contaminagao recente por
dejetos humanos (Devriese et al.1993; Petersen e Dalsgaard, 2003; Kuhn
et al 2005). Em estudo realizado na Lagoa Rodrigo de Freitas, no Rio de
Janeiro, Gonzalez et al (2009) foram encontradas bactérias do género

Enterococcu, associadas a possivel poluicao fecal.



2.2 - A Lagoa dos Patos

O complexo lagunar Patos-Mirim é a feicdo dominante na planicie
costeira do extremo sul do Brasil, sendo a maior lagoa costeira do Atlantico Sul e
se destaca também pela sua importancia econdmica e social. A Lagoa dos Patos
€ uma lagoa costeira do tipo estrangulada de micromaré, situada no sul do Brasil
entre as coordenadas de 30 °S e 32 °S, e tem uma circulagdo dirigida
principalmente pelo sistema de ventos NE-SW e descarga de agua doce (Mdller
et al., 2001). Ela possui uma superficie de aproximadamente 10.227 Km?,
estendendo-se na diregdo NE-SW desde o delta do lago Guaiba até sua
conexdo com o oceano Atlantico proximo a cidade de Rio Grande (Asmus,

1998).

Contém diversos tipos de dejetos urbanos, industriais e
agroindustriais, liberados por industrias situadas na regido metropolitana de
Porto Alegre e da cidade de Rio Grande, a quais possuem uma ocupagao
desordenada do espago. A grande utilizagdo de agrotdoxicos nas plantagbes
proximas as suas margens, também causa neste ecossistema um elevado grau

de degradagao (apud Silva, 2002).

Bonilha & Asmus (1994) dividem a Lagoa dos Patos em cinco
unidades bioldgicas: lago Guaiba que apresenta um delta de deposigao
sedimentar e € o maior tributario de agua doce ao sistema; Enseada de Tapes e
Lagoa do Casamento, ambas sdo corpos de agua semi-aberto; o corpo central
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lagunar que representa aproximadamente 80% da area da lagoa e o estuario no
seu extremo sul. Os estuarios sdo ecossistemas caracterizados por intensas
trocas de agua e energia, que ocorre do encontro entre ambiente marinho e de
agua doce. Os impactos ao estuario da Lagoa dos Patos tém se intensificado
nas ultimas décadas, pelos langamentos de efluentes domésticos e industriais
(Seeliger & Costa, 2002). Contaminagdes organicas, bacterianas de origem fecal
e um aumento excessivo de compostos quimicos como amoénio e fosfato
conduzem a processos de eutrofizagdo, modificando a dindmica local (Almeida

et al., 1993).

Os impactos na regido estuarina da Lagoa dos Patos também tém se
intensificado nas ultimas décadas, pelos langamentos de efluentes domésticos e
industriais (Seeliger & Costa, 2002). Contaminag¢des bacterianas de origem
fecal, o aumento excessivo de compostos quimicos como amoénio e fosfato,
causado pelos despejos de esgoto domeéstico in natura ao longo de boa parte da
margem oeste desta lagoa, tém gerado processos de eutrofizagdo (Almeida et
al., 1993).

Devido a ampla utilizagdo das aguas da Lagoa dos Patos pelo
homem, €& de extrema importédncia que, juntamente com avaliagbes fisico-
quimicas, sejam feitas avaliagcbes microbiologicas para determinar possiveis

riscos a saude.



2.3 — Bactérias do género Enterococcus sp.

Os Enterococcus sao cocos Gram-positivos que podem ser
observados como células individuais ou em arranjos de dois ou mais cocos
formando cadeias, com morfologia ovéide (Schleifer & Klipper-Balz, 1984). S&o
comensais e benignas do meio gastrintestinal do ser humano e dos animais.
Quando ocorrem fora de seu habitat normal, podem ser patogénicos, causando
infeccbes do trato wurinario e de feridas e doengas como bacteremia,

endocardites subagudas e meningites (Scott et al, 2002; Henrique, 2007).

Os Enterococcus toleram altas concentrac¢des de sal (6,5% de NacCl),
toleram sais biliares a 40% e podem hidrolisar a esculina, sendo que estas
propriedades basicas podem ser utilizadas para distinguir os enterococos de
outros cocos Gram-positivos catalase-negativos. Sdo caracterizados também por
sua habilidade de crescer em temperaturas entre 10°C e 45°C, em pH 9,5, além
de sobreviverem por até 30 minutos a 60° C (Holt, 1994; Ruoff, 1995; Facklam et
al. 1999; Teixeira e Facklam, 2004). Sado conhecidas cerca de trinta (30)
espécies de Enterococcus, sendo as mais comuns E. faecalis e E. faecium
(Naser et al. 2005a). Em cerca de 25% dos adultos saudaveis, as fezes contém
altas concentracdes de E. faecalis, enquanto que E. faecium é encontrada em
concentragbes menores (Hayden et al, 1993). Dentre as espécies de
enterococos, o E. faecalis € responsavel por aproximadamente 80 a 90% das
infeccdes em humanos, enquanto que o E. faecium por menos de 5% das
infeccdes enterococicas (Ruoff 1995; Tavares, 2000).
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A diversidade dos enterococos esta diretamente relacionada aos
ambientes onde podem ser encontradas, como solo, plantas, agua e em
diversas espécies do dominio Eucarya, incluindo mamiferos, répteis, aves e
insetos (Aerestrup, et al. 2002). Fuentefria et al. (2006) observaram em um
estudo com isolados de Enterococcus sp. de origem humana e nao humana, que

0s primeiros apresentaram menor diversidade genética.

2.4 - Enterococcus spp. versus resisténcia a antimicrobianos

Em todo o mundo existe uma preocupacgao em conter a disseminagao
de microrganismos resistentes a antimicrobianos. Diversas organizagdes
publicas como a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e a Organizagéo Pan-
Americana da Saude (OPAS) vém buscando através de redes de
monitoramento, verificar a crescente resisténcia a antimicrobianos em diversos

microrganismos (Lopes et al., 2006).

Os Enterococcus sao algumas das bactérias com alta resisténcia aos
antibioticos. Possuem genes de resisténcia aos antibidticos do grupo dos
macrolideos, lincosaminas e estreptograminas (MLS), aminoglicosideos
(gentamicina e estreptomicina), 3 — lactdmicos (penicilina e ampicilina),
tetraciclina e glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina). A resisténcia a
vancomicina, do grupo dos glicopeptideos, € particularmente preocupante para
as equipes de controle de infecgao hospitalar e a comunidade médica, uma vez
que é utilizado como um dos ultimos recursos contra infecgdes bacterianas
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severas causadas por cocos Gram-positivos. (Tavares, 2000; Fluit, 2001; Rice et

al. 2003; Remonatto et al, 2005; Henrique, 2007).

Muitos estudos mostram a importancia dos Enterococcus como um
reservatorio de genes de resisténcia aos antibiéticos no ambiente e em animais.
O uso de antimicrobianos como a gentamicina, tetraciclina e a eritromicina
associados a rag¢des de animais, podem gerar uma pressao seletiva resultando
em cepas multiresistentes, as quais podem ser liberadas no ambiente e
contribuir para a disseminagcdo destes genes (Vallar, 2002; Kretsinger et al.,

2003; Corréa et al., 2005; Macovei e Zurek, 2006).

Sao conhecidas duas rotas importantes de transferéncia de bactérias
resistentes a antimicrobiaos de animais aos seres humanos, uma maneira direta
e outra indireta. A transmissao direta da resisténcia ocorre quando as bactérias
resistentes infectam seres humanos. Na maneira indireta, bactérias resistentes
que estao presentes no trato gastrointestinal de animais, transferem seus genes
de resisténcia horizontalmente a populagdo bacteriana humana pela cadeia
alimentar, isto é, alimentos e agua contaminados. Isto ocorre também quando as
populacdes bacterianas resistentes podem sobreviver, ao menos
temporariamente, em locais como aguas de rios e lagoas, onde seres humanos
captam agua para consumo ou a utilizam para agricultura e recreagdo (De

Leener et al., 2005).

Devido a preocupagcdao mundial em ter o acesso constante a
informagbes precisas e ao mesmo tempo poder monitora-las, entrou em
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funcionamento no Brasil em 2006, a Rede Nacional de Monitoramento da
Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude (RM), vinculada a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e parceria da Organizagcdo OPAS, a
qual tem como objetivo geral “Aumentar a efetividade da assisténcia a saude,
por meio do uso racional de antimicrobianos e da deteccdo tempestiva,
prevencdo e controle da emergéncia e disseminacéo da resisténcia microbiana

em servicos de saude no pais” (Lopes,2006).

A resisténcia a antibidticos em Enterococcus spp. pode ser natural e
adquirida. A resisténcia natural ocorre com diversos antimicrobianos, como as
cefalosporinas e os aminoglicosideos. A resisténcia intrinseca ou natural a
moderadas concentragbes de aminoglicosideos ocorre devido a baixa
penetracdo do antimicrobiano pela parede bacteriana (Jett et al., 1994; Zarrili et
al., 2005) e aos B-lactdmicos devido a presenca de proteinas de ligagdo as
penicilinas (PBP) com baixa afinidade por este grupo de antimicrobianos
(Teixeira et al., 2003; Horner et al., 2005). A resisténcia adquirida pode ocorrer
através de plasmideos e transposons carreadores de genes de resisténcia e

mutagdes cromossdmicas (Cetinkaya et al., 2000).

Existem trés mecanismos distintos para que os enterococos adquiram
resisténcia aos aminoglicosideos: 1) quando ocorre a alteragao do sitio-alvo no
ribossomo; 2) na interferéncia no transporte do antibiético e 3) na modificagédo
enzimatica do antibiético. Os dois primeiros sdo mutagcbes cromossomais e o
terceiro geralmente é mediado por plasmideo, com excegédo da sequéncia AAC-
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6' do E. faecium que é cromossomicamente codificada (Couvarlin et al., 1980;

Leclercq et al., 1992).

O aparecimento de Enterococcus sp. resistentes a altas doses de
aminoglicosideos decorre geralmente da produgao de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos, como a 2-fosfotransferase (APH-2") e a 6’-acetiltransferase
(AAC-6’). A presenga desta enzima leva a perda de sinergismo com
antimicrobianos beta-lactamicos e glicopeptideos, podendo n&o ocorrer o efeito
bactericida em tratamentos de infecgbes graves por enterococos (Shepard &

Gilmore, 2002).

Enterococos penicilina-resistente foram descritos por Murray (1983)
nos EUA, cujo mecanismo é devido a producgdo de B-lactamases por plasmidios
transferiveis. Posteriormente, foram descritas cepas resistentes por
modificagdes das proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs), sobretudo em E.
faecium, tornando-se  frequente o} isolamento de enterococos
ampicilina/aminoglicosideo resistentes em infec¢gées hospitalares no mundo
todo. Sader et al (1999) encontraram no Brasil niveis elevados de resisténcia a
gentamicina/ampicilina em enterococos isolados de hemoculturas em trés
laboratorios de referéncia. O elevado nivel de resisténcia dos enterococos a
gentamicina neutraliza o efeito bactericida resultante da associacdo
ampicilina/gentamicina, diminuindo, por sua vez a eficacia desta associagao
contra estes patdgenos. Portanto, a resisténcia a niveis elevados de
aminoglicosideos e [B-lactamicos tem levado ao desenvolvimento de novas
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drogas capazes de contornar estes problemas (Rice et al., 2003; Facklam et al.,

2007).

A resisténcia aos glicopeptideos pode ser induzivel e transferivel,
sendo que os genes de resisténcia localizam-se no cromossoma, em plasmidios
e em transposons. O mecanismo bioquimico desta resisténcia consiste em
modificacdes na estrutura da parede celular, sendo observado que os
enterococos com elevada resisténcia aos glicopeptideos utilizam precursores do
peptidoglicano alterados, codificados geneticamente, de tal modo que séao
produzidos precursores com terminagdo em D-alanil- D-lactato em lugar de D-
alanil-D-alanina. Desta maneira, estes precursores modificados n&o sao

reconhecidos pela vancomicina e outros antibiéticos do grupo (Tavares, 2000).

O aumento da resisténcia a antimicrobianos em todo o mundo, tem
provocado o surgimento de novos agentes antimicrobianos, como quinupristina-
dalfopristina (Synercid; King Pharmaceuticals, EUA) e linezolida (Zyvox; Pfizer,
EUA). No entanto, poucos anos apds a venda comercial destes dois
medicamentos, ja foram encontradas bactérias resistentes. Em geral, tem sido
relatado que quinupristina-dalfopristina possui atividade inibitéria contra E.
faecium, incluindo os Enterococcus sp. resistentes a vancomicina (ERV), os
quais sao resistentes a outros agentes clinicamente disponiveis. No entanto,
dois genes ja foram descobertos em E. faecium como responsaveis pela
resisténcia a quinopristina-dalfopristina: vatD e vatE. E. faecalis é resistente a
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associacao destas drogas devido a expressao do gene Isa, ou por possuirem o

gene vat E (Hershberger et al., 2003).

A incidéncia de enterococos resistentes a antibidticos isolados de
amostras clinicas em varios paises vem aumentando ja ha alguns anos.
Segundo Hershberger et al. (2003), dados do estudo de vigilancia multiestadual
do CDC (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, EUA) relataram
uma percentagem de 1 a 2% de resisténcia a quinupristina-dalfopristina em E.
faecium isolados de amostras de fezes humanas. Jones et al. (2004), em um
estudo sobre resisténcia bacteriana entre patégenos bacterianos em UTls nos
EUA e Europa do periodo entre 2000 e 2004, verificaram que entre as amostras
dos EUA, o Enterococcus sp aparece em sexto lugar representando 5,4% dos

patdgenos isolados.

No Brasil, estudos sobre a resisténcia antimicrobiana em
Enterococcus demostram que é crescente o problema com VRE, como mostra
um estudo sobre a incidéncia de VRE de 2000 até 2002, em um hospital em Sao
Paulo (Furtado et al. 2005). Neste estudo os autores demonstraram a incidéncia
progressiva de VRE: 9,5% das amostras de Enterococcus sp eram VRE em
2000, em 2001 aumentou para 14,7% e para 15,8% em 2002. Mashieto et al.
(2004) em um estudo com isolados do intestino de pacientes de um hospital
universitario brasileiro encontraram niveis significativos de resisténcia aos
aminoglicosideos gentamicina e/ou estreptomicina. Também Bender et al.
(2009), em um estudo em dois hospitais da cidade de Porto Alegre — RS sobre a
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identificacdo, resisténcia a antimicrobianos e caracterizacdo genotipica de
Enterococcus sp., encontraram altas taxas de isolados deste género resistentes

a tetraciclina.

Muitas pesquisas com Enterococcus sp. em ambientes aquaticos buscam
encontrar possiveis causas do aumento de doencas diarréicas em populacdes
que tém contato com aguas de rios, lagos e aguas marinhas no mundo todo.
Wiggins (1996) buscou padrbes de resisténcia a antimicrobianos nos
estreptococos fecais de fontes humanas e animais em aguas naturais,
encontrando taxas elevadas de resisténcia a oxitetraciclina em varias fontes
como humanos, frangos, perus e animais silvestres. Outras pesquisas sobre
diversidade de enterococos resistentes a antimicrobianos em lagoas, rios, aguas
residuais, aguas servidas e marinhas tém verificado sua presenga nestes
ambientes (Chee-Sanford et al., 2001; Garcia et al., 2007; Sapkota et al., 2007,
Suzuki et al., 2008; Moore et al., 2008). No Chile, Silva et al. (2005) verificaram
alta prevaléncia de Enterococcus sp. resistentes a gentamicina e estreptomicina
em aguas servidas, além de resisténcia a penicilina, ampicilina e vancomicina.
No sudeste do Brasil, Oliveira & Pinhata (2007) encontraram grande frequéncia
de E. faecalis e E. faecium resistentes a aminoglicosideos em amostras de agua

marinha e areia de praia.
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3. - Materiais e Métodos

3.1 — Caracterizacdo dos pontos de Coletas e amostragem

Foram realizadas quatro coletas de amostras de aguas superficiais
numa profundidade de 50 cm (centimetros) em quatro periodos sazonais (Veréao,
Outono, Inverno e Primavera) no ano de 2008, em oito pontos da margem
ocidental da Lagoa dos Patos (Fig. 01), partindo de um local com menor

degradacgao ambiental, o Parque Estadual Itapué.

Parque de Itapud (pontos 01 e 02): O Parque Estadual de Itapu3,

localizado no municipio de Viamao, a 57 quildmetros de Porto Alegre, é uma
unidade de conservagao de protecdo integral. O parque foi criado em 1973 e
ficou fechado por mais de 10 anos para que pudesse haver a recuperagcido da
area, por ser uma regido onde ocorria extragdo de granito e ocupagéo urbana
desordenada (Rio Grande do Sul, 1997). No parque estdo localizadas oito
praias, sendo seis banhadas pelo Lago Guaiba (Pombas, Pedreira, Onc¢a, Araca,
Sitio e Prainha) e duas banhadas pelas aguas da Lagoa dos Patos (Tigre e de
Fora). Os pontos de coleta nesta reserva estéo localizados na Praia de Fora (PF
— ponto 01) (Lat. 30° 23’ 14,7” S Long. 51° 01’ 12,4” W) e na Praia da Pedreira
(PP — ponto 02) (Lat. 30° 21’ 33,8” S Long. 51° 02’ 47,8” W).

Enseada de Tapes (T - ponto 03): O municipio de Tapes faz parte

da regidao Centro-Sul do estado, situando-se a sudoeste da capital a uma
distdncia de 73 km. Sua populacdo total € de aproximadamente 18000
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habitantes. Apresenta um clima temperado onde a temperatura média anual é de
18 °C. O municipio é banhado pela Lagoa dos Patos no sentido Norte/Sul, em
uma extensao de aproximadamente 80 km. A lagoa nesta regido € utilizada para
transporte lacustre, pesca, irrigagao, lazer e turismo. O ponto de coleta esta
localizado junto a “Prainha Municipal”, situada a rua Joao Atalia Wolf (lat. 30° 40’

18,4” S long. 51° 23’ 30,9” W).

Trapiche de S&o Lourenco do Sul (SL - ponto 04): Sdo Lourengo do

Sul localiza-se na parte Centro-Sul do estado do Rio Grande do Sul na Serra dos
Tapes, fazendo parte da microregido da “Lagoa dos Patos”. Situa-se junto a
margem oeste da lagoa que forma um litoral de aproximadamente 69 km de
extensao. A populacéao total do municipio esta em torno dos 45000 habitantes. A
temperatura meédia anual é de 17,5 °C. Neste municipio o coleta sera realizada
de um trapiche localizado em frente ao “Lar dos Velhinhos Santo Anténio” na

avenida Getulio Vargas (lat. 31° 22’ 06,6” S long. 51° 57’ 36,3 W).

Estuario da lagoa dos Patos (pontos 05 e 06): O estuario situa-se

na regido sul da lagoa e é formado por barreiras com uma superficie média de
971 Km? (aproximadamente 10% da lagoa). Mais de 80% da regido estuarina
tem menos que dois metros de profundidade. Atividades humanas como
dragagem, navegacao, aterros e atividades agricolas em suas margens, também
contribuem em muito para a deterioracdo do estuario. Os pontos estao
localizados junto ao Museu Oceanografico “Prof. Eliézer Rios” (M — ponto 05)
(lat. 32° 01’ 31,38” S long. 52° 05’ 20,54” W) e na quarta sec¢do da Barra (B —
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ponto 07) préximo a raiz do molhe oeste (lat. 32° 08’ 56,46” S long. 52° 06’

04,09” W).

Saco da Mangueira (SM - ponto 07): E uma enseada semi-fechada

localizada no sudoeste do estuario da Lagoa dos Patos, com 27 km? e uma
profundidade média de 0,5 m. Este local vem sendo intensamente degradado ao
longo dos anos, como consequéncia dos langamentos de efluentes contendo
residuos ricos em compostos nitrogenados e fosfatados, provenientes das
industrias de fertilizantes que o margeiam. Os emissarios clandestinos de esgoto
domeéstico sao outro fator de impacto no Saco da Mangueira, tornando este
ambiente altamente eutrofizado, com concentra¢des de nutrientes de duas a trés
vezes maiores que no restante do estuario (Almeida et al., 1993) (lat. 32° 03’

35,13” S long. 52° 05’ 20,54” W).

Area costeira adjacente & desembocadura da lagoa (Praia do

Cassino) (P - ponto 08): Esta regido da costa riograndense sofre uma forte
influéncia das descargas de agua doce provenientes do sistema lagunar,
principalmente nos meses chuvosos quando estas descargas s&o mais intensas,
recebendo um grande aporte de nutrientes e matéria organica. Por outro lado,
nos meses de veraneio, a vazao de varios pequenos corregos que desembocam
ao longo da praia aumenta, despejando grandes quantidades de matéria
organica antropogénica. A populagao da praia do Cassino chega a quadruplicar
no periodo de verdo (200.000 pessoas) (lat. 32° 12’ 18,09” S long. 52° 10’ 23,09”
W).
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Em cada ponto amostral foram coletados 3 a 4 litros de agua em
frascos plasticos estéreis e acondicionados a baixa temperatura (x 10° C), sendo
que um litro foi reservado para a caracterizacdo microbioldgica, que foi

processada cerca de quatro horas depos das coletas.

Nos diferentes locais de coleta foram realizadas contagens de
Enterococcus sp. de forma direta pelo método da membrana filtrante
(APHA,1999) em duplicata. Foram realizadas diluigbes em agua peptonada e
filtradas sem diluigdo e nas diluicdes 10™ a 107. Apos homogeneizagéo, 100 mL
das diluigdes foram filtradas em membranas filtrantes de ésteres mistos com
porosidade de 0,45 um. Estas membranas foram transferidas para Agar m-
Enterococcus Modificado (Himedia) e incubadas a 42°C por 48h, posteriormente
foram transferidas para o Agar Ferro Esculina (Himedia) e incubadas por 20
minutos a 35°C, para verificar a formagdo de precipitados no meio de cor escura
e foi utilizado como controle positivo o ATCC 29212 E. faecalis. As colbnias que
apresentaram esta caracteristica foram contadas como Enterococcus spp €
transferidas para o meio Agar Bile Esculina (Himedia) e incubadas por 24h a 35
°C, para confirmagdo. As semeaduras dos meios Agar m-Enterococos e Agar
Ferro Esculina foram feitas em duplicata. Apés 18 - 24 horas, as colbnias que
hidrolisaram a esculina, foram semeadas em placas de agar tripticaseina de soja
(TSA) (Himedia).
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Figura 1. Mapa com os pontos de coleta: Parque Estadual Itapua: (P1) — Praia
de fora e (P2) — Praia da Pedreira; Tapes (P3); Sdo Lourengo do Sul (P4); Rio
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Grande: Museu (P5), Saco da Mangueira(P6) e Barra (P7) e por ultimo a Praia
do Cassino (P8). (Adaptado de Matthiensen et al., 1999).
3.2 - Isolamento e Identificacdes de Enterococcus sp.

Para identificacdo do género Enterococcus spp, foi realizada
coloracdo de Gram e as seguintes provas bioquimicas: produgao de catalase,
hidrolise L-pirrolidonil-beta-naftilamida (PYR), crescimento em caldo TSB com
6,5% de NaCl, crescimento em caldo tripticaseina de soja (TSB) a 45°C e 10°C e
em caldo MRS para produgcao de gas a partir da glicose (Figura 2). Depois de
identificados os isolados foram mantidos em agar conservagao (formula em

anexo) e caldo glicerol 15%.

GRAM(+)

[CATALASASE 8 w Crescimento

caldo TSBa
10°Ce 45°C

CaldoTSB+
6,5% NacCl

PYR (+)
{ Producaode gasa }

partir da glicose

Figura 2 - Esquema de identificagdo pelo método de Gram e de
provas bioquimicas de isolados do género Enterococcus spp.

3.3 - Antibiograma de isolados do género Enterococcus.
Foram realizados testes de suscetibilidade a antimicrobianos por

disco difusdo em agar, conforme CLSI (2005). Foram utilizados os seguintes
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antimicrobianos: tetraciclina (30 pg/mL), doxacilina (30 yg/mL), vancomicina (30
Mg/mL), ampicilina (10 pg/mL), gentamicina (120 ug/mL) e estreptomicina (300
Mg/mL). A cepa E. faecalis ATCC® 29212 (sensivel) foi utilizada como controle
de qualidade. Os fendtipos resistentes e intermediarios foram considerados

como suscetibilidade diminuida.

3.4 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para tetraciclina e gentamicina

para isolados de E. faecium, E. faecalis e E. durans

Foram realizados testes para determinar a concentragdo inibitoria
minima para teracilina e gentamicina, conforme CLSI (2005), para os isolados
resistentes a estes antimicrobianos, previamente submetidos a antibiograma em
disco difusdo em agar. Para tetraciclina foram utilizadas as seguintes
concentragdes: 2 ug/mL, 4 pg/mL, 8 ug/mL, 16 pg/mL, 32 ug/mL, 64 ug/mL, 128
Mg/mL e 256 ug/mL, sendo considerados como resistentes a partir de 16 ug/mL.
Para gentamicina foram utilizados as seguintes concentragdes: 500 ug/mL, 600
pg/mL, 700 ug/mL, 800 ug/mL e 900 ug/mL, sendo considerado como resistente
a partir da concentragcdo de 500mg/ml. Foram utilizados como controle de
qualidade E. faecalis ATCC® 29212 — Sensivel e E. faecalis ATCC® 51299 —

Resistente.
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3.5 — Identificagdo molecular das espécies de Enterococcus resistentes a

tetraciclina

O DNA genbmico bacteriano foi extraido diretamente das culturas
puras bacterianas do estoque por kit NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel). A
qualidade e a integridade do DNA foram verificadas em géis de agarose 0,8%,

corados com brometo de etideo.

Para identificacdo das espécies de Enterococcus foi utilizada
amplificagdes do gene pheS-21-F CAYCCNGCHCGYGAYATGC posicao 557 e
pheS-22-R CCWARVCCRAARGCAAARCC posicado 1031, segundo metodologia
por Naser, et all (2005 a,b). As condi¢des da PCR foram: 5 yl de Tampao 10 X, 1
Ml (10 uM) DNTPs, 0,5 uyM de cada oligo Phes (F) e oligo Phes (R),
Platinum®Taq DNA Polymerase (Invitrogen) (1U), MgCl, (2,5 pM), agua Mili Q e
5 ul DNA genbmico. Os controles positivos foram realizados com a cepa E.

faecalis ATCC® 29212.

A purificagdo dos produtos da PCR foi realizada pelo kit NucleoSpin®
Extract Il (Macherey-Nagel) e sua concentragao foi verificada em gel de agarose
1.3% corado com brometo de etideo e quantificado pelo programa KODAK 1D
Image Analysis software. O sequenciamento foi realizado com o oligo pheS — 21-
F nos sequenciadores automaticos MEGABACE 1000 (GE healthcare) com Kit
Dyenamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing (GE healthcare) e sequenciador
automatico ABI 3100 (Applied Biosystems) com Kit Big Bye v. 3.1 (Applied
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Biosystems), da empresa Ludwig Biotecnologia, no Centro de Biotecnologia da

UFRGS.

As sequéncias foram submetidas ao programa Blast no site

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi, para identificacdo das espécies de

Enterococcus sp.

3.6 - Estatistica

Para adequar os dados nas andlises estatisticas, utilizamos os
seguintes critérios: dados dos pontos 1 e 2, por estarem localizados dentro do
Parque Estadual de Itapud — RS — Brasil e terem um histérico de preservagao
ecoldgica, foram unidos sob o cddigo 12. Os pontos 3 e 4 por representarem
locais totalmente lagunares e em area urbana foram unidos sob o codigo 34. Os
pontos 5, 6, e 7 por estarem em uma regido estuarina e também urbana foram
unidos sob o cédigo 567, e o ponto 8 por ser exclusivamente de ambiente
marinho foi mantido separadamente sob o cédigo 8. As estagdes do ano foram
padronizadas como sendo estagdes quentes (verdo e primavera) sob o codigo
14 e a estacao fria (outono e inverno) sob codigo 23. O critério de utilizar dois
periodos se fez necessario devido as variacdes de temperaturas atipicas dentro
de cada estacdo em separado. As anadlises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o teste de qui-quadrado e teste T (Student) pelo software SPSS

16.0, sendo considerados significativos os valores de p inferiores a 0,05.
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4. - RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 - Caracterizacdo dos pontos de coleta em relagcdo a contagem de

Enterococcus spp e resisténcia a antimicrobianos entre os isolados

Verificamos uma contagem superior a 100 UFC/100mL de
Enterococcus sp. nos pontos Tapes (3) e Sdo Lourenco do Sul (4), nas coletas
do verdo e da primavera, nos pontos Museu (5) e Saco da Mangueira (6) no
outono, inverno e primavera e no ponto Canal da Barra (7) no inverno. Os pontos
Praia de Fora (1), Praia da Pedreira (2) e Praia do Cassino (8) apresentaram
contagens menores que 100 UFC/100 mL em todas as estagbes do ano
indicando que a qualidade da agua para balneabilidade (contato primario) é
satisfatoria segundo resolugdo n° 274 do CONAMA (2000) (Tabela 1). Conforme
diz na resolugdo no seu artigo 2°, § 2° “Quando for utilizado mais de um
indicador microbioldgico, as aguas terdo as suas condi¢cfes avaliadas, de acordo
com o critério mais restritivo”, isso confirma nossos dados de que é importante o
uso de mais de um indicar microbiolégico para garantir uma melhor qualidade da

agua ambientais.

A presenga de UFC de Enterococcus spp. (Tabela 1) pode indicar que
a qualidade da agua estd comprometida no verdo e na primavera em Tapes e
Sao Lourenco do Sul, pontos. Estas cidades possuem balnearios muito
frequentados nestes periodos e espécies como E. faecalis e E faecium sao
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bactérias que estdo presentes em grande numero nas fezes de humanos e

animais (Devriese et al., 1993; Pinto et al., 1999; Kuhn et al., 2005).

Tabela 1. Médias de UFC de Enferococcus spp. por ponto de coleta e periodo sazonal no ano de 2008.

Verdo/2008 Outono/2008 Inverno/2008 Primavera/2008
ronios de colea UFﬂf;:::mL DP* UFlgff:JlgmL DF UFhéf;i{;;mL il UFpgf1(z:mL oF
Praia de Fora <100 * 0 <100 0 <100 0 <100 0

Praia da Pedreira <100 0 <100 0 <100 0 <100 0
Tapes 1,38x10°  5.66 <100 0 <100 0 103x10° 17,68
Sa0 "°‘g3|"9° 4 o2 198 <100 0 <100 0 142x10° 141
Museu <100 0 180x10° 495 228x10° 2616 262x10° 36,06
hfa":;u‘:?ra <100 0  185x10° 354 108x10° 155 123x10° 2333
Canal da Barra <100 0 <100 0 1.03 x10° 89 <100 0
Praia do Cassino <100 0 <100 0 <100 0 <100 0

* DP = desvio padréo; <100 Qualidade da dgua SATISFATORIA; >100 Qualidade da dgua INSATISFATORIA

Vasconcellos et al., (2006) afirmam que devido ao aumento populacional da
cidade de Sao Lourenco do Sul nos meses de verao ocorre um aumento na
eliminacao de esgoto doméstico langado no rio Sdo Lourencgo, que tem sua foz
na Lagoa dos Patos, verificado pelo alto indice de coliformes total e
termotolerantes. Esses dados estdo de acordo com os apresentados neste
estudo, pois no verao houve aumento da presenga de Enterococcus sp. no ponto

de coleta analisado neste municipio, verificando que pode ter ocorrido por um

descarte de esgoto doméstico sem tratamento neste local.
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Os dois pontos localizados no Parque Estadual de Itapua; Praia de
Fora e Praia da Pedreira, apresentaram baixas contagens para Enterococcus,
sendo possivel inferir que houve baixa intensidade de descargas de esgotos
domésticos neste local, além de ser um local protegido. Isto corrobora com
Singer et al (2006) que relatam que a localizagao geografica e a presencga de
aglomerados populacionais estdo relacionadas a presengca de bactérias

patogénicas no ambiente.

Conforme Santos et al., (1996) na regidao estuarina de Rio Grande,
pontos localizados no Museu, Saco da Mangueira e Canal da Barra, o aumento
de coliformes fecais pode estar relacionado ao aumento da pluviosidade. De
acordo com Geldreich (1998), Amaral et al. (2003) e Vasconcellos et al., (2006),
as chuvas tém papel fundamental no arraste de fezes humanas e de animais
para os rios e lagos contribuindo, assim, para a menor qualidade da agua destes
ambientes. Esta observagédo corrobora com nossos dados, pois as contagens
observadas no outono, inverno e primavera nos pontos do Museu e Saco da
Mangueira e Canal da Barra, somente no inverno, podem ter sido elevadas

porque as coletas foram realizadas apods dias chuvosos.

A partir de 786 colénias com identificacdo presuntiva para
Enterococcus sp. do inicio do estudo, foram identificados, por provas
bioquimicas, um total de 248 Enterococcus sp. Estes isolados foram submetidos
a testes de suscetibilidade a antimicrobianos pelo método de disco difusdo em
agar. Os resultados foram analisados por local de coleta e nos periodos
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considerados como meses quentes (verao e primavera) e meses frios (outono e

inverno).

Dos 248 isolados identificados, 138 (55,7%) foram sensiveis a todos
os antimicrobianos testados, 110 (54,3%) tiveram suscetibilidade diminuida a
pelo menos um antimicrobiano. Dentre os que tiveram suscetibilidade diminuida
a pelo menos um antimicrobiano, 103 (41,5%) tiveram um perfil de
suscetibilidade diminuida a tetraciclina, 95 (38%) a doxaciclina, 22 (8,9%) a
ampicilina, 5 (2%) a gentamicina, 4 (1,6%) a estreptomicina e nenhum isolado
resistentes a vancomicina. Isolados resistentes a duas ou mais classes
diferentes de antimicrobianos foram considerados resistentes a multiplas drégas

(RMD) e dos 110 isolados com alguma resisténcia, 22 (20,6%) foram RMD.
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Os isolados dos pontos Praia de Fora, Praia da Pedreira e na Praia do
Cassino, em Rio Grande, foram resistentes apenas a tetraciclina e doxiciclina. O
maior numero de isolados resistentes foi observado entre os isolados no ponto
do Museu, na cidade de Rio Grande.

Os percentuais de isolados com suscetibilidade diminuida para
tetraciclina e doxaciclina foram muito semelhantes em ambos os periodos
estudados ndo sendo significativos estatisticamente. Para ampicilina,
gentamicina, estreptomicina e MDR uma diferenga significativa (p <0,05) nos
percentuais foi observada, onde os meses frios apresentaram o maior numero

de resistentes (Tabela 3).

Ao analisar a resisténcia por ponto de coleta, observou-se que os

isolados dos pontos do Museu, Saco da Mangueira e Canal da Barra em Rio
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Grande foram os mais resistentes, com valores de p< 0,05 para ampicilina e
MDR. Para os antimicrobianos tetraciclina, doxaciclina, gentamicina e
estreptomicina ndo foram observados valores de p significativos por locais de

coleta (Tabela 3).

Um estudo de ambientes com diferentes niveis de degradacao
antropica e resisténcia a antimicrobianos na Lagoa dos Patos — RS até o
momento, é inédito. Portanto, o papel dos Enterococcus na manutencao e
disseminagao de genes de resisténcia, podera contribuir para o aperfeicoamento
da legislagdo sanitaria no Brasil, devido a importancia da disseminagdo de

microrganismos resistentes no ambiente aquatico.

A resisténcia a tetraciclina pode frequentemente ser encontrada nos
Enterococcus sp, é codificada pelos diferentes genes tet que sao responsaveis
pela protecdo ribosomal (reducdo da afinidade) ou os mecanismos de efluxo.
(Klere et al.,, 2003). Esta observacdo vai ao encontro dos resultados deste
trabalho que observou a presenga de Enterococcus sp. resistentes a tetraciclina
em sete dos oito pontos de coleta e nos dois periodos estudados, assim como
relatados em estudos de Sapkota et al. (2007) realizado em amostras de agua
superficiais nos EUA, assim como por Garcia et al. (2007) em amostras de agua

de estagdes de tratamento de esgotos nos EUA.

Oliveira & Pinhata (2009) encontraram taxas elevadas de
Enterococcus sp. resistentes a tetraciclina em amostras de agua marinha e
amostras de areia da praia, no litoral de Sdo Paulo. Resultado semelhante foi
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observado por Horner et al., (2005) em amostras clinicas provenientes de um
hospital de Santa Maria, Rio Grande do Sul. Hayes et al. (2004), em amostras de
fezes de galinhas, verificou altas taxas de resisténcia a tetraciclina em isolados
de Enterococcus sp. Corréa et al., (2005) detectaram bactérias do género
Enterococcus resistentes a tetraciclina em fezes de suinos tratados com ragao, o
que pode sugerir que o uso de tetraciclinas em animais para consumo humano,
podem disseminar bactérias resistentes no ambiente através do descarte de

dejetos de animais sem tratamento em ambientes aquaticos.

A resisténcia dos Enterococcos sp a ampicilina encontrada em nosso
estudo na Lagoa dos Patos (21,35%) foi superior aos valores encontrados por
outros autores em amostras de agua ambientais e de esgostos (Moore et al.
2008), em amostras clinicas (Jones et al., 1995 e Mcnamara et al., 1995). Por
outro lado, foi semelhante aos resultados encontrados por Stern et al. (1994), no
Rio de Janeiro, que estudando diferentes espécies de enterococos isolados de
fontes humanas, animais e do meio ambiente, observaram 22,7% de resisténcia

a este antibidtico entre isolados de E. faecium.

Ao analisarmos por local de coleta, verifica-se Enterococcus sp.
resistentes a ampicilina (15,8%) e RMD (16,7%) nos pontos do Museu, Saco da
mangueira e Canal da Barra (567), na regido estuarina de Rio Grande, local de
grande impacto antrépico. Estudos ja relataram que pode ocorrer transferéncia
de plamideos entre as bactérias encontradas em ambientes ricos em matéria
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organica (Sandaa, 1993), reafirmando a importancia dos Enterococcus sp. como

reservatorios de genes de resisténcia a antimicrobianos.

Em relagdo aos aminoglicosideos, os isolados da Lagoa dos Patos
analisados mostraram-se pouco resistentes a gentamicina e a estreptomicina,
quando comparados aos detectados em estudos clinicos por d’Azevedo et al.
(1998) e Bender et al. (2008) em hospitais brasileiros. Por outro lado, Moore et
al. (2008) em amostras de agua marinha e de esgotos, ndao encontraram

Enterococcus sp. resistentes a gentamicina.

Em nosso trabalho encontramos cinco isolados de Enterococcus spp.
resistentes a gentamicina e 22 a ampicilina nos pontos localizados no Museu,
Saco da Mangueira e Canal da Barra (567). As modificagdes das proteinas
ligadoras de penicilinas (PBPs), sobretudo no E. faecium, neutralizam o efeito
sinérgico desses antimicrobianos para o tratamento das infecgdes enterococicas
sérias (Rhinehart et al., 1990; De Jonge, 1996; Cereda et al., 1997) tornando-se
frequente o isolamento de enterococos ampicilina/aminoglicosideo resistentes
em infecgdes hospitalares (Oster et al., 1990; Rhinehart et al., 1990; Herman &

Gerding, 1991).

4.2 - |dentificacdo das espécies de Enterococcus spp.e analise do CIM para
tetraciclina e gentamicina.

Para a identificacdo através de sequenciamento foram escolhidos os
92 isolados resistentes a tetraciclina, uma vez que este foi o perfil mais
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observado e € o mais disseminado entre os enterococos de origem animal e
humana. Com a amplificagdo utilizando o oligo pheS, os 92 isolados
apresentaram um fragmentos amplificado com 455 pares de bases. As
sequéncias geradas destes isolados foram submetidas ao programa Blast, no

site http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, do qual tivemos a confirmacdo das

espécies para 86 isolados, 49 (56,98%) foram identificados como E. faecalis, 36
(41,85%) como E. faecium e um (1,16%) E. durans (Tabela 4). Quatro foram
inconclusivos e dois apresentaram parametros iguais para E. faecium e E.hirae.
O fato de termos quatro isolados inconclusivos e dois com parametros iguais,
nos remete a necessidade de repetir a caracterizagdo molecular utilizando outros

genes como o rpoA e o atpA, conforme referido por Nasser et al (2005 ab).

O predominio de isolados de E. faecalis e E. faecium, indicam que a
fonte de contaminacéo nos locais de coleta podem ser de origem humana e/ou
animal, ja que as proporgdes de espécies deste género nas fezes de animais e
humanos sao diferentes e a presenca elevada destes em regides com maior
concentracao de sais na agua como na regiao estuarina de Rio Grande, o que
propicia uma vantagem competitiva as bactérias deste género, pois sdo mais

tolerantes a presenca de sais (Kuhn et al., 2005; Petersen & Dalsgaard, 2003).
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Também avaliamos a distribuicdo das duas espécies mais frequentes
em relacéo as estagbes quentes (verdo e primavera) e frias (outono e inverno) e
aos locais de coleta (Tabela 04). Nao houve diferenga significativa entre as duas
especies relacionando-as com as estagdes quentes e frias. No comparativo
entre as duas espécies mais frequentes e os locais de coleta, observamos que a
presenca de E. faecalis foi estatiscamente mais significativa que E. faecium nos
pontos Praia da Fora e Praia da Pedreira (12), Tapes e Sao lourengo do Sul (34)
e Praia do Cassino (8) e E. faecium foi mais frequente nos pontos do Museu,

Saco da Mangueira e Canal da Barra (567) (p 0,003) (Tabela 04).

O nivel de resisténcia a tetraciclina, verificado através da CIM variou
de 16ug/ml a 256pg/ml nas duas espécies, sendo a maior concentragéo de CIM
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igual a 128ug/ml (Tabela 05), o que vai ao encontro do estudo de Sapkota et al.
(2007) que encontrou valores aproximados para Enterococcus sp. em amostras

de agua superficial nos EUA.

Entre os 22 isolados de Enterococcus resistentes a ampicilina, em 3
isolados nao foi identificada a espécie. Nos demais encontramos 15 de E.
faecium e 4 de E. faecalis, corroborando os estudos de Stern et al. (1994) e
Kresken et al., (2000), que verificaram a maior prevaléncia de E. faecium

resistentes a ampicilina em relagao ao E. faecalis.

Também verificamos que os 5 isolados de Enrterococcus ssp. com
CIM superior a 500ug de gentamicina eram E. faecium, confirmando resultados
encontrados nos trabalhos de Shepard & Gilmore (2002), que relataram
resisténcia a ampicilina/gentamicina entre os isolados de E. faecium. O maior
nivel de resisténcia para tetraciclina e gentamicina foi observado em isolados
dos pontos do Museu, Saco da Mangueira e Canal da Barra (567) no estuario de
Rio Grande. Os isolados dos pontos de Tapes e Sdo Lourengo do Sul (34)
apresentaram niveis médios de resisténcia a tetraciclina. Estes resultados
sugerem a hipotese que estes isolados sejam de origem principalmente humana

ou animal e de lugares mais densamente povoados (Wade 2003).
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5. — CONCLUSOES
1 - Nas contagens de UFC, a distribuicdo de Enterococcus sp. obedece um
gradiente de degradacao ambiental observado na Lagoa dos Patos;
2 - Os antimicrobianos tetraciclina e doxaciclina foram os que mais
apresentaram resisténcia entre os isolados de Enterococcus sp., em todas os
locais e estacdes estudadas;
3- E. faecalis e E. faecium foram as espécies mais frequentes. Foi identificado
apenas 01 E. durans;
4 - A espécie E. faecalis foi mais observada em Tapes e S&o Lourenco do Sul e
E. faecium, na regido estuarina de Rio Grande;
5 - O valor da CIM mais frequente para tetraciclina foi de 128 ug/ml, nos pontos
do Museu/Saco da Mangueira/Canal da Barra (567) no estuario de Rio Grande.
Para gentamicina, o valor da CIM mais frequente foi de 900ug/ml nos mesmos

pontos.
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6. — RECOMENDAQC)ES E PERSPECTIVAS

A presenca de Enterococcus spp resistentes a antimicrobianos na
Lagoa dos Patos deve servir de alerta as autoridades sanitarias e de saude
publica do estado do Rio Grande do Sul, pois indicam a necessidade de
monitoramento das aguas superficiais.

Conforme diz na Resolugcdo CONAMA n° 274, de 29 de novembro de
2000, no seu artigo Art. 2°, inciso § 2°, sugerimos a utilizagdo de critérios mais
restritivos, com a inclusdo do Enterococcus sp. como segundo indicador
microbioldgico em aguas superficiais.

Como perspectivas, faremos a complementagcdo da técnica MLSA,
com amplificacdo de fragmentos e posterior sequenciamento, utilizando os oligos
rpoA e atpA. Também sera realizada a pesquisa de genes tet nos isolados

resistentes a tetraciclina.
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