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RESUMO: (Avaliagao do perfil de resisténcia a antimicrobianos e metais pesados em micro-organismos isolados do Rio dos
Sinos, RS, Brasil). A bacia do Rio dos Sinos banha total ou parcialmente 32 municipios e integra uma area territorial de 3.600
km?. Ao longo do seu curso, recebe varios tipos de dejetos oriundos de esgoto pluvial, doméstico e industrial. Sendo assim, o
rio recebe uma populagdo microbiana bastante diversificada, possibilitando a presenga de micro-organismos com fenétipo de
resisténcia a diferentes antimicrobianos e a metais pesados. O objetivo principal desse estudo foi avaliar o perfil de resisténcia
a antimicrobianos e metais pesados de bactérias isoladas no Rio dos Sinos. Foram testados 410 micro-organismos isolados da
4gua bruta de estagdes de tratamento que recebiam as dguas oriundas do Rio dos Sinos nos municipios de Trés Coroas, Novo
Hamburgo e Esteio, nas quatro estagdes do ano. O ensaio de susceptibilidade foi realizado com 13 antimicrobianos. Todos
os isolados foram submetidos aos ensaios de concentragao inibitoria minima (CIM) de metais pesados, os metais utilizados
foram cromo, cobre e niquel. Foram também realizados testes de colimetria e contagem total de heterotroficos. Os resultados
apontaram para um perfil de 77,32% dos isolados resistentes a ao menos um antimicrobiano e 49,03% foram resistentes a dois
ou mais antimicrobianos. O antimicrobiano com maior indice de resisténcia foi vancomicina, pois 64,15% de todos os isolados
apresentaram resisténcia e o mais eficiente foi o imipenem, com cinco isolados resistentes. Quanto aos ensaios com metais pesa-
dos, 44,39% dos isolados foram resistentes com um CIM superior a 802,27 mg/L de niquel, 40,97% foram resistentes com um
CIM superior a 509,24 mg/L para cobre e 12,92% dos micro-organismos foram resistentes com CIM superior a 707,04 mg/L de
cromo. Levando em consideragao os resultados obtidos para os pardmetros fisico-quimicos, coliformes totais e termotolerantes,
as aguas do Rio dos Sinos, até o ponto proximo da nascente, seriam classificadas como classe 3 pelas normas do Conselho
Nacional do Meio Ambiente-CONAMA.

Palavras Chave: Qualidade da agua bruta, Rio dos Sinos, resisténcia a antimicrobianos, resisténcia a metais pesados.

ABSTRACT: (Evaluation of the antimicrobial and heavy metal resistance profile of microorganisms isolated from Sinos River,
Rio Grande do Sul state, Brazil). The Sinos River basin covers, either entirely or partially, 32 municipalities, and encompasses
aland area of 3,600 km?. Along its extension, it receives several types of wastes from pluvial, domestic and industrial sewage.
Hence, the river receives quite diverse microbial populations, which eventually include microorganisms with resistance phe-
notypes to different antibiotics and heavy metals. We aimed to evaluate the antimicrobial and heavy metal resistance profile
of bacteria isolated from Sinos River. For that, we tested 410 microorganisms isolated from crude water of sewage treatment
plants that receive water from the river, in the municipalities of Trés Coroas, Esteio and Novo Hamburgo. Collections were
performed along the four seasons of the year. The susceptibility assay was performed using 13 antimicrobials. All isolated mi-
croorganisms were subjected to the minimum inhibitory concentration (MIC) assay with heavy metals chromium, copper and
nickel. Also, coliform and total heterotrophic counts were made. Our results showed a profile of 77.32% isolates resistant to at
least one antimicrobial and 49.03% resistant to two or more antimicrobials. The antimicrobial with the highest resistance rate
was vancomycin (64.15%), and the most efficient one was imipenem, with five resistant isolates. Regarding the heavy metal
assays, 44.39 % bacteria were resistant to nickel, with a MIC higher than 802.27 mg/L; 40.97% were resistant to copper, with
a MIC higher than 509.24 mg/L; and 12.92% were resistant to chromium, with a MIC higher than 707.04 mg/L. Considering
our results on physicochemical parameters and total and thermotolerant coliform counts, the waters of Sinos River, up near its
source, should be categorized in class 3 according to the CONAMA (Brazilian National Environmental Council) standards.
Keywords: crude water quality, Sinos River, antimicrobial resistance, heavy metal resistance.

INTRODUCAO

A 4gua ¢ um recurso natural indispensavel a sobrevi-
véncia do homem e demais seres vivos do Planeta (ANA
2012, Paz et al. 2000). A agua para consumo humano ¢
um dos importantes veiculos de enfermidades diarreicas
de natureza infecciosa, o que torna primordial a avalia-
¢do da qualidade microbioldgica da mesma (Merten &
Minella 2002, Isaac-Marquez et al. 2004, Libanio et al.
2005).

Abacia do Rio dos Sinos localizada no Rio Grande do
Sul tem suas nascentes localizadas na regido meridional
da Serra Geral, abrange total ou parcialmente 32 munici-
pios e integra uma area territorial de 3.600 km?. No seu
curso superior, o rio apresenta boa qualidade de 4dgua, e
no curso inferior a sua qualidade ¢ comprometida pela
entrada de poluentes oriundos de uma grande area den-
samente habitada, onde residuos domésticos e industriais
sdo langados na rede hidrica sem um tratamento adequado
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(FEPAM 2013). Ao longo dos anos iniimeras empresas,
de porte muito variado, foram se instalando em suas
margens. Hoje, este nlicleo de empresas constitui uma
das principais aglomeragdes industriais do Vale do Rio
dos Sinos (Parecer MP/RS 2008, COMITESINOS 2009).

O esgoto ¢ caracterizado por conter despejos prove-
nientes do uso doméstico, comercial, agricola e industrial.
As diferentes caracteristicas biologicas, fisicas e quimi-
cas destes ambientes propiciam a formag¢do de nichos
diversificados habitados por micro-organismos distintos
(Jordao et al. 1999).

A resisténcia da popula¢do microbiana aos antimi-
crobianos ¢ um problema e uma preocupa¢do mundial
atualmente. Esta pode ser natural (intrinseca) ou adqui-
rida e pode ser transmitida horizontal ou verticalmente
(Oliveira & Silva 2008, Kiimmerer 2009). O uso sem
controle dos antimicrobianos ¢ a despreocupagdo com
o descarte dos residuos dessas substancias favorecem a
selecdo de cepas multirresistentes (Alanis 2005).

Da mesma forma, os metais pesados amplamente uti-
lizados na industria, muitas vezes chegam ao ambiente
através de efluentes industriais sem um tratamento ade-
quado para a remog¢ao desses compostos, gerando alto
grau de polui¢do e impacto ambiental, sendo transpor-
tados via cadeia alimentar para diversos niveis troficos
(Passianoto et al. 2001, Jimenez et al. 2004, Naime &
Nascimento 2009a). A presenga constante de metais
pesados presentes no ambiente como poluentes faz com
que micro-organismos desenvolvam mecanismos de re-
sisténcia a esses compostos. Como as vias de resisténcia
a metais ¢ antimicrobianos muitas vezes sdo iguais ou
semelhantes, os micro-organismos podem desenvolver
resisténcia a um ou outro ou ambos e, normalmente, essa
resisténcia estd associada a plasmideos (Chattopadhyay
& Grossart 2011).

Sendo a bacia do Rio dos Sinos de grande importancia
para o estado, os objetivos deste trabalho foram avaliar
o perfil de resisténcia a antimicrobianos e metais pesa-
dos de bactérias isoladas de trés pontos de coleta, em
trés estagdes de tratamento, ao longo do Rio dos Sinos
e também avaliar a qualidade da agua em relacdo aos
coliformes e bactérias heterotroficas.

MATERIAIS E METODOS
Locais de amostragem

As coletas das amostras foram realizadas nos mu-
nicipios de: Trés Coroas ( localizado na latitude de
29°31°017sul e a uma longitude 50°46°40” oeste), o
ponto mais proximo da nascente; Novo Hamburgo (lati-
tude 29°40°42” sul e longitude oeste 51°07°50°*), um dos
municipios mais populosos com 100% da sua populagio
na bacia, e Esteio (localizado na latitude 29°50°10 sul e
51°09°15 longitude oeste), ponto mais perto da foz. As
amostras foram coletadas nas estacdes de tratamento de
agua dos respectivos municipios, diretamente das tubu-
lagdes de agua bruta captada do Rio dos Sinos. Frascos
estéreis de 500 mL foram utilizados para armazenar 400

mL de agua e estes foram mantidos sob refrigeracdo até
o momento de processamento. Foram realizadas quatro
coletas sazonais (uma por esta¢do do ano), sendo a pri-
meira realizada no inverno (setembro de 2011), seguida
da coleta na primavera (dezembro de 2011), verdo (margo
de 2012) e a tltima realizada no outono (abril de 2012).

Isolamento bacteriano

As amostras de dgua bruta passaram por diluicdes
seriadas de 10"a 10*¢e 100 pL de cada dilui¢ao foi se-
meada em placas de Petri contendo: agar triptona de soja
(TSA), dgar R-2A, agar padrao para contagem (PCA),
agar eosina azul de metileno (EMB) e agar cetrimide.
As placas foram incubadas a 30 °C por 24-48h. O en-
saio foi realizado em triplicata. A selecdo das unidades
formadoras de coldnia (UFC) foi baseada no método
dos quadrantes conforme Oliveira et al. (2006). As
colonias foram submetidas a coloragdo de Gram, para
confirmac¢ao da pureza e classificagao. Os isolados foram
crescidos em caldo triptona de soja (TSB) a 37 °C por
18h e armazenados em glicerol 20%, na temperatura de
-20 °C. As colonias das bactérias heterotroficas, cresci-
das nas placas com meio PCA, foram contadas e foram
consideradas aquelas dilui¢des que apresentavam entre
30 e 300 colonias por placa.

Ensaio de colimetria- Teste dos tubos multiplos

O teste colimétrico foi realizado pela técnica de fer-
menta¢do em tubos multiplos, com seriagdo de cinco
tubos para a determinagdo do ntimero mais provavel
(NMP) de coliformes totais e termotolerantes — com pa-
dronizacao para Escherichia coli (BRASIL 2006). Para
realizagdo deste teste foi utilizada a amostra na dilui¢do
de 10 para o municipio de Trés Coroas ¢ 10 para os
municipios de Novo Hamburgo e Esteio.

Andlises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas das amostras foram rea-
lizadas em um laboratdrio particular onde foram deter-
minadas a Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), a
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e a concentragdo
dos metais cromo, cobre e chumbo presentes nas amos-
tras. As analises-fisico-quimicas foram realizadas na
primeira e tltima coleta.

Ensaios de resisténcia a antimicrobianos

Os antibiogramas foram realizados seguindo as
normas do Clinical and Laboratory Standart Institute
(CLSI2009) utilizando o método de difusdo em disco-
Kirby-Bauer (Bauer et al. 1966). Foram utilizados 13
antimicrobianos de 8 classes: cefalosporinas: cefalotina
(CFL 30 ng), cefoxitina (CFO 30 ng) e ceftriaxona
(CRO 30 ng); glicopeptideo: vancomicina (VAN 30
ng); aminoglicosideos: estreptomicina (EST 10 pg) e
gentamicina (GEN 10 pg); sulfazotrim (SUT 25 pg),
fluorquinolonas: ciprofloxacina (CIP 5 pg) e norfloxacina
(NOR 10 pg); carbapenémicos: imipenem (IMP 10 pg);
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tetraciclina (TET 30 pg); cloranfenicol (CLO 30 pg);
nitrofurantoina (NIT 300 pg). As placas foram incubadas
a 37 °C por 18 - 24h e apds esse periodo os halos de
inibicdo foram medidos. A interpretagdo das zonas de
inibigdo foi realizada de acordo com a tabela de valores
de resisténcia e antibiogramas da CLSI (2009).

Testes de concentrag¢do inibitoria minima para

metais pesados

Os testes de Concentragao Inibitoria Minima para
metais pesados (CIM) foram conduzidos utilizando a
técnica de microdiluicdo em microplacas de 96 pocos,
segundo Giovanella et al. (2011), com modificacdes.
Em cada pogo foi adicionado 97,5% de caldo TSB (195
puL) com diferentes concentragdes de solugcdes dos sais
metalicos e 2,5% da cultura microbiana (5 pL). Os
sais metalicos utilizados foram dicromato de potéssio
(K,Cr,0,), com concentragdes de 0,5 a 3,5 g/L, sulfato
de cobre pentahidratado (CuSO,.5H,0) de 0,5 a 3,5g/L
e dicloreto de niquel heptahidratado (NiCl,.7H,0) com
concentragdes salinas no intervalo de 0,5 a 3,5 g/L. Esses
metais foram escolhidos pois ja haviam sido encontrados
no Rio dos Sinos em estudos prévios realizados pela Fun-
dacdo Estadual de Protecdo ao Meio Ambiente (FEPAM).
Os experimentos foram conduzidos em triplicata, mais
controle positivo de crescimento do indculo; controle
negativo de crescimento do indculo e controle negativo
do teste. As placas foram incubadas a 37 °C por 24h ¢
posteriormente uma aliquota de 20 uL de cada pogo
com concentrado salino e cultura, porém sem turbidez,
foram inoculadas em placas de TSA e incubadas a 37
°C por 24h. A concentragdo salina da qual ndo se obteve
crescimento em placa foi a concentragdo minima biocida
considerada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de agua bruta oriundas do Rio dos Sinos
foram coletadas nas quatro estagdes do ano e, em todas as
coletas, os trés pontos coletados foram submetidos a todas
as analises, com exce¢do dos parametros fisico-quimicos,

que foram realizados na primeira e ultima coleta. No
ensaio da colimetria observou-se um aumento do niimero
de coliformes totais e termotolerantes a medida que os
pontos se distanciavam da nascente do rio. A presenca de
coliformes termotolerantes esta geralmente associada as
doengas de veiculacdo hidrica (ANA 2012).

O municipio de Trés Coroas possui em todas as coletas
os menores valores para coliformes totais e termotole-
rantes (Tab. 1), enquadrando-se, segundo as diretrizes da
resolucao 430/2011 do CONAMA em aguas de classe
2. Somente a coleta realizada no verdo, no ponto Trés
Coroas, os valores de coliformes termotolerantes foram
mais altos, 1,5x10*NMP/100 mL, o que enquadraria as
suas aguas na classe 3 na classificagdo do CONAMA.
As amostras coletadas no municipio de Novo Hamburgo
foram classificadas como classe 3, no entanto na coleta
do verdo a concentragdo de coliformes termotolerantes
foi de 5x10* NMP/100mL,excedendo o limite para essa
classe. As amostras do municipio de Esteio apresentaram
em todas as coletas os maiores valores para coliformes
totais e termotolerantes. Destacam-se as coletas de verao
e outono com niimero mais provavel de 5x10*NMP/100
mL, enquadrando a d4gua do municipio na classe 4. Esse
resultado caracteriza a grande poluicdo do local onde,
provavelmente, estaria acontecendo despejo de esgoto
doméstico e industrial sem o devido tratamento e ainda,
considerando que este ponto é proximo da foz do rio, o
nivel da carga de polui¢do ¢ maior uma vez que esta vem
acontecendo ao longo de toda a bacia.

Na primeira coleta, realizada no inverno, foram obser-
vados valores mais baixos de coliformes (Tab. 1). Moura
etal. (2009) e Pinto (2010) também observaram indices
colimétricos menores no inverno, provavelmente devido
as temperaturas mais baixas.

Victorette & Brentano (2010) e Naime & Nascimen-
to (2009b) avaliaram o nimero de coliformes totais e
termotolerantes constatando um aumento no nimero
de micro-organismos no verdo, corroborando com os
resultados encontrados nesse trabalho. Na segunda
coleta (primavera), nos pontos de Novo Hamburgo e
Esteio as dilui¢des realizadas das amostras ndo foram

Tabela 1. Numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes por 100 mL de amostras de agua dos diferentes pontos de coleta

no Rio dos Sinos e contagem de bactérias heterotroficas.

Coleta*™ Pontos Coliformes totais

Coliformes termotolerantes

Contagem de heterotréficas

—_

Trés Coroas 1,1x10*

1 Novo Hamburgo 3x10*

1 Esteio 4,9x104
2 Trés Coroas 4,3x10*
2 Novo Hamburgo >1,1x10*
2 Esteio >1,1x10%
3 Trés Coroas 1,75x10*
3 Novo Hamburgo 9x10*

3 Esteio 9x10*

4 Trés Coroas 1,7x10*%
4 Novo Hamburgo 4,9x104
4 Esteio 1,1x10°

7x10° 3,08x10*
1,3x10* 3,88x10*
3x104 6,83x10*
1,5x10° 3,83x10*
7,5x10* 1,21x10°
>1,1x10* 1,45x10°
1,5x10* 1,9x10°
5x107 3x10°
5x10* 4,7x10°
7x10° 2,2x10*
1,1x10* 1,01x10°
5x10° 1,31x10°

* Coleta 1, inverno (set. 2011); coleta 2, primavera (dez. 2011); coleta 3, verdo (mar. 2012); coleta 4, outono (abr. 2012).
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suficientes, pois os valores extrapolaram para a deter-
minagdo do niumero mais provavel de coliformes e, por
consequéncia, ndo foi possivel determinar o que seria
efetivamente o NMP dessa coleta nestes pontos (Tab.
1). Conforme esperado, houve um aumento no numero
de coliformes totais e termotolerantes ao longo do curso
do rio. Nas cidades de Novo Hamburgo e Esteio, o grau
de impacto ambiental € maior e o rio recebe uma maior
quantidade de efluentes domésticos e industriais, como
consequéncia esses valores sdo maiores. Segundo Naime
& Nascimento (2009b) para o parametro de Escherichia
coli, as aguas do arroio Pampa (importante afluente do
rio dos Sinos) apresentaram resultados semelhantes ao
esgoto local, indicando que a a¢@o antropica ¢ um dos
fatores fundamentais na influéncia sobre a qualidade de
agua do arroio que monitoram.

Na contagem de bactérias heterotroficas, o0 municipio
de Trés Coroas sempre apresentou os menores valores
para bactérias heterotroficas, quando comparado a Novo
Hamburgo ¢ Esteio (Tab. 1). A contagem de bactérias
heterotroficas acompanhou ao longo do curso das coletas
os resultados de coliformes totais e termotolerantes. A co-
leta realizada no verdo apresentou as maiores contagens
em todos os pontos. Oliveira et al. (2012), ao avaliarem
esse parametro no Arroio Dilivio em Porto Alegre/RS,
observaram padrao similar para as contagens de bactérias
heterotroficas, assim como o niamero de coliformes totais
e termotolerantes.

Os parametros fisico-quimicos foram avaliados na
primeira e na tiltima coleta (Tab. 2). Os valores referentes
a concentragdo dos metais pesados ndo foram possiveis
de serem determinados na primeira coleta (inverno),
pois devido aos grandes volumes de chuva os metais
encontravam-se bastante diluidos e a técnica utilizada
ndo foi suficientemente sensivel para determinar a con-
centragdo dos mesmos. Na coleta realizada no outono,
a concentracdo de cromo encontrava-se dentro dos
limites estabelecidos pelo CONAMA/430 de 2011 que
permitem até 0,5 mg/L de cromo total. Segundo Naime
& Fagundes (2005), a pluviosidade auxilia na diluicao
deste metal pesado. Porém, foi possivel observar que a
concentrag¢ao do metal é crescente ao longo do curso do
rio (Tab. 2). Oliveira et al. (2012), ao avaliarem a concen-
tracdo de cromo hexavalente nas aguas do Rio dos Sinos
no municipio de Novo Hamburgo, observaram valores

dentro do limite permitido na coleta que foi realizada
no verdo e superiores ao permitido na coleta realizada
no outono. Para Naime & Fagundes (2005), os valores
de cromo indicam a influéncia dos curtumes, da vizinha
cidade de Estancia Velha, na qualidade da agua do Arroio
Portdo/Novo Hamburgo por eles estudado. Os valores
do metal chumbo e niquel encontraram-se dentro dos
limites estabelecidos pelo CONAMA/430 (2011), com
valores maximos permitidos de 0,03 mg/L e 0,025 mg/L
respectivamente. Naime & Nascimento (2009¢) relatam
que o chumbo foi o metal encontrado em apenas uma
das nove coletas entre maio de 2006 e 2007, no Arroio
Pampa. Oliveira et al. (2012) relataram que, no arroio
Diluvio em Porto Alegre/ RS, a concentracao de chumbo
também encontrava-se dentro dos limites estabelecidos
pela legislagdo vigente. No municipio de Trés Coroas,
nas duas analises realizadas, o metal ndo foi encontrado,
indicando que este metal ¢ de origem antrdpica. O valor
mais alto encontrado foi no ponto do municipio de Novo
Hamburgo, mas ainda assim dentro dos padrdes estabele-
cidos. O ponto no municipio de Esteio apresentou indices
aceitaveis pela legislagdo do CONAMA/430 (2011), da
mesma forma no relatorio divulgado pela FEPAM (2009)
para o municipio de Esteio.

Para demanda bioquimica de oxigénio (DBO), os
resultados foram similares na analise das duas coletas re-
alizadas. Os resultados para o parametro DBO (segundo
a resolu¢ao do CONAMA n°20/86) na amostra de agua
de Trés Coroas, na primeira coleta seria de qualidade
boa, sendo classificada como classe 2. Segundo relatorio
da FEPAM (2009), o trecho superior do Rio dos Sinos
apresenta agua de qualidade superior aos trechos médio
e inferior, que estdo expostos a um maior impacto am-
biental. No entanto, o ponto de Esteio, na quarta coleta,
apresentou o melhor valor para DBO, com concentragoes
de 2,5 mg O,/L enquadrando-se no padrdo de classe 1.
Tal resultado ¢ bastante contraditério daquele esperado
para as aguas do municipio de Esteio. Strieder et al.
(2006) observaram DBO de classe 1 no trecho inferior
do Rio dos Sinos em Novo Hamburgo. Naime & Fa-
gundes (2005) afirmam que os valores de concentragio
de matéria organica (DBO) sdo variaveis em fungdo da
vazao dos cursos d’agua, assim o periodo de coleta pode
influenciar nesse resultado. Ao analisarmos as tabelas 1 e
2, os resultados do presente trabalho apontam para uma

Tabela 2. Analises fisico-quimicas das aguas do Rio dos Sinos referentes a primeira (inverno) e a quarta coleta (outono).

Trés Coroas Novo Hamburgo Esteio
COLETA 1
DBO mg O, /L 4,45 5,25 5,65
DQO mg O,/L 14,6 17,5 18,9
COLETA 4
DBO mg O, /L 5 5.8 2,5
DQO mg O, /L 10,4 14 17,6
Cromo 1,34 ng/L 2,29 ng/L 3,96 png/L
Niquel ND 3,15 ng/L 2,25 ng/L
Chumbo 1,38 pg/L 1,13 pg/L 1,37 pg/L
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qualidade de 4gua ruim, classe 3, de acordo com dos pa-
rametros do CONAMA 430/2011, quando considerados
os parametros coliformes totais ¢ termotolerantes e os
valores de DQO. Segundo relatério da FEPAM (2009),
ao entrar nas regides metropolitanas as concentragdes
de matéria orgdnica aumentam, resultando em agua de
pior qualidade.

Na coleta de outono, a DBO de Trés Coroas foi de 5
mg O, /L, este resultado pode ser devido a diminuigao das
chuvas no verao e no inicio do outono, o que aumentaria
a concentragdo de matéria organica nas dguas do muni-
cipio. Nas duas coletas realizadas em Novo Hamburgo
e na primeira coleta realizada em Esteio, os valores de
DBO foram similares (>5 mg O, /L), com o padrdo de
qualidade da agua de classe 2. Segundo Naime & Nas-
cimento (2009b), o arroio Pampa em Novo Hamburgo
apresentava, em toda a sua extensdo, altos niveis de
poluicdo doméstica, com valores comparaveis aos do
esgoto doméstico bruto. Na avaliagdo do arroio Pedo,
também no municipio de Novo Hamburgo, os valores
de DBO em dois pontos de coleta foram superiores a 7
mg O,/L (Strieder et al. 2006).

O aumento da concentragdo de DQO num corpo d’agua
deve-se principalmente a despejos de origem industrial
(Victorette & Brentano 2006). No presente trabalho
observamos que os valores de DQO sdo crescentes
conforme acontece um distanciamento da nascente. No
Rio Grande do Sul os limites maximos estabelecidos
para DQO, de acordo com a portaria nimero 05/89 da
Secretaria da Saude e do Meio Ambiente (SSMA) estao
entre <450 mg O, /L. Sendo assim, as dguas do Rio dos
Sinos encontram-se dentro dos valores estabelecidos pela
Secretaria da Satde e do Meio Ambiente.
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Perfil de resisténcia a antimicrobianos

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi de-
terminado para as 410 bactérias isoladas dos trés pontos
nas quatro coletas. Destas, 59 bactérias foram isoladas
da primeira coleta, 76 da segunda coleta, 141 isoladas
da terceira coleta e 134 isoladas da quarta coleta. Os
antimicrobianos foram selecionados por serem de uso
rotineiro na clinica humana e animal e apresentarem
um amplo espectro de acdo. Das bactérias isoladas e
submetidas a coloragdo de Gram 94,39% foram bacté-
rias Gram negativas. De todas as bactérias testadas no
antibiograma 77,32% foram resistentes a pelo menos um
antimicrobiano ¢ 49,03% foram resistentes a dois ou mais
antimicrobianos (Fig. 1). Pontes et al. (2009), ao avalia-
rem 4gua de lagos em Rio Doce, observaram que 71% das
bactérias Gram negativas eram multirresistentes. Canal
(2010), ao avaliar o perfil de resisténcia de Escherichia
coli na Lagoa dos Patos/RS, observou que 54,5% dos
isolados na regido de Rio Grande/RS eram resistentes
a duas ou mais classes de antimicrobianos e, portanto
consideradas multirresistentes. No presente trabalho foi
considerado multirresistente aquele micro-organismo
resistente a duas ou mais classes de antimicrobianos,
conforme Canal (2010).

O aparecimento de bactérias resistentes aos antimi-
crobianos pode ser considerado como uma manifestagao
natural regida pelo principio evolutivo da adaptacao
genética de organismos as mudancas no seu meio am-
biente. Como o tempo de duplica¢do das bactérias pode
ser de apenas 20 minutos, existe a possibilidade de serem
produzidas muitas geragdes em apenas algumas horas,
havendo, portanto, inimeras oportunidades para uma
adaptacdo evolutiva (Silveira et al. 2000).
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Figura 1. Nimero de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos utilizados nos ensaios de susceptibilidade.
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Vancomicina foi o antimicrobiano ao qual as bactérias
apresentaram maior perfil de resisténcia (64,15% das
bactérias resistentes), seguido de cefalotina (42,93%) e
cefoxitina (32,44%), respectivamente. As altas taxas de
resisténcia & vancomicina devem-se provavelmente ao
fato da grande maioria dos isolados serem Gram negati-
vos. No entanto foi encontrado um isolado Gram positivo
resistente a vancomicina na terceira coleta, no ponto de
coleta de Novo Hamburgo. Vancomicina ¢ um importante
antimicrobiano no tratamento de infec¢des causadas
por bactérias Gram positivas. O perfil de resisténcia aos
demais antimicrobianos foi mais baixo (Fig. 1). Koch
et al. (2008), avaliando a resisténcia de uropatdogenos,
observaram que 46,7% dos isolados eram resistentes
a cefalotina e 22,3% apresentaram resisténcia a nitro-
furantoina. Indices similares foram observados nesse
estudo, onde 19,27% dos micro-organismos avaliados
apresentaram fenotipo de resisténcia a nitrofurantoina. O
que cabe ressaltar ¢ que os altos indices de resisténcia a
antimicrobianos no presente trabalho foram observados
em micro-organismos presentes em amostras de agua e
ndo em ambiente hospitalar.

Heck et al. (2011) reportaram, ao avaliar isolados
de leira de compostagem, que 34,59% dos micro-or-
ganismos apresentaram resisténcia a cefoxitina. Dados
similares foram obtidos nesse estudo, com 32,44% dos
isolados resistentes a este antimicrobiano. No presente
estudo, 91,46% dos isolados foram sensiveis a tetraci-
clina. Valores similares (88,4%) foram observados por
Andrade et al. (2010) com isolados bacterianos do rio
Sdo Francisco. Uma alta taxa de isolados sensiveis a
ceftriaxona (92,93%) também foi observada e resultados
semelhantes foram relatados por Abreu et al. (2010) ana-

40-
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176,76mg

353,52mg 530,28mg
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lisando micro-organismos isolados de efluente hospitalar
em Maringa/PR.

Os antimicrobianos que foram mais eficientes na ini-
bicdo do crescimento das bactérias foram o imipenem
(cinco isolados resistentes), gentamicina (seis isolados
resistentes) e ciprofloxacina (dezessete isolados resisten-
tes). A resisténcia a imipenem esté associada a genes de
resisténcia moveis que podem, facilmente, ser transmiti-
dos a outras bactérias presentes no ambiente onde estas se
encontram. Resisténcia a imipenem, quando encontrada,
¢ em ambiente hospitalar. Entretanto os microrganismos
resistentes presentes em dguas brutas, oriundas de um rio
que corta diversas cidades, como ¢é o caso do Rio dos Si-
nos, ¢ um fator muito preocupante devido a possibilidade
de disseminagdo dessa resisténcia para microrganismos
potencialmente patogénicos presentes nestas aguas. Heck
etal. (2011) e Oliveira et al. (2012) obtiveram resultados
semelhantes ao que se refere aos perfis de resisténcia aos
antimicrobianos. Schneider et al. ( 2009), ao avaliarem
o perfil de resisténcia a antimicrobianos em amostras
isoladas em aguas superficiais em area perto da produ-
¢ao de suinos, observaram 100% das bactérias sensiveis
a gentamicina. Desta forma o conhecimento de drogas
antimicrobianas as quais bactérias ainda apresentam
sensibilidade ¢ de fundamental importancia, pois nos
permite controlar o uso dessas drogas e, consequente-
mente, limitar a selegdo de microrganismos resistentes.

Levando em consideragao a sazonalidade, foi possivel
observar que a coleta do inverno apresentou os menores
numeros de bactérias resistentes ¢ a coleta do outono
as maiores taxas de multirresistentes e também o maior
numero de isolados resistentes a cinco ou mais classes
de antimicrobianos. Levando em considerag¢@o o niimero

707,04mg 883,80mg 1060,56mg  1237,32mg

Cromo (mg)

EColetal ®Coleta2 MmColeta3 MColeta 4

Figura 2. Perfil de resisténcia dos 410 isolados as diferentes concentragdes do metal cromo nos 4 pontos de coleta.
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de micro-organismos multirresistentes a mais de cinco
classes de antimicrobianos, o ponto de Esteio foi o que
apresentou maior numero de isolados com esta carac-
teristica, totalizando dezesseis isolados. Nas aguas de
Novo Hamburgo observamos onze isolados com essa
caracteristica e no ponto de Trés Coroas sete bactérias
apresentaram esse fenotipo. Portanto, quanto mais perto
da foz do rio, mais polui¢ao e maior o numero de isolados
resistentes a varias classes de antimicrobianos.

Concentragdo inibitoria minima (CIM) de metais
pesados

Dentre as andlises fisico-quimicas realizadas na pri-
meira coleta e na quarta coleta, foi avaliada a presenca
de metais pesados nas dguas dos municipios de Trés
Coroas, Novo Hamburgo e Esteio. Foram selecionados
trés metais — cromo, niquel e chumbo — para as analises,
porém devido a decantagao do metal chumbo na realiza-
¢do dos experimentos, 0 mesmo foi substituido pelo cobre
nos ensaios. Os resultados obtidos, considerando todos
os parametros ¢ todos os pontos de coleta, indicaram
que os valores encontrados nas amostras de agua estdo
de acordo com os padrdes determinados pela legislagao
nacional para qualidade das dguas, resolucdo 430 de
2011 do CONAMA.

O metal Cromo (Cr) ¢ um metal de transi¢ao consi-
derado como importante fonte de poluicdo ambiental.
E despejado no meio ambiente através da eliminagdo
de residuos de industrias, como curtumes, acabamento
metaltrgico e metal, téxtil e ceramica, pigmentos e
conservantes de madeira, fabricacdo de sensibilizador

Numero de isoladosresistentes a cobre

fotografico entre outros (Basu et al. 1999).

Dos 410 isolados testados para o perfil de resisténcia
aos metais pesados, foi possivel observar que na pri-
meira coleta e segunda coleta em torno de 25% e 38%
dos isolados, respectivamente, mostraram-se resistentes
a concentracdo de 176,76 mg/L de cromo. O numero
de isolados que apresentou resisténcia a concentragdes
maiores de cromo foi diminuindo a medida que as coletas
foram se distanciando dos pontos de coleta mais poluidos
(Fig. 2). Nenhum isolado da primeira coleta apresentou
resisténcia a concentragdo de 883,80 mg/L. Os isolados
da quarta coleta apresentaram um perfil de resisténcia
semelhante ao das coletas 2 ¢ 3 na menor concentragao,
porém nas concentracdes mais altas testadas, cerca de
8% apresentou resisténcia a 883,80 mg/L e somente um
isolado foi capaz de crescer em 1060,56 mg/L de cromo.

Matyar et al (2010), ao avaliarem isolados do Mar
Mediterraneo, observaram que 38.3% das Aeromonas ¢
31.9% das Pseudomonas testadas no estudo foram resis-
tentes a concentragdes >3,200 mg/L de cromo. Shako-
ori & Muneer (2002), ao testaram bactérias isoladas de
aguas residuais de efluentes industriais no Paquistdo,
observaram 100% de resisténcia a concentragdes de
280 até 400 mg/L de cromo hexavalente. Sundar et al.
(2011) testaram 46 micro-organismos isolados na Bacia
do Rio Palar/india e 40 desses foram resistentes a con-
centragdes entre 100 até 500 mg/L de cromo trivalente;
5 resistentes a concentragdes entre 500 e 1500 mg/L de
cromo trivalente e um isolado com resisténcia superior
a 1500 mg/L de cromo trivalente.

O cobre desempenha uma infinidade de fungdes em

127,31mg  254,62mg  381,93mg  509,2d4mg  636,55mg  763,86mg  891,17mg
Cobre (mg)
B Coletal mColeta2 M Coleta3 MColetad

Figura 3. Perfil de resisténcia dos 410 isolados as diferentes concentragdes do metal cobre nos quatro pontos de coleta.
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sistemas biologicos, sendo um elemento essencial para
a existéncia de todas as formas de vida conhecidas. Nos
seres humanos, por exemplo, o cobre ¢ o terceiro na
abundancia entre os metais pesados essenciais, depois de
ferro e de zinco. Todos 0s organismos vivos necessitam
de cobre, sendo um co-fator para os processos bioldgi-
cos basicos, tais como a respiragdo (Colin et al. 2012).
Os muitos usos do cobre na industria tém difundido sua
presenca no ambiente, sendo encontrado em solos, lodo,
nascentes e aguas residuais. O metal tende a se acumular
no solo, plantas e animais, aumentando suas concen-
tragOes nos niveis mais altos das cadeias alimentares
(Georgopoulos et al. 2001).

Com os resultados obtidos no presente trabalho (Fig.
3), é possivel observar que na primeira e segunda coleta
menos de 10% dos isolados foram resistentes as con-
centracdes de 127,31 mg/L e 254,62 mg/L de cobre. No
entanto, 15% dos isolados foi resistente a concentracao
891,17 mg/L na primeira coleta, e na segunda coleta
nenhum micro-organismo foi resistente a 763,86 mg/L
de cobre. Na terceira coleta, aproximadamente 50%
dos isolados testados foram resistentes a concentracao
de 509,24 mg/L ao metal e na ultima mais de 40% dos
micro-organismos foram resistentes a concentracdo de
509,24 mg/L de cobre; apenas 4% foram resistentes a
concentragdo de 891,17 mg/L. Segundo Karbasizaed
et al. (2003), 60% das Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae isoladas de infecgdes nosocomiais em um
hospital na localidade de Isfahan/Iran foram resistentes a
concentragdo de 1750 mg/L de cobre. Miranda & Castilho
(1998) observaram padrao intermediario de resisténcia

60 4

Numero deisolados resistentes a niquel

(entre 100 e 1000 mg/L) das Aeromonas isoladas de agua
doce do Chile. Shakoori & Muneer (2002), ao avaliarem
micro-organismos isolados de curtumes no Paquistio,
observaram que 67% dos isolados toleraram concentra-
¢oes de cobre superiores a 400 mg/L.

Matyar et al. (2010) observaram que 54,3% dos
isolados de P. aeruginosa isoladas de biofilmes foram
resistentes a CIM entre 800 a 3200 mg/L de cobre.
As concentragdes de niquel variam muito em diferentes
nichos ambientais. O metal niquel ¢ um poluente indus-
trial comum encontrado em aguas residuais em torno de
parques industriais. Este metal ¢ tipicamente encontrado
na agua nas formas Ni(0) ou Ni(II) devido a sua estabili-
dade na agua. A toxicidade do metal niquel para os seres
humanos tem recebido atencao, pois esta sendo associado
ao aparecimento de cancer (Macomber et al. 2011).

E possivel observar (Fig. 4) que na primeira e segunda
coleta os micro-organismos foram menos resistentes
as concentragdes mais baixas de niquel, onde 5% dos
isolados foram resistentes a concentragdes de 114,61
mg/L e 229,22 mg/L, no entanto, 22% e 24% dos isolados,
respectivamente foram resistentes a concentragdo de
802,27 mg/L. Alam et al. (2010), ao testarem bactérias
isoladas de efluentes de um curtume em Kanpur/india,
observaram que 52,5% foram resistentes a concentragao
de 200 mg/L, 1,6% a concentragdo de 800 mg/L e 1,0%
resistentes a concentragdo de 1600 mg/L de Ni*2, Castro-
Silva et al. (2003), ao estudarem micro-organismos
isolados de ambientes de mineracdo de carvao,
observaram que 5,2% era resistente a concentragoes
superiores a 452,25 mg/L de niquel.

114,61mg 229, 22mg 343,83mg 458,44mg 573,05mg 687,66mg 802,27mg
Niquel (mg)
HColetal WColeta2 BColeta3 M(Coletad

Figura 4. Perfil de resisténcia dos 410 isolados as diferentes concentragdes do metal niquel nos quatro pontos de coleta.
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Na terceira e quarta coletas observamos que 54% dos
isolados foram resistentes a concentragdo de 802,27
mg/L. Cabral (2012), ao estudar isolados de amostras
de solo e lodo de esgoto de ambientes contaminados
com mercurio, descreveu um exemplar de Pseudomonas
putida resistente a concentragdes de 1000 uM de NiCl,
Abou-Shanab et al. (2007) observaram que 100% dos
isolados de solos serpentina (caracterizados pelas altas
concentragdes de niquel) foram resistentes a 40mM de
niquel.

Embora as concentracdes de metais na agua estejam
nos limites da legislacdo vigente observou-se, ao longo
das coletas, micro-organismos resistentes aos metais
pesados. Ao compararmos resisténcia a antimicrobianos
e metais pesados, observamos que todos os isolados re-
sistentes a pelo menos cinco classes de antimicrobianos
também foram resistentes as concentragdes dos metais
pesados testados. Logo, se faz necessario um controle
nos indices de poluicdo, bem como aumentar a abran-
géncia do tratamento do esgoto doméstico e industrial
que desagua no Rio dos Sinos.

CONCLUSOES

As bactérias isoladas do Rio dos Sinos apresentaram
um elevado perfil de resisténcia aos antimicrobianos,
onde 49,03% dos isolados foram resistentes a dois ou
mais antimicrobianos. Foram observados cinco isolados
Gram negativos resistentes a imipenem, destes trés foram
isolados da quarta coleta, periodo de maior niimero de
isolados multirresistentes e um isolado Gram positivo
resistente a vancomicina foi oriundo da terceira coleta.
Dos micro-organismos isolados nesse estudo, 44,39%
apresentaram CIM acima de 802,27 mg/L de niquel;
40,97% CIM acima de 509,24 mg/L do metal cobre ¢
12,92% dos micro-organismos CIM acima de 707,04
mg/L de cromo.

Apesar do grande volume de dejetos suportados pelo
Rio do Sinos em toda sua extensdo, a agua tem quali-
dade satisfatoria para maioria dos parametros e pontos
avaliados ao longo do seu curso.
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