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RESUMO

O grupo Enterococcus spp. € considerado como um dos principais indicadores bacterianos de
contaminacdo fecal de aguas superficiais, principalmente as utilizadas para recreacdo. Estudos
indicam que doencas gastrointestinais (que podem ser associadas ao banho ou a ingestdo de
alimentos contaminados) tem uma relacdo direta com a qualidade dessas dguas e que 0s
Enterococcus spp. apresentam grande eficiéncia como indicadores de qualidade de agua. O
presente estudo teve como objetivo analisar a resisténcia de Enterococcus spp. isolados do
sedimento dos lagos Igapo I, II e III, localizados na cidade de Londrina-PR. As técnicas de
coloracdo de Gram, catalase, placa gradiente (para analisar a resisténcia a metais pesados) e
antibiograma caracterizaram o perfil fenotipico dos isolados; jd o perfil genotipico se deu por
meio da técnica de PCR identificando o género dos mesmos. Como resultado obtivemos que de
30 isolados, 29 sdo pertencentes ao género Enterococcus. Com relagdo aos metais pesados,
todos os isolados apresentaram resisténcia,; ja aos antimicrobianos, o maior numero de isolados
resistentes foi observado frente a Vancomicina e a Eritromicina e o maior nivel de sensibilidade,
frente a Ciprofiloxacina. Assim conclui-se que em todos os pontos coletados hd a presenca de
Enterococcus spp. € que 0os mesmos apresentam indices de resisténcia.
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INTRODUGCAO

Os lagos Igapé I, II e III cruzam a regido central da cidade e fazem parte da micro bacia do
Ribeirdo Cambé, que abastece os lagos. Eles sao utilizados pela populacdo para pesca,
recreacgao e esportes aquaticos (MELQUIADES et al., 2008).

Neste contexto, ha a necessidade de se analisar a qualidade microbioldgica do lago Igapd, a
fim de se observar se estas atividades podem ser realizadas de modo a ndo oferecerem risco a
saude dos usuarios. A contaminacdo pode advir principalmente da descarga de residuos de
atividades humanas e naturais, resultando em uma interferéncia indesejavel (MELQUIADES,
APPOLONI, 2004). Enterococcus spp. sao cocos Gram-positivos ubiquos podendo ser isolados a
partir de fontes ambientais, inclusive da agua (FISHER and PHILLIPS, 2009). Enterococcus spp.
apresentam grande eficiéncia como indicadores de qualidade de agua (DUFOUR, 1994).
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O género Enterococcus tem ganho notoriedade como agente etioldgico de infeccOes
nosocomiais, tais como infeccoes do trato urindrio e endocardite, o que é relacionado a
multirresisténcia a antimicrobianos (ARIAS et al, 2012). No entanto, o SCENHIR (2009) salienta
que nao somente os antimicrobianos selecionam microrganismos resistentes, mas também os
metais pesados como cobre.

Segundo Chapman (2003) a co-resisténcia é a presenca de genes de resisténcia a
antimicrobianos e a metais no mesmo elemento genético mdvel. E preocupante o potencial de
contaminacao dos metais, pois eles podem propiciar a manutencao de genes de resisténcia a
antibidticos tanto em ambientes naturais quanto clinicos (BAKER-AUSTIN et al., 2006).

Assim, o objetivo principal desse estudo consiste em analisar o perfil genotipico e fenotipico
dos isolados provenientes dos sedimentos do lago Igapd em Londrina-Pr, frente a
antimicrobianos e a metais pesados.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados sedimentos de cinco pontos dos lagos Igap6 I, II e III. Os pontos escolhidos
foram os que apresentavam maior atividade antrdpica, como pesca, banho e praticas esportivas.

As amostras de sedimento foram coletadas préximas a margem do lago, (profundidade de
aproximadamente 70 centimetros) em embalagens plasticas estéreis, acondicionadas em caixa
térmica até o momento do experimento.

Foram adicionados 225 mL de salina estéril a 25 gramas do sedimento (diluicdo de 1:10)
para que se realizasse a filtragem por meio da técnica de membrana filtrante. As membranas
foram transferidas para o meio Kanamycin esculin azide agar (KEA) e incubadas a 37°C. Apds
24 horas, duas colbnias caracteristicas de cada placa foram isoladas para que fossem cultivadas
em meio Brain Heart Infusion caldo (BHI caldo). Os isolados foram estocados em eppendorf
contendo BHI caldo com 20% de glicerol em freezer a -80°C.

Por meio dos testes de catalase e coloracao de Gram foi possivel realizar a identificagao
fenotipica presuntiva dos isolados. A identificacdo genotipica seguiu protocolo descrito por
FURLANETO-MAIA et al. (2011).

O teste de suscetibilidade a metais pesados foi realizado com base na metodologia de placa
gradiente (SZYBALSKI, et al.,1965 com adaptacOes); foram utilizadas as concentracdes maximas
permitidas no ambiente, sendo: 3,24 mg/L para Zinco (Zn); 0,009 mg/L para Cobre (Cu); 0,01
mg/L para Chumbo (Pb); e 10 mg/L para Potassio (K), conforme estabelecido pela Resolucao
CONAMA 357 (2005) para aguas de Classe 1 e 2.

Para se estabelecer a suscetibilidade dos isolados frente a antimicrobianos foi utilizada a
técnica de disco-difusao em agar (CLSI, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes fenotipicos observou-se a presenca de cocos Gram-positivos dispostos
isoladamente, aos pares ou em curtas cadeias e catalase negativos, sendo caracteristico de
Enterococcus spp. Com o perfil genotipico foi possivel confirmar que 29 dos 30 isolados
pertenciam ao género Enterococcus.
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Quanto a tolerancia a metais, os isolados foram testados frente a 4 tipos de metais (Cu, K,
Pb e Zn) onde 100% dos isolados foram tolerantes a todos os metais (Figura 2). Segundo
BAKER-AUSTIN et al. (2006), a contaminacdao por metal em ambientes naturais tem papel
importante no que diz respeito a manutencao e proliferacdo de resisténcia a antibidticos. E que,
diferente dos antibidticos, metais ndo sdo sujeitos a degradacao e por esse motivo podem
representar uma pressao de selecdo a longo prazo.

Ja com relagdo aos antimicrobianos, os isolados foram submetidos ao teste de disco-difusao
frente a 8 tipos, sendo que 90% (n=27) foram resistentes aos glicopeptideos vancomicina e
teicoplanina, ja para ciprofloxacina 100% (n=30) dos isolados foram sensiveis (Figura 1).
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- - - Figura 2: Crescimento de isolados em meio BHI
Figural: Porcentagem de isolados resistentes a 4gar com metal.
antimicrobianos quando submetidos a técnica de disco-
difusao.

0 achado de isolados resistentes a glicopeptideos é preocupante, haja visto que sao uma das
Ultimas opgdes terapéuticas do tratamento de isolados multirresistentes, dificultando assim o
tratamento de infecgdes enterocdcicas (ARIAS et al., 2012).

Estudos como o de Amachawadi et al.,(2013) demonstra que a presenca de metais no
ambiente pode exercer uma pressao seletiva favorecendo a presenca de bactérias resistentes a
metais e promover a co-selecao de bactérias resistentes a antimicrobianos. O SCENIHR (2009)
salienta que uma das principais causas da emergéncia de enterococos é a multirresistencia a
antimicrobianos, sendo o uso indiscriminado de antimicrobianos um fator preponderante para o
aumento de resistencia bacteriana, no entanto o uso de biocidas como o cobre pode propiciar a
selecdo e manutencdo de bactérias multirresistentes a antimicrobianos por meio de mecanismos
de co-resisténcia.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que nos sedimentos dos lagos Igapd I, II e
IIT ha presenca do género Enterococcus spp. € que 0s mesmos apresentaram multirresisténcia a
metais pesados e antimicrobianos, oferecendo assim risco de contaminacao aos usuarios do
lago.

Agéncias de Fomento: Fundagdo Araucaria.
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