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RESUMO

A qualidade microbiolégica da agua de rios € um dos aspectos que determina sua
finalidade de uso, e baseia-se na concentracdo de coliformes termotolerantes.
Entretanto, a presenca de coliformes resistentes a antibiéticos, apesar de ndo ser um
critério considerado pela legislacdo, € um aspecto grave e preocupante porque
ocasiona doencgas de dificil tratamento e o&bitos. O presente estudo avaliou a
concentracdo de coliformes termotolerantes e sua resisténcia a ampicilina,
ciprofloxacina e tetraciclina em quatro rios da Sub-bacia do Rio Marombas, em Santa
Catarina. As coletas foram realizadas bimestralmente por um ano. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as meédias foram separadas pelo teste de Tukey.
O numero médio de coliformes termotolerantes foi 709 100 mL-', correspondente a
classe 2, indicada para consumo animal e irrigacéo, em concordancia com o uso da
agua feito pela populagdo. Porém, 41% dos isolados de coliformes apresentaram
resisténcia a ampicilina, enquanto 10% foram resistentes a tetraciclina e
ciprofloxacina. Isolados resistentes foram encontrados em todos os rios, e em todas
as coletas, o que indica alta frequéncia e abundante disseminacdo desses
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Monitoramento de coliformes termotolerantes e sua resisténcia a antibiéticos na sub-bacia do rio
Marombas

microrganismos. A presenca de bactérias resistentes a antibidticos na agua pode
ocasionar graves problemas de saude humana e animal, além de contaminar o solo
quando utilizada para irrigagdo, provocando impactos negativos no ambiente e no
ecossistema como um todo. Destaca-se, portanto, a importancia do monitoramento
de bactérias resistentes na agua, a necessidade de programas de conservagao
ambiental e uso racional e correto dos antibiéticos, para minimizar a ocorréncia de
resisténcia microbiana.

Palavras-chave: resisténcia antimicrobiana; qualidade microbiolégica da agua;
coliformes termotolerantes.

ABSTRACT

The presence of antibiotic-resistant coliforms, despite not being a criterion considered
by legislation, is a serious and worrying aspect because it causes difficult-to-treat
illnesses and deaths. The present study evaluated the concentration of thermotolerant
coliforms and their resistance to ampicillin, ciprofloxacin and tetracycline in four rivers
in the Marombas River Sub-basin, in Santa Catarina. Analyses were carried on
bimonthly for one year. Data were subjected to analysis of variance and the means
were separated by the Tukey test. The average number of thermotolerant coliforms
was 709 100 mL", corresponding to class 2, indicated for animal consumption and
irrigation, in accordance with the water use made by the population. However, 41% of
coliform isolates were resistant to ampicillin, while 10% were resistant to tetracycline
and ciprofloxacin. Resistant isolates were found in all rivers and in all sampling dates,
which indicates a high frequency and abundant spread of these microorganisms. The
presence of antibiotic-resistant bacteria in water can cause serious human and animal
health problems, in addition to contaminating the soil when used for irrigation, causing
negative impacts on the environment and the entire ecosystem. Therefore, the
importance of monitoring resistant bacteria in water, the need for environmental
conservation programs and the rational and correct use of antibiotics is highlighted, in
order to minimize the occurrence of microbial resistance.

Key words: antimicrobial resistance; microbiological water quality; thermotolerant
coliforms.
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INTRODUGAO

A preocupagao com a disponibilidade e qualidade de recursos hidricos é um
aspecto que recebe cada vez mais atencdo de entidades publicas, empresas,
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comunidade académica e da populagdo em geral, visto que problemas de
abastecimento e doengas de veiculagao hidrica tornaram-se mais frequentes ao longo
dos ultimos anos (2. Nesse sentido, os rios sdo os cursos de agua doce mais
utilizados para abastecimento publico, porém ao mesmo tempo sdo os que mais
recebem carga de poluentes dos centros urbanos, nucleos empresariais e produtores
rurais, cujas atividades impactam negativamente na qualidade de agua devido a
poluentes de origem quimica e microbiologica 4.

Um dos indicadores mais utilizados na estimativa da qualidade da agua séo os
coliformes termotolerantes, que indicam poluicdo dos rios por fezes, sejam elas
oriundas de esgoto n3o tratado ou fezes de animais nas proximidades dos rios -6,
No processo de captagédo de agua para consumo humano, o tratamento deve eliminar
completamente essas bactérias, enquanto para usos como irrigagéo de lavouras e
dessedentacdo animal, a ocorréncia de coliformes € limitada a 1.1000 a cada 100 mL
de agua (. O uso de agua com valores que ndo obedegcam a esses critérios pode
trazer sérios riscos de infecgdes para populagdes humanas e para rebanhos animais,
gerando prejuizos econdmicos na avicultura, pecuaria e suinocultura @9, Os
problemas mais comuns decorrentes de infecgbes oriundas de agua contaminada
incluem gastroenterite, amebiase, giardiase, hepatites infecciosas, leptospirose e
tularemia (10-17)-

Os coliformes transmitidos pela agua podem apresentar caracteristicas muito
comuns a varias bactérias, que € a resisténcia a antibidticos © 213 Bactérias
resistentes ndo responderdo a tratamentos de antibioticoterapia e, como
consequéncia, a infeccdo pode tornar-se generalizada e causar obito. Atualmente,
cerca de 700 mil mortes ao ano sio resultantes de infecgdes por bactérias resistentes,
e projecdes da Organizacdo Mundial da Saude apontam que em 2050 essa sera a
maior causa de mortes em nivel mundial (14).

Apesar do inquestionavel impacto de bactérias resistentes sobre a saude
humana, animal e publica, bem como agricultura e piscicultura ('® a legislagédo
brasileira ndo estabelece critérios sobre a ocorréncia desses microrganismos para o
uso da agua nao tratada. Assim, cabe as instituicbes publicas e privadas o
desenvolvimento de trabalhos de pesquisa basica e aplicada que possam subsidiar
politicas de manejo e uso de recursos hidricos, de forma a garantir o uso seguro da
agua de rios. Esse aspecto é de suma importancia em qualquer local do pais onde a
populagdo ndo tenha acesso a agua tratada por companhias de abastecimento,
comumente em regides do interior, ndo urbanizadas. Nesse contexto, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a ocorréncia de coliformes termotolerantes e sua
resisténcia a antibiéticos em aguas de quatro rios na Sub-Bacia do Rio Marombas, no
interior de Santa Catarina.

METODOLOGIA

O presente estudo foi conduzido no periodo correspondente a um ano
hidroloégico entre dezembro de 2022 e outubro de 2023. Os cinco pontos de coleta
foram estabelecidos nos cursos dos Rios Marombas, das Pedras, Correntes e
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Pessegueirinho. Os rios abastecem Curitibanos e Brundpolis, localizados no interior
de Santa Catarina, na Mesorregido Serrana. A regido pertence a Sub-bacia
hidrografica do Rio Canoas, a 987 metros de altitude. Realizaram-se coletas de
amostras de agua bimestralmente. Na Tabela 1 encontram-se especificadas as
respectivas coordenadas geograficas e a Figura 1 apresenta os pontos de
amostragens georreferenciados.

Tabela 1 — Area correspondente, descricdo e coordenadas geograficas dos cinco pontos de coleta de
agua na regiao de Curitibanos e Brunopolis - SC.

Ponto  Area correspondente Descricao Coordenadas
geograficas
P1 Sub-bacia do Alto A montante da confluéncia com o Rio 27°12'4,0"S
Marombas Pessegueirinho, onde é realizada a 50°34'7,8"0

captagao de agua para abastecimento
publico de Curitibanos.

P2 Microbacia do Curso do Rio Pessegueirinho em area 27°12'7,7"S
Pessegueirinho urbana. 50°34'12,2"0
P3 Sub-bacia do Rio das A montante da confluéncia com o Rio 27°10'55,8"S
Pedras Marombas 50°36'42,2"0
P4 Sub-bacia do Rio A montante da confluéncia com o Rio 27°10'22,5"S
Correntes Marombas 50°44'18,5"0
P5 Sub-bacia do Rio Passo do Rio Marombas em Brunépolis, 27°19'51,2"S
Marombas proximo a foz (atualmente area alagadada  50°45'5,1"O

Usina Hidrelétrica Sdo Roque).

Figura 1 — Mapa ilustrando a localizagao do estado de Santa Catarina, inser¢éo da sub-bacia do Rio
Marombas no Estado, e localizagao dos pontos de coleta de agua nos municipios de Curitibanos e
Brunépolis - SC.
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Foram coletadas trés sub-amostras de cerca de 100 mL de agua em cada ponto
de coleta, com auxilio de frascos de vidro borosilicato estéreis com duas gotas de
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tiossulfato de sddio 10%. Cada sub-amostra foi considerada uma repeticao, para fins
de analises em laboratério e de procedimentos estatisticos. Todos os frascos
permaneceram refrigerados em caixa de isopor com gelo e foram destinados as
dependéncias da Universidade Federal de Santa Catarina — Campus Curitibanos —
para analises laboratoriais.

A primeira fase da analise de coliformes termotolerantes compreendeu a
condugdo do teste presuntivo, pela técnica de fermentagdo em tubos multiplos (1),
com trés séries de diluicdo de agua: caldo lactosado (1:1, 1:10 e 1:100) e trés tubos
cada ("), Em seguida, os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 35°C por
durante 48h. Os tubos com resultado positivo foram identificados (a partir da turvagao
do meio de cultivo e formagao de gas no interior do tubo de Durhan) e utilizados no
teste confirmativo com caldo E.C., que confirma a presenga de coliformes
termotolerantes na agua (19

Apds a inoculagédo, os tubos foram incubados por 24h a 44,5°C e em seguida
determinou-se o numero de tubos com resultado final positivo considerando-se as
mesmas caracteristicas avaliadas no teste presuntivo. Baseando-se no numero de
tubos positivos ao final do teste confirmativo, o numero mais provavel de coliformes
termotolerantes a cada 100 mL de agua (N.M.P. 100 mL™") foi calculado com base na

tabela de referéncia para séries de 3 tubos com inéculos de 10 mL, 1 mL e 0,1 mL
(18)

A analise da resisténcia microbiana a antibiéticos foi conduzida segundo os
padrdes do CLSI (19, pelo método de disco-difusdo de Bauer et al. 29). Selecionou-se
dois tubos positivos, de cada repeticdo amostral, para a condugdo do teste de
resisténcia a antibidticos. A suspensdo bacteriana de cada tubo foi semeada em
placas de Petri com Agar MacConkey e as mesmas foram mantidas a 35°C por 24
horas.

Posteriormente, uma colénia foi escolhida em cada placa e foi considerada
como um isolado de coliforme termotolerante. A colénia foi utilizada como fonte de
in6culo para determinar a ocorréncia de resisténcia a trés antibiéticos dos grupos A,
B e C, adotados tratamento de infecgdes causadas por enterobactérias. Foram
testados a ampicilina (10 ug — grupo A), ciprofloxacino (5 ug — grupo B), e tetraciclina
(30 pg — grupo C).

Cada colbnia selecionada foi utilizada para repicagem das células microbianas
para um tubo de cultura contendo 5 mL de caldo Mueller Hinton. A incubacéao foi
conduzida em estufa bacteriolégica com agitador, a 120 RPM, a 35 °C durante 6 horas.
Apos esse intervalo, a suspensao bacteriana obtida de cada tubo foi espalhada sobre
placas de Petri com Agar Mueller Hinton com auxilio de um swab estéril.

Decorrida a secagem da superficie do meio de cultura, utilizou-se uma pinga
metalicas esterilizada para introduzir os discos contendo antibidticos sobre a
superficie do meio. Em seguida, todas as placas foram incubadas a 35°C por 18 horas.
Cada placa foi entdo analisada quanto ao didmetro do halo de inibigdo produzido em
torno de cada disco contendo antibidtico. A partir desses valores, realizou-se uma
comparacdo com valores de referéncia (9. Assim, cada isolado bacteriano foi

187
Saude Meio Ambient. v. 13, p. 183-195, 2024
ISSNe 2316-347X



Monitoramento de coliformes termotolerantes e sua resisténcia a antibiéticos na sub-bacia do rio
Marombas

classificado como sensivel, intermediario ou resistente a cada um dos trés antibioticos.
Paralelamente, a analise também foi feita com a cepa de E. coli ATCC® 25922,
recomendada como padrdo para testes de antibiograma (*®). A Figura 2 ilustra as
etapas das analises microbiologicas.

Figura 2 — Esquematizacdo das analises de coliformes termotolerantes e avaliagcao da resisténcia a
antibidticos.

Determinacgiio do
Niamero Mais
Proviavel de coliformes

termotolerantes

Coleta das

amostras Teste de coliformes

termotolerantes

i / Cultivo em caldo
Antibiograma Mueller Hinton Isolamento bacteriano

O primeiro passo da avaliagao estatistica dos dados foi a analise da variancia
(Teste F, no intervalo de 95% de confianga). Ao observarem-se diferencas
significativas, procedeu-se o teste de separagdo de médias de Tukey, considerando-
se tanto os pontos como os meses de coleta como as fontes de variagdo. Os
procedimentos de analise foram conduzidos com o programa GexpDes.

RESULTADOS

O numero de coliformes termotolerantes foi estatisticamente igual entre coletas
e rios. A média geral foi de 709 coliformes termotolerantes 100 mL-' de agua.

A porcentagem de isolados resistentes a ampicilina e ciprofloxacina foi
diferente entre coletas (Pr>Fc=0,0001), e mostrou-se igual, estatisticamente, entre
todos os rios. Os menores e maiores valores em relacdo a ambos antibiéticos foram
observados em dezembro de 2022 e outubro de 2023, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 — Porcentagem de isolados de coliformes termotolerantes resistentes a ampicilina e
ciprofloxacina ao longo de seis coletas, realizadas em cinco pontos amostrais distribuidos em quatro
rios da Sub-bacia do Marombas — SC.

Més de coleta Porcentagem de isolados Porcentagem de isolados
resistentes a ampicilina resistentes a ciprofloxacina
Dezembro 2022 Oc* Ob
Fevereiro 2023 70,0 a 3,3b
Abril 2023 36,7b 10,0 b
Junho 2023 40,0 ab 0b
Agosto 2023 30,0 be 0b
Outubro 2023 70,0 a 46,7 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey em
um intervalo de 95% de confianga.

Por outro lado, a porcentagem de isolados resistentes a tetraciclina foi similar
entre coletas, mas diferiu estatisticamente entre os pontos (Pr>Fc=0,0035). Os
maiores percentuais de isolados resistentes a tetraciclina foram registrados na foz do
Rio Marombas (Tabela 3).

Tabela 3 — Porcentagem de isolados de coliformes termotolerantes resistentes a tetraciclina em cinco
pontos amostrais distribuidos em quatro rios da Sub-bacia do Marombas — SC.

Ponto de coleta Porcentagem de isolados resistentes a tetraciclina
P1: Sub-bacia do Alto Marombas 5,6 ab*
P2: Microbacia do Pessegueirinho 0,0b
P3: Sub-bacia do Rio das Pedras 0,0b
P4: Sub-bacia do Rio Correntes 16,7 ab
P5: Sub-bacia do Rio Marombas 250a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey em
um intervalo de 95% de confiancga.

DISCUSSAO

A preocupacgao com a oferta e a qualidade de recursos hidricos € um aspecto
que recebe cada vez mais atencdo da comunidade cientifica e da populacao, pois a
agua é um dos principais fatores determinantes da salde e da qualidade de vida ?'-
22). Esse é um fator de suma importancia principalmente em regides do interior, nas
quais os habitantes ndo possuem acesso a agua tratada e dependem de fontes
alternativas para consumo humano e animal. Muitas vezes, os mesmos também né&o
dispdem de recursos e alternativas para tratar a agua, usando-a in natura, expondo-
se aos riscos potenciais dos seus contaminantes fisicos, quimicos e microbioldgicos.

Do ponto de vista microbiano, a contaminacao por coliformes termotolerantes
€ a mais importante, do ponto de vista de determinagédo da qualidade e uso da agua,
de acordo com a Resolugdo 357/2005 do CONAMA (). Nesse sentido, o nivel médio
de coliformes ao longo do periodo de estudo aponta que as aguas de todos os locais
podem ser classificadas como Classe 2, de acordo com os parametros que a
legislacdo federal estabelece. Aguas dessa categoria podem ser utilizadas para
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irrigacao de hortaligas, plantas frutiferas e demais culturas agricolas, bem como para
dessedentagdo animal, pesca e recreagédo de contato primario. Ao longo de todo o
periodo amostral, observou-se que de fato os agricultores e moradores fazem uso da
agua para tais fins. Deste modo, ao considerar-se apenas essas modalidades de uso,
0 enquadramento das aguas dos cinco pontos amostrais € adequado, e nao oferece
riscos de acordo com a concentragao média de coliformes termotolerantes.

Por outro lado, um aspecto de extrema relevancia, e que nao € levado em
consideragao pela legislagéo brasileira, € a caracteristica de resisténcia a antibiéticos
em coliformes termotolerantes. Isso significa que, apesar de a concentragdo de
bactérias ndo parecer comprometedora, suas caracteristicas de resisténcia podem
ocasionar sérios problemas para a satide humana, animal e ambiental 3 — o que nao
é considerado por nenhum érgao regulamentador.

A maior porcentagem de isolados resistentes foi sempre observada em relagao
a ampicilina. Em duas coletas, o valor foi superior a 70%, 0 que € um numero bastante
elevado comparando-se com outros estudos. Um estudo anterior, por exemplo,
observou que 34% dos isolados bacterianos do Rio Paraopeba — MG, foram
resistentes a ampicilina %4, Em Santa Catarina, Wagner ?® observou que 66% dos
isolados do Rio Tubardo exibiram resisténcia a ampicilina. No presente estudo, a
média geral de isolados resistentes a esse antibidtico foi de 41%. Em um
monitoramento realizado em anos anteriores, na mesma regido de estudo, registraram
que 39% dos isolados de coliformes termotolerantes foram resistentes a ampicilina, o
que indica que a incidéncia dessas bactérias parece ser constante nos diferentes rios
e ao longo dos anos, o que é um aspecto bastante preocupante (26),

Ao longo do periodo de estudo, o valor médio de isolados resistentes a
ciprofloxacina foi de 10%. De maneira similar, no Rio Douro, em Portugal apontou que
13% dos isolados apresentaram resisténcia a ciprofloxacina na concentragédo de 2 mg
L-'. Apesar de a porcentagem de isolados resistentes a ciprofloxacina ter sido
relativamente menor que a ampicilina, em uma das coletas o valor foi de
aproximadamente 50%, o que pode ser considerado elevado 7). Vasconcelos et al.
(28)  por exemplo, encontrou apenas 4,7% dos isolados sendo classificados como
resistentes. Entretanto, valores t&do extremos quanto 94% ja foram registrados em
alguns locais do Brasil 29,

Semelhantemente a ciprofloxacina, o valor médio de isolados resistentes a e
tetraciclina foi de 10%. Em nenhuma coleta, a porcentagem foi superior a 25%. Os
valores observados no presente estudo assemelham-se a registros feitos em outras
localidades do pais. Vasconcelos et al. ?) registraram 25% dos isolados como
resistentes a esse antibidtico. Em rios avaliados por Magali 3% esse valor foi de 20%.

E importante destacar que, em todas as coletas e todos os rios, sempre foram
identificados isolados resistentes a algum antibiético, o que é um fato preocupante.
Sob o ponto de vista de saude unica, existe uma conexao soélida entre todos os
componentes da biosfera, e impactos negativos em uma das partes ocasionarao
consequéncias nas demais ©'-32) Considerando-se os ambientes envolvidos no
presente estudo, as bactérias encontradas nas aguas de rios serdo aportadas no solo
ou em plantas, se a agua for usada para fins de irrigagdo 3. O aporte de
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microrganismos com potencial patdbgeno, em plantas, representa um risco no caso de
hortalicas ou frutos consumidos crus e sem tratamento 4. Ja no caso do solo, as
bactérias que ali se encontram podem ser transportadas para pogos, lagoas ou rios,
no caso de chuvas volumosas. Assim, ha um ciclo que envolve solo e agua, e se retro-
alimenta contribuindo para maior multiplicacdo e disseminagdo de bactérias
resistentes a antibiéticos no ambiente.

Por outro lado, se a agua for usada para consumo animal, as bactérias
resistentes serdo ingeridas e afetarao diretamente o trato gastrointestinal dos animais
podendo ocasionar doengas e até mesmo obito. Ribeiro et al. ®% apontam uma
estreita correlacao entre coliformes resistentes a antibidticos e a ocorréncia de mastite
bovina, diarreia e pneumonia em caes, bem como infec¢gdes no aparelho genital e
urinario. Problemas de mastite geram perdas significativas na produgéo de leite e
podem inclusive levar @ morte ocasional dos animais (39,

A preocupacgao com a disseminacao de bactérias resistentes a antibibticos é
cada vez mais frequente em nivel mundial, devido aos inUmeros agravantes de saude
a elas ligados @7). O uso de um recurso natural contaminado, seja ele agua, solo ou
alimento, traz muitas consequéncias negativas e perigosas 839 Os dados do
presente estudo ressaltam a necessidade de monitoramento da resisténcia
antimicrobiana em aguas consumidas sem tratamento, para que doengas sejam
evitadas e, também, para que ndo haja comprometimento da qualidade de vida, em
todas as esferas abrangidas.

CONCLUSAO

A agua de rios na regiao de Curitibanos, apesar de nao apresentar niveis altos
de coliformes termotolerantes, tem alta incidéncia de coliformes resistentes a
antibidticos, principalmente a ampicilina, o que representa uma ameaca a saude
humana, animal e ambiental. Os dados poderéo ser utilizados para elaborar agdes de
conservagao de recursos naturais, contribuindo para melhor qualidade de vida e
diminuindo os problemas causados por bactérias resistentes.
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