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RESUMO

KAWATA, Rafaela Mayumi. Bactérias potencialmente patogénicas em trecho do
Ribeirdo Jacutinga — PR, apés despejo de esgoto sanitario tratado. 2014. 79 f.
Trabalho de Conclusédo de Curso (Bacharel em Engenharia Ambiental) — Curso de
Engenharia Ambiental. Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Londrina,
2014.

A contaminacdo microbiologica, fisica ou quimica a partir de efluentes em corpos
d’agua podem ocasionar sérios danos ao equilibrio ecolégico e, principalmente, a
saude publica. O Ribeirdo Jacutinga, classificado como agua doce classe 2, € corpo
receptor de efluentes, inclusive da estacdo de tratamento de esgoto do municipio de
Ibipord. A ETE mencionada possui em sua composicdo além dos efluentes
doméstico e industrial, o efluente hospitalar, acarretando assim, em maior
contribuicdo de bactérias potencialmente patogénicas, como por exemplo, a
Acinetobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus. Desse modo, o presente trabalho teve como
objetivo isolar e quantificar essas possiveis bactérias patogénicas e analisar sua
resisténcia/sensibilidade a antibioticos e desinfetantes. Para a realizacdo das
andlises foram coletadas amostras em 4 pontos: saida da ETE (P1); 11 metros a
montante do despejo da ETE (P2); 7 metros a jusante do despejo (P3) e 63 metros a
jusante do despejo (P4). Medicbes dos parametros fisico-quimico (turbidez,
temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade) foram realizadas no rio (P2,
P3, P4) e para a quantificacdo, isolamento e identificacdo das bactérias foram
utilizados o meio seletivo Difco CHOMagar Orientation, meio MacConkey, meio
Cetrimide e Manitol, teste morfotintorial e testes bioquimicos. Quanto a avaliacdo da
resisténcia das bactérias aos antibioticos realizou-se o teste de antibiograma —
difusdo em disco Kirby-bauer. Para o desinfetante utilizou-se o hipoclorito de sodio,
cloreto de benzalcbnico e o peréxido de hidrogénio/acido peracético, no qual foi
verificado a sensibilidade para o tempo de 157, 307, 607, 5°, 10’, 20’ e 30’. Para as
bactérias testadas ao antibidtico eritromicina, verificou-se para varias bactérias
100% de resisténcia ao mesmo. Para todos os desinfetantes o tempo minimo de
inativacdo para a maioria das bactérias foi em torno de 10 minutos de contato. As
bactérias com maior abundancia e maior frequéncia foram a Acinetobacter
spp.(1,35x10° UFC.mL™') e a Staphylococcus aureus (6,56x10* UFC.mL?) no ponto
1. Ja a Pseudomonas aeruginosa foi a bactéria com menor incidéncia. As bactérias
consideradas dentro do grupo coliformes obtiveram valores relativamente baixos
quando comparado com as demais. O valor maximo de unidades formadoras de
colénia (UFC) da Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae foi de 3,0x10%3 UFC.mLt e
8,0x10% UFC.mL™, respectivamente. Assim, a utilizacdo apenas das bactérias do
grupo coliformes como indicadores de qualidade da agua ndo se mostra eficiente
quando se trata de correlacionar com a presenca de bactérias potencialmente
patogénicas.

Palavras chave: Bactérias potencialmente patogénicas. Qualidade da agua.
Antibidticos. Desinfetantes.



ABSTRACT

KAWATA, Rafaela Mayumi. Potentially pathogenic bacteria in excerpt from the
Ribeirao Jacutinga — PR, after treated sewage dump. 2014. 79 f. Course Conclusion
Work (Bachelorship) — Environmental Engineering Course. Federal Technological
University of Parana, Londrina, 2014.

Microbiological contamination, physical or chemical from effluent into bodies of water
can cause serious damage to the ecological balance and mainly to public health. The
Ribeirao Jacutinga, classified as Class 2 sweet water, is receiving body of waste,
including sewage treatment plant in the city of Ibipord. The sewage treatment plant
mentioned has in its composition than those domestic and industrial wastewater, but
also hospital effluent, thus leading to a greater contribution of potentially pathogenic
bacteria such as Acinetobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. Thus, this study aimed to
isolate and quantify these potential pathogenic bacteria and analyze their resistance
and sensibility to disinfectant and antibiotics. To do the analysis, samples were
collected in four points: Output ETE (P1); 11 meters upriver from sewage dump (P2);
7 meters downstream of the dump (P3) and 63 meters downstream of the dump (P4).
Measurements of physical-chemical parameters such as turbidity, temperature,
dissolved oxygen, pH and conductivity, was performed on river (P2, P3, P4) and for
the identification, isolation and quantification of bacteria was used Difco CHOMagar
Orientation selective medium, MacConkey agar medium, medium Cetrimide,
morphotypes tests and biochemical tests. The assessment of bacteria resistance to
antibiotics, susceptibility testing was performed the test - diffusion Kirby-Bauer disk.
For the disinfectant it was used the sodium hypochlorite, benzalkonium chloride and
hydrogen peroxide/peracetic acid, in which the sensitivity was found for the time 15 ",
30", 60", 5", 10", 20 'and 30 '. For bacteria tested for erythromycin antibiotic, there
was 100% of resistance. And For all disinfectants the minimum time of inactivation
was around 10 minutes of contact. Bacteria with greater frequency and abundance
were Acinetobacter spp. (1,35x10°> CFC.mL™?) and Staphylococcus aureus (6,56x10%
UFC.mL™1), both in point 1. Pseudomonas aeruginosa was the bacteria with lower
incidence. The bacteria considered within the coliform group had relatively low values
when compared with the others. The maximum value of colony forming units of
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae was 3,0x10® CFC.mL* and 8,0x103
CFC.mL2. Thus, the use of only coliform bacteria as indicators of water quality is
inefficient when it comes to correlate with the presence of potentially pathogenic
bacteria.

Keywords: Potentially pathogenic bacteria. Water quality. Antibiotics. Disinfectant.
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1 INTRODUCAO

A preservacdo da qualidade das aguas, particularmente os mananciais e
adguas de consumo humano, é uma necessidade universal que exige atencao tanto
por parte da populacdo quanto pelas autoridades. Considerando o grau de impacto
gue os corpos hidricos vém sofrendo, é de extrema relevancia o desenvolvimento de
pesquisas no sentido de avanc¢os no conhecimento cientifico das intera¢des naturais
existentes no ecossistema, pois permitem o desenvolvimento de acbes de
preservacao, prevencgao e recuperacao dos corpos aquaticos.

Efluentes sanitarios podem ser perigosos para o equilibrio ecoldgico e a
saude publica quando langcados no corpo receptor diretamente ou quando o sistema
de tratamento ndo é eficiente na remocdo de poluentes. Sendo o efluente
potencialmente patologico, radioativo, infeccioso, possuidor de residuos quimicos
farmacéuticos, se nao tratados, pode levar a surtos de doencas e contaminacgdes de
mananciais, seja superficial ou subterréaneo.

Os desinfetantes tém presenca fundamental nos ambientes domésticos e
hospitalares, sé@o eles os responsaveis pela higienizacdo e desinfeccdo dos
ambientes. Geralmente o residuo do desinfetante apds a sua utilizacdo é descartado
nos sistemas de coleta de esgoto ou pluvial. Resquicios de desinfetantes podem ser
langados em corpos d’agua, mesmo depois do tratamento pela Estagdo de
Tratamento de Esgoto (ETE) e pelas redes pluviais.

No que tange a contaminacdo por antibidticos, o carreamento de
antimicrobianos para os corpos hidricos pode ter origem em grande parte tanto de
pacientes de hospitais (caso o hospital ndo possua sistema de tratamento), quanto
de pessoas em tratamento domiciliar de doencas que utilizam tais recursos.

Assim, a presenca desses desinfetantes e antibidticos no corpo hidrico
receptor de esgoto tratado pode possibilitar a elevacdo da selecéo e proliferacao de
bactérias resistentes. Mutacbes genéticas (aquisicdo de viruléncia ou
multirresisténcia) podem vir a ocorrer tanto das bactérias nativas para as do despejo
ou das bactérias presentes no despejo para as nativas.

As bactérias multirresistentes a antimicrobianos deveriam ser levados em
conta no que diz respeito a preocupacado com a saude, afinal, tais microrganismos

uma vez atingindo o sistema de abastecimento podem disseminar diversas doencas
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a populacdo. Tais doencas podem ser de dificil tratamento pode ser dificil
justamente pela possibiidade de contaminacdo por  microrganismos
multirresistentes.

A Resolucdo CONAMA n° 357 de 2005 recomenda que qualquer efluente
deva ser lancado direta ou indiretamente nos corpos d’agua apos tratamento prévio,
de acordo com a norma regulamentar. Como complemento e alteragdo de alguns
requisitos da CONAMA n° 357, tem-se ainda a Resolugcdo CONAMA n° 430 de 2011,
que dispde sobre as condi¢cdes e padrdes de lancamento de efluentes.

O Ribeirdo Jacutinga € utilizado como corpo receptor de esgoto tratado e
como fonte de abastecimento urbano. Embora a captacdo da é&gua para o
abastecimento seja a muitos quildbmetros de distancia, possibilitando a
autodepuracédo do rio e o decaimento bacteriano, vé-se a necessidade de verificar a
presenca de bactérias potencialmente patogénicas e avaliar sua sensibilidade a
antibioticos e desinfetantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia de bactérias potencialmente patogénicas presentes em

esgoto sanitario tratado e em um trecho do Ribeirdo Jacutinga no Municipio de
Ibipora - PR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar, isolar e identificar as bactérias Acinetobacter spp., Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, e Staphylococcus
aureus presente no esgoto sanitario apds o tratamento e no corpo receptor;
Verificar se o0s parametros fisico-quimicos (oxigénio, pH, turbidez,
temperatura e condutividade) em trés pontos existentes no corpo receptor
atendem a CONAMA n° 357 de 2005;

Caracterizar as bactérias quanto ao perfil de resisténcia e sensibilidade a
antibioticos e desinfetantes de uso hospitalar.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 IMPORTANCIA DA QUALIDADE DA AGUA

A agua é um recurso natural de extrema importancia para o ser humano.
Sem ela, seria impossivel a vida do homem, dos animais e das plantas. A agua pode
ser utilizada de vérias formas, como no abastecimento humano e animal, na geracéo
de energia elétrica, no abastecimento industrial, na diluicdo de esgotos, na irrigacao,
navegacao, pesca e lazer.

Apesar de sua importancia, os corpos de agua estdo sendo contaminados
sistematicamente por diversas fontes, tais como: o lixo industrial e doméstico e os
esgotos que séo lancados sem o devido tratamento. Conforme Lima e Garcia (2008,
p. 2), os rios brasileiros recebem um volume de substancias poluentes quatro vezes
maior que sua capacidade natural de depuracgéo.

A coleta e o tratamento prévio de esgotos sanitarios e industriais sdo
imprescindiveis para o controle da poluicdo e conservacao de recursos hidricos em
padrbes de qualidade compativeis com a sua utilizacdo. A contamina¢do cumulativa
dos recursos hidricos causa sérios riscos ao homem, fauna e flora, quando nao
tratados e lancados nos mananciais aquaticos e no solo, repercutindo na qualidade
de vida das populacdes que utilizam desses recursos (LIMA e GARCIA, 2008, p. 3).

Todos os sistemas continentais aquaticos estdo submetidos a um conjunto
de impactos resultantes das atividades humanas na bacia hidrografica e dos usos
multiplos da agua. Drenagens urbana e rural, bem como o despejo de efluentes em
lagos, represas e rios modificam sensivelmente as caracteristicas quimicas e fisicas
das aguas, produzindo inUmeras alteracfes que as tornam improprias para consumo
humano e para outros usos (TUNDISI e TUNDISI, 2008, p. 544).
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3.2 CARACTERIZACAO DO ESGOTO SANITARIO

Conforme a NBR 9648 (ABNT, 1986, p. 1), esgoto sanitario é o despejo
liguido constituido de esgoto domeéstico e industrial, 4gua de infiltracdo e a
contribuicdo pluvial parasitaria. O esgoto doméstico € o despejo resultante do uso da
agua para higiene e necessidades fisiologicas humanas. O esgoto industrial é o
efluente resultante dos processos industriais, respeitados os padrdes de lancamento
estabelecidos. Agua de infiltracdo € toda agua proveniente do subsolo, indesejavel
ao sistema separador e que penetra nas canalizag6es. E a contribuicdo parasitaria é
a parcela de deflavio superficial inevitavelmente absorvida pela rede coletora de
esgoto sanitario.

O efluente doméstico ou efluente bruto possui aproximadamente 99,9% de
agua, sendo que a fracao restante inclui sélidos organicos e inorganicos, suspensos
e dissolvidos bem como microrganismos (VON SPERLING, 2005, p. 84). O autor
ainda relata que as caracteristicas dos esgotos € funcdo dos usos a qual a agua foi
submetida. Dependendo da localidade o esgoto sanitdrio também pode ser
composto por efluentes hospitalares, pois geralmente tais efluentes ndo recebem
tratamento adequado, sendo descartados em corpos d’agua ou nos sistemas
publicos de esgoto.

Os efluentes hospitalares caracterizam-se como provaveis veiculos de
disseminacgdo de varios microrganismos patogénicos (VECCHIA et al., 2009, p. 65),
bem como os efluentes domésticos que também possuem em sua COmpoSiGao
microrganismos patogénicos uma vez que os moradores das residéncias podem
estar doentes e realizando o tratamento em casa.

Vecchia et al. (2009, p. 65) confirma ainda que o volume dos efluentes
hospitalares tem aumentado com a demanda populacional nos grandes centros
brasileiros, que em sua maioria sado lancados in natura no ambiente ou na rede de
esgoto, contribuindo para o risco de doencas, tais como, febre tifoide, hepatite,
colera e muitas verminoses. O autor também relata a possibilidade desses efluentes
levarem ao aparecimento de microrganismos resistentes que podem provocar

doencas mais severas e de dificil tratamento.
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3.3 LEGISLACAO

No contexto da legislacdo, a Resolucdo CONAMA n° 357, de 17 de marco
de 2005, dispbe sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais
para o seu enquadramento, bem como as condi¢cdes e padrbes de langcamento de
efluentes, estipulando que devam ser lancados direta ou indiretamente nos corpos
d’agua apos tratamento prévio de acordo com a norma regulamentar.

Como complemento e algumas alteracdes a Resolugdo CONAMA n° 357,
tem-se a Resolugcdo CONAMA n° 430, de 13 de maio de 2011, que também dispbe
sobre as condicdes e padrbes de lancamento de efluentes. Em seu Capitulo I,
secao |, Artigo 12 o mesmo diz que “O langamento de efluentes em corpos de agua,
com excec¢do daqueles enquadrados na classe especial, ndo poderd exceder as
condicdes e padrbes de qualidade de agua estabelecidos para as respectivas
classes, nas condicdes da vazao de referéncia ou volume disponivel, além de
atender outras exigéncias aplicaveis”.

Como citado no item 3.2 deste trabalho, o esgoto sanitario pode conter
efluente hospitalar, acarretando consequentemente em alteracbes dos seus
parametros fisicos e quimicos. Assim sendo, o tratamento devera fazer com que o
efluente final tratado se enquadre nos padrdes de qualidade do corpo receptor. Visto
gue nesse estudo a estacdo de tratamento recebe efluente hospitalar, vé-se a
relevancia de mencionar algumas resolucdes, como as mencionadas a seguir.

O despejo direto de efluentes hospitalares na rede coletora de esgoto sem
tratamento prévio no Brasil foi confirmado pela substituicdo recente da GM/MS 1884
de 1994 pela Resolucdo ANVISA — RDC n° 050/02, que estabelece: “Caso a regido
onde o Estabelecimento Assistencial de Saude (EAS) estiver localizado tenha rede
publica de coleta e tratamento de esgoto, todo o esgoto resultante desse pode ser
lancado nessa rede sem qualquer tratamento.” Nado havendo rede de coleta e
tratamento, todo esgoto tera que receber tratamento antes de ser langado em rios,
lagos.

Outro ponto abordado pela mesma resolucédo relata que: “O langamento de
efluentes hospitalares na rede de esgoto ou em corpos hidricos ndo deve afetar o

equilibrio ecologico aquatico necessario para atender as necessidades da
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comunidade, devendo ser previamente tratado antes de sua disposicdo final para
nao causar impacto no corpo receptor”.

Especificamente no Estado do Rio Grande do Sul, entrou em vigor a
Resolucdo CONSEMA n° 276 de 13 de maio de 2013, que dispbe sobre a
excepcionalidade nos sistemas de esgoto sanitario, no que diz respeito aos padrdes
e condi¢cBes para a emissao de efluentes liquidos domésticos em aguas superficiais
do Estado do Rio Grande do Sul. Na mesma, em seu artigo 3°, fica evidenciado que
0s sistemas de esgotos sanitarios aos quais se aplicam esta resolucédo nédo poderao

receber cargas externas, incluido efluentes hospitalares.

3.4 INDICADORES MICROBIOLOGICOS DA QUALIDADE DA AGUA

Aspecto de grande relevancia relativo a qualidade biolégica da agua é a
possibilidade da transmissdo de doencas. Os microrganismos encontrados nos
esgotos podem ser parasitas, ou seja, de categoria patogénica capaz de causar
doencas no homem e em animais. A origem destes agentes patogénicos nos
esgotos é predominantemente humana, refletindo diretamente o nivel de saude
populacional e as condicbes de saneamento basico de cada regido (VON
SPERLING, 2005, p. 102).

A quantidade de patdgenos presentes no esgoto de uma determinada
localidade é bastante varidvel e depende das condi¢cdes sOcio-econdmicas da
populacdo, condicBes sanitarias, regido geografica, presenca de industrias agro-
alimentares e tipo de tratamento a que o esgoto e o lodo sdo submetidos, no caso
de esgotos tratados (VON SPERLING, 2005, p. 102).

Em esgotos, a Escherichia coli € o organismo predominante no grupo de
coliformes termotolerantes, grupo predominante dentro dos coliformes totais. Na
interpretacao dos testes dos indicadores de contaminagao fecal em corpos d’agua, é
bastante importante uma inspecéo sanitaria da bacia, para se estabelecer a origem
da contaminacéo fecal, ou seja, a possivel presenca de lancamento de esgotos
domésticos ou despejos da criacdo de animais (VON SPERLING, 2005, p. 108).

Conforme Wanjugi e Harwood (2013, p. 517), o papel das bactérias

indicadoras de contaminacao fecal na avaliacdo da qualidade da agua é de alertar
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acerca do aumento do risco da presenca de patégenos. Assim, a presenca das
bactérias indicadoras de contaminacdo fecal sdo utilizadas em muitas aplicacbes
desde o monitoramento da qualidade da agua de praias até a avaliacdo da eficacia
do tratamento de aguas residuais.

Conforme Beda (2011, p. 15), uma vez os microrganismos submetidos as
diversas condi¢gdes no corpo d’agua, eles muitas vezes tendem a decrescer em
namero, caracterizando entdo o que é chamado de decaimento. O decaimento
bacteriano pode ser atribuido a diversos fatores. Pode-se citar como exemplo de
fatores que afetam a mortalidade bacteriana a sedimentacdo, radiacdo solar,
predacdo, utilizacdo de nutrientes, toxicidade das algas e de outras bactérias, entre
outros.

Conforme Von Sperling (2005, p. 206), as bactérias patogénicas tendem a
morrer com mais rapidez do que as bactérias do grupo coliformes, o que confirma
uma certa segurancga na utilizagdo dos coliformes como indicadores de adequacgao
sanitaria de uma agua. A Figura 1 mostra esquematicamente essa diferenciacédo de
decaimento das bactérias e também mostra os seguintes aspectos:

- A concentracdo de bactérias patogénicas é usualmente menor do que a
concentracéo de coliformes, uma vez que apenas uma parcela da populacao
excreta patdgenos e toda a populacdo excreta coliformes;

- A taxa de mortalidade das bactérias patogénicas (evidenciada pela inclinacéo
da reta do grafico em escala logaritmica) é maior do que a de coliformes;

- A partir de uma determinada concentragcdo de coliformes pode-se ter
concentracbes baixas ou préximas de zero de bactérias patogénicas,

possibilitando o indicativo de que a agua € de uso sanitariamente segura.



20

InN

coliformes

X

conc. colif. em
que bact.
patog. ~ 0

bactérias
patogénicas

dist. p/ bact. dist. p/ distancia
patog. ~ 0 colif.~ 0 ou tempo
Figura 1 — Comparacdo entre as taxas de decaimento de coliformes e de bactérias
patogénicas.

Fonte: Von Sperling (2005, p.206).

Importante ressaltar que essa deducdo representa uma situacdo geral,
sendo que a generalizacdo do comportamento das diversas bactérias patogénicas é
dificil, pois o nivel de resisténcia é variavel.

Nos ultimos anos a utilizacdo de Escherichia coli como o melhor indicador de
contaminacdo fecal tem sido questionada. Estudos realizados por varios
pesquisadores e reportados em documentos da Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2002) tém apresentado falhas quanto ao uso do grupo coliforme fecal,
podendo citar a baixa sobrevivéncia fora do trato intestinal, particularmente em
ambientes marinhos e baixa relacdo com a presenca de bactérias patogénicas e

virus.

3.5 CARACTERIZACAO DAS BACTERIAS POTENCIALMENTE PATOGENICAS

3.5.1 Acinetobacter spp.

O género Acinetobacter € gram-negativo, bacilo, estritamente aerdbio, néo
fermentador, resistentes a penicilina e possuem oxidase negativa. Crescem bem
entre temperaturas de 33 a 35°C. Algumas de suas linhagens apresentam a
interessante propriedade de motilidade pulsante, expressa em curtos movimentos de

translocacdo ou “saltos”, cobrindo a distancia de aproximadamente 1-5 pm. As



21

bactérias pulsantes possuem pili especiais geradores de forca que facilitam sua
movimentagcdo (MADIGAN, 2010, p. 418).

As espécies desse género apresentam o teste catalase positiva e crescem
em meios definidos contendo uma Unica fonte de carbono e podem utilizar sais de
amonio e nitrato como fonte de nitrogénio. As suas diferentes espécies nao
necessitam de fatores de crescimento (BROVE, 1984 apud RESENDE, 2009, p. 22).

Acinetobacter spp. podem ser encontrados no solo, na 4gua e em esgotos,
alimentos e flora normal de animais, onde representam cerca de 50% dos
microrganismos isolados (RESENDE, 2009, p. 23; LAHIRI; MANI; PURAI, 2004, p.
7). Em comparacao com outros géneros de bacilos gram-negativos, eles sobrevivem
melhor em superficies ambientais secas, provavelmente contribuindo para a sua
propensao para causar surtos prolongados de infec¢cdo nosocomial (ROSENBERG e
MACHER, 2002, p. 1695).

Tem se destacado desde o inicio dos anos setenta, como um patégeno
oportunista emergente, causando graves infec¢cdes nosocomiais e infeccbes na
comunidade. Apesar de sua baixa viruléncia, 0 mesmo impde um sério problema
terapéutico devido ao aumento e disseminagdo de amostras multirresistentes no
Brasil e no mundo (Sader et al., 1999; Karlowsky et al., 2003 apud RESENDE, 2009,
p. 23).

3.5.2 Escherichia coli

Pela coloracdo de Gram, sdo visualizadas como bacilos gram-negativos
isolados, aos pares ou em cadeias curtas. Sdo bactérias encapsuladas, nao
esporuladas. Caracterizam-se também por néo utilizarem o citrato como fonte Unica
de carbono e por fermentarem a glicose, sendo por isso denominadas
fermentadoras (Shigei, 1992; Koneman, 2001; Farmer, 2003 apud RESENDE, 2009,
p. 27).

Possuem crescimento em ambientes aerdbio (O2 a 21%), oxidase negativa e
motilidade por flagelo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012, p. 296). A Escherichia coli

€ abundante em fezes humanas e de animais, sdo encontradas em esgoto, aguas
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naturais e solos que tenham recebido contaminacéo fecal recentemente (BRASIL,
2001).

As temperaturas cardiais da Escherichia coli, um meséfilo (com ponto 6timo,
em temperaturas medianas) tipico, possui temperatura 6tima de 39°C, a maxima de
48°C e a minima de 8°C. Sdo potencialmente resistentes a multiplos farmacos
(MADIGAN et al., 2010, p. 159 e 946).

Escherichia coli ndo é um patégeno comum, contudo pode ser a causa de
infeccbes do trato urinario. Algumas produzem toxinas que causam a diarreia do
viajante ocasionando doencas de origem alimentar grave (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012, p. 310). Duarte (2011, p. 15) expde que embora a maioria das
linhagens Escherichia coli sejam bactérias comensais inofensivas, algumas
linhagens podem causar doencas aos humanos, como a Escherichia coli O157:H7,
que esta entre 0s sorotipos mais reconhecidos por causar grande surto por meio dos
alimentos e pela agua.

Segundo Tortora, Funke e Case (2012, p.20) essa linhagem tem sido tratada
como problema de saude publica. Atualmente, € uma das principais causas de
diarreia no mundo. Em 1996, cerca de 9000 pessoas no Japéo ficaram doentes e

sete morreram como resultado de uma infeccéo por Escherichia coli O157:H7.

3.5.3 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae possui formato de bastonete, € gram-negativo,
aerébio facultativo, mas com melhor crescimento em condicdes aerdbias
(SCARPATE; COSSATIS, 2009, p. 3). Bactéria nao exclusivamente fecal e
considerada como uma das bactérias do grupo coliforme termotolerantes
(MARQUEZI, 2010, p.9).

O género Klebsiella possui caracteristicas bioquimicas que viabiliza sua
caracterizagdo. Possui reacdo de oxidase negativa, fermenta glicose, reduz nitrato,
citrato e indol negativos, triplice acucar ferro (TSI) positivo com producdo de gas,
utiliza o citrato como fonte de carbono e também hidrolisa a uréia, formando gas ou
ndo (KONEMAN, et al., 2001 apud SCARPATE; COSSATIS, 2009, p. 3).
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A maioria das linhagens de Klebsiella também é capaz de fixar N2, uma
propriedade ndo observada em outras bactérias entéricas (MADIGAN et al., 2010, p.
423). Segundo Resende (2009, p.30), a Klebsiella pode ser encontrada em quase
todos os ambientes naturais como solo, dgua e plantas. K. pneumoniae pode ser
isolada da cavidade oral de individuos com ou sem doenca e em orofaringe de
portadores assintomaticos. As infec¢cdes causadas por este patbgeno ocorrem em
pessoas com sistema imunitario deprimido sendo responsavel por alta taxa de
mortalidade. Dentre as sindromes clinicas mais frequentes estdo: pneumonia,
infecgbes do trato urinario, trato gastrintestinal e de feridas, bacteremia, rinite crénica
atrofica, artrites, enterites, meningites em criancas e septicemia.

A resisténcia apresentada por essa bactéria a antimicrobianos nos ultimos
anos se tornou um problema de saude publica e preocupacédo em todos 0s campos
da saude. Noticias sobre mortes provocadas pela bactéria Klebsiella pneumoniae,
produtora da enzima carbapenemase (KPC), provocaram alarde em varias partes do
Brasil. Segundo dados do Ministério da Saude, no Distrito Federal foram feitas 187
notificacbes de infeccdo no ano de 2010, sendo registrados 18 6bitos. Em Séo
Paulo, o Hospital das Clinicas registrou 70 casos desde 2008 (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2010, p. 176).

3.5.4 Pseudomonas aeruginosa

7

Taxonomicamente, dentro da familia Pseudomonadacea, € uma bactéria
definida como um bacilo gram-negativo reto, ndo esporulado, moével por um simples
flagelo polar. Fisiologicamente, é classificada como aerdbia. A obtencéo de energia
a partir de carboidratos implica um metabolismo oxidativo (dependente de O2), o que
o inclui no grupo dos microrganismos nao fermentadores (TRABULSI; ALTERTHUM,
2005, p. 359). Podem ser observados como células isoladas, aos pares, ou em
cadeias curtas (POLLACK, 1995 apud NOVAES, 2009, p. 7).

Pseudomonas aeruginosa, é um dos microrganismos mais ubiquitarios, pelo
fato de ser encontrado no solo, na dgua, nos vegetais, nos animais, nos alimentos e
nos mais diversos ambientes hospitalares. O mesmo € considerado o protétipo de

patogeno oportunista, afinal ele € um dos mais importantes agentes de infeccéo
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hospitalar (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005, p. 359). Isolados de Pseudomonas
aeruginosa oriundos de infec¢cbes hospitalares sdo naturalmente resistentes a
multiplos antibioticos, dificultando o tratamento (MADIGAN et al., 2010, p. 946).

A importancia clinica da Pseudomonas aeruginosa baseia-se na resisténcia
natural e adquirida aos diversos antibacterianos de uso habitual. A producao de uma
B-lactamase cromossomial, a impermeabilidade da membrana, a capacidade de
colonizar superficies em forma de biofilme, fazem com que poucos antibioticos
sejam efetivos. No Brasil, ja tem sido reportados casos esporadicos (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005, p. 363). Como exemplo, pode-se citar estudos como o de
Cezario (2008), com sua tese de Pds-graduacgao titulada: “Surto por Pseudomonas
aeruginosa resistente ao imipenem nas Unidades de Terapia Intensiva / Adulto de
dois hospitais de Uberlandia — MG”, e Pizani et al. (2000), com o trabalho: “Surto de
bacteriemia por Pseudomonas aeruginosa na unidade de hemodialise de um

hospital de Campinas, Sao Paulo, Brasil”.

3.5.5 Staphylococcus aureus

Staphlococcus aureus é uma bactéria esférica, do grupo dos cocos gram-
positivos, aerdbios, catalase positiva, possuem &cido tebico na parede celular e
produzem &cido a partir da glicose (MADIGAN et al., 2010, p. 78 e 446). Essa
bactéria pode apresentar-se em diversas formas, que vao desde isolados, aos
pares, em cadeias curtas, ou agrupados irregularmente (com aspecto semelhante a
um cacho de uvas), devido a sua divisdo celular que ocorre em trés planos
perpendiculares. Staphylococcus aureus tem aproximadamente 0,5 — 1,5 um de
diametro, sdo imoveis, podem ser aerébios ou anaerébios facultativos, crescem sob
condicbes pressao osmotica elevada e baixa umidade (SANTOS, 2007, p. 414).

Stapylococcus aureus produz toxinas que contribuem para a patogenicidade
da bactéria, aumentando sua capacidade de invadir o corpo e danificar os tecidos.
Uma dessas toxinas € responsavel pela sindrome do choque toxico, infeccdo grave
caracterizada por febre alta, vOmitos e algumas vezes morte. Essa bactéria tambéem
produz uma enterotoxina que causa vOmitos e nausea, uma das causas mais
comuns de intoxicagao alimentar (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012, p. 318).
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Os problemas enfrentados com bactérias com expressao de resisténcia a
multiplos antimicrobianos s@o antigos. No ambito hospitalar, a primeira bactéria
multirresistente relatada foi o Staphylococcus aureus, apresentando-se resistente a
oxacilina, seguido por enterobactérias produtoras de uma enzima com capacidade
de promover a digestao de diversos antimicrobianos. Mais recentemente, houve
relatos de Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina e diversas bactérias
gram-negativas produtoras de uma enzima com propriedade de digerir antibidticos
carbapenémicos (DEL PELOSO et al., 2010 apud MOREIRA e FREIRE, 2013, p. 3).

Diversas pesquisas tém sido realizadas no mundo, verificando o perfil de
sensibilidade antimicrobiana, e tem demonstrado que é muito variavel entre as
diferentes regides geograficas, e entre as cepas isoladas de comunidades ou
hospitalares. Certas cepas resistentes a determinados farmacos ja estéo distribuidas
em todo o planeta, com destaque ao S. aureus resistente as penicilinas (Holzman,
1998, apud CRUVINEL, 2011, p. 3).

3.6 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Segundo Noble et al. (2004, p. 464), a sobrevivéncia das bactérias
indicadoras de contaminacdo fecal e patdgenos nos sistemas aquaticos sao
influenciados pela variedade dos fatores abiodticos e bidticos. Como exemplo de
abidtico tem-se a temperatura, salinidade, pH, radiacdo solar, niveis de nutrientes,
turbidez, concentracbes de oxigénio (BARCINA et al., 1997, p. 03; NOBLE et al.,
2004, p. 465). J4 os fatores bidticos pode-se citar como exemplo a predacédo, e
competicdo com espécies nativas (BARCINA et al., 1997, p. 2; RHODES e KATOR,
1988, p. 2906). Assim sendo, tais fatores contribuem no processo de decaimento ou
aumento das bactérias patogénicas ao longo do gradiente longitudinal.

Em termos de avaliacdo da qualidade da agua, os microrganismos assumem
um papel de grande importancia dentre os seres vivos, devido a sua grande
predominéncia em determinados ambientes, a sua atuacdo nos processos de
depuracdo dos despejos ou a sua associacdo com as doencgas ligadas a agua
(SPERLING, 2005, p. 24).
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A qualidade da agua pode ser representada através de diversos parametros,
que traduzem as suas principais caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas. No
estabelecimento de padrbes de tolerancia de microrganismos e de fatores limitantes
a sua distribuicdo, estdo a turbidez, temperatura, oxigénio dissolvido, pH e
condutividade (TUNDISI e TUNDISI, 2008, p. 545).

3.6.1 Turbidez

A turbidez representa o grau de interferéncia com a passagem da luz através
da agua, conferindo uma aparéncia turva a mesma. Os constituintes responsaveis
sdo os solidos em suspensédo, que podem ter origem natural (particulas de rocha,
argila, silte, algas e outros micro-organismos) ou origem antropogénica (despejos
domésticos e industriais, microrganismos, erosdo). No que diz respeito a origem
antropogénica, pode estar associada a compostos toxicos e organismos patogénicos
(VON SPERLING, 2005, p. 28). Uma suspenséo celular exibe aspecto turvo, pois as
células dispersam a luz que atravessa a suspensdo. Quanto maior o nimero de
células presentes, maior a quantidade de luz dispersa e, consequentemente, mais
turva a suspensédo (MADIGAN et al., 2010, p. 156).

Conforme Resolucdo CONAMA n° 357 de 2005, para corpos de agua doce,
classe 2, é permitido até 100 NTU (Unidade de Turbidez Nefelométrica).

3.6.2 Temperatura

A temperatura é a medicdo da intensidade de calor. E um parametro
utilizado frequentemente para a caracterizacdo de corpos d’agua e de aguas
residuarias brutas. Elevacdes na temperatura aumentam a taxa das reacgoes fisicas,
quimicas e bioldgicas, além de aumentar a taxa de transferéncia de gases (0 que
pode gerar mau cheiro, no caso da liberacdo de gases com odores desagradaveis).
Temperaturas elevadas também diminuem a solubilidade dos gases, como por

exemplo, o oxigénio dissolvido. Em termos de corpos d’agua a temperatura deve ser
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analisada em conjunto com outros parametros, tais como oxigénio dissolvido (VON
SPERLING, 2005, p. 30).

Conforme a Resolucdo CONAMA 430 de maio de 2011, em seu artigo 22
inciso 1l, a temperatura de efluentes de esgoto tratado deve ser inferior a 40°C,
sendo que a variacdo de temperatura do corpo receptor ndo exceda a 3°C no limite
da zona de mistura.

A temperatura afeta os microrganismos de duas maneiras opostas. A
medida que a temperatura aumenta, as reacfes quimicas e enzimaticas da célula
passam a ocorrer com maio velocidade e o crescimento € acelerado. Entretanto,
acima de uma determinada temperatura, os componentes celulares podem sofrer
danos irreversiveis. Assim, a medida que a temperatura é elevada dentro de uma
determinada faixa, ha um aumento do crescimento e das atividades metabolicas até
um ponto a partir do qual as reagOes de desnaturacdo passam a atuar. Acima deste
limite, as funcdes celulares caem a zero (MADIGAN, 2010, p. 157).

Dessa forma, para cada microrganismo ha uma temperatura minima, abaixo
da qual o crescimento ndo é possivel, uma temperatura 6tima, onde o crescimento
ocorre rapidamente, e uma temperatura maxima, acima da qual o crescimento torna-
se impossivel. A temperatura 6tima situa-se mais proximo da temperatura maxima.
Essas trés temperaturas, denominadas temperaturas cardiais, sdo caracteristicas

para qualquer tipo de microrganismo (MADIGAN, 2010, p. 157).

3.6.3 Oxigénio dissolvido

O oxigénio dissolvido (OD) é de essencial importancia para 0s organismos
aerobios (que vivem na presenca de oxigénio). Durante a estabilizacdo da matéria
organica, as bactérias fazem uso do oxigénio nos seus processos respiratorios,
podendo vir a causar redugdo da sua concentracdo no meio. Dependendo da
magnitude deste fendmeno, podem vir a morrer diversos seres aquaticos, inclusive
0s peixes. E caso o0 oxigénio seja totalmente consumido, tém-se as condi¢des
anaerdbias (auséncia de oxigénio), com possivel geragdo de maus odores (VON
SPERLING, 2005, p. 38).
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O OD é o principal parametro de caracterizagdo dos efeitos da poluicdo das
dguas por despejos organicos. Tem como utilizacdo mais frequente na
caracterizagdo de corpos d’agua e no controle operacional de estagdes de
tratamento de esgoto. Assim como todos 0s gases, a solubilidade do oxigénio
dissolvido varia com a pressao e a temperatura. Ou seja, quando se eleva a
temperatura e diminui a presséo, ocorre a reducdo da solubilidade do oxigénio na
adgua (ESTEVES, 1998, p. 146; VON SPERLING, 2005, p. 39).

Ao nivel do mar, na temperatura de 20°C, a concentracdo de saturacao é
igual a 9,2 mg/L. Valores de OD superiores a saturacao séo indicativos da presenca
de algas (fotossintese, geracdo de oxigénio puro). Valores bem inferiores a
saturacdo sdo indicativos da presenca de matéria organica, provavelmente de
esgotos (VON SPERLING, 2005, p. 39). A partir da Resolugdo CONAMA 357,

oxigénio dissolvido para rios de classe 2 nédo deve ser inferior a 5 mg/L.

3.6.4 pH

O pH, potencial de hidrogénio, representa a concentra¢ao de ions hidrogénio
H*, dando uma indicacdo sobre a condicdo de acidez, neutralidade ou alcalinidade
da agua. A faixa de pH € de 0 a 14, sendo que pH<7 é considerado &cido, pH=7
neutro e pH>7 basico. Os constituintes responsaveis pelo parametro sao os soélidos
e gases dissolvidos. Podem ter origem de dissolucdo de rochas, absorcédo de gases
da atmosfera, oxidacdo da matéria organica, despejos domésticos e industriais
(VON SPERLING, 2005, p. 30).

Valores de pH afastados da neutralidade podem afetar a vida aquética e os
microrganismos responsaveis pelo tratamento dos esgotos. Sua utilizacdo mais
frequente esta na caracterizagdo de aguas residuarias brutas, aguas de
abastecimento bruto e tratadas, no controle da operagéao de estagbes de tratamento
de esgoto e caracterizagao de corpos d’agua. Em termos de corpos d’agua, valores
elevados de pH podem estar associados a proliferacédo de algas e valores baixos ou

elevados podem ser indicativos da presenca de efluentes industriais.
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A variacdo do pH influencia o equilibrio dos compostos quimicos (VON
SPERLING, 2005, p. 30 e 31). Segundo a Resolugdo CONAMA 357 de 2005, o pH
para rios de classe 2 deve se enquadrar entre 6,0 e 9,0. No que diz respeito a
efluentes de esgoto tratado, conforme a Resolucdo CONAMA 430 de maio de 2011
em seu artigo 22 inciso |, € exigido que o efluente se encontre entre 5 a 9 na faixa de
pH.

Cada microrganismo possui um faixa de pH em que o crescimento €&
possivel e normalmente exibe um pH 6timo de crescimento bem definido. A maioria
dos microrganismos exibe uma faixa de pH para o crescimento que varia de 2-3
unidades. A maioria dos ambientes naturais apresentam valores de pH entre 4 e 9.
Apenas poucas espécies sdo capazes de crescer em pHs inferiores a 3 ou
superiores a 9 (MADIGAN, 2010, p. 165).

3.6.5 Condutividade

A condutividade é a expressao numérica da capacidade da agua conduzir
corrente elétrica. Este parametro esta relacionado com a presenca de ions
dissolvidos na agua, que sao particulas carregadas eletricamente. Quanto maior a
concentracdo dos ions, maior sera a condutividade elétrica da agua. Em aguas
continentais, os ions diretamente responsaveis pelos valores de condutividade sao:
calcio, magnésio, potassio, sodio, carbonato, sulfato e cloretos (ESTEVES, 2011, p.
299).

O parametro ndo determina especificamente quais 0s ions que estédo
presentes em determinada amostra de agua, mas pode contribuir na deteccao de
fontes poluidoras na bacia de drenagem, ocasionados por lancamentos de residuos
industriais, mineragdo, esgotos (ESTEVES, 2011, p. 300). A atividade idnica
depende da concentracado idnica e da temperatura. Ela também indica a quantidade
de sais existentes na coluna d’agua e, portanto, representa uma medida indireta da
concentracdo de poluentes. Em geral, niveis superiores a 100 upS/cm indicam
ambientes impactados (CETESB, 2013).

Além da temperatura, o pH da amostra pode ter influéncia sobre os valores

de condutividade elétrica. Especialmente em aguas pobres em sais solluveis e de
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baixos valores de pH (<5), o ion H* torna-se responsavel pelos valores de
condutividade elétrica. Caso semelhante ocorre também com o ion OH" em &guas
muito alcalinas (pH>9). Assim, em amostras cujos valores de pH se localizam nas
faixas extremas, os valores de condutividade elétrica sdo devidos, em grande parte,

a elevadas concentracdes de alguns ions em solu¢do (ESTEVES, 2011, p. 300).

3.7 DESINFETANTES

Segundo Torres e Lisboa (2008, p. 63), o processo de higienizacdo de uma
superficie esta dividido em duas etapas: limpeza e desinfeccdo, que consistem
respectivamente na remogéo de contaminacao e na remoc¢ao de microrganismos.

O uso de desinfetantes tem presenca fundamental nos ambientes
domésticos por que sdo responsaveis pela higienizacdo e desinfeccdo destes
ambientes. Deste modo, estes produtos sdo usados praticamente em todas as casas
do mundo. No entanto, pouca atengédo vem sendo dada ao uso e a manipulacao de
produtos quimicos de limpeza doméstica (SILVA et al., 2014).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012),
produtos de limpeza doméstica sdo geralmente de pronto uso, que por sua baixa
toxidade podem ser usados por qualquer pessoa.

Apesar de sua baixa toxidade, os produtos quimicos destinados a limpeza
correspondem a uma parte significativa no que diz respeito a poluicdo provocada
pelo homem ao meio ambiente, pois sua utilizacao afeta diretamente a qualidade da
agua. Uma vez utilizado o desinfetante, o residuo do mesmo é carregado pelo
sistema de coleta de esgoto ou agua pluvial, sendo que o destino final seria o
despejo em corpos hidrico (SILVA et al., 2014).

Segundo Torres e Lisboa (2008, p.63), a pesquisa por medidas que reduzam
a carga microbiana nas superficies e que tornem o ambiente propicio para a
realizacdo de procedimentos tem feito da utilizacdo de desinfetantes uma pratica
constante nos servicos de saude. A desinfeccdo das superficies em determinadas
circunstancias diminui o risco de infecgbes cruzadas na assisténcia a saude.
Contudo, os desinfetantes podem trazer consequéncias negativas para as equipes,

pacientes e para o meio ambiente, principalmente se nédo forem adotadas medidas
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para seu manuseio, utilizagdo e descarte. E de conhecimento que patdégenos
bacterianos sdo amplamente distribuidos no ambiente hospitalar. Portanto, assim
como em ambientes domiciliares, os hospitais também utilizam desinfetantes para a
desinfeccdo de ambientes. Muitos dos desinfetantes utilizados em hospitais
possuem 0S mesmos componentes quimicos, como ja citados anteriormente. S&o
eles: hipoclorito de soédio, cloreto benzalcénico, peréxido de hidrogénio/acido
peracético (BOUZADA, 2009, p. 29).

3.7.1 Hipoclorito de sédio

Torres e Lisboa (2008, p. 64) descrevem o hipoclorito de so6dio como um
desinfetante amplamente utilizado na rotina de higiene e limpeza hospitalar, e sua
concentracdo de uso pode variar de 0,03 a 1%, dependendo da indicacédo do uso. O
mecanismo de acdo pelo qual o cloro destr6i 0os microrganismos é através da
inibicdo de reacBes enzimaticas, acarretando a desnaturacéo proteica e inativacado
do &cido nucléico dos microrganismos.

Rutala e Weber (2008, p. 26) determinam a acdo do hipoclorito de sodio
como limitada pela presenca de matéria organica, sendo inativado na presenca de
sabdo e detergente. Seu uso deve ser restrito a plasticos, vidros, acrilicos e
borrachas, pois compostos inorganicos de cloro geralmente danificam tecidos (acima
de 0,2%) e corroem metais.

3.7.2 Cloreto de benzalcbnico

Rutala e Werber (2008, p. 23) também caracterizam o0s compostos de
amonio quaternario como sendo utilizados em produtos de limpeza, sendo que
alguns apresentam propriedades germicidas e sédo empregados como desinfetantes
em compostos de detergentes catidnicos. Sao 6timos agentes limpadores, e cada

composto tem caracteristicas antimicrobianas préprias, com maior ou menor



32

atividade germicida. Em geral a acdo antimicrobiana € alcancada com teores do
principio ativo entre 0,1 e 0,5%.

Block (2001, p. 225) demonstra esse composto quimico como agente
inodoros, ndo corrosivos, estaveis no armazenamento, e tém sua atividade pouco
afetada na presengca de matéria organica. Atuam na membrana citoplasmaética,
inativando as enzimas, alterando a permeabilidade e destruindo a parede celular,
agem sobre fungos, virus lipofilicos e bactérias Gram positivas, possuindo menor

acao em bactérias Gram negativas e ndo atuando em esporos e microbactérias.

3.7.3 Peroxido de hidrogénio/Acido peracético

O peroxido de hidrogénio/acido peracético segundo Souza e Daniel (2005, p.
112), é especialmente indicados para limpeza, desinfeccao e esterilizacao de artigos
criticos, semi-criticos e nao-criticos, além de superficies de ambientes hospitalares,
nas concentracbes de 0,5 a 2%. Devido a caracteristica de sua composi¢do e
excelente compatibilidade com material organico, pode ser utilizado sem deixar
qualquer residuo ou odor desagradavel. Atua provocando a ruptura da membrana
celular e posterior desnaturacdo proteica. Possui amplo espectro de acdo em
micobactérias e esporos bacterianos. O produto é utilizado na desinfeccdo de alto
nivel em superficies hospitalares, na concentracdo de 0,5% por 10 minutos de

contato.

3.8 ANTIBIOTICOS

Os antibidticos sédo drogas com capacidade de interagir com microrganismos
mono ou pluricelulares que causam infec¢des no organismo humano. As primeiras
substancias descobertas eram produzidas por fungos e bactérias. Atualmente
podem ser sintetizadas em laboratérios farmacéuticos e tém a capacidade de

impedir ou dificultar a manutencgéo de certos grupos de células vivas.



33

Muitos dos medicamentos sdo excretados por individuos doentes via urinéria
e fecal. Essa diversidade de substancias, que ndo sao biodegradaveis, pode ser
carreada para aguas superficiais de tratamento de efluentes de aguas residuais, ou
até mesmo em aguas subterraneas quando o lodo do esgoto € utilizado como
fertilizante (GAUTAM; KUMAR; SABUMON, 2007, p. 298). Portanto, se néo tratados
podem acarretar em contaminantes de mananciais de agua potéavel, tanto superficial
guanto subterranea. Nesse contexto, linhagens de organismos multirresistentes a
antibioticos, se atingirem o sistema de abastecimento, podem representar riscos a
saude publica (VECCHIA et al., 2009, p. 65).

Conforme Loiola (2014), mais de 40 bilhdes de ddlares foram gastos em
2013 para a compra de antibioticos, dos quais 1,24 bilhdo pertence ao Brasil.
Fazendo uma comparacdo, ha cinco anos a soma era de 875 milhdes de dolares
gasto pelo Brasil. Dentre os remédios em geral, os antibiéticos sdo o quinto mais
vendido do mundo, atras apenas de drogas de combate ao cancer, dores, diabetes e
hipertensédo. Este grande consumo de medicamentos sem prescricdo médica pode
gerar o surgimento de cepas bacterianas resistentes a estas drogas, sendo
necesséaria a descoberta constante de novos medicamentos mais eficientes, o que
aumenta consideravelmente o custo do tratamento das infec¢des, embora ndao haja
nenhuma garantia que eles resultardo em drogas novas ou vacinas no futuro
préximo (KUMMERRE, 2003, p. 5).

Franca (2012, p. 10) menciona alguns antibiéticos utilizados em hospitais
brasileiros nos ultimos 10 anos, como por exemplo, pode-se citar a ampicilina,
amoxicilina, cefaloxina, ciprofloxacino, cloranfenicol, doxiciclina, eritromicina,

gentamicina, tetraciclina e vancomicina (Quadro 1).
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho compreende um estudo na area do municipio de Ibipora,
onde foi no periodo de quatro meses amostrados trés pontos na saida da Estacao
de Tratamento de Esgoto (ETE) da regido Norte do municipio préximo a tubulacao
de despejo do efluente tratado no Ribeirdo Jacutinga, corpo receptor do efluente da
ETE. A coleta de amostras seguiu a norma ABNT NBR 9898 de junho de 1987, que
trata sobre a preservacéo e técnicas de amostragem de efluentes liquidos e corpos
receptores.

Foram realizadas analises fisico-quimicas e microbiolégicas das amostras
dos trés pontos do Ribeirdo Jacutinga. Os parametros fisico-quimicos (oxigénio
dissolvido, pH, temperatura, condutividade e turbidez) foram coletados no proprio
local com o auxilio de equipamentos portateis. As amostras para a andlise
microbiolégica foram levadas e processadas no Laboratério de Microbiologia
Ambiental, localizado na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — UTFPR,

Campus Londrina.

4.1 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

A area de estudo compreende a saida do efluente tratado da Estacédo de
Tratamento de Efluentes do municipio de Ibipord (ETE Norte) e um trecho do
Ribeirdo Jacutinga onde ocorre o lancamento do esgoto tratado proveniente da ETE
em questdo. O processo de tratamento da ETE consiste basicamente no
gradeamento no inicio do processo, trés lagoas anaerdbias em paralelo e uma lagoa
facultativa.

A bacia hidrografica do ribeirdo Jacutinga esta situada na regido norte da
cidade de Ibipord. E um dos afluentes do Rio Tibagi (Figura 2), que por sua vez esta
inserido na Bacia do Rio Parana. O rio Tibagi é considerado o principal curso d’agua
da Bacia do Rio Parana e sofre influéncias diretas ndo s6 do Ribeirdo Jacutinga,
como também dos Ribeirdes Abodbora e Limoeiro (PIEROTE, 2008).
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O Ribeirdo Jacutinga é corpo receptor de muitas empresas. O mesmo €
classificado como agua doce classe 2, o qual pode ser utilizado para o
abastecimento para consumo humano (apés tratamento convencional), recreacéo de
contato primario, irrigacdo de hortalicas e plantas frutiferas, parques e jardins,
aquicultura e pesca.

Os pontos de amostragem (Figura 2) foram:

- Ponto 1: saida da Estacéao de Tratamento Norte (Figura 2-A);

- Ponto 2: localizado 11 metros a montante do despejo do efluente tratado no
corpo receptor (Figura 2-B);

- Ponto 3: localizado aproximadamente 7 metros a jusante do despejo do
efluente tratado (Figura 2-C);

- Ponto 4: situa-se 63 metros a jusante do despejo (Figura 2-D).

Figura 2 - Locais de coleta de amostras. (A) Ponto 1; (B) Ponto 2; (C) Ponto 3; (D) Ponto 4. As
setas nas figuras c e d indicam a localizac&o da tubulacdo de despejo do efluente tratado.
Fonte: Autoria propria.
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A disposicdo dos pontos de coleta pode ser visualizada nas Figuras 3 e 4.

23°14'41.87"S
51° 2'47.57"0

&

23°14'44.73"S
51° 2'55.78"0

Lagoa facultativa
da ETE norte
©2014 Google

Image © 2014 DigitalGlobe : (1()()8[(‘ earth
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Figura 3 — Localizacédo dos pontos de coleta com suas respectivas coordenadas geograficas.
Fonte: GOOGLE EARTH, 2014.

Norte

Frigorifico

@

Figura 4 — Esquema com a localizacdo dos pontos de coleta das amostras.
Fonte: Autoria prépria.
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4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Para a realizacdo das coletas, as amostras microbiologicas foram
acondicionadas em frascos de plastico estéreis de 500 mL, seguindo todas as
instrugdes estipuladas pela norma ABNT NBR 9898 de junho de 1987.

Foi construido um suporte com cano PVC fixando o recipiente para a
retirada da amostra. Este suporte auxiliou a coleta da agua localizada no centro do
ribeirdo a uma profundidade de 30 cm, que é o aconselhavel para a obtencdo de
uma amostra mais confidvel, pois ndo ha o risco de coletar aguas rasas nem
particulas presentes no leito do rio. A amostra coletada foi destinada ao frasco de
coleta com o auxilio de funil previamente esterilizado.

Apbs as coletas os frascos foram armazenados sob refrigeracéo de 4°C a
8°C (caixa térmica contendo gelo) e transportado ao Laboratério de Microbiologia
Ambiental localizado na UTFPR — Campus Londrina e processadas em até 8 horas

apos sua coleta.

4.3 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Foram analisados o0s seguintes parametros: temperatura da agua (°C),
oxigénio dissolvido (mg/L), pH, condutividade (uS/cm) e turbidez (NTU). Sendo
respectivamente 0s equipamentos para cada parametro o termémetro, oximetro,
pHmetro, condutivimetro e turbidimetro. As instrucdes de cada equipamento com
relacdo a higienizacdo, manipulacéo e obtencdo dos dados foram seguidos durante
todo o procedimento de medicdo. Todos os parametros foram medidos dos meses
de maio até agosto, exceto o oxigénio dissolvido, que ndo foi possivel realizar a
medicdo do més de agosto, pois ocorreu um erro no aparelho.

Os modelos dos equipamentos utilizados foram: Politerm POL-60 Dissolved
Oxygen Meter, PoliControl Turbidimetro AP2000, Instrutherm Condutivimetro CD860
e Tecnopon pHmetro mPA-210P.

Importante ressaltar que as analises fisico-quimicas foram realizadas

apenas nos pontos do Ribeirdo Jacutinga (Pontos 2, 3 e 4), com o intuito de verificar
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se apos o despejo do esgoto tratado o Ribeirdo continua com as mesmas
caracteristicas de classe 2.

4.4 QUANTIFICACAO E ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

As bactérias selecionadas para o estudo foram: Acinetobacter spp,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus. Essas bactérias foram escolhidas mediante a

patogenicidade (BRASIL, 2005, p.68) e importancia como indicador de qualidade da
agua (VON SPERLING, 2005, p. 206).

Para as andlises microbiolégicas de quantificacdo dessas bactérias, foram
realizadas diluicGes em série até 10> em solucéo salina. Foram inoculadas aliquotas
de 0,1 mL das diluicées 101, 10 e 10°° em meio Difco CHROMagar Orientation e

incubadas durante 24 horas a 37°C (Figuras 5 e 6).

=
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Amostra
coletada

Dilui¢gdo 10™
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i ,-l

Solugdo Salina
(0,8%)
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(0,8%)
90 mL

Diluicdo 1073

I -}l
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(0,8%)
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Diluicdo 10*

—
I~ --1

Solugdo Salina
(0,8%)
90 mL

Diluicdo 10°

- \
i 1

Solugdo Salina
(0,8%)
90 mL

Figura 5 — Diluicao em série das amostras coletadas.
Fonte: Autoria propria.

O procedimento foi em triplicata. Importante ressaltar que durante a
preservacdo e incubagdo o cuidado com a exposi¢cdo do meio de cultura a luz foi
levado em conta, uma vez que pode destruir os cromogénios presentes no meio.

Desse modo as placas foram envolvidas com um papel aluminio e papel filme de
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PVC para a protecdo contra a luz. Assim que as cores das col6nias tiverem

desenvolvidas, a exposicao a luz ndo modificar4 mais as colénias.

Diluig3o 101

l | 100 i | ‘ 100 ul ‘

Diluig3o 10 \

M~ ' '
! ‘ 100 pl ‘ ‘ 100 pl ‘ 100 Ml ‘

! !

i J
) As placas sdo envolvidas por:
Diluigdio 10 Papel aluminio + Filme de PVC
' | [ e colocadas na estufa
|-__ ‘ 100 pl ‘ | 100 pl ‘ 199 U' microbioldgica durante 24
l ¢ horasa 37°C

Figura 6 — Inoculacdo em Difco CHROMagar Orientation.
Fonte: Autoria propria.

O meio de cultura Difco CHROMagar Orientation permite a identificacdo de
bacilos Gram negativos, como exemplo a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
e Klebsiella pneumoniae, cocobacilos gram negativo como o Acinetobacter spp,
além da Staphylococcus aureus, que é Gram positivo e cocos. Essas bactérias sdo
identificadas conforme a coloracéo da col6nia formada apds o crescimento no meio,

ou seja, cada bactéria possui uma coloracao diferenciada da outra (Quadro 2).

Bactéria Coloracgéo da coldnia no meio
Acinetobacter spp. Branca Fosca e peguenas
Escherichia coli Purpura com halo transparente, grandes, seca
Klebsiella pneumoniae Azul esverdeado, grandes, mucoide
Pseudomonas aerugiosa Verde claro, grandes, brilhantes
Staphylococcus aureus Dourada (natural), pequenas, cremosas

Quadro 1 - Aspecto e coloracéo das bactérias em meio Difco CHROMagar Orientation.
Fonte: Adquirido da ficha técnica do meio Difco CHROMagar Orientation.

Apés a caracterizacdo e contagem das bactérias conforme a cor e aspecto,
as colonias foram transferidas e isoladas em meio Agar MacConkey (3 colbnias
diferentes da mesma bactéria) e incubado por 48 horas a temperatura de 37°C
(Figura 7). Cada espécie de bactéria foi isolada em triplicata. Com as bactérias ja
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isoladas, a identificagdo das mesmas foi realizada utilizando teste morfotintorial
(Coloracdo de Gram) e testes bioquimicos (teste de catalase, Triple Sugar Iron (TSI)
e citrato de Simmons). Os processos de realizacdo dos mesmos estdo descritos a

seqguir.

Técnica de esgotamento aplicada para cada
espécie de bactéria (triplicata). Para cada placa
esgota-se uma colonia diferente da bactéria.

R

Meio MacConkey

As placas s3o envolvidas por papel
filme de PVC e acondicionadas a 37 °C
por 48 horas.

Figura 7 — Isolamento das bactérias em meio MacConkey.
Fonte: Autoria propria.

4.5 IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS

4.5.1 Coloracado de Gram

As bactérias Gram-positivas coram-se em roxo, enquanto as bactérias
Gram-negativas, em rosa. Essa diferenca de reacdo a coloracdo de Gram deve-se
as diferencas na estrutura da parede celular das células Gram-positivas e Gram-
negativas. Apos a coloracdo com um corante basico, normalmente o cristal violeta, o

tratamento com etanol descora as células Gram-negativas, mas ndo as Gram-
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positivas. Apés a coloracdo de contraste com um corante de cor diferente, os dois
tipos de células podem ser diferenciados microscopicamente (MADIGAN et al., 2010,
p. 418). O comportamento e a maneira com que ocorre a coloracédo de cada bactéria

e as etapas de aplicacéo dos corantes podem ser visualizados na Figura 8.

ETAPA 1

Cobrir o esfregaco
fixado pelo calor . Resultado: Todas as

com cristal violeta, ‘ células coram-se em
roxo.

por 1 minuto.

ETAPA 2

Cobrir com Lugol Resultado: Todas as

por 1 minuto. .‘ ceélulas permanecem
roXas.

ETAPA 3
Resultado: As ceélulas
Adicionar descorante Gram-positivas coram-se
por cerca de 20 f em roxo e as celulas
segundos Gram-negativas

apresentam-se incolores.

ETAPA 4
Resultado: Az células

Cobrir com fucsina Gram-positivas coram-ze

por cerca de 30 '! em roxo e as células

zepundos. Gram-negativas coram-se
em rozeas e vermelhas.

Figura 8 — Coloracédo de Gram.
Fonte: Adaptacdo de MADIGAN et al., 2010, p. 28.

O teste morfotintorial é iniciado com um esfregaco na lamina e posterior
aguardo na secagem do mesmo. Para a fixacdo a lamina é passada no fogo trés
vezes rapidamente. Apds isso se cobre o esfregaco seco com cristal violeta por 1
minuto e lava-se com agua destilada esterilizada. Segue-se com o lugol por 1 minuto
e novamente € realizada a lavagem com agua destilada esterilizada. Posiciona-se a
lamina inclinada para limpar com solucdo descorante cerca de 20 segundos. O
excesso € retirado e, entdo, cobre-se por 30 segundos com fucsina e lava-se com
agua esterilizada. Espera-se secar e € levado para a observacdo em microscopio

em objetiva de 100x, sob imerséo, para identificar a morfologia e resultado da



coloracdo. As etapas desde o inicio até
visualizada na Figura 9.
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o fim da coloracdo de Gram pode ser

l. Preparag¢do de um Esfregacgo
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=t J

Espalhar a cultura emuma
camada fina, sobre a lamina.

-

|
- — |

Passar a lamina sobrea
chama, para fixar pelo calor.

lll. Microscopia

Il. Fixagdo pelo calor e coloragdo

Secarao ar.

&

i 7'// '-

Realizar as etapasde
coloragdo de gram.

100

‘l:‘xmiﬂn _;‘ 6
A\ - leo

i
Pingar uma gota de éleo de
imers3o sobre a ldmina;
examinarcom a lente
objetiva de 100x.

Figura 9 — Passos pararealizar a coloracéo de Gram.
Fonte: Adaptacdo de MADIGAN et al., 2010 p. 28.

A morfologia e a coloracdo de Gram de cada bactéria em estudo pode ser

visualizada no Quadro 3.

Bactéria Morfologia Coloracéo de Gram
Acinetobacter spp Cocobacilo, cocos Diplococos Negativa
Escherichia coli Bacilos grandes Negativa
Klebsiella pneumoniae Bacilos Negativa
Pseudomonas aeruginosa Bacilos (cadeias curtas) Negativa
Staphylococcus aureus Cocos Positiva

Quadro 2 - Morfologia e coloragdo de Gram das Bactérias estudadas.

Fonte: Adaptacdo de BROOK et al., 2009; ANVISA, 2002; MADIGAN, 2010.
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4.5.2 Testes bioquimicos

Apés o teste morfotintorial seguiu-se com o teste bioquimico. Para as
colénias que tenham resultado negativo para a coloracdo de Gram (Acinetobacter
spp, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa) foram
realizados os testes de citrato, TSI e inoculados em &gar cetrimide ja para o0s
resultados gram-positivo (Staphylococcus aureus) as bactérias foram submetidas

apenas ao teste de catalase e inoculadas em agar manitol.

45.2.1 Catalase

Uma quantidade de material fresco a ser analisado foi depositado em uma
lamina de vidro com o auxilio de uma al¢a de inoculacdo e posteriormente uma gota
de solucdo peréxido de hidrogénio (agua oxigenada) 3% foi adicionada no material.
Tal teste foi realizado em triplicata. As enzimas de catalase promovem a quebra do
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Durante essa quebra ocorre a liberacéo
de oxigénio havendo a formacédo de bolhas. O teste é considerado positivo quando
h&4 o borbulhamento instantaneo, ou seja, ha efervescéncia da amostra. Para

Staphylococcus aureus, o teste de catalase deve ser positivo.

4.5.2.2 Citrato de Simmons

O teste verifica a capacidade da bactéria de utilizar o citrato de sédio como
Unica fonte de carbono, juntamente com sais de amodnia, alcalinizando o meio. Para
a realizagcdo da prova, o material a ser analisado (colbnias esgotadas no meio
MacConkey com resultado Gram negativo) é inoculado através de pequenas estrias
na superficie do agar inclinado no tubo, utilizando-se uma agulha de inoculacdo
estéril. O meio é submetido a incubacdo por 24 - 48 horas a 37°C (Figura 10). O
teste foi realizado em triplicata.
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Por reacédo a utilizacdo do citrato como fonte de energia, gera-se nos passos
finais da reacdo uma grande quantidade de gas carbbnico (CO2). Este gas em
excesso pode reagir com o sodio (Na*) e a agua (H20) do meio, produzindo
compostos alcalinos como o carbonato de sédio (Na2COs). Isto faz com que o pH do
meio se transforme em alcalino, ocasionando a mudanca do indicador para azul, o
que € considerado um resultado positivo para a prova de Citrato de Simmons. Caso
a viragem de coloracdo ndo ocorra 0 meio permanecera verde, resultado negativo
(ANVISA, 2014, p. 23).

Acondicionar os tubos
‘ Citrato de Simmons ‘ fechados 4 37°C por
24 horas na B.0.D

15

Bactéria Isolada
em MacConkey

@@“\HJ“\N

Com o auxilio de
agulha inocula-se

a bactéria.

Resultados

& I

Positivo  Negativo

Figura 10 — Procedimento do teste de citrato de Simmons.
Fonte: Autoria propria.

O resultado conforme a literatura do teste de citrato de simmons de cada
bactéria em estudo pode ser visualizado no Quadro 4.

Bactéria Resultado Citrato de Simmons
Acinetobacter spp. Positivo
Escherichia coli Negativo
Klebsiella pneumoniae Positivo
Pseudomonas aeruginosa Negativo

Quadro 3 - Citrato de simmons
Fonte: Adaptacao de BROOK et al., 2009; ANVISA, 2002; MADIGAN, 2010.
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4.5.2.3 Triple Sugar Iron (TSI)

O teste TSI proporciona observar a fermentacdo de glicose e producao de
gas, fermentacao de lactose e/ou sacarose e a producéo de H2S. O procedimento de
realizagdo da prova consiste basicamente no mesmo processo do Citrato de
Simmons (Figura 9). A analise dos resultados segue a partir da mudanca de
coloracdo do meio apos a inoculacado do micro-organismo.

Bactérias que utilizam apenas glicose provocam acidificacao, resultando na
cor amarela apenas na base e permanecendo avermelhada no 4pice alcalino. Caso
apenas a lactose/sacarose sejam fermentadas, a base permanece avermelhada e o
apice ficara amarelo. As bactérias fermentadoras de glicose e lactose/sacarose
acidificam todo o meio (coloragdo amarela integralmente). A formacdo de gas é
evidenciada pelo rompimento ou deslocamento do meio. Ja a producdo de H2S é
manifestada pelo escurecimento do meio. No Quadro 5 e Figura 11, pode-se
visualizar os possiveis resultados do TSI e os resultados conforme a literatura para

as bactérias estudadas, respectivamente.

Bactéria H,S Glisoce Sacarose/Lactose
Acinetobacter spp. Negativo Positivo Negativo
Escherichia coli Negativo Positivo Positivo
Klebsiella pneumonia Negativo Positivo Positivo
Pseudomonas aeroginosa Negativo Positivo Positivo

Quadro 4 - Resultado do teste de TSI para as bactérias em estudo.
Fonte: Adaptacédo de BROOK et al., 2009; ANVISA, 2002; MADIGAN, 2010.
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TSI Acondicionar os tubos
fechados & 37 "C por 24
horas na estufa
microbiolégica

Bactéria Isolada
em MacConkey

(Gram-negativo) “ ‘ ‘
L.

Com o auxilio de
agulha inocula-se
a bactéria.

Resultados

— —
[. ] | ]
|

~ S

+

Glicose
Lactose/Sacarose

'

Acido sulfidrico +

+ [+ | +— (

Figura 11 — Procedimento do teste TSI (Triple Sugar Iron) e os possiveis resultados do
teste.
Fonte: Autoria propria.

Ainda para confirmar a identificacdo de duas espécies de bactérias, as
colénias que apresentaram testes bioquimicos positivos para Staphylococcus aureus
foram inoculadas em meio Manitol (Figura 12). Ja as coloénias com testes positivos
para Pseudomonas aeruginosa foram inoculadas em Agar Cetrimide (Figura 13).
Cada colonia foi inoculada em triplicata e todas as placas incubadas a 37°C por 24
horas.

O Agar manitol € um meio seletivo, no qual apenas algumas bactérias
conseguem se desenvolver, como exemplo determinadas espécies de
Staphylococcus aureus. O manitol possui uma concentracdo de sal de 7,5%, ou
seja, muito elevada, que inibe a maior parte dos microrganismos. Permite
principalmente o crescimento de cocos Gram-positivos. Outro fator que caracteriza o
meio como diferencial é a presenca do alcool manitol e o indicador de pH, o
vermelho de fenol, que passa de vermelho para amarelo caso o manitol for
fermentado (manitol positivo). Para as Staphylococcus aureus o manitol € positivo
(SOUZA JUNIOR, 2009, p. 10).
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Inoculagdo

> ~ - S

Coldnias isoladas em Agar Manitol
MacConkey com testes
bioquimicos Positivos para
Staphylococcu aureus As placas sdo acondicionadas a
37°C por 24 horas

Figura 12 — Inoculacdo em meio Manitol.
Fonte: Autoria propria.

O meio Cetrimide é um meio seletivo para o isolamento e contagem de
Pseudomonas aeruginosa. A cetrimida € um composto quaternario de amonio que
inibe um grande numero de bactérias. O meio também favorece a producdo de
pigmentos fluorescente por algumas cepas de Pseudomonas aeruginosa. A
interpretacdo positiva do crescimento de tal bactéria € por meio do desenvolvimento
de coldnias (THERMO SCIENTIFIC, 2014, p.1).

Inoculagio

iy (-

Colénias isoladas em Agar Cetrimide
MacConkey com testes
bioquimicos Positivos para
Pseudomonas aeruginosas As placas sdo acondicionadas a
37°C por 24 horas

Figura 13 — Inoculagdo em meio Cetrimide.
Fonte: Autoria propria.

4.6 SENSIBILIDADE DAS BACTERIAS AS SOLUCOES DESINFETANTES

Parte-se do principio que as bactérias possivelmente patogénicas em estudo
sao provenientes de efluentes hospitalares e domiciliares. Dessa forma, os agentes

guimicos selecionados para a analise da resisténcia ou multirresisténcia e da
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sensibilidade das bactérias foram os antibidticos e os desinfetantes. Dentre os
desinfetantes estdo o hipoclorito de sédio (Clor L), o cloreto de benzalcdnico
(Dequater senior) e o peroxido de hidrogénio/acido peracético (Multi Germ) que sao
mais empregados em hospitais (ALMODOVAR; LIMA; AURICCHIO, 2012, p. 651;
TORRES E LISOA, 2010, p. 64).

A avaliagdo da sensibilidade das bactérias as solugbes desinfetantes foi
realizada utilizando a metodologia modificada de Ramalho et al. (2012), como
descrita abaixo.

Cada espécie bacteriana isolada foi diluida em solugcdo salina estéril
ajustada para 0,5 na escala padrdo de Mc Farland, com aproximadamente 1,5 x 108
UFC.mLt. As solugbes dos trés desinfetantes foram preparadas a uma
concentracdo para 0,8mL de solucao, respeitando as especificacdes (concentracao,
validade e condicbes de armazenamento) do fabricante. Assim, a diluicdo das
solugdes ficou:

- Hipoclorito de sodio: 0,2mL de hipoclorito de sédio e 0,6mL de agua estéril;

- Cloreto de benzalconico: 0,025mL de cloreto benzalcénico e 0,78mL de agua
estéril;

- Pero6xido de hidrogénio/acido peracético: 0,05mL de peroxido de hidrogénio e
0,74mL de agua estéril.

Para cada um dos trés desinfetantes foi transferido 1,2 mL da solu¢cdo Mc
Farland da bactéria em estudo para a solucdo desinfetante (0,8 mL). O teste
consistiu na analise de resisténcia dos microrganismos em meio ao desinfetante no
tempo de 157, 30”7, 60”, 300", 10’, 20’ e 30’. Assim, apds o tempo transcorrido, uma
gota de 10 pL da solucdo (Mc Farland + desinfetante) foi inoculada em Agar BHI
sélido (20mL na placa de Petri) dividido em 8 partes. Cada gota foi disposta em seu
tempo especifico de contato com o desinfetante (Figura 14).

As placas inoculadas foram levadas a estufa bacteriolégica a uma
temperatura de 37°C por 24 horas. O crescimento das bactérias no meio de cultura
confirma a resisténcia da bactéria a determinado desinfetante conforme o tempo de

contato.
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Desinfetante
Isolado Bacteriano em escolhido
Escala Mac F ?rland 05 \ Diluido em
(10 mL-1,5x10° UFC.mL") Solugiio Estéril
(0.8mL)
Isolado Bacteriano
em contato com
Desinfetante
escolhido
Diluido em
Solugio Estéril
(2,0mL)
1oL |
R 1 0" 157
A0 307 Cada tempo de
contato recebe
uma gota de 10pL de
3 Isolado Bacteriano
Agar BHI
20 mL) 20" 60')
Isolado Bacteriano 10" 300"
com desinfetante

escolhido

Figura 14 - Etapas pra a realiza¢&o do teste de desinfetante.
Fonte: Autoria propria.

4.7 SENSIBILIDADE DAS BACTERIAS A ANTIBIOTICOS

by

A avaliacdo das bactérias quanto a resisténcia e sensibilidade a alguns
antibiéticos também ¢é considerado de grande valia, uma vez que o uso de
antibiéticos em hospitais e domicilios sdo bastante recorrentes. Antes do inicio do
teste as placas e os frascos com os discos foram retirados com cerca de 20 a 30
minutos para que adquirissem a temperatura ambiente antes da execucao da
andlise.

Os Antibiéticos selecionados foram: Ampicilina, Amoxicilina, Cefaloxina,
Ciprofloxacino, Clorafenicol, Doxiciclina, Eritromicina, Gentamicina, Tetraciclina e
Vancomicina. O procedimento técnico foi realizado conforme Laborclin (2011) em
Manual para Antibiograma: Difusdo em Disco Kirby-bauer. As etapas foram:

- Com uma alca de inoculacdo devidamente flambada e resfriada, tocar na
colonia recente (18-24 horas);

- Suspender as colbnias em solucéo salina estéril (NaCl 0,85%) até se obter

uma turvacéo compativel com o grau 0,5 da escala McFarland (1,5 x 108 UFC.mL™);
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- Embeber um swab estéril na suspensao bacteriana, comprimindo-o contra
as paredes do tubo para tirar o excesso da suspensao, e semear em seguida de
forma suave em todas as direcfes na placa, procurando abranger toda a superficie;

- Aguardar a superficie do agar secar (ndo mais que 15 minutos);

- Com o auxilio de uma pinca flambada e resfriada, colocar os monodiscos,
sobre a superficie do meio inoculado, exercendo uma leve pressdo com a ponta da
pinca para uma boa adesdo dos discos. Foram colocados 5 discos na placa,
dispostos de maneira que o distanciamento entre 0s mesmos nao iria interferir nos
resultados;

- Incubar a placa com os discos em estufa bacteriologica a 37°C por 18 a 24
horas;

- O resultado foi obtido com o auxilio de uma régua para medir o diametro
dos halos inibitérios de cada disco e consultam as tabelas existentes no Manual para
antibiograma de Laborclin (2011) para determinar se a bactéria em andlise era
sensivel, intermediario ou resistente ao antimicrobiano testado.

O esquema e procedimento da realizacdo do antibiograma pode ser

visualizado na Figura 15.

Inoculagdo em Agar
Miller Hilton

; \

Solugdo Salina Estéril
(10 mL)
Mc Farland
(108 UFC/mL)

Discos de
Antibiéticos

o)

As placas sédo
condicionadas a
37°C por 24 horas Disposigdo dos Discos de

Antibidticos no meio

Figura 15 - Etapas para a realizagdo do antibiograma.
Fonte: Autoria propria.
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Os antibioticos que foram utilizados para cada bactéria estudada podem ser
visualizado no Quadro 6.

Bactéria Antibidticos
Doxiciclina, Ampicilina, Ciprofloxacino,
Gentamicina, Tetraciclina.
Cefaloxia, Ampicilina, Tetraciclina, Vancomicina,
Eritromicina.

Cefaloxina, Ampliciclina, Amoxicilina,
Vancomicina, Eritromicina.
Eritromicina, Ciprofloxacino, Tetraciclina,
Vancomicina, Clorafenicol.
Ampicilina, Vancomicina, Eritromicina,
Tetraciclina, Clorafenicol.

Quadro 5 - Antibiéticos a serem utilizados para cada bactéria.
Fonte: Adaptacéo de (BROOK et al., 2009; ANVISA, 2002; MADIGAN, 2010).

Acinetobacter spp.

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MICRORGANISMOS ISOLADOS

Analisando a Figura 16, nota-se que as bactérias presentes com mais
frequéncia e maior quantidade nos pontos de coleta foram: Staphylococcus aureus e
a Acinetobacter spp., ambos no ponto 1, com 6,56x10* UFC.mL! em julho e
1,35x10° UFC.mL* em agosto, respectivamente; Pseudomonas aeruginosa foi a
bactéria com menor frequéncia e quantidade de unidades formadoras de col6nia.

As bactérias detectadas nas amostras em todos os meses de analise foram
a Klebsiella pneumoniae (Ponto 1 e 2), Staphylococcus aureus (Ponto 1 e 4) e
Acinetobacter spp (Ponto 4). O ponto 3 foi 0 que apresentou mais bactérias
ausentes nos meses de maio e agosto. A auséncia ou até mesmo a diminuicao das
bactérias no ponto 3 pode ser explicada pela interferéncia de parametros bioticos,
como a predacdo ou competicdo com 0S microrganismos nativos.

O ponto 1 possui maior carga de microrganismos potencialmente
patogénicos do que os demais pontos situados no Ribeirdo Jacutinga, pois ele é o
ponto que ja recebeu a contribuicdo de esgoto doméstico, hospitalar e industrial.

Acredita-se que a Unica contribuicdo para 0 aumento ou existéncia de
grande quantidade das bactérias em estudo nos pontos 2, 3 e 4 seja por
carreamento de bactérias ja existentes no solo ou o possivel despejo de efluente
proveniente do frigorifico a montante do ponto 2, como pode ser visualizado na
Figura 3. Geralmente efluentes de frigorificos contém microrganismo que podem ser
considerados nocivos ao homem, dentre eles tem-se a Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e a Staphylococcus aureus (SILVA; CORTEZ; GONCALVES, 2012, p.
11).

Pode-se observar que em determinados meses, como maio e julho nos
pontos 2 e 3, os microrganismos do grupo coliformes, Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae apresentram maior quantidade de unidades formadoras de colénia. No
ponto 2, para més de maio, foram contabilizadas 1,00x10% UFC.mL"! para ambas as
bactérias. Ja no ponto 3, a Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae contabilizaram

1,95x10% UFC.mL* em julho e 3,00x10° UFC.mL* em maio, respectivamente.



55

(A) Ponto 1 (B) Ponto 2
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Escherichia coli Klebsiell Pseudomonas  Staphylococous  Acinetobacter Escherichiacoli ~ Klebsiell Pseud Staphyl Acinefobacter
preumoniae aeruginosa aureus Spp. preumoniae aeruginosa aureus Spp.
© Ponto 3 (D) Ponto 4
108 108
108 10%
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-
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g 10° — S0
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10" —] 10
0 0
Escherichia  Klebsiella Pseudomonas  Staphylococcus Acrnea‘obacter Escherichiacoli ~ Klebsiela  Pseudomonas  Staphylococcus  Acinefobacler
coli preumoniae aeruginosa aureus preumoniae  aerginosa aureus 50p.

B Maio ®Junho ®Jjulho Agosto

Figura 16 - Quantidade (UFC.mL) de cada bactéria nos quatro pontos de andlise para os meses
de Maio, Junho, Julho e Agosto. (A) Ponto 1; (B) Ponto 2; (C) Ponto 3 e (D) Ponto 4.

Conforme a CONAMA n. 357 de 2005, para aguas doces classe 2, o limite
permitido € de 1000 coliformes termotolerantes por 100 mililitros (igual a 10
coliformes termotolerantes por mililitros). Assim, nos meses e pontos descritos acima
estdo bastante superiores ao padrdo maximo exigido.

Von Sperlling (2005, p. 206) menciona que em situacfes gerais e mais
comuns, as bactérias patogénicas tendem a morrer com mais rapidez do que as

bactérias do grupo coliformes, o que confirma certa seguranca na utilizacdo dos
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coliformes como indicadores de adequacdo sanitaria de um corpo d’'agua.
Entretanto, no presente estudo, a Acinetobacter spp. e Staphylococcus aureus foram
encontradas em maior quantidade do que a Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae. A distancia do trecho em analise pode ser um fator contribuinte para a
incompatibilidade do mencionado por Von Sperlling, pois em termos de decaimento
bacteriano, a distancia é relativamente pequena.

Duarte (2011, p.13) em seu trabalho que relata o questionamento da
Escherichia coli como o melhor indicador de contaminacdo fecal. Os coliformes
termotolerantes podem sobreviver de 92 a 294 horas e aguas tropicais. Devido a
ISS0, a autora critica a utilizagdo delas como indicador microbiano de poluicéo fecal
em corpos d’agua, principalmente em ecossistemas tropicais. Souza e Daniel (2008,
p. 266) mencionam a importancia de outros indicadores na avaliacdo microbioldgica
das aguas, os quais podem exibir relacdo mais estreita com a presenca de
microrganismos patogénicos na agua, particularmente aqueles que podem persistir
por mais tempo no ambiente.

Frequentemente, é registrada em corpos d’agua uma elevacao de bactérias
indicadoras de contaminagéao fecal, dado o aumento da precipitacdo (DAVINO, 2013,
p. 32). Analisando tais bactérias (Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) na
Figura 16 e comparando com os dados pluviométricos da Tabela 1, verifica-se uma
divergéncia com a informacédo acima, pois com a elevacao da precipitacdo, houve
um decréscimo de microrganismos de contaminacédo fecal. E com a diminuicdo da

precipitacdo, as bactérias indicadoras aumentaram.

Tabela 1 — Dados Pluviométricos dos meses de Maio a Agosto de 2013.

Més Precipitacdo (mm)
Maio 140,4
Junho 2123

Julho 34,1
Agosto 0,4

Fonte: IAPAR, 2014.

No ponto 1 do més de Julho visualiza-se um pico da bactéria
Staphylococcus aureus (Figura 17 - E). Realmente esperava-se que no ponto 1 a

presenca dos microrganismo fosse maior devido ao fato do mesmo estar situado na
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saida da ETE. Devido a auséncia de parametros pra identificar a causa do ocorrido,
especula-se que no més de julho a quantidade de individuos doentes pela bactéria
tenha sido maior.

Percebe-se também que para os meses de maio e junho, no ponto 4 ha um
crescimento na quantidade de unidades formadoras de colonia sendo que nos
pontos anteriores (Ponto 2 e 3) ndo houve registro de UFCs (Figura 17 - E). Tal fato
pode ser explicado pelo fato da bactéria ser distribuida amplamente no ambiente e
pela sua capacidade de resistir a dessecacéo e ao frio, podendo permanecer viavel
por longos periodos em particulas de poeira (SANTOS et al., 2007, p. 414).

As elevadas quantidades de UFCs no ponto 2 quando comparadas ao ponto
3 para as bactérias Klebsiella pneumoniae (junho e julho) e Staphylococcus aureus
(julho) podem ser justificadas por possivel despejo de efluente do frigorifico situado
na regiao a montante do ponto 2 (Figura 17 - C). Afinal, como comentado, efluentes
de frigorificos podem conter esses microrganismos. Além disso, o pico da Klebsiella
pneumoniae no més de agosto pode ser explicado por um possivel aumento de
casos de pneumonia, visto que nessa época do ano (inverno) a populacédo esta mais

vulneravel a contrair essa doenca.
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Figura 17 - Quantidade (UFC.mL™) de cada bactéria nos quatro pontos de andlise para os
meses de Maio, Junho, Julho e Agosto. (A) Acinetobacter spp.; (B) Escherichia coli; (C)
Klebsiella pneumoniae; (D) Pseudomonas aeruginosa e (E) Staphylococcus aureus.
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5.2 MONITORAMENTO FiSICO-QUIMICO

Os dados de turbidez podem ser visualizados na Figura 18. Percebe-se que
para 0 més de agosto os valores de turbidez medidos ultrapassam o maximo
permitido pela CONAMA n. 357 de 2005. Visualiza-se na Tabela 2 que o oxigénio
dissolvido o més de junho néo atingiu o minimo exigido pela mesma Resolucéo.

Nos pontos 2 e 3 no més de maio e no ponto 3 em julho percebe-se que os
valores de oxigénio dissolvido ultrapassaram 9,2 mg/L. Von Sperling (2005, p.39)
relata que em temperatura de 20°C ao nivel do mar, concentragdes de saturacdo
maior ou igual a 9,2 mg/L é indicativo da presenca de algas, pois 0 processo de
fotossintese libera oxigénio. O tratamento do esgoto na ETE é realizado por lagoa,
possibilitando entdo que essas algas que possivelmente estariam presente na agua
sejam provenientes da lagoa de tratamento da ETE.

Turbidez
STO
20 —
270 —
220 —
170 —
120 —
= ss |- -
=
so —
as -
40 —
35 —
30 —
25 —
20
Maio Junho Julho Agosto
N Ponto 2 M Ponto 3 Ponto 4

Figura 18 — Valores de turbidez medidos nos pontos 2, 3 e 4 nos meses de maio a
agosto.

Tabela 2 — Parametros fora da conformidade da Resolugdo CONAMA n° 357 de 2005.

Parametros Valor permitido Valores medidos Més
Turbidez 100 NTU 286 a 321 NTU Agosto
Oxigénio dissolvido >5mg.L? 0,4a2,1mg.L? Junho

Fonte: Autoria propria.
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Com relacdo a condutividade, CETESB (2013) considera que niveis
superiores a 100 puS.cm* indicam ambientes impactados. Como todos os valores
medidos se encontraram na faixa de 220 a 320 uS.cm, pode-se dizer que com o
despejo de esgoto o ribeirdo pode estar impactado nos pontos estudados (Figura
19). A condutividade nao determina especificamente quais os ions que estdo
presentes na amostra, ela indica de forma indireta a quantidade de sair existentes,

gue representa uma medida indireta da concentracéo de poluentes.

Condutividade

0,34
0,32

0,3

€ 0,28
Iy
€ 0,26

0,24

0,22

0,2
Maio Junho Julho Agosto

H Ponto2 mPonto3 Ponto 4

Figura 19 - Valores de condutividade medidos nos pontos 2, 3 e 4 nos meses de maio
ajulho.

A temperatura (Figura 20) e o pH (Figura 21) foram os parametros que
respeitam a Resolucdo CONAMA 430 de maio de 2011, onde a temperatura de
efluentes de esgoto tratado deve ser inferior a 40°C, e a Resolucgdo CONAMA 357
de 2005, no qual é exigido para rios de classe 2 um pH entre 6,0 e 9,0.
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Figura 200 — Valores de temperatura medidos nos pontos 2, 3 e 4 nos meses de maio

a agosto.

Maio

Junho Julho Agosto

B Ponto2 M®WPonto3 ™ Ponto4

Figura 21 - Valores de pH medidos nos pontos 2, 3 e 4 nos meses de maio a agosto.
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5.4 SENSIBILIDADE AOS DESINFETANTES

Assim como todos o0s seres vivos as bactérias exibem mecanismos
biolégicos que permitem adequarem-se a diversas condicdes ambientais. A
aplicacao de desinfetantes no ambiente onde o microrganismo se encontra pode ser
citado como uma dessas pressbes ambientais. Nesse caso, fatores como
concentracdo do desinfetnate e tempo de contato interferem na sensibilidade da
bactéria. A resisténcia aos desinfetantes surge por uma propriedade natural do
organismo, ou por mutag&o ou por aquisicdo de plasmideos (GONZALEZ, 2011, p.
23).

Em experimento realizado por Souza e Daniel (2005), comparando o
hipoclorito de sodio ao perdéxido de hidrogénio/acido peracético, mostrou que a
desinfeccdo de Escherichia coli pelo peroxido de hidrogénio/acido peracético foi
mais efetiva que pelo hipoclorito de sédio.

Comparando a Figura 22 e Figura 23 visualiza-se que a constatacdo do
estudo de Souza e Daniel também se aplica para Acinetobacter spp., além da
Escherichia coli. O peréxido de hidrogénio/acido peracético inativou as bactérias
mencionadas em apenas 1 minuto de contato, enquanto o hipoclorito de sdédio
inativou a Acinetobacter spp. e E. coliem 10 e 5 minutos, respectivamente.

O cloreto de benzalcdnico foi mais efetivo (em termos de tempo de contato)
com as bactérias Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae, ambas inativadas
com 5 minutos (Figura 24). Pedrini e Margatho (2003), relata em seu estudo que o
cloreto de benzalcbnico apresentou-se mais ativo em Staphylococcus spp. (gram-

positiva).
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Figura 22 — Avaliagdo da sensibilidade das bactérias ao desifetante Hipoclorito de sédio. (A)
Acinetobacter spp.; (B) Escherichia coli; (C) Pseudomonas aeruginosa; (D) Klebsiella

pneumoniae; (E) Staphylococcus aureus.
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hidrogénio/acido peracético. (A) Acinetobacter spp.; (B) Escherichia coli; (C) Pseudomonas
aeruginosa; (D) Klebsiella pneumoniae; (E) Staphylococcus aureus.
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Figura 24 — Avaliacao da sensibilidade das bactérias ao desifetante Cloreto de benzalcbnico.
(A) Acinetobacter spp.; (B) Escherichia coli; (C) Pseudomonas aeruginosa; (D) Klebsiella

pneumoniae; (E) Staphylococcus aureus.
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Considerando todos os desinfetantes testados observa-se que a bactéria
Staphylococcus aureus demonstrou comportamento semelhante quanto ao efeito de
inativacdo. Constata-se portanto que para essa bactéria independente do
desinfetante testado a eficiéncia é a mesma, com inicio de inativacdo a 30 segundos
e inativacdo completa em 5 minutos.

No que diz respeito a bactéria Escherichia coli, o peréxido de
hidrogénio/acido peracético foi o desinfetante que teve o inicio de seu processo de
inativacdo nos 15 segundos de contato e inativacdo completa em 1 minuto. Para o
hipoclorito de sédio a inativagdo € um processo continuo (ndo ha intervalo de tempo
onde o decaimento é constante) com 10 minutos de contato para inativar
completamente a bactéria. Ja para o cloreto de benzalcbnico, a inativacdo ocorre
50% entre 30 e 60 segundos e 50% no periodo de 5 a 10 minutos (Figura 24).

Tanto a Klebsiella pneumoniae quanto para Pseudomonas aeruginosa
obteve o0 mesmo tempo final de inativagéo para todos os desinfetantes. Assim como
a Escherichia coli, em termos de tempo na eficiéncia de inativar a bactéria, ndo ha
um melhor desinfetante a ser utilizado (dentre os utilizados no estudo). O que os
difere € apenas o tempo de inicio da inativacdo e a porcentagem de inativacdo
conforme o decorrer do tempo.

A partir da comparacao das Figuras 22, 23 e 24, percebe-se que para todos
os desinfetantes a taxa de decaimento das bactérias variou. Exceto pela
Acinetobacter spp., que reagiu da mesma maneira para os desinfetanes hipoclorito
de sddio e cloro de benzalcbnico. Entretanto, em analise isolada por desinfetante
percebe-se que nenhuma bactéria reagiu da mesma forma que outras com relagéo o
decaimento das mesmas.

A partir de uma analise geral visualiza-se que todos os desinfetantes foram
eficientes na inativacdo das bactérias potencialmente patogénicas, nao
ultrapassando 10 minutos de contato. Portanto pode-se concluir que o uso de tais
desinfetantes ainda é uma alternativa viavel e eficaz, pois a resisténcia aos

desinfetantes selecionados nao foi verificada.
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5.3 SENSIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

Dos antibidticos testados na Escherichia coli, (Figura 25) a tetraciclina foi o
antibotico que apresentou mais eficiéncia, sendo 100% das bactérias desta espécie
sensivel. A vancomicina ndo apresentou nenhuma resisténcia a bactéria, sendo 50%
classificadas como intermediario. Entretanto para os antibidticos ampicilina,
eritromicina e cefaloxia as bactérias estudadas apresentaram resisténcia. O fato
mais agravante foi que 100% das bactérias de Escherichia coli isoladas foram

classificadas como resistentes a eritromicina.

Escherichia coli
| |
Vancomicina # : 50% | l
Tetraciclina %I ' 100% : : I
Ampicilina I 5|0% : 0% : 50% | l
Eritromicina ! ' : 100% ol
Cefaloxia 50% #
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Resistente M Intermediario Sensivel

Figura 25 — Sensibilidade da Escherichia coli aos antibiéticos.

Watkinson et al. (2007) realizou um estudo para investigar as taxas de
resisténcia antimicrobacteriana entre E. coli de uma variedade de origens. Como
resultado, verificou-se a presenca de altas concentragfes de resisténcia bacteriana
entre amostras de E. coli coletadas de uma estacdo de tratamento de esgoto e sobre
a superficie das aguas do Rio Brisbaine. Os altos niveis de microrganismos
resistentes a multiplos antibiéticos, encontrados neste estudo, devem-se a elevada
utiizacdo de drogas no tratamento de humanos e no possivel mudanca de
resisténcia destes elementos (plasmideos e integrons) no meio ambiente.

Barros et al. (2009, p. 92) relata que a acéo da eritromicina vem diminuindo

devido o uso indiscriminado do mesmo, e esse constante contato da bactéria com o
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antibiético pode ser a causa da evolucdo da multirresisténcia das bactéria. O que foi
o caso da Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus isoladas nesse estudo (Figuras 25, 26, 27 e 28).

Com relacao a Klebsiella pneumoniae ainda pode-se citar a amoxiciclina e a
ampicilina como antibiéticos eficazes para o seu tratamento (Figura 26). Ambos 0s
antibioticos apresentaram 100% de sensibilidade no crescimento das bactérias.
Entretanto a eritromicina foi considerada ineficiente para o tratamento da Klebsiella
pneumoniae, pois 67% das bactérias isoladas era resistentes ao antibidtico.

Klebsiella pneumoniae
| | | | |
Amoxicilina [%I ! | 100% | ' l
Vancomicina ! 33% ! ! IB?% ' l
Cefaloxina I 33% : | |67% : l
Eritromicina ! l 67% ! ! 397% I
Ampicilina 0% 100% I
pd pd pd e
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Resistente M Intermedidrio Sensivel

Figura 216 — Sensibilidade da Klebsiella pneumoniae aos antibiéticos.

A Pseudomonas aeruginosa possui trés de cinco antibidticos ainda
confiaveis e eficazes, entre eles estdo a tetraciclina, clorafenicol e o ciprofloxacino
(Figura 27). Entretanto tais antibidticos apresentaram apenas 83% da amostra como
sensiveis. A vancomicina e a eritromicina foram os mais preocupantes dentre os
antibiodticos utilizados na Pseudomonas aeruginosa, pois 67% (vancomicina) e 83%

(eritromicina) das bactéras testadas apresentaram resisténcia.
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Pseudomonas aeruginosda
| | [ | |
Vancomicina I | 67% | | 33|% l
Tetraciclina ! 17% I I 83% I I l
Clorafenicol : 17% | : 83% | 1 l
Eritromicina ! I 83?‘" I ' 17% l
Ciprofloxacino 17% 83% l
P ~ e e
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Resistente M Intermediario Sensivel

Figura 27 — Sensibilidade da Pseudomonas aeruginosa aos antibiéticos.

Dentre os antibidticos testados para a Staphylococcus aureus o clorafenicol
foi classificado como um bom antibiético para o tratamento da bactéria (100%
sensivel). Em contrapartida, para as bactérias isoladas, a eritromicina com 100%
resistente € um antibiético no qual a utilizacdo ja ndo é aconselhavel devido a sua
ineficiéncia. A ampicilina também deve ser utilizada com cuidado, pois apresentou
um percentual de 67% de resisténcia (Figura 28).

Nos ultimos anos tem-se relatos de Staphylococcus aureus resistentes a
vancomicina (DEL PELOSO et al., 2010 apud MOREIRA e FREIRE, 2013, p. 3),
entretanto, no teste realizado a vancomicina apareceu com apenas 33% resistente.
Ou seja, por enquanto a aquisicdo de resisténcia a vancomicina pelas

Staphylococcus aureus ainda é lenta.
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Figura 22 — Sensibilidade da Staphylococcus aureus aos antibioticos.
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Todos os antibioticos utilizados na Acinetobacter spp. apresentaram algum

nivel de resisténcia (Figura 29). A Doxiciclina embora tenha 40% de resisténcia ao

crescimento da bactéria, 60% ¢é sensivel. Hauser (2010, p.154) classifica a

doxiciclina como um antibiético seguro. Entretanto, ndo foi o constatato neste

estudo, pois 40% das bactérias estudadas apresentaram resisténcia ao antibiotico.

O ciprofloxacino e a Gentamicina sdo os antibidticos que mecerem mais
atencdo, pois mais da metade (60%) das Acinetobacter spp. testadas eram

resistentes aos mesmos. Conforme Barros et al. (2009, p. 91) e Hauser (2010, p.

153), o ciprofloxacino é considerado um antibiético potente contra Acinetobacter spp.

e utilizado como ultima linha de defesa contra as bactérias.
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Acinetobacter spp.

Ciprofloxacino
Tetraciclina
Doxiciclina

Gentamicina

Ampicilina
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W Resistente MW Intermediario ™ Sensivel

Figura 23 — Sensibilidade da Acinetobacter spp. aos antibioticos.

Da analise realizada € possivel verificar que para cada bactéria existe um
antibiotico mais adequado e que bactérias resistentes estdo cada vez mais
presentes no ambiente conforme pode ser observado no percentual de resisténcia

das bactérias a determinados antibiéticos.
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6 CONCLUSOES

- Durante o trabalho foram identificadas todas as bactérias potencialmente
patogénicas de interesse.

- O ponto 1 (saida da ETE) foi o que apresentou de forma geral maiores
guantidades de UFCs para todas as bactérias estudadas. As bactérias encontradas
com mais abundancia foram a Acinetobacter spp. (1,35 x 10° UFC.mL?) e
Staphylococcus aureus (6,56 x 10* UFC.mL™).

- Os parametros de turbidez, oxigénio dissolvido e condutividade se
encontraram fora dos padrfes estipulados pela Resolucdo n. 357 de 2005. Para a
turbidez e oxigénio dissolvido, foi apenas no més de agosto e junho,
respectivamente. Entretanto para a condutividade elétrica a desconformidade com a
resolucao ocorreu durante todo o periodo de estudo.

- O tempo de contato necessario para a Iinativacdo completa dos
microrganismos pelos desinfetantes n&o ultrapassou 10 minutos. Ou seja, 0s
desinfetantes hipoclorito de soédio, cloreto de benzalcbnico e peréxido de
hidrogénio/acido peracético ainda séo eficientes desinfetantes de bactérias
potencialmente patogénicas.

- Dos antibidticos testados a Eritromicina € o menos aconselhavel para o
tratamento de doencas, pois muitas das bactérias analisadas jA se apresentam
resistentes a sua presenca.

- Considerando as bactérias testadas, a Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter spp. merecem mais atencdo, pois nenhuma apresentou 100% de

sensibilidade aos antibiéticos utilizados.
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