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RESUMO

Existe a percepgdo de que o consumo de adgua mineral natural representa um estilo saudavel
de vida e que estes produtos sdo relativamente seguros, livre de impurezas, o que leva o
aumento do envasamento e comercializacdo dessas aguas. A falta da potabilidade da agua
nem sempre é perceptivel a visdo ou olfato, sendo necessaria uma analise laboratorial para
detecta-la. Torna-se importante o controle microbiologico da dgua devido a sua caracteristica
de veiculo de transmissdo de bactérias, protozoarios, virus e fungos causadores de inimeras
doencas. Esses microrganismos sao responsaveis pela ocorréncia de disenterias, hepatites,
cblera, entre outras enfermidades graves. Por este motivo, esta pesquisa teve como objetivo
analisar a presenca de bactérias em amostras de dgua mineral comercializadas no municipio
de Tubardo — SC e avaliar a suscetibilidade dos microrganismos isolados frente a
antimicrobianos. No presente estudo, foram analisadas catorze amostras de agua mineral de
marcas diferentes. A metodologia empregada na pesquisa para o isolamento bacteriano foi a
técnica de membrana filtrante nos meios Agar Cromogénico Geral e Agar Pseudomonas. A
fim de complementar a identificacdo, foi realizado coloracdo de Gram, visualizando a
morfologia, arranjo e coloracdo. O perfil de suscetibilidade a diferentes antimibrobianos foi
mensurado pelo método de difusdo em disco de Kirby-Bauer. O resultado desta pesquisa
revelou por meio de anélise microbioldgica, que onze amostras (78,57%) de agua mineral
apresentaram crescimento microbiano, sendo destas 71,42% de bactérias (76,9% Gram
negativas e 23,1% Gram positivas) e 14,28% de fungos. Quanto a morfologia, arranjo e
coloracdo, as bactérias mostraram-se em sua maioria bacilos Gram negativos (46,15%). No
TSA a maior resisténcia observada foi para o aztreonam (100%) e os mais sensiveis foram a
amicacina, ampicilina, cefoxitina, gentamicina, sulfazotrim e tetraciclina (0%). Todos os
isolados Gram negativos foram resistentes a pelo menos dois antimicrobianos. Desta forma,
com os resultados obtidos nessa pesquisa conclui-se que as aguas minerais comercializadas no
municipio de Tubardo demonstram a presenca de bactérias multirresistentes, fato este, que
merece atencao pelo impacto a satde publica.

Palavras-chave: Agua mineral. Anélise bacterioldgica. Antibiograma.



ABSTRACT

There is a perception that the consumption of natural mineral water represents a healthy style
of life and that these products are relatively safe, free of impurities, which leads to increased
potting and marketing of these waters. The lack of potability of water is not always
perceptible to sight or smell, and a laboratory analysis is necessary to detect it. It becomes
important the microbiological control of water due to its characteristic of transmission vehicle
of bacteria, protozoa, viruses and fungi causing numerous diseases. These microorganisms are
responsible for the occurrence of dysentery, hepatitis, cholera, among other serious diseases.
For this reason, this research had as objective to analyze the presence of bacteria in mineral
water samples commercialized in the city of Tubardo - SC and to evaluate the susceptibility of
the isolated microorganisms to antibiotics. In the present study, fourteen mineral water
samples of different brands were analyzed. The methodology used in the research for bacterial
isolation was the filtering membrane technique in the media General Chromogenic Agar and
Pseudomonas Agar. In order to complement the identification, Gram staining was performed,
visualizing the morphology, arrangement and staining. The susceptibility profile to different
antibiotics was measured by the Kirby-Bauer disk diffusion method. The results of this
research revealed that, through microbiological analysis, eleven samples (78.57%) of mineral
water presented microbial growth, 71.42% of which were bacteria (76.9% Gram negative and
23.1% Gram positive) and 14.28% fungi. As for the morphology, arrangement and coloration,
the bacteria were mostly gram-negative bacilli (46,15%). In the TSA the highest resistance
was observed for aztreonam (100%) and the most sensitive were amikacin, ampicillin,
cefoxitin, gentamicin, sulfazotrim and tetracycline (0%). All Gram negative isolates were
resistant to at least two antimicrobials. Thus, with the results obtained in this research, it is
concluded that the mineral waters commercialized in the municipality of Tubardo demonstrate
the presence of multiresistant bacteria, a fact that deserves attention due to the impact on
public health.

Keywords: Mineral water. Bacteriological analysis. Antibiograma
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1 INTRODUCAO

A agua é um recurso natural fundamental ao ser humano, sendo indispensavel
para 0s organismos em suas fungdes vitais como nutrigdo ou higiene (LIMA, 2007). Esta
presente em corpos hidricos como rios, lagos e aguas subterraneas. Muitos destes locais estéo
expostos a forte influéncia da urbanizacdo, sofrendo por contaminacdo proveniente do
acumulo de lixo, dejetos de animais, esgotos domésticos e hospitalares, residuos industriais e
agricolas (WAGNER; BELLOTTO, 2008; CANAL, 2010; BAHLIS; SAND, 2012; PINTO,
et al., 2014). Essa contaminacdo gerou aumento no consumo de &gua mineral nos Gltimos
anos, tornando-se uma tendéncia observada em varios paises, incluindo o Brasil (LIMA,
2007).

Aguas minerais sdo obtidas diretamente de fontes naturais ou artificialmente
captadas, de origem subterranea, caracterizadas pelo contetdo definido e constante de sais
minerais, oligoelementos e outros constituintes (BRASIL, 2000). Existe uma percepcdo de
gue o consumo de agua mineral natural represente um estilo saudavel de vida e que estes
produtos sdo relativamente seguros (FARACHE FILHO et al., 2008). Entretanto, casos com
disturbios gastrointestinais por ingestdo dessas dguas tém chamado a atenc¢do pela presenca de
microrganismos contaminantes como: coliformes totais, coliformes fecais (E. coli) e
Enterococcus (FARACHE FILHO et al., 2008; GALVAOQ, 2013).

Os coliformes totais sdo bacilos gram-negativos, aer6bios ou anaerébios
facultativos, ndo esporulados, oxidase-negativos, que fermentam lactose com producdo de gas
a 35° C em 24-48 horas (CONTE, et al., 2004). Os coliformes fecais diferenciam-se dos
coliformes totais por fermentarem lactose com producdo de gas a uma temperatura de 44,5-
45,5° C em 24 horas (CONTE, et al., 2004). O representante mais estudado desse grupo fecal
é a E. coli (SILVA, 2002; CANAL, 2010).

Os coliformes sdo contaminantes do ambiente e a espécie P. aeruginosa apesar de
ndo pertencer ao grupo dos coliformes, também é utilizado como indicador de contaminacéo
(LIMA, 2007). A P. aeruginosa € um bacilo Gram-negativo reto ou ligeiramente curvo, néo
esporulado. Assim como o Enterococcus spp., € amplamente distribuida no ambiente,
responsavel por graves infeccdes e capaz de se desenvolver e sobreviver em agua (GALES et
al., 2001; FUENTEFRIA, et al., 2008). Os Enterococcus spp. sdo gram-positivos, cocos ovais

anaerdbios facultativos, formadores de cadeias de varios comprimentos (SACRAMENTO,
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2015). A preocupagao de contaminacdes na dgua torna-se relevante pelo indice de resisténcia
a antimicrobianos que em geral, essas bactérias vém apresentando (TORTORA, et al., 2012).

Bactérias expostas a antimicrobianos podem ativar mecanismos bioldgicos que
resultam em mudangas genéticas intrinsecas ou ainda envolver outras bactérias e processos
que viabilizam a troca de material genético, tornando-as “superbactérias”. Essa resisténcia aos
farmacos ocorre por mutacdo genética ou recombinacdo mediada por plasmideos,
transformacédo, transducdo ou transposicdo (LIMA, et al., 2017). Isso posto, que
microrganismos sao veiculados pela agua, pondo em risco a salde e o bem-estar da populacéo
(BAHLIS; SAND, 2012; ARRUDA, 2013).

Por esta razédo, trazendo ao cenario atual, foi inevitavel a necessidade de avaliar a
presenca de bactérias resistentes em amostras de dgua mineral natural de diversas marcas

comercializadas no municipio de Tubardo — Santa Catarina.

1.1 FORMULACAO DO PROBLEMA

Aguas minerais envasadas e comercializadas no municipio de Tubardo — Santa

Catarina apresentam bactérias resistentes a antimicrobianos?

1.2 JUSTIFICATIVA

Mediante a atuagdo da qualidade da &gua de abastecimento publico, o cidaddo
passou a utilizar a &gua mineral com maior intensidade (FARACHE FILHO, et al., 2008). O
consumo global de agua engarrafada em 2014 foi de 283 bilhdes de litros, 6,2% maior que em
2013 (BRASIL, 2015). O aumento esta relacionado a percepcao de que este produto ofereca
uma maior qualidade e seguranca para consumo (SOUSA, et al., 2016). Entretanto, a agua
mineral pode ndo apresentar qualidade microbioldgica superior a das aguas de abastecimento
publico por estar sujeita a contaminantes microbioldgicos, embora sua origem em mananciais
subterraneos (ROSENBERG, 2003; DIAS, 2008).
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No Brasil, pesquisas avaliaram a qualidade de 4gua mineral comercializada e ha
relatos de amostras positivas para bactérias heterotréficas, coliformes totais e fecais e/ou
Pseudomonas aeruginosa provenientes de varios estados (FARACHE FILHO, et al., 2008).
Esses resultados tornam-se preocupantes para a saude do consumidor se houver a possivel e
ocasional presenca de patdgenos como: Vibrio cholerae, Shigella spp, Aeromonas hidrophilla,
Escherichia coli, virus entéricos, coliformes, protozoarios e patdgenos oportunistas como
Pseudomonas aeruginosa. Destaca-se ainda, o fato de o Brasil aderir a exporagdo e
importacdo de 4gua mineral comercializada (SANT’ANA et al., 2003; BRASIL, 2015).

De acordo com dados do Departamento Nacional de Producdo Mineral (2015), o
Brasil em 2014 exportou 485 mil litros de dgua mineral e importou 2,85 milhdes de litros.
Essa informacdo demonstra a preocupacdo crescente que se deve ter com 0s aspectos da
qualidade do produto comercializado. A preocupagdo com a presenca de bactérias nas aguas
minerais, reside no fato de muitas espécies serem resistentes a antimicrobianos, pois esta
defesa criada pode fazer com que o efeito do medicamento seja anulado posteriormente, visto
que a pratica favorece a selecdo de linhagens cada vez mais resistentes trazendo
consequéncias futuras (KASNOWSKI, 2004).

As infeccBes causadas por cepas resistentes estdo associadas ao aumento das taxas
de mortalidade, morbidade, necessidade de intervencdes cirdrgicas, permanéncia da estadia
hospitalar e cuidados cronicos (HIRSCH; TAM, 2010). Essas infec¢des por cepas resistentes
ndo podem estar vigentes pelo consumo de dgua mineral, j& que como forma de prevencao os
registros do Ministério da Salde, obrigam que o produto envasado ndo pode apresentar risco a
salde do consumidor e deve estar em conformidade com o padrdo microbioldgico previstos
na Resolugdo RDC n° 275, 2005, ndo podendo ser comercializada se fora das previsoes
(BRASIL, 2005).

A presente pesquisa mostrou a importancia de analises em aguas minerais
comercializadas no municipio de Tubardo — SC, perante o crescente consumo dessas aguas,
visto que ocorre registros de patdgenos oportunistas causadores de infeccbes em individuos
imunocomprometidos, recém-nascidos e idosos. Além disso, muitas linhagens de bactérias

recuperadas de dgua potavel sdo resistentes a antimicrobianos.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Geral

Analisar a presenca de bactérias resistentes em &guas minerais comercializadas no

municipio de Tubardo (SC).

1.3.2 Especificos

e Auvaliar a existéncia de diferentes microrganismos presentes nas amostras de
agua mineral comercializadas no municipio de Tubardo (SC);

e Caracterizar os isolados quanto a suscetibilidade a diferentes classes de
antimicrobianos, de acordo com a literatura existente.

e Identificar a presenca de bactérias multirresistentes nas amostras a serem

estudadas;

1.4 ESTRUTURA DOS CAPITULOS

No primeiro capitulo, faz-se uma apresentacdo desta monografia. O segundo
capitulo traz a base tedrica necessaria para analise dos dados. No terceiro capitulo, descreve-
se a metodologia utilizada nesta pesquisa. O quarto capitulo trata da apresentacdo, analise e

discussdo dos dados. Por ultimo, no quinto capitulo, conclui-se a pesquisa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A AGUA MINERAL

A &gua pode ser classificada como meteorica (advinda, por exemplo, de chuva ou
neve), superficial (como a dos rios, lagos e mares) ou profunda (subterrénea, aquiferos e
pocos) (MONTES, 1977). As aguas minerais sdo aguas profundas, obtidas diretamente de
fontes naturais ou por extracdo de aguas subterraneas, caracterizada pelo conteudo definido e
constante de sais minerais, oligoelementos e outros constituintes (BRASIL, 2000). Surge a
partir da infiltracdo da agua no solo — gravidade, capilaridade do solo ou atragdo molecular —
até atingir pontos de saturacdo, formando lencois freaticos (JOHNSON, 1978).

A exploracdo de agua mineral no Brasil é regulamentada pelo Departamento
Nacional de Producdo Mineral do Ministério de Minas e Energia (DNPM). A definicdo, bem
como o controle da potabilidade é de responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria do Ministério da Saude (ANVISA/MS) (BERNARDO, 2009).

Diante da necessidade de se padronizar 0 aproveitamento das aguas minerais
utilizadas para a comercializacdo por meio do engarrafamento e para outros fins foi assinado
0 Decreto-Lei n° 7.841, publicado no Diéario Oficial da Unido (DOU) de 20 de agosto de 1945
e conhecido como "Cddigo das Aguas Minerais", em vigor até hoje, com algumas alteracdes
(RAMIRES, 2004).

A &gua mineral natural comercializada deve apresentar qualidade que garanta
auséncia de perigo a saude do consumidor, e ser captada, processada e envasada obedecendo
as condicdes higiénico-sanitarias e as boas praticas de fabricacdo. As operacdes de captacgéo,
adicdo, elevacdo mecénica, armazenamento, filtracdo, envase, adicdo de CO., transporte e
manuseio ndo devem alterar a composicédo original (CARDOSO et al., 2003).

O mercado brasileiro de agua mineral disponibiliza a sociedade os mais variados
tipos de agua em diferentes volumes e embalagens. Apesar da maior parte das aguas
engarrafadas ainda ser produzida por marcas locais nos paises consumidores, a tendéncia de
consolidacdo mundial das quatro grandes empresas Nestl¢, Danone, Coca-Cola e PepsiCo,
permanece e desenvolve em muitos paises (CAETANO, 2009; BRASIL, 2015).

A consultoria internacional Beverage Marketing Corporation-BMC estimou o

consumo global de 4gua engarrafada em 2014 de 283 bilhGes de litros, 6,2% maior que no ano
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anterior. A DNPM de 2014 compara, que 0s maiores aumentos percentuais de consumo de
agua mineral, ocorreram na China com 10%, na Tailandia com 9,8% e no Brasil, com 7,4%.
O Brasil permaneceu como 5° maior mercado de &gua engarrafada do mundo, tendo
consumido 19,5 bilhdes de litros (7,4%), com o consumo per capita de 96,2 litros por ano, 6
litros a mais que no ano anterior (Tabela 1).

No Brasil, a primeira informacdo disponivel sobre producdo de agua mineral
envasada foi em 1911. Nessa época, s os estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro tinham
indUstrias montadas de dgua mineral. S&o Paulo iniciou suas atividades de envase em 1921,
seguido do Parand em 1923, Rio Grande do Sul em 1925, Pernambuco e Espirito Santo em
1927, Santa Catarina em 1931 e a Bahia e o Ceard em 1936 (CAETANO, 2009).

Tabela 1- Levantamento mundial de agua mineral consumida nos anos de 2013 e 2014, com

base no consumo per capita e total de diferentes paises.

Consumo per capita o )
Paises (litros/ano) Consumo (milhdes de litros)
2013 2014 2013 2014
Alemanha 143,8 148.,4 11.769 12.215
Brasil 90,3 96,2 18.158 19.500
China 118,1 123,8 39.438 43.377
EUA 121,1 128,7 38.347 41.165
Franca 138,2 141,6 9.118 9.125
Italia 196,5 201,0 12.018 12.269
México 254.8 264.,2 31.171 32.726
Tailandia 2252 246,4 15.086 16.563
Outros paises - - 65.499 67.940
TOTAL 266.385 282.799

Fonte: Adaptado de BRASIL (2015)

Em 2014, os estados brasileiros que tiveram maior producdo de &gua envasada
declarada foram: Sdo Paulo (21%), Pernambuco (10%), Bahia (9%), Ceara e Minas Gerais
(6%), Rio Grande do Sul e Rio Grande do Norte (5%). Neste mesmo ano, foi declarado uso de
3,23 bilhdes de litros de 4gua mineral para fabricacdo de bebidas, volume 12% menor que 0
declarado no ano anterior (BRASIL, 2015).
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Conforme dados do DNPM (2015), em 2014, o Brasil importou 2,85 milhdes de
litros de agua mineral, com um valor declarado de US$ 2,22 milhGes, dos paises: Franca
(48%), Itélia (41%), Portugal (5%) e Noruega (5%). Neste mesmo ano, exportou 485 mil
litros de &gua mineral equivalentes a US$ 136 mil, para os paises: Guiana (77%), Paraguai
(7%), Bolivia (5%), Franca (3%) e Argentina (3%).

Apesar do aumento no consumo de agua mineral chegando a movimentar a
importacéo e exportacdo brasileira, Pontara et al. (2011) afirmam que a ideia de que a 4gua é
segura e livre de impurezas deve ser repensada, sendo necessario avaliar critérios de
monitoramento, pois pode ser contaminada. Sua contaminacdo pode ocorrer no ambiente, na
fonte, no envase (devido a natureza do processo ou a reutilizacdo de recipiente nédo
devidamente higienizado), no transporte inadequado e armazenamento impréprio, sem
ventilagdo e com excesso de umidade, no caso de a embalagem ndo ser absolutamente
estanque (SANT’ANA et al., 2003; CARVALHO, 2015).

22 CONTAMINANTES DE AGUA

Os patogenos veiculados pela agua contaminada iniciam infecgdes resultantes de
doengas, mesmo se estiver presente em pequenas quantidades. Se a exposi¢cdo em questdo
desencadeia ou ndo a doenca, depende da viruléncia do agente patdgeno e da capacidade do
hospedeiro em resistir a infeccdo (MADIGAN, et al., 2016). Embora se conhecam diferentes
microrganismos causadores de doencas por consumo de &gua, apenas alguns aparecem

frequentemente (Quadro 1).
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Quadro 1 - Patdgenos transmitidos pela agua e as respectivas doencas que podem acarretar.

Patdgeno Doenca
Vibrio cholerae Colera
Legionella pneumophila Legionelose
Salmonella typhi Febre Tifoide
Escherichia coli Doenca gastrintestinal
Bacterias Pseudomonas aeruginosa Doenca gastrintestinal
Salmonella entérica Salmonelose
Shigella sp. Doencga gastrintestinal —
Disenteria
Coliformes totais e fecais Doenca gastrintestinal
Aeromonas hidrophilla Doenca gastrintestinal
Plesiomonas shigelloides Doenca gastrintestinal
] Norovirus Doenca gastrintestinal
Virus . ) o
Virus da hepatite A Hepatite viral
Cryptosporidium parvum Criptosporidiose
o Giardia intestinalis Giardiase
Protozoarios ] ) i
Entamoeba histolytica Amebiase
Toxoplasma gondii Toxoplasmose
Helmintos Schistosoma mansoni Esquistossomose

Fonte: Adaptado de Brasil, 2006; Yamaguchi, et al., 2013; Madigan, et al., 2016

Em &guas minerais alguns organismos sdo encontrados com mais frequéncia,
como: coliformes totais, coliformes fecais (E. coli) e P. aeruginosa (BRASIL, 2006). Estes
organismos chegam até a agua por contaminacao fecal ou outras vias, sejam diretamente na
fonte ou durante algum processo do engarrafamento (COELHO et al., 1998; DIAS, 2008). Ja
houve ocorréncia de distarbios gastrointestinais quanto ao consumo de aguas com a presenca
desses microorganismos. Estes crescerm, irritam a mucosa do intestino e invadem outros
tecidos, causando problemas adicionais (ALVES, 2012). Estes problemas ndo se limitam aos
paises em desenvolvimento onde o tratamento de agua poderia ndo existir ou ser insuficiente
(BERNARDO, 2009).
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2.3 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa séo bacilos Gram-negativos retos ou ligeiramente curvos (1 a5 pum
x 0,5 a1 um), ndo esporulados, pertencente a familia Pseudomonadaceae (QUINN, et al.,
2005; MURRAY, et al., 2006). Podem ser observados como células isoladas, aos pares (mais
comum), ou em cadeias curtas e com flagelo polar que lhe confere motilidade (PESSOA,
2013). Produz a pioverdina e a piocianina, pigmentos fluorescentes e sollveis em agua, e
algumas cepas ainda produzem pigmentos vermelho-escuro (piorrubina) ou preto
(piomelanina) (MURRAY, et al., 2006).

A temperatura Otima de crescimento é 37 °C, porém esse bacilo tolera alta
temperatura entre 45-50 °C (DATABIO, 2016). Apresenta odor doce semelhante a uva,
proveniente de suas colénias em meios de cultura (ZAVASCKI, 2003). Esta bactéria tem
grande capacidade de resistir e proliferar em agua destilada e aguas minerais (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005). A presenca de altos nimeros de Pseudomonas aeruginosa em agua
potavel, notavelmente em agua engarrafada, pode estar associado com alteracdo de paladar,
odor e turbidez (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006; DIAS, 2008). Em relacéo a
seu metabolismo é aerdbio, catalase positivo e oxidase positivo (QUINN, et al., 2005;
DATABIO, 2016).

Tais bacilos sdo microrganismos oportunistas ambientais de ocorréncia mundial
tanto na &gua, como no solo, vegetais, humanos e animais, objetos e mucosas e capazes de
desenvolverem resisténcia aos antimicrobianos (GALES, et al., 2001; QUINN, et al. 2005
FUENTEFRIA, et al., 2008). Podem ser encontrados na pele e tém sido isolados das fezes e
garganta de 3% a 5% dos individuos normais (DIAS, 2008). A ampla distribuicdo ambiental
de Pseudomonas tornou-se possivel devido a sua exigéncia simples para crescimento e
versatilidade nutricional (MURRAY, 2006).

A transmissdo do P. aeruginosa ocorre através do contato direto causando
intoxicagBes ou infeccdes (DATABIO, 2016). O individuo saudavel se tiver contato com a
bactéria em casos de ruptura da barreira cutdnea-mucosa ou queda da imunidade, podera se
contaminar (SANTOS, 2004; ZAMBRANO; HERRERA, 2004; PESSOA, 2013). As fontes
de infeccBes incluem a ingestdo de alimentos ou 4gua contaminada (Ibid).

P. aeruginosa pode determinar ou estar associado com infec¢gbes no sistema
respiratorio, queimaduras, dermatites, pneumonia, meningite, endocardite, osteoartrite,
episddios de diarreia e septicemia (ZAMBRANO, HERRERA, 2004; MAIA, et al., 2009).
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Muitas das contaminagdes pela bactéria sdo associadas com alta morbidade e mortalidade,
como o caso de uma fibrose cistica (NEVES, et al., 2011; PESSOA, 2013).

P. aeruginosa em agua mineral € inaceitavel por ser um patégeno oportunista e
apresentar a maior resisténcia dentre os demais microrganismos, sendo capaz de inibir as
bactérias do grupo coliforme (FARACHE FILHO, et al., 2008). O grupo mais afetado pelo
patdgeno sdo os imunodeficientes, recém-nascidos e idosos (DIAS, 2008).

As 4guas minerais sdo recomendadas por profissionais da salde principalmente
para individuos imunocomprometidos como o0s que apresentam complica¢fes renais,
problemas urinarios ou no coracdo. Por apresentarem a salde mais fragilizada, sdo alvos
frequentes e com maior incidéncia de contaminacdo, desta forma, a ingestdo de bactérias

oportunistas ndo é aconselhavel por agravar o quadro de infeccdo (ROSENBERG, 2003).

2.4 Escherichia coli

E. coli sdo bacilos Gram-negativos ndo esporulados (0,5 pm x 1 a 3 um),
anaerdbios facultativos, oxidase-negativas, pertencentes a familia Enterobacteriaceae, capazes
de fermentar glicose com producdo de &cido e gas. Podem ser agrupados em categorias
distintas, levando em consideracdo o conjunto de genes que caracterizam sua patogenicidade,
imoveis ou moveis por multiplos flagelos (peritricas) dispostos em volta da célula, que lhes
conferem motilidade, e fimbrias ou adesinas que lhes permitem fixacdo (KASNOWSKI,
2004).

A temperatura ideal é 37 °C, porém crescem em temperaturas entre 15 a 45 °C
(ALMEIDA, 2013). Seu pH 6timo é 7,5, entretanto sobrevive por longos periodos, embora
tenha crescimento lento, em meios fermentados ou acidos (ELSAS, et al., 2011). Essa
bactéria também ¢é caracterizada por suas propriedades bioquimicas; positiva para reacdo para
indol, lisina, motilidade e reacdo de vermelho metila; negativa para testes para urease e
hidrogénio e utilizagdo de citrato. Além disso, algumas cepas podem produzir H2S (QUINN,
et al., 2005; ALMEIDA, 2013).

Distinguem-se dos demais coliformes por possuirem as enzimas [3-galactosidase e
R-glucoronidase; fermentam a lactose e 0 manitol com a producéo de &cido e gas e produzem
indol a partir de triptofano a 44-45 °C em 24 horas (BRASIL, 2006).
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E. coli € um dos habitantes mais comuns do trato intestinal dos seres vivos.
Consideradas patogénicas, possuem linhagens agrupadas em classes: EPEC (E. coli
enteropatogénica), EIEC (E. coli enteroinvasora), ETEC (E. coli enterotoxigénica), EHEC (E.
coli enterohemorragica), EAEC (E.coli enteroagregativa) e DAEC (E. coli difusivamente
aderente) (HAMELIN, et al., 2007). Podem ser benéficas ou prejudiciais a satde dependendo
da espécie e quantidade no organismo (KASNOWSKI, 2004).

A contaminagdo com a E. coli ocorre através do consumo de agua ou alimentos
contaminados com a bactéria (KASNOWSKI, 2004). Alguns exemplos de doencas que
podem determinar ou estar associadas sdo: gastroenterite, infeccdo urinaria, pielonefrite,
apendicite, peritonite, meningite e septicemia (CARDOSO, 2009; ROSA, et al., 2015).

2.5 RESISTENCIA DE BACTERIAS A ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos sdo substancias quimicas, naturais ou sintéticas que tém a
capacidade de impedir a multiplicacdo de microrganismos ou de destrui-los, (ALVES, 2012).
Em 1940, a introducdo destes para o tratamento de doencas revolucionou a medicina, sendo
muito importante na reducdo de infeccdes e complicacdes, como a tuberculose, a sifilis, a
lepra e infe¢Ges pulmonares. Podem ser classificados como bactericidas, quando causam a
morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibicdo do crescimento
microbiano (GUIMARAES et al., 2010).

A maioria dos antimicrobrianos atuais foram descobertos até 1960. Os
antimicrobianos de origem natural e seus derivados semi-sintéticos compreendem a maioria
dos antimicrobianos em uso clinico e podem ser classificados em B-lactdmicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos,
macrolideos, peptidicos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos), estreptograminas, entre
outros (lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas etc) (GUIMARAES et al., 2010; LIMA, et
al., 2017). Os antimicrobianos de origem sintética sdo classificados em sulfonamidas,
fluoroguinolonas e oxazolidinonas.

Apos o ano 2000, a formulagdo de novos antimicrobianos ocorre de forma lenta,
mostrando a defasagem em pesquisar e extrair novos antibidticos devido ao alto custo e baixo
retorno financeiro para as industrias farmacéuticas. Segundo LIMA et al., (2017) até 50% de

todos os antimicrobianos prescritos sdo considerados desnecessarios, pois as bactérias
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desenvolveram mecanismos de resisténcia para 0s varios mecanismos de acao existentes dos
antimicrobianos, apresentando algumas estirpes resistentes e nao fazendo mais efeito os
medicamentos.

Segundo Arruda (2013), 0 mecanismo de resisténcia ocorre quando a bactéria é
exposta diariamente a antimicrobianos que foram introduzidos no meio ambiente através de
algum residuo humano, agricola, pecuario ou farmacéutico. Conforme o contato diario, ela
pode adquirir resisténcia. A resisténcia bacteriana aos antibioticos pode ser intrinseca ou
adquirida através de mutacdo ou transferéncia de DNA. A resisténcia intrinseca da P.
aeruginosa aos agentes antimicrobianos € decorrente de uma mudanca na permeabilidade da
membrana celular que impede a entrada do antimicrobiano na célula ou sistema ativo de
efluxo, inativacdo enzimatica, uma aquisi¢do da capacidade de degradar ou ainda inativar o
antibidtico (LIMA, et al., 2017; BERNARDO, 2009).

As formas de transferéncia de material genético entre bactérias podem ocorrer por
transformacéo, transducdo, conjugacdo ou transposicdo (TORTORA, et al., 2012; LIMA et
al., 2017).

No processo chamado transformacdo, a bactéria capta fragmentos de DNA livre e
adere a si. A transformacao bacteriana ocorre pela absor¢do de fragmentos de DNA presentes
no ambiente, originados de outras bactérias mortas e decompostas. Essa molécula ou
fragmento sera incorporado ao DNA da bactéria através da permuta de bases entre 0 DNA
original e o fragmento absorvido. Caso haja compatibilidade nesta troca, o fragmento passa a
fazer parte do material genético da bactéria sendo duplicado e passado durante a reproducao.

No processo chamado transducdo a transferéncia do DNA bacterioldgico é
mediado por fagos. E quando uma bactéria tem pedacos de seu material genético transportado
para outra bactéria, através da acdo de virus bacteriéfagos. Para que isso aconteca ha
necessidade de que, no momento em que novos bacteriéfagos sdo formados, pedacos do DNA
bacteriano sejam incorporados ao material genético viral. Com a liberacéo dos bacteriofagos e
0 ataque a outra bactéria, os genes bacterianos presentes poderdo ser transferidos para 0 DNA
da bactéria agora infectada.

Isso pode acontecer desde que a acdo do material genético infectante proveniente
do virus ndo promova a destruicdo da bactéria. Assim, havera incorporacéo de fragmentos do
material genético. E, ocorrendo sua reproducdo assexuada, havera a formacdo de uma nova
linhagem, modificada.

A conjugacéo é o tipo de reproducdo recombinante mais conhecido. Neste evento,

existe a formag&o de uma ponte ou pelo que conectara duas bactérias. E o processo no qual é
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necessario contato fisico de uma bactéria com outra, sendo que uma delas sera a doadora que
transfere por fimbria ou pilus sexual o material genético para a bactéria receptora. A bactéria
que doar seu material genético ndo sofrera modificacdo, mas a receptora saira desta
conjugacdo modificada.

O ato de conjugar é geralmente atribuido aos plasmideos, estes podem possuir
genes de resisténcia, passando para a bactéria receptora uma nova caracteristica. Durante a
ligagdo é transferido, da bactéria doadora, um pedaco de DNA chamado de plasmideo F (de
fertilidade) que se recombina com o material genético da bactéria receptora, ocorrendo
modificacdes.

Transposicdo é quando a bactéria necessita de alguns pequenos segmentos de
DNA, os chamados transposons, que apesar de possuirem genes de resisténcia para até mais
de um antimicrobiano, ndo tém autorreplicacéo e necessitam dos replicons, que séo partes de
DNA com capacidade de duplicacdo individual. Estes “pulam” dentro da célula entre
plasmideos, cromossomos e bacteriéfagos, ocorrendo uma variacdo genética. Estes genes,
quando se ligam a segmentos de DNA para fazer sua replicacdo, podem inserir genes de
resisténcia.

A capacidade de adquirir resisténcia, bem como o grau adquirido, sdo
propriedades variaveis entre as bactérias (KASNOWSKI, 2004). As que sofrem alteracbes
metabolicas e permitem o aumento da resisténcia ao fA&rmaco em contato, sdo chamadas de
“superbactérias” (ARRUDA, 2013). Para Keen e Patrick (2013), isso é um fendmeno natural,
perante 0 aumento dos impactos gerados das atividades humanas. Neste caso, as causas da sua
ocorréncia sdo multifatoriais, contudo a subutilizacdo, uso excessivo e uso indevido de
antimicrobianos na area humana, agraria e veterinaria sdo fatores significativos para a selecao
destes microrganismos a nivel mundial (CANAL, 2010).

O surgimento de superbactérias faz com que o efeito do medicamento seja anulado
posteriormente, pois a préatica favorece a selecdo de linhagens cada vez mais resistentes
(KASNOWSKI, 2004). Por isso, a indicacdo correta, a dispensacdo fiscalizada, os cuidados
padronizados e supervisionados pelos CCIHs nos hospitais, s@o essenciais para o controle da
resisténcia bacteriana frente aos farmacos (LIMA, et al., 2017).

Messi e colaboradores (2005), observaram em sua pesquisa com amostras de agua
mineral, que as Pseudomonas spp. (55%) foram predominantes no total de isolados e ainda
apresentaram cepas com resisténcia a multiplos antimicrobianos. Outros autores associam
determinadas bactérias a infecdes resistentes aos antibidticos podem-se referir os serdtipos

Salmonella typhimurium, Campylobacter sp., Shigella sp., Vibrio sp., S. aureus, E. coli,
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Pseudomonas sp., Mycobacterium tuberculosis, Enterococcus sp., entres outras, todas

associadas a morbidade e/ou mortalidade na saide humana e animal (SANTOS, 2004).
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3 METODOLOGIA

3.1 NATUREZA E TIPO DE PESQUISA

O método adotado para a monografia foi descritivo, pois se baseou em analisar 0s
crescimentos bacterianos e a suscetibilidade a antimicrobianos, em diferentes marcas de aguas
minerais comercializadas no municipio de Tubardo — SC. Pesquisa descritiva é aquela que
analisa, observa, registra e correlaciona aspectos (varidveis) que envolvem fatos ou
fendmenos, sem manipula-los (UNISUL, 2005). Quanto a natureza, trata-se de uma pesquisa

quantitativa.

3.2 OBTENCAO DA AMOSTRA

As aguas minerais comercializadas no municipio de Tubardo — SC sdo oriundas da
prépria regido. Em todos os locais de ramo alimenticio (padarias, supermercados,
distribuidoras, etc.) do municipio € comercializado agua mineral envasada em diversos tipos
de embalagens, que vao desde copos contendo 250 ml a galGes com 20 litros, plasticos ou em
vidros. Por essa razdo a obtencdo das amostras foi de livre acesso, ndo havendo qualquer
empecilho para sua obtencdo.

Foram consideradas somente as aguas minerais envasadas em embalagens
plasticas, contendo no minimo 500 ml do produto, ndo gaseificadas, de marcas aleatdrias
comercializadas no municipio de Tubardo. Ao todo foram utilizadas 14 marcas comerciais de
agua mineral diferentes, sendo que de cada uma foi feito duplicatas da amostra contendo 100
ml de produto cada (Tabela 2). A obtencéo das amostras ocorreu no més de outubro de 2018.
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Tabela 2 - Amostras de agua mineral

Marcas comerciais Total de unidades Amostras representativas
A 1 2
B | 2
C | 2
D 1 2
E 1 2
F 1 2
G 1 2
H 1 2
| 1 2
J 1 2
K 1 2
L 1 2
M 1 2
N 1 2
TOTAL 14 28

Fonte: Autora (2018).

3.3 LOCAL DO PROCESSAMENTO

Os experimentos da monografia foram desenvolvidos no Laboratério de
Microbiologia e Microscopia, situado no bloco da satde (bloco C) pertencente a Universidade
do Sul de Santa Catarina (UNISUL), campus de Tubardo — SC.

As amostras de agua mineral comercializada foram conduzidas ao Laboratorio de
Microbiologia e Microscopia na embalagem original e assim mantidas em temperatura

ambiente até o0 momento do processamento da amostra, filtracdo e plaqueamento.
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3.4 PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

A filtracdo e plaqueamento da amostra foi realizada em duplicata. Cada amostra
foi homogeneizada e duas aliquotas de 100 ml cada foram filtradas em membrana de acetato
de celulose com porosidade de 0,45 um x 47 mm (APHA, 2012) utilizando uma bomba de
vacuo Tecnal TE-058. Cada membrana foi colocada na superficie do meio de cultura apds a
filtracdo. As placas foram identificadas com numeracdo e data do processamento para o
controle, e logo incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C + 2 °C por 48 horas.

Antes do processamento das amostras foi esterilizado todos os instrumentos que
seriam utilizados, bem como, realizado uma limpeza no laboratério, sempre tomando o0s
devidos cuidados e habitos de higiene para manté-los limpos. Em cada etapa necessaria para o
plagueamento era esterilizado com alcool e fogo todos os recursos utilizados e a bancada
utilizada, antes e depois do procedimento. Em todos os momentos no laboratério foram

utilizados EPI’s.

3.5 MEIOS DE CULTURA

A técnica para identificacdo dos isolados bacterianos nas amostras de &agua
mineral foi a visualizagdo do crescimento caracteristico das espécies nos meios de cultura
utilizados e confirmados através da coloracdo de Gram, onde foi possivel verificar a
morfologia e arranjo bacteriano. Os meios de cultura Agar Cromogénico Geral (Anexo A) e
Agar Pseudomonas (Anexo B), foram utilizados no estudo, sendo que os procedimentos e
interpretacdo dos resultados a principio seguiram as orientagdes do fabricante vide bula.

Apbs 48h do plagueamento em cada Agar (Cromogénico Geral e Pseudomonas)
as amostras foram retiradas da estufa bacterioldgica para analisar o crescimento das coldnias
formadas afim de identificar as espécies encontradas. Cada colénia formada nas amostras foi
dividida em metades e para cada metade foi submetido um novo procedimento.

Uma metade de cada col®nia serviu para realizar a Coloracdo de Gram, e a outra

metade, separada para fazer o Teste de Suscetibilidade a Antimicrobianos (TSA).
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3.5.1 Agar Cromogénico Geral

O Agar Cromogeénico Geral é um meio de cultura seletivo, indicado para
isolamento, diferenciagio e enumeragdo de microrganismos em amostras diversas. E utilizado
para testes presuntivos e baseia-se na coloracdo diferenciada das coldnias, identificando
microrganismos de interesse clinico e ndo clinico. Este agar permite a contagem das colonias
de espécies como E. coli expressada na coloracdo rosa, K. pneumoniae na coloracdo azul
escuro, P. mirabilis em amarelo, S. agalactiae em tom azul claro, S. aureus em branco e por

fim, E. faecalis em pigmentacdo azul turquesa.

3.5.2 Agar Pseudomonas

O Agar Pseudomonas, ¢ um meio de cultura indicado para recuperagio seletiva e
enumeracdo de P. aeruginosa em amostras de agua, através do método de filtracdo por
membrana. O aparecimento das colbnias de coloracdo rosa, caracteriza a espécie e inibi o

crescimento de qualquer outra.

3.5.3 Coloragdo de Gram

A técnica de coloragdo de Gram permite diferenciar bactérias pela morfologia,
arranjo e coloracdo que estas adquirem apos procedimentos realizados com agentes quimicos
especificos. O método consiste em tratar sucessivamente um esfregaco bacteriano, fixado pelo
calor, com os reagentes cristal violeta, lugol, etanol-acetona e fuccina basica, seguindo

algumas etapas (Figura 1).
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Figura 1- llustracdo do processo de coloracdo de Gram
Fonte: Tortora, Funke & Case (2012).

Em cada processo de coloracdo de Gram, as laminas passaram por um leve e
rapido enxague de &gua corrente para tirar o excesso de produto. Seguindo todo o

procedimento experimental conforme a literatura preve.

3.6 AVALIACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

A suscetibilidade de bactérias aos antimicrobianos foi mensurada através do
método de difusdo em disco de Kirby-Bauer, sequindo as normas preconizadas do Clinical
Laboratory Standards Institute (2015). Para a preparacdo da suspensdo bacteriana de cada
isolado, foram retiradas colonias isoladas de placas e foram suspensas em solucéo salina 0,9%
até que atingissem a turbidez correspondente 0,5 da Escala de MacFarland. Apds o preparo do
indculo, os isolados foram semeados de forma homogénea com o auxilio de suabes estéreis,
em placas de petri contendo 150 mm de Agar Muller Hinton (Oxoid). Apds semeado, 0s
discos contendo antimicrobianos foram colocados sob o0 meio.

Os agentes antimicrobianos utilizados foram: Amicacina (AMI) 30ug; Aztreonam
(ATM) 30ug; Ampicilina (AMP) 10ug; Cefazolina (CFZ) 30ug; Cefepime (CPM) 30ug;
Cefoxitina (CFO) 30ug; Ceftazidima (CAZ) 30ug; Ceftriaxona (CRO) 30ug; Ciprofloxacina
(CIP) 5ug; Cloranfenicol (CLO) 30ug; Gentamicina (GEN) 10ug; Meropenem (MPM) 10ug;
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Sulfazotrim (SUT) 25ug; Tetraciclina (TET) 30ug; Amoxilina + Ac. clavulanico (AMC)
30ug; para os Gram negativos. E Ampicilina (AMP) 10ug; Amoxilina + Ac. clavulanico
(AMC) 30pug; Imipenem (IPM) 10ug; Vancomicina (VAN) 30pug; para os Gram positivos. As
classes que cada antimicrobiano utilizado pertence, foi retratada no Quadro 2.

O perfil de suscetilidade a antimicrobianos, foi obtido através dos diametros dos
halos de inibicéo de crescimento ao redor de cada disco em milimetros depois de 18 horas da
submissdo. Apo6s a medicdo dos halos foi feita sua interpretacdo utilizando os critérios
estabelecidos pelo CLSI especificos para a bactéria testada e resumido na bula dos
antimicrobianos comprados, Polisensidisc (Anexo C). Desta maneira, as amostras bacterianas

foram categorizadas em sensiveis, resistentes ou intermediarias.

Quadro 2 - Os antimicrobianos utilizados nesta pesquisa e as classes a que pertencem

Classe Antimicrobiano
B-lactamicos Cefalosporinas Cefazolina
Cefepime
Cefoxitina
Ceftazidima
Ceftriaxona
Carbepenam Meropenem
Imipenem
Penicilina Amoxilina + Ac. clavulanico
Ampicilina
Monobactama Aztreonam
Glicopeptideos Vancomicina
Tetraciclina Tetraciclina
Aminoglicosideos Amicacina
Gentamicina
Anfenicol Cloranfenicol
Fluoroquinolona Ciprofloxacina
Sulfas Sulfazotrim

Fonte: Autor (2018).
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4 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS DADOS

4.1 CRESCIMENTO MICROBIANO

A presente pesquisa teve por objetivo avaliar bactérias resistentes em &guas
minerais comercializadas no municipio de Tubardo (SC), assim, as amostras de agua mineral
processadas foram avaliadas apds 48h de incubacéo. O resultado observado foi crescimento
microbiano na maioria das amostras (78,5%), equivalente a onze marcas: A, B, C, D, E, F, G,
H K, LeM.

A presenca desse crescimento pode ser justificada pelas caracteristicas in natura,
dessas amostras, que ndo passam por qualquer processo que altere suas caracteristicas
bacterioldgicas e fisico-quimicas desde 0 momento da captacédo até o envase (YAMAGUCH,
et al., 2013). A &gua mineral natural ndo é esterilizada, pasteurizada ou tratada para remover
ou destruir os microrganismos, o que pode explicar a quantidade de amostras positivas para
algum crescimento microbiolégico.

Através de uma analise macroscépica observou-se variacdes no crescimento das
colobnias pela presenca de diferentes tamanhos, coloragdes e proporgdes (Figura 2 e 3). Cinco
amostras (35,71%) apresentaram crescimentos de colonias com apenas uma coloragéo,
geralmente azuladas. Seis amostras apresentaram crescimentos de colénias com mais de uma
coloracdo (42,85%) e trés amostras ndo apresentaram nenhum crescimento (Grafico 1). A
amostra 2, correspondente a marca B, apresentou colénias com 0 maior nimero de

crescimento microbiano diferente, cinco (Figura 4).

m Nenhum crescimento
42,85

= Um tipo de crescimento

Dois ou mais tipos de
crescimento

Gréfico 1 - Porcentagem de amostras de acordo com a quantidade de

crescimento microbioldgico existente
Fonte: Autor (2018).



37

Figura 2 - Amostra 5 (Marca E) em Agar Figura 3 - Amostra 6 (Marca F) em Agar

Cromogénico Geral Cromogénico Geral
Fonte: Autor (2018). Fonte: Autor (2018).

4

Figura 4 - Amostra 2 (Marca B) com a
presenca de cinco colbnias de coloragdo

diferente e um crescimento fungico
Fonte: Autor (2018).

Foi possivel observar crescimento fungico no Agar Cromogénico Geral em duas
amostras processadas. Ottoni et al. (2014) em Maringd — PR, relataram sobre a presenca de
fungos ser comum nas aguas minerais e encontraram em seu estudo 40% das amostras
positivas.

Os fungos sdo organismos heterotréficos encontrados em praticamente todos os
ambientes no planeta. Desta forma, em um meio nutritivo e com condi¢cdes ambientais

favoréveis, o seu crescimento ocorreu, mesmo sendo em uma pequena porcao do meio (Figura
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4). Os crescimentos fungicos ndo foram identificados, apenas descartados por ndo serem o
objetivo da pesquisa.

O meio especifico para o isolamento de P. aeruginosa apresentou um (7,1%)
crescimento no Agar Pseudomonas na amostra 2 (Marca B), entretanto, ndo foi considerado
0s resultados expressos neste dgar. A Unica amostra com crescimento neste agar ndo foi aceita
pois, apresentou uma coloracdo (amarelo) fora do padrdo estipulado pelo fabricante, a rosa.
Desta forma, foi descartada a amostra sem a realizacdo de nenhum procedimento de
confirmacéo por morfologia ou TSA.

42 MORFOLOGIA, ARRANJO E COLORACAO

Os meios de cultura permitiam o crescimento bacteriano de E. coli, K.
pneumoniae, E. faecalis, S. aureus, S. agalactiae, P. mirabilis e P. aeruginosa. Em estudos
realizados com amostras de agua mineral ja foram encontrados algumas das espécies acima
citadas, como os coliformes total e fecal. Os coliformes sdo Gram negativos, alguns exemplos
sdo E. coli e K. pneumoniae. Outras bactérias Gram negativas, porém, ndo pertencentes ao
grupo dos coliformes sdo a P. aeruginosa e P. mirabilis. Os géneros enterococos e
streptococos sdo Gram positivos de interesse clinico, bem como o S. aureus.

Das coldnias bacterianas obtidas no Agar Cromogénico Geral, treze foram
submetidos a Gram. Destas, dez amostras (76,9%) apresentaram morfologia, arranjo e
coloracdo caracteristico de bactérias Gram negativas e trés (23,1%) de Gram positivas (Figura
5 e 6). Nem todas as amostras que apresentaram crescimento foram submetidas a Gram, por
motivos financeiros, e por apresentarem caracteristicas macroscopicas iguais em outras
amostras ja selecionadas ao Gram.

As bactérias Gram negativas avaliadas possuiam formato de cocobacilos e bacilos.
Ja as Gram positivas eram somente em formato de bacilos e aparentemente muito maiores em
relagdo ao tamanho das Gram negativas. Cinco amostras apresentaram morfologia como
cocobacilos Gram negativos (38,46%), seis amostras como bacilos Gram negativos (46,15%)
e trés amostras como bacilos Gram positivos (23,07%). Nao houve nenhum crescimento de

cocobacilos positivos (Tabela 3).



Figura 5 - Amostra 6a identificando
bactérias Gram positivas em aumento de

1000x.
Fonte: Autor (2018).
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2

Figura 6- Amostra 6d identificando

bactérias Gram negativas em aumento de

1000x.
Fonte: Autor (2018).

Tabela 3 - Quantidade de tipos de crescimento microbiano diferentes e a morfologia, arranjo e

coloracdo em Gram apresentado em cada marca de agua mineral analisada

Marcas de Qtdd. de tipos de Qtdd. de Gram Morfologia, arranjo e
agua mineral | crescimento diferentes realizado coloracdo em Gram
A o) 1 Cocobacilos Gram negativos
B 5 2 Bacilos Gram positivo (2)
C 2 0
D 1 0
Bacilos (1); Cocobacilos (2)
E 3 3 .
Gram negativos
A Bacilos Gram negativos (3) e
F 3 Bacilos Gram positivos (1)
G 1 0
H 1 1 Bacilos Gram negativos
| 0 0
J 0 0
K 1 0
L 1 0
Bacilos (1); Cocobacilos (2)
M 2 2 .
Gram negativos
N 0 0

Fonte: Autora (2018).
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Nesta pesquisa, as marcas B, E, F e M (28,57%) apresentaram coloracdo rosa em
analise macroscopica, indicando a presenca de E. coli, um coliforme fecal, e junto a coloracédo
de Gram pela morfologia, coloracdo e arranjo apresentou uma forte caracterizagdo presuntiva
de E. coli. As marcas A, E, F e H (28,57%) apresentaram colorag¢do azul escuro, indicando a
presenca de K. pneumoniae, um coliforme que em Gram pela morfologia, coloracéo e arranjo,
presuntivamente seria K. pneumoniae.

Em alguns estudos analisando amostras de &gua mineral ja foram encontradas
algumas bactérias, tais como, de Oliveira et al. (2016) em Recife-PE com 69,56% das
amostras com coliformes totais. Martins et al. (2014) em Cascavel-PR, observaram 2,1% das
amostras contendo coliformes fecais e 4,1% com coliformes totais. Oliveira et al. (2013) em
Recife-PE verificaram que 57,2% das marcas apresentaram coliformes totais; destas, 28,6%
também foram positivas para E. coli. Coelho et al. (2009) em Recife-PE, identificaram 10%
das amostras com coliformes fecais e 38,33% com coliformes totais. Guimardes (2006) em
Goiania-GO, observou que todas as amostras apresentaram coliformes totais, cinco por
coliformes fecais e uma por P. aeruginosa.

Sant’ana, et al. (2003) em Vassouras-RJ, se aproximaram do presente estudo por
identificarem 25% das amostras de dgua mineral contaminadas por coliformes totais e 20,4%
por E. coli. Nossos resultados apresentam valores maiores quando comparados com Albano et
al. (2013) em Curitiba-PA e Diniz (2017) em Campina Grande-PB, que observaram a
presenca de coliformes totais em 6,67% e 16,66% respectivamente.

Por outro lado, Silva et al. (2008), ndo observaram contaminagdo por nenhum
microrganismo em 10 marcas de dgua mineral em Jodo Pessoa-PR. Assim como Reis et al.
(2006) que néo verificaram contaminagdo por coliformes totais e termotolerantes em amostras
de &guas minerais de S&o José do Rio Preto-SP. Silva (2017) em Campina Grande-PB,
Gusmdo et al. (2014) em Vitoria da Conquista-BA, Neta et al. (2013) em Teresina-Pl,
Recondo et al. (2010) em Pelotas-RS e Ritter & Tondo (2009) em Porto Alegre-RS também
ndo encontraram coliformes em seus estudos.

A presenca de coliformes nas aguas engarrafadas evidencia que houve uma
contaminacdo de origem externa visto que estas bactérias ndo fazem parte da composicao do
produto. Esta contaminacdo pode ter ocorrido na fonte, no envase, no transporte ou
armazenamento no caso de a embalagem ndo ser absolutamente estanque (WHO, 2006;
DIAS, 2008).

Pode indicar auséncia de cuidados sanitarios, problemas nas operaces de

captacdo, canalizacdo, filtracdo, envasamento ou outros que possam alterar as propriedades
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caracteristicas e a composicdo das mesmas (COELHO et al., 1998). Isso demonstra certa
vulnerabilidade do sistema industrial frente as contaminacdes, o que ndo é desejavel
(CABRINI; GALLO, 2001; DIAS, 2008).

Os resultados dessa pesquisa ndo apresentaram confirmagdo em Gram para cocos
positivos, caracteristicas provenientes de E. faecalis. Entretanto, duas amostras equivalentes
as marcas K e L (14,28%) apresentaram coloracdo azul turquesa no meio de cultura,
indicando E. faecalis, e ndo foram submetidas a Gram. Estudos como o de Lima (2007),
Sabioni & Silva (2006), Sant’ana et al. (2003) e Silva & Calazans (2002) obtiveram o mesmo
resultado, ndo encontraram nenhuma amostra positiva para o género Enterococos.

Por sua vez, Dias (2008) analisou 69 amostras de agua mineral e duas foram
positivas para enterococos. Giacomett et al. (2005), em analise de 225 amostras de &gua
mineral obtiveram resultado positivo em 40 amostras.

A utilizacdo dos enterococos como indicadores de contaminacdo fecal apresenta
algumas restricdes, pois eles também sdo encontrados em ambientes diferentes do trato
intestinal (FRANCO; LANDGRAF, 2003). A presenca de enterococos em aguas minerais
pode indicar contaminacdo externa do poco, portanto, a necessidade de intensificacdo de
cuidados nas industrias engarrafadoras para evitar a presenca desses microrganismos no
produto final, pois podem causar danos a saude dos consumidores (DIAS, 2008; RITTER,;
TONDO 2009).

Ainda sobre crescimentos microbianos no Agar Cromogénico Geral, as marcas C,
E e M (21,42%) apresentaram nas analises macroscépicas P. mirabilis, com caracteristicas em
Gram fortemente presuntivas para a tal. E as marcas B, C e G (21,42%) apresentaram
coloragéo azul claro no meio, indicando S. agalactiae, mas ndo foram analisadas em Gram.

Analisando o Agar Pseudomonas, neste estudo ndo houve crescimento de P.
aeruginosa em nenhuma das amostras. Resultado semelhante aos estudos de Camara &
Silveira (2001) e Sant’ana et al. (2003), que ndo detectaram a presenca deste microrganismo,
sugerindo respectivamente, qualidade satisfatoria quanto as pesquisas.

Ja Farache Filho et al. (2008) detectaram que todas as amostras atenderam ao
padréo (auséncia) para coliformes totais e coliformes fecais/E. coli, entretanto, cinco amostras
(4,5%) ndo atenderam ao padrdo para P. aeruginosa. No estudo de Lima (2007), das 106
amostras de agua mineral analisadas, 17 (16%) foram consideradas impréprias para consumo
por apresentarem coliformes e ainda em uma (0,94%) das amostras, um namero consideravel

de P. aeruginosa.
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Dias (2008), Faria & Reis (2001) e Sabioni & Silva (2006) encontraram valores
de 4,34%, 11% e 14%, respectivamente, das amostras de agua mineral analisadas positivas
para P. aeruginosa. Keese et al. (2017) detectaram a P. aeruginosa em quatro (4,2%)
amostras. Bernardo (2009) observou resultados de P. aeruginosa em 40% das amostras em
galdes de 20L e em 2% das amostras em embalagens de 1.5L. Nascimento et al. (2000),
verificaram a incidéncia de P. aeruginosa em 35 das 70 amostras analisadas em S&o Luis-
MA.

A preocupagdo com a presenga de P. aeruginosa nas aguas minerais, reside no
fato de muitas espécies serem resistentes a antimicrobianos, sua capacidade de multiplicacéo
em agua com reduzido conteudo de nutriente e pelo fato de ser um patégeno oportunista.
Além disso, pode alterar a cor, turbidez e sabor de aguas (SANTANA, 2003; FARACHE
FILHO et al., 2008; GALVAO, 2013).

A presenca desse microrganismo em aguas engarrafadas pode ser explicada por
sua capacidade de aderéncia a superficie das garrafas e por sua grande capacidade de
proliferar em &gua destilada e 4guas minerais (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Portanto,
sdo necessarias medidas adicionais de controle na protecdo da fonte e na limpeza do sistema
de aducdo e engarrafamento para garantir auséncia de P. aeruginosa no produto final.

N&o se pode afirmar que o crescimento de todos os microrganismos é certamente
originario das fontes ou vinda de &guas superficiais em contato com a mesma. Cabrini &
Gallo (2001), avaliando a qualidade microbioldgica de fontes de 4guas minerais, observaram
qgue de 30 amostras coletadas diretamente de um aquifero, somente duas apresentaram
coliformes totais, enquanto que de 30 amostras coletadas ap0s o engarrafamento, oito estavam
contaminadas por coliformes. Tal fato indica falhas nas boas préticas de processamento e
envasamento das aguas. Neste caso, 0s resultados podem ser um indicador das condicGes
higiénicas do processo de envase de cada amostra.

Os resultados apresentados na Tabela 3, demonstram que a maioria das colénias
do crescimento bacteriano apresentaram caracteristicas morfoldgicas em Gram
correspondente a identificacdo a nivel de espécie defendida pela empresa Probac através da
coloragéo. Entretanto, apesar da utilizacdo do meio de cultura utilizado, algumas coloracdes
das col6nias ndo bateram com o gram inviabilizando a identificagdo em nivel de género
(Amostra 1, 2, 6a e 6d). Desta maneira, devido ao imprevisto, as colénias ndo puderam ser
identificadas a nivel de espécie. Contudo, foram consideradas a partir da sua morfologia,

arranjo e coloracdo, como Gram positivos e Gram negativos.
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Por serem amostras ambientais comercializadas, ou seja, amostras de agua
mineral sem nenhum processo industrial de tratamento ou filtragem para ndo alterar as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas naturais e a pureza da &gua, € possivel que 0s
meios de cultura utilizados tenham permitido o crescimento de outras bactérias que estavam
presentes na amostra. Pode ser que estas tenham metabolismo semelhante as de interesse
clinico selecionadas no meio de cultura, o que explicaria as morfologias das colénias mas a

ndo correspondéncia na coloragéo de Gram.

4.3 TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

Foi avaliado a suscetibilidade de bactérias a antimicrobianos através do método de
difusdo em disco de Kirby-Bauer. Os discos com os antimicrobianos foram dispostos com
auxilio de uma pinca estéril nas placas ja semeadas. As placas foram incubadas por 18h a 37
°C £ 2 °C. Apos o periodo de incubagdo os diametros dos halos de inibi¢cdo foram medidos e
os resultados reportados com base nos critérios estabelecidos pela Probac, que permite
classificar o perfil de cada isolado em sensivel, intermediario e resistente (Apéndice A).
Todos os isolados que apresentaram perfil intermediério a antimicrobianos foram incluidos na
categoria de suscetibilidade.

O TSA foi realizado em col6nias de 7 marcas, cinco de colénias Gram negativas
(Marcas A, E, F, H e M) e dois de Gram positivas (Marcas B e F). Nem todas as amostras que
apresentaram crescimento foram replicadas para serem submetidas a TSA, por motivos
financeiros, e por apresentarem caracteristicas em Gram iguais a outras amostras ja
selecionadas.

Aos Gram negativos, utilizou-se quinze discos contendo antimicrobianos
diferentes. J& aos Gram positivos, utilizou-se quatro discos contendo antimicrobianos

diferentes. A Tabela 4 descreve os resultados pds TSA.
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Tabela 4: Resisténcia dos isolados de amostras bacterioldgicas provenientes de Agua Mineral

Antimicrobiano Isolados

(ng) Resistentes N=5 Percentual
AMI 30 0 0%
AMC 30 1 20%
AMP 10 0 0%
ATM 30 5 100%
CFZ 30 3 60%
CPM 30 2 40%
CFO 30 0 0%
CAZ 30 2 40%
CRO 30 1 20%

CIP 05 1 20%
CLO 30 2 40%
GEN 10 0 0%
MPM 10 2 40%
SUT 25 0 0%
TET 30 0 0%

Fonte: Autor (2018).

A marca E, caracterizada por conter cocobacilos Gram negativos, apresentou a
maior resisténcia a antimicrobianos comparada as demais amostras testadas. Sua resisténcia a
7 (46,6%) antimicrobianos: Amoxilina + Ac. Clavulanico, Aztreonam, Cefazolina, Cefepime,
Ceftazidima, Cloranfenicol e Meropenem € visivel na Figura 7. A amostra 6¢c (Marca F),
caracterizada por bacilos Gram negativos, apresentou resisténcia a quatro antimicrobianos.

A amostra 1 (Marca A), caracterizada por cocobacilos Gram negativos,
apresentou resisténcia a trés antimicrobianos. A amostra 8 (Marcas H), caracterizada por
bacilos Gram negativos e a amostra 13 (Marca M), caracterizada por cocobacilos negativos,

apresentaram resisténcia a dois antimicrobianos.

, T D e
Figura 7 - TSA da amostra 5 (Marca E)
Fonte: Autor (2018).

ol %
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Com os resultados obtidos observamos que nos TSA em Gram negativos a
amoxilina + &c. clavulanico, o creftriaxona e ciprofloxacina apresentaram um isolado
resistente e o cefepime, ceftazidima, cloranfenicol e meropenem apresentaram dois isolados
resistentes ao farmaco. O aztreonam apresentou a menor eficiéncia com 100% de isolados
resistentes, seguida da cefazolina com 60% de isolados resistentes. Os antimicrobianos para
0s quais os isolados apresentaram maior suscetibilidade foram seis: a amicacina, ampicilina,
cefoxitina, gentamicina, sulfazotrim e tetraciclina com nenhum isolado resistente (Gréfico 2).

Ja nos isolados Gram positivos, os halos foram medidos mas foi avaliado as
suscetibilidade a antimicrobianos, devido ao fato de as bactérias analisadas
microscopicamente ndo obtiveram caracteristicas presuntivas semelhantes as espécies em que
0 meio seletivo e diferencial permitia de crescimento, ndo podendo identificar as bactérias a

nivel de género, nem muito, mensurar a sua resisténcia.

Resisténcia de bactérias Gram negativos

120%
100%
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80%
60%
60%
40% 40% 40% 40%
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20% 20% 20%
20%
0% 0% 0% 0% 0% 0%
0%

A Q
S *‘\’\@C‘ 6{)@"@‘*00‘\@2%’\

Isolados Resistentes (%)

Antibidticos

Gréfico 2 - Perfil de suscetibilidade dos Gram negativos frente aos antimicrobianos
Fonte: Autor (2018).

Daood (2009) observou que a sensibilidade de bactérias heterotréficas gram
negativas em agua mineral foi completa em relacdo ao aztreonam. Jeena et al. (2006),
obervam que as maiores resisténcias de bactérias heterotroficas gram negativas estdo no
antimicrobiano ampicilina, diferente do presente estudo, que traz o aztreonam como
antibiotico menos eficaz em 100% das amostras analisadas. Sobretudo, os estudos de

Bortoloti (2016) corroboram com o presente, pois apresentou altos indices de resisténcia
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(85%) de bactérias heterotroficas gram negativas em agua mineral ao antimicrobiano
aztreonam.

Schneider et al. (2009) em Concordia — SC, observou em estudos que todas as
suas amostras de aguas subterraneas e superficiais foram sensiveis a amicacina em Gram
negativos.

Canal (2010), avaliou amostras de agua ao longo da Lagoa dos Patos e observou
que as maiores percentagens de isolados gram negativos resistentes foram encontrados frente
a tetraciclina (22,2%). Neste estudo, nenhum isolado apresentou resisténcia a tetraciclina.

A gentamicina neste estudo apresentou total suscetibilidade a todas as amostras,
também caracterizada como a menor eficiéncia na pesquisa de Jeena et al. Ainda com Jeena et
al., analisando apenas coliformes isolados, o cloranfenicol foi o antimicrobiano de maior
resisténcia, ja os resultados deste estudo apresentaram resisténcia em 40% dos isolados para
este antimicrobiano.

Segundo Jeena et al. (2006) as cepas resistentes a mais de dois antimicrobianos
sdo considerados multirresistentes, deixando 45% dos isolados encontrados na sua
investigacdo nessa categoria. Comparando o0 presente estudo, o resultado ultrapassa
consideravelmente, pois todos os isolados foram resistentes a pelo menos dois
antimicrobianos cada. Portanto, considera-se que todos os isolados deste estudo sdo
multirresistentes.

A resisténcia a mais de um antimicrobiano em isolados de bactérias E. coli €
relatada em outros trabalhos e parece ser uma observacao frequente. Canal (2010) encontrou
50% dos isolados de E. coli resistentes a somente um antimicrobiano e 16,5%
multirresistentes. Schneider et al. (2009) analisando E. coli isoladas de amostras de agua
superficial, verificou que 86,14% foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano.
Também Gallert et al. (2005) encontraram elevados indices de resisténcia (90%).

Grande parte das bactérias Gram negativas possui resisténcia aos antimicrobianos
da classe de B-lactamicos. Bahlis & Sand (2012), depararam-se com 50% das bactérias gram
negativas encontradas no Rio dos Sinos, em Esteio — RS, resistentes aos p-lactamicos
cefalotina e cefoxitina.

As cefalosporinas, assim como outros p-lactdmicos, sdo alguns dos
antimicrobianos mais prescritos atualmente, e em sua maioria sdo de facil absorcdo para uso
oral, podendo ser administradas via intravenoso ou intramuscular. Geralmente, s&o

amplamente utilizadas para infeccbes, como, por exemplo, a cefoxitina, para infeccOes
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abdominais (BAHLIS; SAND, 2012). Dessa forma, esperava-se isolar bactérias resistentes
principalmente a B-lactdmicos nesse estudo, pois estes séo de uso recorrente na populacao.

Nossos resultados para B-lactamicos foi resisténcia na maioria dos utilizados,
como esperado. O aztreonam (100%), amoxilina + ac. clavulanico (20%), meropenem (40%),
ceftriaxona (20%), ceftazidima (40%), cefepime (40%), cefazolina (60%). Aos que
apresentaram suscetibilidade aos B-lactamicos utilizados foram somente a cefoxitina e a
ampicilina.

Um outro aspecto observado nesse estudo é o baixo indice de resisténcia aos
aminoglicosideos, como amicacina e gentamicina, o que pode ser indicativo do baixo uso
desses farmacos no tratamento de infecges. Os percentuais de Schneider et al. (2009) foram
semelhantes para esses dois antimicrobianos, nenhuma resisténcia & amicacina e 5,6% a

gentamicina.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo analisou a presenca de bactérias resistentes em aguas minerais
comercializadas no municipio de Tubardo — SC. As técnicas basearam-se na identificagdo em
meios de cultura (Agar Cromogénico Geral e Pseudomonas) e Coloracdo de Gram e por fim,
foi mensurada a resisténcia antimicrobiana por discos nas colénias em TSA.

Os resultados apresentaram crescimento microbiano em onze (78,57%) amostras
de &gua mineral, com bactérias tanto Gram negativas (76,9%) quanto positivas (23,1%), e
14,42% de fangicos. Confirmou-se a existéncia de diferentes microrganismos nas amostras,
perante a formacdo de coldnias em coloracdes diferentes nos meios de cultura e ainda
morfologia, arranjo e coloracdo em Gram.

No TSA todos os isolados Gram negativos foram resistentes a pelo menos dois
antimicrobianos. A maior resisténcia observada foi para o aztreonam com 100%, seguida da
cefazolina com 60%. Além disso, foi possivel observar a presenca de bactérias
multirresistentes nas amostras estudadas. A marca E, caracterizada por cocobacilos Gram
negativos, possuiu a maior resisténcia a antimicrobianos comparada as demais amostras
testadas. Apresentou resisténcia a sete (46,6%) antimicrobianos. Seguida da amostra 6c
(Marca F), caracterizada por bacilos Gram negativos, resistente a quatro antimicrobianos.

Percebendo a existéncia de bactérias resistentes, este estudo mostrou-se
importante, pois demonstra certa vulnerabilidade do sistema industrial frente as
contaminacg6es, 0 que ndo é desejavel. Todos os crescimentos microbianos presentes, podem
indicar ndo necessariamente contaminacdo fecal, mas também falhas na higiene durante o
processamento dos produtos, necessitando de uma educacgdo continuada com os funcionarios e
uma maior atengéo na fiscalizagéo.

A partir da andlise de dados, pode-se afirmar que este estudo apresentou algumas
limitacOes. Destaca-se o0 fato que apesar da utilizagdo do meio de cultura seletivo e diferencial
comercializado pela empresa Probac algumas coloragdes das colonias ndo bateram com o
gram inviabilizando a identificacdo em nivel de género. Ainda, apesar do nimero da amostra
ser pequeno, as informacdes sdo relevantes para a comunidade cientifica tendo em vista que
os resultados apresentados tém interesse da comunidade local.

Como sugestéo as futuras pesquisas, acrescento a utilizacao de testes bioquimicos

e 0 aumento do nimero de amostras por marca.
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ANEXO A- Agar Cromogénico Geral
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PLACAS ESPECIAIS PROBAC — AGAR CROMOGENICO GERAL

Indicacoes

Meio de Cultura pronto para uso, nao seletivo, indicado para
isolamento, diferenciacdo e enumeragdo de microrganismos
em amostras diversas.

Apresentacao

REF PECG90

N

Pacote com 10 Placas Especiais, na medida de 90 x 15 mm.

Composicao

Agar Cromogénico e Agua Purificada.
Principio

O Agar Cromogénico Geral é um meio utilizado para teste
presuntivo, em amostras diversas, que baseia-se na coloragao
diferenciada das col6nias, identificando presuntivamente
microrganismos de interesse clinico e nao clinico.

As Placas Especiais Probac®, possuem uma ampla linha de
meios de cultura, produzidas em condicdes de total esterilidade
e hermeticamente fechadas, que proporciona um maior tempo
de vida 0til ao produto e uma maior flexibilidade para
armazenamento e transporte. Podendo ser transportada e
mantida a temperatura ambiente (consulte conservagao).

Controle de Qualidade

Todos os lotes sdo submetidos a ensaios de desempenho com
cepas padroes ATCC. Ap6s 24hs, a 33°C + 2°C, em atmosfera
adequada, ja é possivel realizar a contagem das colbnias, veja
as caracteristicas conforme descrito no item interpretacao dos
resultados.

E. coli ATCC 25922 Bom Rosa a Vermelha
K. pneumoniae ATCC 18883 Bom Azul escuro

P. mirabilis ATCC 25933 Bom Amarelo

S. agalactiae ATCC 12401 Bom Azul claro

S. aureus ATCC 25923 Bom Branco

E. faecalis ATCC 29212 Bom Azul turquesa
Outros microrganismos Bom Creme

*Inéculo 10° UFC

Certificado de Analise, FISPQ e Bula estao disponiveis no site
www.probac.com.br

Procedimento
Seguir conforme ilustragao abaixo:

1) Retire a tampa plastica;

2) Remova o selo protetor;

3) Semeie a amostra de acordo com os procedimentos
recomendaveis;

4) Tampe e incube a placa de acordo com a metodologia
utilizada no laboratério.

Interpretacao dos Resultados:

P. mirabilis
ATCC 25933

K. pneumoniae

ATCC 18883 S. agalactiae

ATCC 124907

Verifique a tabela de desempenho no item controle de
qualidade.

Conservagao
21°c \‘;’/\ Manter entre 22 e 27°C, ao abrigo
/ﬂ/ A \ da Luz.
PN
2°c |
Validade

10 meses a partir da data de fabricagéo.

Precaucoes

Apds a realizagdo dos testes, este material devera ser
descartado conforme as recomendagdes vigentes para
residuos de servicos de saude.

Produto isento de registro no Ministério da Saude de
acordo com a RDC n? 36 de 2015, nao podendo ser
utilizado para diagnéstico humano.

Referéncias Bibliograficas

1 - Jorgensen JH, Pfaller MA, Carroll KC, Funke G, Landry ML,
Richter SS, Warnock DW - Manual of Clinical Microbiology. 11t
Ed. ASM Press, Washington, DC, 2015.

2 - Koneman E.W. et al. Color Atlas and Textbook of
Diagnostic Microbiology. 7th. ed. Philadelphia: Lippincott, New
York: 2016.

3 — Atlas R.M., Handbook of Microbiological Media. 4th ed.
ASM Press, Washington, DC, 2010.
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ANEXO B - Agar Pseudomonas
AGAR PSEUDOMONAS
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Indicacoes
Meio de Cultura indicado para recuperagdo seletiva e

enumeracao de Pseudomonas aeruginosa em amostras de
agua, através do método de filtragao por membrana.

Apresentacao

PMPAC49, PMPACS6 e

REF PMPAC9

>

Meio de Cultura pronto para uso, pacote contendo 10 Placas
de Petri nas medidas de 49, 60 e 90 mm.

Composicao

Extrato de Levedura, L-Lisina HCI, Cloreto de Sédio, Xilose,
Sacarose, Lactose, Vermelho de Fenol, Citrato de Ferro
Amoniacal, Tiosulfato de Sddio, Sulfato de Magnésio,
Kanamicina, Acido Nalidixico, Agar Bacterioldgico e Agua
Purificada.

Principio

Os microrganismos do género Pseudomonas sao encontrados
na agua e no solo. Pseudomonas aeruginosa € o patégeno
humano mais importante, tanto no que se refere ao nimero e
tipos de infecgbes causadas como a sua morbidade e
mortalidade. Varios métodos tém sido utilizados para a
enumeragao de Pseudomonas aeruginosa a partir de amostras
de agua, alguns dos quais tém sido mais amplamente aceitos
do que outros. Os procedimentos de nimero mais provavel
(NMP) resultam em niveis de recuperagao satisfatérios de P.
aeruginosa, mas nao sao utilizaveis para ensaios de amostras
de 4gua de grande volume pela falta de precisdo. Esta
deficiéncia é eliminada através da técnica de membrana
filtrante (MF).

Extrato de Levedura, Lisina e os carboidratos fornecem
compostos carbonaceos e nitrogenados, fontes de energia e
vitaminas necessérias para o metabolismo bacteriano. O
Cloreto de Soédio mantém o equilibrio osmético. Os sais
fornecem ions essenciais. O Vermelho de Fenol € um indicador
de pH, que se torna amarelo em resposta a acidos produzidos
como resultado da fermentacdo dos carboidratos. A
Kanamicina inibe a sintese protéica de microrganismos gram-
positivo. O Acido Nalidixico bloqueia a replicacao das bactérias
gram-positivas susceptiveis e o Agar Bacteriolégico um agente
solidificante.

Controle de Qualidade

Os seguintes resultados foram obtidos nos ensaios de
desempenho do meio, com diferentes espécies de cultura apds
incubacdao em temperatura e tempo ideal. Todos os lotes sao
submetidos a ensaios com cepas padroes ATCC, conforme
descrito na tabela a seguir:

Cepas Crescimento Coloracdo
P. aeruginosa ATCC 27853 Bom Rosa
) Inibicao
E. coli ATCC 25922 parcial ou total

Todos os documentos pertinentes a este produto como
Certificado de Andlise, FISPQ e Bula estao disponiveis no site
www.probac.com.br.

Procedimento

1) Colete as amostras e processe de acordo com as
recomendagbes para quantificagio de Pseudomonas
aeruginosa em agua;

2) Depois da filtragdo da amostra em membrana de 47 mm e
45 pm, coloque a membrana na superficie do meio evitando a
formagao de bolhas;

3) Incubar durante o periodo e a temperatura ideal para cada
microrganismos a ser pesquisado;

4) Ap6s o periodo de incubacdo, realizar a visualizagdo das
colénias.

Consulte 0 método padrao para informacdes adicionais a
respeito da técnica de filtragdo por membrana para este meio.

Conservacao
sc \‘;’/\ Manter sob refrigeracao, entre 2°
/ﬂ/ =i "N 8°C ao abrigo da luz.
2c P
|
Validade

4 meses a partir da data de fabricagao.

Precaucoes

Apbs a realizacdo dos testes, este material devera ser
descartado conforme as recomendacdes vigentes para
residuos de servigos de saude.

Referéncias Bibliograficas

1. Levin and Cabelli. 1972. Appl. Microbiol. 24:864.

2. Carson, Peterson, Favero, Doto, Collins and Levin.
1975. Appl. Microbiol. 30:935.

3. Dutka and Kwahn. 1977. Appl. Environ. Microbiol.
33:240.

4. Brodsky and Ciebin. 1978. Appl. Environ. Microbiol.
36:26.

5. Clesceri, Greenberg and Eaton (ed.).1998. Standard
methods for the examination of water and wastewater, 20"
ed. American Public Health Association, Washington, D.C.
6. Estevez. 1984. Lab. Med. 15:258.

7. Manual Difco and BBL Microbiology.
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ANEXO C - Polisensidisc Gram negativo
Av. Antonio Cavasana, 97 - B. Concordia III
CEP 16013-385 - Aragatuba/SP
Telefax: (18) 3621-8670 / 3621-8836
comercial@dme.ind.br - www.dme.ind.br
CNPJ: 65.013.120/0001-79

’ s . Técnico: A io C. De Fendi - CRBM 1005
DIAGNOSTICOS MICROBIOLGGICOS ESPECIALIZADOS R o e

: POLISENSIDISC 15

APRESENTACAO
Caixa contendo 25 unidades de Polisensidisc, cada unidade composta de 15 antimicrobianos
especificos para cada série.
PRINCIPIO
Sistema Polisensidisc composto de um modulo circular, contendo em seu anel externo 10
antimicrobianos ¢ anel interno 05 antimicrobianos, totalizando 15 antimicrobianos para cada série.
POLISENSIDISC DME ¢ para ser usado em placas de Petri de 150 mm de diametro por 20
mm de altura.

POLISENSIDISC DME _SERIE GRAM NEGATIVO

Halos de inibicao em mm

Antibacteriano Poténcia/ | Resistente | Intermediario | Sensivel
Cédigo

Amicacina AMI 30 <14 15-16 > 17
Amoxicilina/Acido Clavulénico AMC 30 <13 14-17 > 18
Ampicilina AMP 10 <13 14-16 > 17
Aztreonam ATM 30 <17 18-20 >21
Cefazolina parenteral para Enterobacteriaceae | CFZ 30 <19 20-22 >23
Cefazolina oral para Enterobacteriaceae <14 - 15
Cefepime * CPM 30 <18 - >25
Cefoxitina CFO 30 < 14 15-17 > 18
Ceftazidima CAZ 30 <17 18-20 > 21
Ceftriaxona CRO 30 <19 20-22 >23
Ciprofloxacina CIP 05
Para Enterobacteriaceae <15 16-20 >21
Para Salmonella spp extra-intestinal (incluindo <20 21-30 >3l
S. typhi e S. paratyphi A-C)
Cloranfenicol CLO 30 <12 13-17 > 18
Gentamicina GEN 10 <12 13-14 > 15
Meropenem para Enterobacteriaceae MPM 10 <19 20-22 >23
Meropenem para Pseudomonas aeruginosa £ 15 16-18 >19
Meropenem para Acinetobacter spp <14 15-17 > 18
Meropenem para Burkholderia cepacia <15 16-19 > 20
Sulfazotrim SUT 25 <10 11-15 > 16
Tetraciclina TET 30 <1l 12-14 - )

* Cefepime — 30 pg (CPM 30) — SDD (Dose — Dependente - Susceptivel) = 19 mm — 24 mm

CONSERVACAQ Lote e Validade: Vide caixa.
Manter ao abrigo da luz, conservar de -15°C a-20°C. Referéncias Bibliogréficas
Obs.: Os madulos deverdo ser abertos no momento do uso, * Referéncias CLSI 2017.
TRANSPORTE

A estabilidade do Polisensidisc permanece inalterada por até 10 dias, em
temperalura de até 30°C
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APENDICE A: TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

AMOSTRA 13
Ant||11(|;rgc;b|ano Resultado (mm) | Sensivel | Intermediario | Resistente

AMI 30 217 X

AMC 30 218 X

AMP 10 >17 X

ATM 30 17 X
CFZ 30 223 X

CPM 30 25 X

CFO 30 218 X

CAZ 30 22 X

CRO 30 223 X

CIP 05 221 X

CLO 30 218 X

GEN 10 215 X
MPM 10 15 X
SUT 25 216 X

TET 30 15 X

AMOSTRA 13
Antlm(lﬁrgc;blano Resultado (mm) | Sensivel | Intermedidrio | Resistente

AMI 30 217 X

AMC 30 218 X

AMP 10 >17 X

ATM 30 17 X
CFZ 30 223 X

CPM 30 25 X

CFO 30 218 X

CAZ 30 22 X

CRO 30 223 X

CIP 05 >21 X

CLO 30 218 X

GEN 10 >15 X
MPM 10 15 X
SUT 25 >16 X

TET 30 15 X
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AMOSTRA 1
Antm}ﬁg;blano Resultado (mm) | Sensivel | Intermediario | Resistente

AMI 30 28
AMC 30 218
AMP 10 27 X
ATM 30 16 X
CFzZ 30 14 X
CPM 30 225 X

CFO 30 218 X

CAZ 30 221 X

CRO 30 223 X

CIP 05 221 X

CLO 30 <12 X
GEN 10 26 X
MPM 10 >23/19/18/20 X

SUT 25 21 X

TET 30 >15 X

AMOSTRA 6 1l
Antlm(:ig;blano Resultado (mm) | Sensivel | Intermediario | Resistente

AMI 30 29

AMC 30 23

AMP 10 19

ATM 30 221 X
CFZ 30 25 X

CPM 30 15 X
CFO 30 30 X

CAZ 30 <17

CRO 30 12

CIP 05 34 X

CLO 30 15 X

GEN 10 26 X
MPM 10 40 X

SUT 25 36 X

TET 30 30 X
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AMOSTRA 5
Antimicrobiano
I (Iug) I Resultado (mm) | Sensivel | Intermediario | Resistente
AMI 30 34 x
AMC 30 <13 «
AMP 10 14 X
ATM 30 221 X
CFZ 30 <14 X
CPM 30 18 «
CFO 30 28 «
CAZ 30 <17 X
CRO 30 38 X
CIP 05 34 X
CLO 30 <12 X
GEN 10 35 X
MPM 10 11 «
SUT 25 35 X
TET 30 18 «
AMOSTRA6 |
Antimicrobi
' m\(l;g; 1A% | Resultado (mm) | Sensivel | Intermediario | Resistente
AMC 30 34
VAN 30 21
IPM 10 37
AMP 28
AMOSTRA 2
Antimicrobi
" lm(lﬁrgc; ano Resultado (mm) | Sensivel | Intermediario | Resistente
AMC 30 33
VAN 30 23
IPM 10 39
AMP 10 27
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