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RESUMO

A &gua doce existente em rios é fundamental para o desenvolvimento das cidades, entretanto
ao mesmo tempo ela se apresenta como um importante veiculador de microrganismos de
importancia médica, como a Escherichia coli, Klebsiella spp. e Pseudomonas aeruginosa. A
presenca dessas bactérias no ambiente, juntamente com a liberacdo de residuos orgénicos de
diversas origens, contribui para a manutencdo e multiplicacdo destas bactérias no ambiente e
consequentemente otimiza a aquisicdo e a dispersdo de patogenicidade e resisténcia. Apesar
de ser um mecanismo natural, a atividade antropogénica tem influenciado em muito nesses
processos e a resisténcia bacteriana frente a antimicrobianos atualmente é considerada um dos
maiores problemas a satde publica, dado que muitas dessas bactérias se tornaram resistentes a
farmacos que comumente eram susceptiveis. Assim sendo, o presente estudo teve como
objetivo principal tracar o perfil de resisténcia a antimicrobianos de cepas de Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa isoladas do perimetro urbano do rio
Tubardo, na cidade de Tubardo/SC. Foram analisadas 5 amostras de agua superficial, sendo
utilizada a técnica de membrana filtrante para isolamento bacteriano, além de 5 diferentes
meios de cultura. Para complementar a identificacdo bacteriana foi realizada a técnica de
coloracdo de Gram e para a verificagdo da sensibilidade das bactérias frente aos
antimicrobianos foi feito o TSA, de acordo com o método de difusdo em disco de Kirby-
Bauer. Foi observado o crescimento bacteriano em todos os meios de culturas e em todos os
pontos de coleta, sendo observado também em todos esses pontos, 0 crescimento
caracteristico de E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa. O TSA foi feito para essas bactérias,
porém, somente do ponto 1, 3 e 4, sendo assim, o ponto de coleta que obteve mais resisténcia
foi o P3 (73,3%), seqguido do Pl (53,3%) e por ultimo, P4 (44,4%), onde P. aeruginosa
(77,7%) demonstrou ser a espécie mais resistente aos antimicrobianos testados, seguida pela
K. pneumoniae (59,9%) e E. coli (33,3%). Contudo, a partir dos resultados obtidos podemos
identificar a presenca de microrganismos potencialmente patogénicos que s@o resistentes a
varios antimicrobianos, sendo que o isolamento destes, no perimetro é de suma importancia

para 0 bem-estar da populacéo.

Palavras-chave: Bactérias. Resisténcia a antibi6ticos. TSA. Agua.



ABSTRACT

Freshwater in rivers is fundamental for the development of cities, but at the same time it
presents itself as an important carrier of microorganisms of medical importance, such as
Escherichia coli, Klebsiella spp. and Pseudomonas aeruginosa. The presence of these
bacteria in the environment, together with the release of organic residues from diverse origins,
contributes to the maintenance and multiplication of these bacteria in the environment and
consequently optimizes the acquisition and dispersion of pathogenicity and resistance. Despite
being a natural mechanism, anthropogenic activity has greatly influenced these processes and
bacterial resistance to antibiotics is currently considered one of the major public health
problems since many of these bacteria have become resistant to drugs that were commonly
susceptible. Thus, the main objective of the present study was to trace the antibiotic resistance
profile of strains of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa
isolated from the urban perimeter of the Tubarao River, in the Tubarao city / SC. Five
superficial water samples were analyzed, using a filter membrane technique for bacterial
isolation, in addition to 5 different culture media. To complement the bacterial identification
was performed the Gram staining technique and to verify the sensitivity of the bacteria against
the antibiotics was done AST, according to the Kirby-Bauer disk diffusion method. Bacterial
growth was observed in all culture media and at all collection sites and the characteristic
growth of E. coli, K. pneumoniae and P. aeruginosa was also observed at all of these points.
The AST was made for these bacteria, P3 (73.3%), followed by P1 (53.3%), and finally P4
(44.4%). P. aeruginosa (77,7%), K. pneumoniae (59.9%) and E. coli (33.3%) were found to
be the most resistant species to the antibiotics tested. However, from the obtained results we
can identify the presence of potentially pathogenic microorganisms that are resistant to
several antibiotics, and the isolation of these in the perimeter is of paramount importance for

the well-being of the population.

Keywords: Bacteria. Resistance. AST.
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1 INTRODUCAO

A &gua é um recurso natural indispensavel para a existéncia de vida na Terra e
para a manutencdo do ecossistema. (BRAGA et al., 2015; DIAS, 2016; BORTOLI et al.,
2018). Dos 3% de agua doce do planeta, somente um quarto € proveniente de rios, lagos e
fonte subterrénea, sendo fundamentais para o desenvolvimento das cidades e na qualidade de
vida das pessoas (BAHLIS, 2012; DIAS, 2016). Porém, a0 mesmo tempo, a agua ¢é afetada
pelo aumento populacional, por meio do descarte do esgoto doméstico, industrial e agricola
sem tratamento nos recursos hidricos e do lixo nas margens dos rios (BAHLIS, 2012; DIAS,
2016; BORTOLI et al., 2018).

Mesmo que aparentemente limpa e clara, a agua pode conter bactérias advindas de
animais, vegetais, solo superficial e do despejo de residuos, como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., entre outras (CAUMO et al., 2010; OLIVEIRA,
2011). K. pneumoniae e P. aeruginosa dificilmente estéo relacionados em causar doengas pela
ingestdo de agua. Apenas E.coli quando transmitida através da via fecal-oral, em aguas
recreacionais ou potavel, pode causar doencas diarreicas e colites hemorragicas (PERES,
2011; DRUMOND, 2016). Entretanto, normalmente essas trés bactérias sdo relacionadas a
infeccbes do trato urindrio, respiratorio, corrente sanguinea e sitio cirdrgico em ambiente
hospitalar (ARAUJO, 2016).

Além desses microrganismos, residuos como detergentes, desinfetantes, metais
pesados e agentes antimicrobianos do esgoto doméstico ou veterinario também podem ir para
0s recursos hidricos e contamina-los (CAUMO et al., 2010; PORTUGAL, 2015; OLIVEIRA,
2016). Desta maneira, além do risco a saude causadas por essas bactérias, esses residuos
contribuem para a aquisicdo e a dispersdo de resisténcia aos antimicrobianos (OLIVEIRA,
2016; LOUREIRO et al., 2016). Essa resisténcia aos antimicrobianos pode acontecer quando
bactérias e farmacos estdo presentes no mesmo local, fazendo com que esses microrganismos
criem mecanismos de defesa (BAHLIS, 2012; MIRANDA, 2016). Como também pode
ocorrer entre bactérias, pertencentes a diferentes espécies e géneros. E, desta forma, podem
transmitir, receber ou trocar genes de resisténcia por meio da transmissdo horizontal de
elementos genéticos moveis como plasmideos, transposons e integrons (BAHLIS, 2012;
LOUREIRO et al., 2016; MIRANDA, 2016).

Apesar da resisténcia ser um mecanismo natural e de pressao seletiva, atualmente

é considerado um dos maiores problemas a satde publica, dado que muitas dessas bactérias se
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tornaram resistentes a farmacos que comumente eram susceptiveis. Essas formas de
resisténcias estdo sendo disseminadas mais rapidas que a capacidade de produzir novos
antimicrobianos (BAHLIS, 2012; ARAUJO; ALVES; BECHTLUFFT, 2009; ADZITEY;
NAFISH; HARUNA, 2015; LOUREIRO et al., 2016). Isso pode gerar consequéncias clinicas
e econdmicas, porque 0s tratamentos convencionais e 0s protocolos utilizados ndo sdo mais
eficazes, aumentando os gastos na salde ou, até mesmo, podendo ocasionar mortes
(FRANGCA, 2013; MIRANDA, 2016; LYIMO et al., 2016).

Diante da grande preocupacao da resisténcia aos antimicrobianos em hospitais e
suas causas, é importante verificar a susceptibilidade das bactérias em outros locais, em razdo
de que muitos destes farmacos serem produzidos a partir de microrganismos ambientais.
Logo, ha possibilidade que os genes resistentes sejam originarios de ambientes nao-clinicos
(CAUMO et al., 2010). Sendo assim, a presente pesquisa visa tracar o perfil de
susceptibilidade de E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa isoladas do perimetro urbano do
rio Tubardo, na cidade de Tubardo/SC.

Isso posto, por ser considerado o principal rio da cidade, onde corta 0 municipio
com largura de aproximadamente 115 metros e com profundidade entre 2 a 10 metros, por ser
considerado um dos rios mais poluido do estado de Santa Catarina e ainda por servir como
fonte de abastecimento publico, industrial, irrigacdo e recreacdo na cidade (LIMA et al., 2001;
TUBARAO, 2015; MEDEIROS, 2017). Bem como pelo aumento populacional da cidade de
Tubardo sem o planejamento urbano adequado e pela destinacdo do esgoto cloacal sem
tratamento na rede pluvial (RUFINO, 2002; VASCONCELOS et al., 2010; TUBARAO,
2015; SKORONSKI et al., 2014; TUBARAO SANEAMENTO, 2018).

1.1 FORMULACAO DO PROBLEMA

Escherichia coli, Klebsiella pneunomiae e Pseudomonas aeruginosa isoladas no

perimetro urbano do Rio Tubardo apresentam resisténcia a antimicrobianos?
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Geral

Tracar o perfil de susceptibilidade de cepas de Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa isoladas do Rio Tubaréo.
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1.2.2 Especificos

Verificar se h& presenca de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa no material coletado.

Analisar a existéncia de isolados de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa com multirresisténcia aos antimicrobianos.

Caracterizar os isolados quanto a susceptibilidade a diferentes classes de

antimicrobianos.

1.3 ESTRUTURA DOS CAPITULOS

O presente trabalho se divide em cinco capitulos. No primeiro capitulo, consta a
introducdo juntamente com a justificativa e os objetivos, apresenta-se o tema da pesquisa bem
como 0s objetivos a serem alcancados. O segundo capitulo trata da fundamentacédo tedrica,
subdividida em varios subtitulos, assuntos especificos do tema da pesquisa. No terceiro
capitulo, apresenta-se a metodologia utilizada na pesquisa, nessa parte é explicado o passo a
passo de como o objeto de estudo foi coletado, preparado e analisado. No quarto capitulo, séo
feitas a descricdo e discussdo dos resultados, com base em outros trabalhos ja feitos. E, por
ultimo, no quinto capitulo, estd a conclusdo, na qual esta depositada a experiéncia desta

pesquisadora e as consideracdes concluidas ao longo da pesquisa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo é apresentado o referencial tedrico que norteou esta pesquisa,
subdividido em seis secOes. A primeira secdo trata da dgua, onde encontramos, seu uso e
também suas caracteristicas. A segunda secdo discorre sobre as doencas veiculadas pela gua,
ou seja, a quantidade de doengas que podem ser transmitidas ao ser humano quando ingerem a
agua contaminada por alguns microrganismos parasitas. As trés secfes seguintes, tratam,
especialmente, dos microrganismos E.coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa, suas
caracteristicas, habitat, seu poder de causar doengas e a facilidade de transferir resisténcia a
antimicrobianos. E, na ultima secdo, é tratado do assunto sobre a resisténcia a
antimicrobianos, comecando a explicar 0 que € o antimicrobiano, sua funcdo e seus
mecanismos de acdo, também o que € a resisténcia e como ela se da, os mecanismos adotados

pelas bactérias resistentes e a importancia na sadude publica.
2.1 AGUA

A agua € um elemento comum na natureza, é classificado como um solvente
universal e pode ser encontrada no estado sélido, liquido e gasoso (LEAO; OLIVEIRA;
PINO, 2014). E um recurso natural que garante a vida de qualquer tipo de ser vivo no planeta,
portanto, deve ser de qualidade e ter quantidade suficiente para todos (GOMES, 2015; DIAS,
2016; BORTOLI et al., 2018).

Dos 3% de agua doce do planeta, somente 0,3% esta disponivel para que o ser
humano a utilize, onde é proveniente de rios, lagos e fonte subterrdnea. A outra grande parte
da agua doce esté localizada em forma de gelo na Antartida e na Groelandia (HAHN, 2013).
Quanto a disponibilidade de &gua doce nos paises, o Brasil possui 12%, possuindo
6.220Km?%/ano, sendo o primeiro lugar na lista e o maior fluxo interno de recursos hidricos do
mundo (OLIVEIRA, 2011). Apesar de ter um volume alto de agua nos recursos hidricos no
Brasil, esse volume se distribui de forma desigual ao longo do pais, 80% dessa agua encontra-
se na Amazonia, local onde vive 5% da populacéo total. E apesar disso, o desperdicio de agua
correspondem a 30% e 60% nas regides do Sul e Sudeste e Nordeste, respectivamente
(VOLKMER, 2017).

Para atender uma populacéo é necessario que a qualidade da agua esteja dentro

dos parametros fisicos, quimicos e bioldgicos, afim de manter o bem estar e a qualidade de
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vida das pessoas, pois a agua é responsdvel em varias fungdes do dia-a-dia, como a
alimentacdo, consumo, higiene e também para o lazer (FRANCA, 2013; BORTOLI et al.,
2018). Além da participacdo em varios fatores que acontece na natureza, como as mudancas
climaticas, fenbmenos meteoroldgicos, fotossintese e producdo de energia (BRAGA et al.,
2015). Considera-se entdo que a agua é um recurso controlador de distribuicdo de espécies na
terra (OLIVEIRA, 2011).

Porém, esse recurso natural é finito e esta sendo afetado pelo aumento
populacional, pois a0 mesmo tempo que é fornecida a populacéo, sejam para residéncias, para
agricultura ou para industrias, essa agua volta para seu ambiente poluida, principalmente
quando ndo h& saneamento bésico, deixando os recursos hidricos ficarem expostos a produtos
poluidores e aos lixos, o que acaba contaminando (BAHLIS, 2012; LEAO; OLIVEIRA;
PINO, 2014; DIAS, 2016; BORTOLI et al, 2018). Contudo, a contamina¢do acaba alterando
as condi¢cbes dos rios ou mananciais, ocasionando na veiculacdo de grande nimero de
microrganismos causadores de doencas e ser um local ideal para a aquisicéo e a transferéncia
de resisténcia & antimicrobianos (FRANCA; MELLONI, 2014; GOMES, 2015; CHEN et al.,
2017).

2.2 DOENCAS VEICULADAS PELA AGUA

A 4gua e a saude possuem correlacdo para o desenvolvimento de qualquer
populacdo, pois a agua pode veicular microrganismos nocivos a saude, estes, advindos de
animais e transmitidas aos seres humanos e vice-versa (OLIVEIRA, 2011; YAMAGUCHI,
2013; FRANCA; MELLONI, 2014). O risco de ingestdo de agua contaminada é maior para as
pessoas que fazem atividades recreativas ou que tem o contato direto com a mesma (CRUZ;
CRUZ, A.M; RESENDE, 2009). Essas doencas sdo consideradas graves e muito comum no
Brasil e no mundo, as doengas diarreicas causam morte em mais ou menos 2 bilhdes de
criangas por ano e é a segunda maior causa de morte de criangas com menos de cinco anos de
idade (CRUZ; CRUZ, A.M.; RESENDE, 2009; NASCIMENTO et al, 2013).

A partir do comeco do século XX que se teve a preocupagdo com fiscalizacdo da
agua para averiguar sua potabilidade, através de analises microbioldgicas e fisico-quimicas, e
ndo somente analisar sua cor, seu gosto e seu odor (CRUZ; CRUZ A.M.; RESENDE, 2009;
BORTOLI et al., 2018). Os microrganismos patogénicos que podem estar presentes na agua
sdo bactérias como Vibrio chrolerae, Shigella dysinteriae, Clostridium perfingrens e

Salmonella typhi, alguns virus como Virus da hepatite A e Virus da polio, protozoérios como
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Cryptosparodium spp. e Entamoeba histolytica e vermes como Schistosoma spp. e
Ancyslostma spp. que causam diversas doengas e sintomas que estdo citados na Quadro 1

(MAGALHAES, 2009).

Quadro 1 — Microrganismo de veiculacdo hidrica com suas respectivas doencas e sintomas.

Agente infeccioso Doenca Sintomas

Vibrio chrolerae Colera Diarreia severa, vomitos e perda de
liquido

Shigella dysinteriae Disenteria Infeccdo do colon, causando diarreia,
perda de sangue e dores abdominais

Clostridium perfingrens Enterite Inflamacdo do intestino, perda de

apetite, diarreia e dores abdominais

Salmonella typhi

Febre tifoide

Dor de cabeca, perda de energia,
febre, hemorragia dos intestinos e

mancha na pele

Virus da hepatite A

Hepatite infecciosa

Inflamacdo do figado, vémitos,

febre, nauseas e perda de apetite

Virus da pélio

Poliomielite

Febre,

paralisia e atrofia muscular

diarreia, dor muscular,

Cryptosparodium spp.

Entamoeba histolytica

Crisptos poridiose

Disenteria amebiana

Diarreia e dores que podem durar
mais de vinte dias
Infeccdo no cdlon, diarreia, perda de

sangue e dores abdominais

Schistosoma spp.

Esquistossomose

Ataca o figado, diarreia, fraqueza e

dores abdominais

Ancyslostoma spp.

Ancilostomiase

Anemias e sintomas de bronquite

Fonte: Adaptacdo de Magalhées (2009).

Outros microrganismos presentes em agua que podem ser isolados de &gua e
merecem destaque sdo as bactérias dos géneros Escherichia, Klebsiella e Pseudomonas, pois
sdo importantes para a saude publica (PERES, 2011; BURGOS et al., 2014; FREIRE, 2015;
BEZERRA, 2017).
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2.3 Escherichia coli

E. coli € uma espécie de bactérias heterotrofica Gram-negativa pertencente a
familia Enterobacteriaceae (OLIVEIRA, 2016). Sua célula tem forma de bacilo ou cocobacilo
com 2.0 um de comprimento e 0,25 a 1,0 um de didmetro. Possui flagelos peritricos que
auxiliam na sua motilidade, pode ser anaerdbio e aerdbios facultativo, além de nédo ter a
capacidade de formar esporos (MARINHO, 2013; ROMERO, 2016). A bactéria pode suportar
temperaturas entre 5° a 45°C, mas para 0 seu crescimento eficiente a temperatura ideal é em
torno de 37°C, conseguindo sobreviver em locais onde o pH varia na faixa de 4,4 a 6,0
(PASTORE, 2014).

A E. coli faz parte do grupo dos coliformes fecais, pois grande parte dessa espécie
realiza comensalismo no trato gastrointestinal de animais homeotérmicos, com funcdo de
fazer a sintese de vitaminas, principalmente vitamina K, e de consumir oxigénio para ajudar
na manutencio do ambiente anaerébio (ALMEIDA; LEONIDIO; ANDRADE, 2016;
PASTORE, 2014; MADIGAN et al., 2016). Porém, também ¢é possivel que a E. coli viva e se
reproduza livremente em outros ambientes, nos quais possuem diferentes temperaturas e
guantidade de nutrientes, até formar biofilme, pois sdo capazes de produzir uma substancia
polimérica extracelular, por meio de adesinas no pili e fimbrias (ALMEIDA, 2013; BARROS
et al., 2014; MARTINS, A., 2012). Sendo assim, quando isoladas de dgua ou qualquer outro
ambiente, indica-se a contaminacéo fecal do mesmo (CANAL, 2010).

Estudos recentes comprovam que essa espécie de bactéria tenha sofrido mutacdes,
aderido genes de viruléncia, novas estirpes e sistemas de resisténcia pelo processo evolutivo e
por isso, algumas cepas adquiriram a capacidade de promover enfermidades, como doencas
diarreicas (ALMEIDA, 2013; DRUMOND, 2016). As E. coli patogénicas apresentam um ou
mais genes de viruléncia e diferentes caracteristicas patoldgicas, classificadas como
patogénicas intestinais ou extraintestinais (ALMEIDA, 2013; PASTORE, 2014). Existem
patotipos de E. coli enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora
(EIEC), enterohemorragica (EHEC), entre outras, e essas sd80 compostas por estruturas
antigénicas distintas, como o capsular K, somatico O, fimbrial F e flagelares H, no qual sdo
identificados pela diferenciacio soroldgica (ALMEIDA, 2013; ALMEIDA; LEONIDIO;
ANDRADE, 2016).

Portanto, a E. coli é considerada muito importante a nivel hospitalar, tanto pelas
doencas que pode causar, quanto pela resisténcia & antimicrobianos que apresenta, pois a

exposicao prévia do medicamento com a microbiota em um ambiente aquatico, tais como rios,
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esgoto e subterrdneos, pode gerar um reservatorio de genes de resisténcia (CANAL, 2010;
COSTA et al., 2016; MARTINS, T., 2012; OLIVEIRA, 2016). E comum a resisténcia dessa
bactéria a mais de uma classe de antimicrobianos, o que é muito prejudicial a saude publica,
pois ao contrair a doenca e sem 0 sucesso do farmaco, p individuo pode chegar ao oObito
(MARTINS, T., 2012; CANAL, 2010).

2.4 Klebsiella pneumoniae

A bactéria K. pneumoniae € um bastonete gram-negativo pertencente a familia
Enterobacteriaceae (MOREIRA; FREIRE, 2011). Dentre todas as bactérias do género
Klebsiella, a K. pneumoniae é a mais comum, seu tamanho que varia de 0,3 a 1 um de
didmetro e 0,6 a 6 um de comprimento, é imdvel, ndo esporulada e apesar de ser considerada
aerobio facultativo, cresce melhor em condigdes aerdbias (SANTOS, 2007).

K. pneumoniae pode habitar tanto nichos ambientes como &gua, solo, plantas e
esgoto e através do contato com diversas fontes ambientais. O ser humano pode contrair essa
bactéria e a mesma pode colonizar o ser humano de forma assintomatica, assim pode ser
isolada da orofaringe, da pele, no trato gastrointestinal de humanos e outros mamiferos e nas
fezes de pessoas sadias (MOREIRA; FREIRA, 2011; TZOUVELEKIS et al., 2012; HOLT et
al., 2015). Porém, essa bactéria também pode causar infecgdes em pessoas com o sistema
imunolégico baixo. A mais comum e antiga € a pneumonia, mas hoje ja se relaciona a
infeccbes no trato urinario e de feridas, abcesso hepético piogénico, bacteremia e meningite
(MOREIRA; CARVALHO, 2006; TZOUVELEKIS et al., 2012; HOLT et al., 2015). Estas
doencas sdo contraidas no ambiente comunitario, mas geralmente em ambiente hospitalar,
principalmente em unidades de terapia intensiva (UTI) ou em espacos cirurgicos (SANTOS,
2007; GONZALEZ et al., 2013).

O aumento dos casos de doengas, comumente causados em ambiente hospitalar se
da pela resisténcia aos antimicrobianos que essa bactéria possui, ela é capaz de produzir
enzimas penicilinases cromossdmicas e € um bom colecionador de plasmideos de resisténcias
(TZOUELEKIS et al., 2012). Por esse motivo, é classificado entre os patdgenos causadores de
surto, onde necessitam que os pacientes ficam hospitalizados por mais tempo, administrando
farmacos mais potentes, mais toxicos e mais caros, acarretando na faléncia clinica e até
mesmo na mortalidade dos mesmos (SANTOS, 2007).
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2.5 Pseudomonas aeruginosa

A bactéria P. aeruginosa € um bacilo Gram negativo pertencente a familia
Pseudomonadacea (PERES, 2011). Seu tamanho varia entre 0,5-1,0 um de didmetro por 1,5-
4,0 um de comprimento, é aerobica, ndo esporulante, podendo ser encontrada aos pares ou
isoladas, além de se mover por flagelos polares (MATA; ABEGG, 2007; JACOME, 2011;
SILVA, K. 2016). E considerada um microrganismo ubiquo e de vida livre, por conseguir
sobreviver em varios tipos de ambientes como solo, vegetais, em ambientes aquaticos, em
ambientes hospitalares e associado ao ser humano (JACOME, 2011; ANDUEZA, 2015;
LIMA et al, 2016).

O ser humano pode contrair P. aeruginosa de locais onde h4 um alto teor de
umidade, como reservatérios relacionados com a agua de piscinas, banheiras, soluces para
lente de contato, como também podem estar ligados aos ambientes hospitalares, estes mais
comuns, como traquedstomo, cateter de demora, feridas com pus e queimaduras (JACOME,
2011; ANDUEZA et al., 2015). Em individuos sadios dificilmente causa infeccBes, porém é
considerado um  patdgeno  oportunista, onde atinge principalmente  pessoas
imunocomprometidas que estdo hospitalizadas, causando infec¢Bes urinarias, infeccGes na
pele, mucosas, infeccbes respiratorias, sepsemia, entre outros (MATA; ABEGG, 2007;
LIMA, 2016).

Apesar de ser uma bactéria descoberta e estudada a muito tempo, ela possui uma
importancia clinica muito grande devido a infecgdes nosocomiais e a resisténcia a varios
antimicrobianos que tem tido atualmente (ANDUESA et al., 2015). A infeccdo esta
intimamente relacionada com a expressdo da resisténcia aos antimicrobianos na préatica
clinica, seja ela natural ou adquirida (NEVES et al., 2011). As caracteristicas de resisténcia
natural sdo a baixa permeabilidade da membrana, a capacidade de formar biofilme, de possuir
plasmideos e genes de resisténcia. Ja as caracteristicas de resisténcia adquirida se dao a
hiperexpressdao de bombas de efluxo, a producdo de B-lactamases, e também a perda e/ou
expressdo reduzida de proteinas da membrana externa (PESSOA, 2013). Isso acaba tornando
o tratamento da infeccdo muito dificil e até mesmo inevitavel, aumentando assim os indices
de morbidade e mortalidade (NEVES et al., 2011).
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2.6 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos séo substancias produzidas por microrganismos, por sintese
quimica ou por modificacbes quimicas de componentes naturais, chamados entdo naturais,
sintéticos ou semissintéticos respectivamente, com funcdo de impedir 0 crescimento
microbiano, chamados bacteriostaticos, ou destruir o microbio diretamente, chamados
bactericidas (OLIVEIRA, 2011; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; PORTUGAL, 2015). Os
principais mecanismos de ac¢do dos agentes antimicrobianos sdo: inibicdo da sintese da parede
bacteriana, inibicdo da sintese proteica por acdo nos ribossomos, alteracdo da sintese dos
acidos nucleicos, inibicdo da sintese de metabolitos essenciais e alteracdo da permeabilidade
da membrana celular (Figura 1) (MARTINS, T., 2012; PASTORE, 2014).

Figura 1 - Mecanismo de acdo dos antimicrobianos.

1. Inibicic da :zintese da parede celular: 2. Inibicio da sintese proteica: cloranfenicol,
penicilinas, cefalosporinas, bacitracina, vancomicinz erifromicina, tetraciclinas, estreptomicina

5. Imibicio da sintese de
metabolitos essenciais:
sulfanilamida, trimetoprim

4. Dano: na membrana
plasmatica: polimixinz B

3. Inibicio da replicacio e transcricio dos
acidos nucleicos: quinolonas, rifampicina

Fonte: Marinho (2013).

2.6.1 Inibicdo da sintese da parede bacteriana

A parede celular da bactéria possui a funcdo de dar forma, proteger e manter a
pressdo osmdtica no seu interior (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Quem possui esse
mecanismo de inibi¢do da sintese da parede bacteriana s&o os antimicrobianos B-lactamicos

(penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes e monobactamos), que atuam na sintese do
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peptidoglicano, quando a bactéria estd em fase ativa de crescimento, inibindo a enzima
transpeptidase para ndo transformar o polimero linear em cruzado e por consequéncia ndo
formar a parede celular (PORTUGAL, 2015).

2.6.2 Inibidores da sintese proteica nos ribossomos

Os ribossomos séo as unidades capacitadas para sintetizar proteina, ou seja, se hdo
ha ribossomo, ndo ha proteina e a célula morre, entdo os antimicrobianos atuam nas
subunidades 30s e 50s dos ribossomos, na qual sdo especificas das bactérias, sem causar dano
as células humanas. Os farmacos que tem essa acdo sdo os aminoglicosideos, anfenicdis,

tetraciclinas, lincosamida, oxazolinidonas e macrélidos (PORTUGAL, 2015).

2.6.3 Inibidores da sintese de acidos nucleicos

Essa acdo pode ser feita em varias fases da sintese dos acidos nucleicos (RNA ou
DNA), as fluroquinolonas ligam-se as topoisomares Il e 1V e inibem a replicacdo e transcri¢ao
do DNA bacteriano, as rifampicinas impedem a transcricdo do RNA por se ligarem a
subunidade beta da polimerase bacteriana e 0 metronidazol forma radicais livres toxicos por
aceitar eletrdes, que quando em contato com o DNA bacteriano desestabiliza-o causando sua
morte (PORTUGAL, 2015).

2.6.4 Inibidores da sintese de metabolitos essenciais

As bactérias precisam sintetizar suas proprias vitaminas (B9) pois ndo conseguem
obter do ambiente que se encontram, e um cofator essencial para a sintese de metabolitos é o
acido folico, um exemplo é sintese das bases purinas e pirimidinas que participam do processo
biologico de transcricdo do DNA. Os antimicrobianos bacteriostaticos do grupo do
sulfonamidas, como o sulfametoxazol e o trimetoprim agem na enzima dihidropteroato para
quebrar a cadeia metabolica e ndo formar o acido dihidropteroato, que com sua auséncia, ndo
faz a sintese do acido folico e a bactérias morre por ndo ter mais seus metabolitos essenciais
(MARINHO, 2013).
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2.6.5 Alteracdo da permeabilidade da membrana celular

Os antimicrobianos, principalmente os polipeptidicos, sdo capazes de alterar a
permeabilidade da célula bacteriana, com a finalidade da mesma perder seus metabolitos e de
ndo-garantir sua sobrevivéncia. Nas bactérias Gram-negativas, 0s antimicrobianos da classe
das polimaxinas, ligam-se aos fosfolipideos na membrana externa e bagungam sua estrutura,
alterando sua permeabilidade, fazendo com que suas partes intracelulares saiam, quebrando a
célula pela mudanca osmotica e por fim, a célula morre (MARINHO, 2013).

Na década de 1940, os antimicrobianos foram muito utilizados e muito bem-
sucedidos contra doengas infecciosas, o que fez sucesso no tratamento contra bactérias
patogénicas e assim, foi considerado o fim desse problema para a populagdo (CANAL, 2010).
Porém, a partir de entdo, o crescimento de bactérias resistentes a esses farmacos foi muito
rapido e hoje é considerado um perigo a populacdo global (ADZITEY; NAFISAH;
HARUNA, 2015). Atualmente, existem vérias classes diferentes de antimicrobianos, e ja
existem pelo menos um (ou mais) mecanismo de defesa para cada classe, 0 que torna os
tratamentos dificeis, podendo acarretar até a morte dos pacientes (HAHN, 2013).

O progresso rapido de resisténcia pode estar envolvido com a maneira que
farmacos estdo sendo utilizados na area doméstica, hospitalar e na pecuaria, de forma habitual
sem finalidade correta de cura (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). Além disso, 25 a 75% dos
antimicrobianos ndo sdo totalmente metabolizados pelo organismo e descarregado pelo
sistema de esgoto, onde entram em contato com o meio aquatico e com as bactérias existentes
no local, beneficiando a aquisicdo de mecanismos de resisténcia e a selecdo de patdgenos
resistentes (PORTUGAL, 2015; OLIVEIRA, 2016). Muitos estudos ja relataram a existéncia
de bactérias resistentes em esgoto, mananciais, rios e estacdes de tratamento de efluentes
(OLIVEIRA, 2011).

A resisténcia pode acontecer de forma intrinseca ou adquirida, a primeira acontece
de forma natural dentro de uma espécie ou género bacteriano, associado com a penetracdo
reduzida do antimicrobiano na célula (FRANCA; MELLONI, 2014). E a segunda ocorre pela
transferéncia de genes de resisténcia entre o proprio DNA cromossémico ou
extracromossdmico por processos de conjugacdo, transformacéo, transducdo e transposicao
(OLIVEIRA, 2011). O processo denominado conjugacdo acontece quando uma bactéria
doadora passa para uma bactéria receptora atraves de um pili conjugativo a transferéncia
DNA plamisdial resistente, transposons e integrons. A transformacdo se da quando bactérias
obtém fragmentos de DNA livre do meio e inserem em seu genoma. O processo de transducao
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ocorre quando os genes sdo transferidos por bacteri6fagos nos microrganismos. E 0 processo
de transposicao sucede na transferéncia de transposons de um plasmideo para 0 cromossomo
bacteriano ou vice-versa, e de um cromossomo bacteriano para um bacteriofago (SILVA et al,
2016).

Os elementos moveis como os plasmideos, transposons e integrons s&o
importantes no processo de resisténcia porque possuem funcdes de replicacdo do genoma,
bem como a facilidade de dispersdo de genes de resisténcia (FRANCA; MELLONI, 2014).
Outro fator que faz do plasmideo ser bastante significativo, é sua capacidade e possibilidade
da troca de material genético entre vérias bactérias, levando a resisténcia em diferentes
géneros de bactérias (OLIVEIRA, 2011; SILA, 2016). Assim quando os genes transferidos
sdo resistentes, o microrganismo pode codificar diferentes mecanismos bioquimicos afim de
impedir o mecanismo de acdo do antimicrobiano (OLIVEIRA, 2011; CORREIA, 2014;
MIRANDA, 2016).

Os principais mecanismos de resisténcia sdo compostos por destruicdo ou
inativacdo da droga (exemplo: agdo da B-lactamase), modificacdo ou protecdo do alvo
macromolecular, bomba de efluxo, e alteracdo da permeabilidade da membrana celular
(Figura 2) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; HAHN, 2013; MARINHO, 2013).

Figura 2- Mecanismos de resisténcia.

a) Barreira impermeavel b) Bombas de efluxo
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Fonte: Marinho (2013).
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2.6.6 Destruicdo ou inativacao da droga

Esse mecanismo € o principal para bactérias Gram-negativas, as enzimas
produzidas pelas bactérias degradam ou modificam o farmaco afim de que sua funcéo seja
ineficiente, ou seja, enzimas principalmente fB-lactamases quebram a ligacdo dos anéis dos
antimicrobianos B-lactamicos impedindo sua ativagdo. No antimicrobiano cloranfenicol, a
célula bacteriana codifica pelo gene catA as enzimas cloranfenicol acetiltransferases, estas
impedem a ligacdo da molécula do antimicrobiano com os ribossomos da bactéria, inativando
a funcdo do medicamento (MARINHO, 2013).

2.6.7 Modificacdo ou protecdo do alvo macromolecular

A bactéria muda geneticamente o receptor da droga ou o alvo no seu interior,
impedindo que a proteina rejeita a ligacdo e a funcdo do antimicrobiano, algumas bactérias
criaram essa resisténcia por antimicrobianos como macrdlidos, lincosamidas,
estreptograminas, rifampicina e sulfamidas. Um exemplo da classe das sulfamidas, é que as
enzimas digidropteroato sintase (DHPS) é modificada por mutacdo dos genes e assim, o0 alvo

molecular do antimicrobiano ¢ mudado automaticamente (MARINHO, 2013).

2.6.8 Bomba de efluxo

As proteinas transmembranas desenvolvem um meio de transporte ativo onde o
farmaco é ejetado para fora da célula antes que se torne efetivo, ou seja, que as concentraces
terapéuticas ndo sejam eficientes no citoplasma das células bacterianas para mata-las
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Esse mecanismo é muito eficiente e é utilizado em
antimicrobianos como os macroélidos, B-lactamicos, quinolonas e boa parte do grupo das
tetraciclinas (MARINHO, 2013).

2.6.9 Alteracdo da permeabilidade da membrana celular

Para alterar a permeabilidade da membrana celular, as bactérias perdem canais de
porina (OmpA, OmpC, OmpF), esse método de resisténcia & muito utilizado pelas bactérias
Gram-negativas e em especial, pela E. coli que a partir de entdo, ndo permite mais a entrada
de pequenas moléculas, e assim pode levar a mutacdes espontaneas pela pressao seletiva ao

longo do uso do farmaco. Quando as porinas do tipo OmpF diminuem sua expressao,
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geralmente relacionam-se com o aumento da resisténcia de antimicrobianos de classes
quinolonas, p-lactamicos, tetraciclina e ao cloranfenicol (MARINHO, 2013).

As bactérias da familia Enterobacteriaceae sdo as mais exponenciais e estudadas
devido seu aumento dos niveis de resisténcias aos antimicrobianos atualmente, devido as boas
condigdes de dispersar de genes de resisténcia nos processos de mutacdo, transducdo e
transformacéo, mas principalmente no processo de transposi¢cdo (FERREIRA, 2015; SILVA
et al., 2016). Dessa familia, a E. coli é uma das bactérias mais relevantes para a importancia
clinica e para o problema de resisténcia, pois € conhecida por aceitar e transmitir esses genes e
formar estirpes multirresistentes (MARINHO, 2013; FERREIRA, 2015).

E assim concluo o segundo capitulo, trazendo a teorizacdo do objeto de estudo e
deixando claro os principais temas do meu estudo. Como se trata de um tema bem complexo e
€ uma das primeiras pesquisas feitas nessa regido, sobre a agua do rio e a resisténcia aos
antimicrobianos, a metodologia foi utilizada de maneira mais simples, sendo assim, é preciso

de mais experimentos para que se tenha um resultado mais preciso e seguro.
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3 METODOLOGIA

3.1 NATUREZA E TIPO DE PESQUISA

Esta pesquisa, em relacdo ao aprofundamento, pode ser caracterizada como

exploratdria e descritiva. Quanto a abordagem, classifica-se como quantitativa.
3.2 LOCALIZA(;AO DOS PONTOS DE COLETA

O Rio Tubardo esta localizado na regido Sul do Estado de Santa Catarina, e €
assim denominado apds a confluéncia dos Rios Bonito e Rocinha onde tem origem na encosta
da Serra Geral no municipio de Lauro Muller, percorre uma distancia de 130 km atingindo
varios municipios, para entdo desembocar no Lago de Santo Anténio dos Anjos no municipio
de Laguna (LIMA et al, 2001; SKORONSKI et al., 2014). Na cidade de Tubardo, este rio é
considerado o principal e corta a cidade com largura de aproximadamente 115 metros,
possuindo uma profundidade que varia entre 2 a 10 metros e a vazdo de 5,2 metros cubicos
por segundo (TUBARAO, 2015).

Foram realizadas coletas em 5 pontos ao longo do perimetro urbano do rio,

conforme demonstrado na figura 3 e 4.

Figura 3 - Rio Tubardo no perimetro urbano da cidade de Tubarao, (SC).

Rio Tubarao : Legenda
.\ ¥ Pontos de coleta

Area urbana da cidade de Tubaro, com deliamenta no ria tubaréo, local de estudo. -
- - A% 5 &+ Rio Tubaréo (Cidade de Tubaréa)

Fonte: Google Earth (2018).
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A &gua foi coleta na beira do rio, sendo assim os pontos de coleta foram pré-
estabelecidos por serem acessos mais faceis. Portanto, os pontos foram: o ponto 1 (P1) na
Ponte Manoel Alves dos Santos, o ponto 2 (P2) um pouco antes da ponte pénsil, o ponto 3
(P3) na ponte Nereu Ramos, o ponto 4 (P4) entre a rua Vidal Ramos e a rua Natal, e o Gltimo

ponto (P5) na ponte Orlando Francalaci (Figura 4).

Figura 4 - Pontos de coleta ao longo do perimetro urbano do Rio Tubardo na
cidade de Tubardo

Fonte: Arquivo pessoal da autora (2018).

3.3 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

Os experimentos da pesquisa foram desenvolvidos no Laboratério de
Microbiologia e Microscopia, ambos situados no bloco da saude (bloco C) da Universidade

do Sul de Santa Catarina, campus de Tubaréo - SC.
3.4 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRA

A coletas foram feitas no dia 22 de outubro, das 8h00 as 9h15min. Em cada ponto
foi coletado uma amostra de 2 litros de agua superficial em frascos plasticos estéreis,
totalizando em 5 amostras, essas foram armazenadas em caixa de isopor, onde foram
imediatamente transportados para o laboratério para o processamento da amostra. A amostra
foi homogeneizada e aliquotas de 100 ml de cada amostra foram filtradas em membrana de
acetato de celulose com porosidade de 0,45 um x 47 mm (APHA, 2012). Cada membrana foi
colocada na superficie do meio de cultura. As placas foram identificadas e incubadas em
estufa bacteriolégica a 37 °C por até 48 horas (MARINHO, 2013).
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3.5 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

A identificacdo das bactérias de E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa foram
realizadas pela visualizacdo do crescimento caracteristico das espécies nos meios que foram
utilizados e também pela coloracdo de Gram, onde foi possivel visualizar a morfologia
bacteriana. Os meios de cultura utilizados na pesquisa foram: o Agar Cromogénico Geral que
€ um meio nao seletivo e diferencial, o Agar Cromocultbac é um meio seletivo e diferencial, o
Agar Pseudomonas que é seletivo (Anexos A, B e C,), Agar Sangue que é um meio
enriquecido, no seletivo e diferencial e Agar TSA ndo-seletivo (figura 5). Os procedimentos

e interpretacéo dos resultados seguiram as orienta¢des do fabricante.

Figura 5 - Meios de culturas utilizados para o crescimento bacteriano. a) Agar
pseudomonas, b) Agar sangue, c) Agar cromogénico Geral, d) Agar cromocultbac
ee) Agar TSA.

Fonte: Arquivo pessoal da autora (2018).

3.5.1 Agar Cromogénico

O meio de cultura Agar Cromogénico Geral, viabiliza o crescimento de E. coli
onde o aparecimento de col6nias da cor tipica rosa a avermelhado caracteriza a especie e K.
pneumoniae sera caracterizado pelas colbnias na cor azul escuro. J& 0 meio Agar
Cromocultbac col6nias de E. coli podem variar de coloracdo azul a violeta, e colénias de K.

pneumoniae apresentam coloracdo de salmao a vermelho.
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3.5.2 Agar Pseudomonas

O meio de cultura Agar Pseudomonas indica o crescimento seletivo de P.

aeruginosa onde o aparecimento de colénias com a cor rosa caracteriza a espécie.
3.5.3 Agar TSA

O meio de cultura Agar Triptona de Soja (TSA) é um meio utilizado para o
cultivo de varios microrganismos, dentre elas E. coli, Staphylococcus aeureus, P. aeruginosa

e Streptococcus pyogenes.
3.54 Agar Sangue

O meio de cultura Agar Sangue é utilizado para a deteccdo de microrganismos,
clinicos e ndo clinicos, por meio da atividade hemolitica dos mesmos. Sendo assim, é possivel
0 crescimento de bactérias como E. faecalis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus

anginosus, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, entre outros.
3.5.,5 Coloracéo de Gram

A coloracdo de Gram possibilita verificar a pureza da cultura, a morfologia e
arranjo das células bacterianas. A coloracdo de Gram é um procedimento dividido em etapas

conforme ilustrado na figura 6.

Figura 6 - llustracdo do processo de coloracao de Gram.
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Fonte: Tortora, Funke e Case (2012).
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Apo6s a visualizagdo do crescimento bacteriano nas placas, uma col6nia foi
retirada da mesma com o auxilio de uma alca de platina (Figura 7) e fixada com um esfregaco

em uma lamina para posterior coloracdo de Gram.

Figura 7 - Retirada de col6nia ap6s o crescimento bacteriano.

3.6 AVALIACAO DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

Os testes de resisténcia aos antimicrobianos foram realizados seguindo as normas
preconizadas utilizando o método de difusdo em disco de Kirby-Bauer (CLSI, 2015). O TSA
foi feito com as trés bactérias coletadas (E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa) nas amostras
dos pontos 1, 2 e 3. Para a preparagdo da suspensdo bacteriana de cada isolado, foram
retiradas col6nias isoladas de placas contendo TSA que foram suspensas em solugdo salina
0,9% até que atingissem a turbidez correspondente 0,5 da Escala de MacFarland. Apds o
preparo do indculo, os isolados foram semeados com suabes estéreis em toda a placa de petri
de 150 mm contendo Agar Muller Hinton e posteriormente foram acrescentados os discos de
antimicrobianos (Figura 8). Finalizando o procedimento, as placas foram incubadas em estufa

bacterioldgica a 37 °C sendo a leitura realizada 18 horas depois.
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Figura 8 - Polisensidisc DME com os 15 antimicrobianos antes e depois na placa de petri com
Agar Muller Hinton.
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Fonte: Arquiv ssal da tora (2018.

Depois do periodo de incubacao, os halos foram analisados e medidos, sendo que
o didmetro do crescimento ou inibicdo ao redor de cada disco foram interpretados conforme
as zonas de inibi¢cdo (mm) de acordo com a tabela 1, e assim as bactérias foram identificadas
como resistente (R), intermediario (1) e sensivel (S) (PORTUGAL, 2015). Os antimicrobianos
que foram utilizados foram: TET- tetraciclina (30pg), AMP- ampicilina (10pg), AMC-
amoxicilina + &cido clavulanico (20ug), ATM - aztreonam (30ug), CAZ - ceftazidima (30ug),
GEN- gentamicina (10pg), CPM- cefepime (30ug), SUT - sulfazotrim (25ug), MPM -
Meropenem (10ug), CFO - cefoxitina (30pg), AMI- amicacina (30pug) e CLO- cloranfenicol
(30ug), CIP — ciprofloxacina (5ug), CFZ — cefazolina (30ug), CRO — ceftriaxona (30pg)
(Figura).

Abaixo apresenta-se a tabela 1, que trata das zonas de inibigdo conforme o agente

antimicrobiano.



Tabela 1 — Zonas de inibicdo conforme o agente antimicrobiano.

Classe e Contetido Diametros da zona de inibigao

Antimicrobiano do disco R [ | S
Anfenicois
Cloranfenicol 30ug <12 13-17 >18
Aminoglicosidios
Amicacina 30ug <14 15-16 >17
Gentamicina 10ug <12 13-14 >15
Carbapenémicos
Meropenem (ent) 10ug <19 20-22 >23
Meropenem (pse) 10ug <15 19-18 >19
Cefalosporina 12 geracéo
Cefazolina 30ug <19 20-22 >23
Cefalosporina 22 geracéo
Cefoxitina 30ug <14 15-17 >18
Cefalosportina 32 geracao
Ceftazidima 30pHg <17 18-20 >21
Ceftriaxona 30pHg <19 20-22 >23
Cefalosportina 42 geracao
Cefepime 30ug <18 - >25
Monobactémicos
Aztreonam 30ug <17 18-20 >21
Penicilina
Amoxilina + A.C. 20pug <13 14-17 >18
Ampicilina 10ug <13 14-16 >17
Quinolonas
Ciprofloxacina SHUg <15 16-20 >21
Sulfonamidas
Sulfazotrim 259 <10 11-15 >16
Tetraciclinas
Tetraciclina 30ug <11 12-14 >15

Fonte: Adaptacdo de Portugal (2015), CLSI (2015) e DME (2015).

3.7 PROCEDIMENTO DE ANALISE DOS DADOS
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Os dados foram tabulados no programa Excel e analisados conforme resultado

apresentado. O indice de Resisténcia aos Antimicrobianos Mdltiplos (RAM) vai ser calculado

e interpretado de acordo com Adzitey (2015) utilizando a férmula: a/b, onde a seria 0 numero

de antimicrobianos aos quais um determinado isolado foi resistente e b, seria 0 numero total

de antimicrobianos testados.



37
4 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS DADOS
4.1 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Neste estudo, ap6s o procedimento de incubacdo num periodo de £40 horas, as
placas com 5 meios de culturas diferentes foram observadas e analisadas afim de ver o
crescimento da populagdo microbiana. Nestas, foi possivel a visualizacdo de 100% de
crescimento de coldnias de bactérias em todas as amostras independente do meio de cultura.

Depois do isolamento e da coloracdo de Gram para constatar a pureza das colonias
(figura 9 e 10), foram identificadas colénias de bactérias Gram-negativas como P. aeruginosa
no Agar Pseudomonas (figura 11), K. pneumoniae e E.coli no Agar Cromocultbac, entre
outras varias bactérias no Agar TSA e no Sangue, além de crescer fungo em na amostra 4 do
meio de cultura Agar sangue. A presenca de bactérias Gram-positivas, foi verificado s6
colénias de Enterococcus faecalis no Agar Cromogénico Geral. As amostras do Agar
Cromogénico Geral, do Agar TSA e do Agar Sangue ndo foram utilizadas nos demais
procedimentos da pesquisa, como o antibiograma. Os dois ultimos &gares foram utilizados

somente como uma garantia, caso nao encontrasse as bactérias desejadas da pesquisa.

Figura 9 - Demonstracdo das cores das colonias, E. coli (roxa) e K. pneumoniae
(rosa).
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Fonte: Arquivo pessoal da autora (201).
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Figura 10 - Visualizagdo do microscopio com aumento de 1000x. Bactéria E. coli,
apos a coloracéo de Gram.

Fonte: Arquivo pessoal da autora (2018).

Figura 11 - Agar pseudomonas com crescimento na coloragdo rosa (no centro)
caracteristica de Pseudomonas aeruginosa.
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Fonte: Arquivo pessoal da autora (2018).
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A presenga de coldnias de E. coli no perimetro urbano do rio Tubaréo é similar a
pesquisa feita por Oliveira & Pinto (2017) onde também foi identificada a presenca de E. coli
em 100% das amostras no perimetro urbano de um rio, sendo que as caracteristicas do seu
entorno possuem relacdo com a do presente trabalho, onde ha despejo de esgoto, a presenca
de um grande fluxo de pessoas em seu entorno e moradores de rua residindo embaixo de
ponte. Em uma outra pesquisa feita por Schneider, Nadvorny & Schmidt (2009) foram
encontrados 205 isolados de E. coli em 77 amostras de dgua superficial do rio Lajeado e 49
amostras de agua subterranea (pogos artesianos).

Além disso, E. coli também ja foi amostrada por Schuroff e tal. (2014) em um
lago no perimetro urbano da cidade de Londrina - PR, onde em todos os pontos de coletas
foram isoladas bactérias dessa espécie. E Adzitey, Nafisah & Haruna (2015) também
coletaram 66 isolados de E. coli em agua de chuva, agua de poco, de barragem, de torneira e
de cochos de animais numa cidade de Gana, um pais da Africa Ocidental.

Madigan et al (2016) descrevem que essa bactéria pode ser encontrada em varios
locais, sendo eles perto ou ndo, devido sua caracteristica universal, onde habita o trato
gastrointestinal de animais de sangue quente e também por ndo possuir exigéncias tdo grandes
para seu crescimento. Desta maneira, ambientes que possuem variedades entre fontes de
carbono e energia, como agucares, aminoacidos, acidos organicos e entre outros, Sao
suficientes para a sobrevivéncia desse microrganismo.

K. pneumoniae por ser da familia Enterobacteriaceae juntamente com E. coli,
pode ser isolado de varios locais. Abreu et al. (2010) identificaram as espécies de K.
pneumoniae e E. coli em amostragem de efluentes de hospitais. Moreira & Carvalho (2006)
fizeram um estudo em 5 diferentes amostras de agua e constataram a presenca de K.
pneumoniae somente na dgua do banho de recém-nascidos, ou seja, em 20% das amostras.
Freire (2015) em um estudo em varias fontes de agua, isolou K. pneumoniae em 1 amostra de
poco, isso corresponde a 5% das amostras totais de poco e 2,4% de todas as amostras. Porém,
demonstrou também isolados de outras bactérias do género Klebsiella.

Freire (2015) diz que K. pneumoniae pode ser isolada de varios isolados clinicos
humanos e isolados ambientais como agua, solo e esgoto, porque como é um coliforme total,
estd presente no intestino de animais de sangue quente, e assim podem ser eliminadas nas
fezes. Porém, este microrganismo possui um valor sanitario limitado quando destinado a
populagéo. Moreira & Freire (2011), Tzouvelekis et al. (2012) e Holt et al. (2015) ainda
ressaltam que partir de 1970 essa espécie tem sido isolada drasticamente em ambientes
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hospitalares, na qual vivem colonizando o trato gastrointestinal, a pele e a nasofaringe de
humanos, e também de outros mamiferos.

P. aeruginosa também ja foi isolada em rio por Fuentefria et al. (2008) em 83,3%
das amostras e por Silva Junior et al. (2014) em 80% dos isolados em rios, tanto na area
montante como jusante em relacdo ao descarte de esgoto hospitalar, além de isolarem do
proprio efluente hospitalar. Medeiros, Vasconcelos & Calazans (2007) isolaram P. aeruginosa
em diversas fontes de &gua como agua de poc¢o, de consumo, residudria e mineral, assim como
Vivian (2015), que também isolou em agua de poco.

Romling et al (1994) ja relatou que embora P. aeruginosa poder ser encontrada
em 4gua, solo e plantas, é mais comum ser isolada em quantidades maiores em esgoto
contaminado por humanos e animais, e assim pode estar presente no rio Tubardo por ainda
ndo ter o tratamento de esgoto na maior parte da cidade. Além disso, Silva, S. (2016)
descreveu que essa bactéria tem capacidade de formar biofilmes em superficies organicas ou
inorgénicas, por ter um metabolismo versatil onde tolera varios ambientes com diferentes

condicdes fisicas e também por ndo exigir tanto seus recursos nutricionais.

4.2 TESTE DE SUCEPTIBILIDADES AOS ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos sdo importantes para impedir as doencas causadas por
bactérias, porém a partir do momento que 0s microrganismos apresentam resisténcia aos
mesmos, gera uma preocupacdo a populacdo. Assim, apos a identificacdo das bactérias nas
amostras de aguas superficiais do rio Tubardo, foi analisado a existéncia de isolados de E.
coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa com multirresisténcia aos antimicrobianos e
caracterizado os isolados quanto a susceptibilidade a diferentes classes de antimicrobianos.

Assim que identificacdo bacteriana foi feita, as bactérias P. aeruginosa, K.
pneumoniae e E. coli isoladas dos pontos 1, 3 e 4 foram selecionadas para o0 TSA. Sendo
assim, as mesmas passaram por repicacdo (figura 12) e posteriormente foram preparadas e
semeadas nas placas de petri. Apds este processo, foi colocado os discos de antimicrobianos
em cada placa, identificadas, e posto em estufa bacterioldgica. Depois de £16 horas as placas

de petri foram observadas e os halos foram medidos (figura 13).
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Figura 12 - Repicagéo de P. aeruginosa da amostra 2 (P3).

Fonte: Arquivo pessoal da autora (2018).

Figura 13 - Resultado dos halos em uma amostra e a demonstragcdo da medida
feita com régua.

Fonte: Arquivo pessoal da autora (2018).
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De acordo com os pontos de coleta, a resisténcia media (soma das porcentagens
de resisténcia dividida pelo nimero de isolados do ponto) foi maior no ponto 3 (73,33%),
seguido do ponto 1 (53,33%) e por ultimo o ponto 4 (44,44%). Em todos os pontos com a
presenca de ponte (P1, P3, P5) houve a presenc¢a de muito lixo, alguns como sapatos, bolsas e
roupas, materiais eletronicos, carrinhos de supermercado, resto de comida, entre outros. O P3
era bem no centro da cidade, onde ha liberacdo de esgoto, e muitas pessoas e animais
circulando. No P1 era perceptivel que pessoas frequentavam/moravam no local e o P4 foi o
local mais “preservado” e de dificil acesso, pois 0 mesmo tinha mais arvores na beira do rio.
Apesar disso, o local foi escolhido somente por ser uma regido proxima ao um dos hospitais
da cidade.

Em consideracdo a cada bactéria, a que apresentou o maior percentual de fenétipo
resistente foi P. aeruginosa, que demonstrou resisténcia a mais de 10 antimicrobianos nos trés
pontos de coleta, com resisténcia a 77,7% dos antimicrobianos. A segunda bactéria que
apresentou mais resisténcia aos antimicrobianos foi a K. pneumoniae, onde apresentou
resisténcia de 6 a 11, ou seja, 59,9% dos antimicrobianos nos trés pontos de coleta. E em
terceiro, E. coli que apresentou resisténcia de 1 a 12 antimicrobianos, assim 33,3% dos
isolados foram resistentes (Tabela 2).

Essa incidéncia baixa de E. coli resistente pode ter sido ocorrido por ndo haver
tanto crescimento de E. coli depois do processo de repicacédo, principalmente na amostra 3
(P4). Também houve presenca de col6nias de bactérias dentro de alguns halos ou até mesmo a
expansdo de dois halos ao redor dos discos de antimicrobianos, isso pode ter acontecido pela
amostra ndo ser muito pura.

Conforme pode ser visto na Tabela 4, que segue abaixo.
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Tabela 2 — Resultado do Teste de Suceptibilidade a Antimicrobianos das bactérias
Pseudomonas aeruginosa, E.coli e K. pneumoniae.

Espécie de Bactéria/ Amostra

Antimi- P. aeruginosa E. coli K. pneumoniae
Crobiano Al A3 Ad Al A3 Ad# Al A3 A4
Cefepime I R S I S I I* S
Amicacina S S S S S S S S S
Tetraciclina R R S I S R | S
Meropenem S Sh S S S S S S
Aztreonam R R” R S S R R R
Ceftriaxona S Sh R S I* S S R R
Cefoxitina S* R R S R S R | R
Ampicilina R R R I R S R R R
Cloranfenicol R R R S R S S | S
Ceftazidima R R R S R S R R R
Amoxicilina + I R R S R S R R R
Ac. Clav.

Sulfazotrim R S R S R S* S*
Ciprofloxacina R S S* S R S* S
Cefazolina I R R R R R R S
Gentamicina R sh R S R S R S S
Indice de 11 11 13 2 12 1 11 10 6
Resisténcia 73,3% 733% 86,6% 133% 80% 6,6% 73,3% 66,6% 40%
Multipla

Média de Al A3 A4
resisténcia 24 (53,3%) 33 (73,3%) 20 (44,4%)

por amostra

* Presenca de colbnias ~ Presenca de dois halos # Problema na amostra.
Fonte: Autora (2018).

P. aeruginosa se demonstrou 100% resistente a mais de 60% dos antimicrobianos

testados, alguns deles como cefazolina, ceftazidima, ampicilina e aztreonam, 0s Unicos

antibiobicos que a bactéria se apresentou sensivel em todas as amostras foram a amicacina e

meropenem. Apesar do P4 ser o ponto de coleta com menos resisténcia, P. aeruginosa

apresentou mais resisténcia nesse ponto.
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Chaves (2017) também apresentou resultados semelhantes ao da presente
pesquisa, onde 0s maiores percentuais de resisténcia de P. aeruginosa em &gua superficial ndo
tratada se deram para ampicilina (95,8%) e aztreonam (67%), porém em menor quantidade
para ceftazidima (5,3%) e amicacina (2,6%). Medeiros, Vasconcelos e Calazans (2009)
relatou resisténcia para cefalotina (100%) e sensibilidade a meropenem (100%) e amicacina
(90%).

De acordo com Silva, K. (2016) a quantidade maior de resisténcia do que de
sensibilidade deve ocorrer porgque essa bactéria consegue sobreviver a acdo dos mecanismos
de acdo das drogas, pois possui varios mecanismos de resisténcia, facilitando entdo tanto a sua
patogenicidade quanto a contaminagdo em diversos ambientes. Fuentefria et al (2008) aponta
alguns mecanismos de resisténcia, como hiperexpressao de bombas de efluxo, produgdo de -
lactamases, perda ou expressdo reduzida de proteinas de membranas externa.

No trabalho de Anduesa et al (2015) no Equador, quase metade das estirpes de P.
aeruginosa obteve resisténcia a varios antimicrobianos, bem como por Silva, K. (2016) que
de 35 cepas, 25 eram multirresistentes. Esses resultados corroboram com a da presente
pesquisa onde o Indice de Resisténcia Multipla de todas as amostras de P. aeruginosa
resistentes tiveram acima da metade dos antimicrobianos testados. Figueiredo et al (2007) ja
tinha uma preocupagdo com a prevaléncia de multi-resisténcia, pois esquemas combinados de
antimicrobianos sdo utilizados para terem mais sucesso no tratamento clinico contra esse
microrganismo.

Alvarez-Otero et al. (2017) afirmam que P. aeruginosa apresenta resisténcia
intrinseca a maioria das penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracdo
(exceto ceftazidima), tetraciclinas sulfazotrim e rifampina e para as demais como
carbapenémicos, a maioria desenvolve por resisténcias adquiridas. Entdo nessa pesquisa
provavelmente para ceftazidima ha resisténcia adquirida e para amicacina e meropenem nao
ha. Silva Junior et al (2014) ja descreveu que onde o despejo de esgoto industrial e/ou
domeéstico faz a propagacdo dessas bactérias e suas enzimas beta-lactamases. Porem para
Medeiros et al (2017) os carbapenémicos sdo beta-lactdmicos de amplo espectro e utilizados
para infeccBes causados por essa bactéria, assim possuem uma imutabilidade contra as beta-
lactamases, como ESBL e MBL. Pessoa (2013) e Figueiredo et al (2007) ainda relatam que a
amicacina é um antimicrobiano utilizado a muito tempo e dentre os antimicrobianos de classe
dos aminoglicosideos, € o que melhor exibe atividade contra P. aeruginosa.

Chaves (2017) ainda registra que o fato de P. aeruginosa ter um numero alto de

resisténcia a aztreonam é perigoso, pois 0 mesmo é utilizado para doencas infecciosas
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ocasionadas por essa bactéria. Pessoa (2013) relatou que além de aztreonam, gentamicina,
tobracina, amicanica, cirprofloxacina, piperacilina, ceftazidima, cefepime, imipenem e
meropenem também sdo utilizados para o tratamento. Se a bactéria apresentar resisténcia para
ceftazidima, ainda ha chance de resposta terapéutica com imipenem ou cefepime, mas caso ha
resisténcia ao imipenem, ndo ha outra alternativa com sucesso terapéutico.

K. pneumoniae foi 100% resistente para 5 antimicrobianos, alguns deles como
aztreonam, ampicilina e ceftazidima. E 100% sensivel apenas para amicacina e meropenem.
Santana et al (2012) também apresentou alguns indices de resisténcia para ampicilina (66%),
Melo (2013) constatou altos indices de resisténcia para cefalosporinas de 32 geracéo,
aztreonam, e sensibilidade para amicacina e meropenem. Almeida (2013) indicou dados
semelhantes para resisténcia de amicacina (18,2%), porém para meropenem 68,2% dos
isolados eram resistentes. Passadouro et al (2014) também isolou K. pneumoniae resistente
por amicacina (4,3%) em seu trabalho.

Nota-se que todos os antimicrobianos 100% sensiveis a K. pneumoniae eram (-
lactdmicos. Moreira e Freire (2011) acreditam que esse resultado provém de que K.
pneumoniae é uma das principais produtoras de enzimas f-lactamases e que apresenta a maior
riqueza de fendtipos de resisténcia associados a producdo de ESBL, onde podem sofrer
mutacdes fazendo com que o fa&rmaco ndo possua seu efeito.

Melo (2013) ressalta que as enzimas B-lactamases sdo produzidas por meio de
genes cromossdmicos como blasyyv-1 e 0 blaten1 € 0s mesmos inferem resisténcia para
penicilinas (ampicilina). Como também podem sofrer mutac6es dos tipos TEM-1 e SHV-1, 0s
quais inativa antimicrobianos mais recentes como cefalosporinas de 3?2 geracdo (ceftazidima) e
monobactamicos (aztreonam).

O antimicrobiano amicacina evidenciou inibicdo do crescimento de K.
pneumoniae, e confome Pereira (2012) diversos resultados estdo sendo encontrados, estas
sendo produtoras de ESBL ou néo.

No estudo de Santos (2007) a bactéria que se demonstrou mais sensivel a este
antimicrobiano foi em amostras que ndo haviam produgcdo de enzimas ESBL, tal como
Moreira e Freire (2011), que relataram que os isolados de K. pneumoniae que produziam
ESBL frequentemente apresentavam resisténcia a aminoglicosideos e outras classes. Sendo
assim, suponhamos que os isolados do presente estudo ndo produzissem as mesmas.

Rossi et al (2015) ressaltam que antimicrobianos carbapenémicos, outro [-
lactdmico, tem se demonstrados mais sensiveis a K. pneumoniae em diferentes pesquisas.

Porém, no presente estudo essa bactéria se demonstrou 100% sensivel ao mesmo, Abrantes e
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Nogueira (2017) dizem que para hidrolisar e reduzir a capacidade de um antimicrobiano desta
classe, é preciso da producédo de enzimas B-lactamases denominadas carbapenemase.

Seibert et al (2014) descrevem ainda que essa enzima é codificada por grupo de
genes como blaKPC, blalMP, blaVIM, entre outros, e a producdo dessas enzimas esta sendo
considerado um problema em ascensdo. Diante da sensibilidade a esse farmaco acredita-se
que esses genes ainda ndo foram alterados geneticamente, sendo uma informagéo positiva
para a saude publica.

No presente estudo, K. pneumoniae foi resistente de 6 a 11 antimicrobianos
Gonzaélez et al (2013) ressaltou que a resisténcia a multiplos antimicrobianos dessa bactéria é
crescente, principalmente aos B-lactamicos 0s quais apresentaram mais resisténcia nessa
pesquisa, como cefalosporinas de 22 e 32 geracao, penicilinas e monobactamicos.

E isso € preocupante, pois Melo (2013) descreve que esses farmacos sdo muito
utilizados para tratamento de infec¢des causadas por bactérias Gram-negativas, inclusive K.
pneumoniae, por causa de sua baixa toxicidade, custo e variedade de compostos disponiveis.
Esse autor ainda relata que K. pneumoniae multirresistente se tornou comum, por motivos da
existéncia de enzimas B-lactamases, formagdo de ESBL e ESBLs com MBLs.

E.coli se demonstrou 100% resistente somente a cefazolina, 66,6% a ampicilina e
33% resistente a aztreonam, ceftazidima, e outros. Ciprofloxacina, meropenem e amicacina
foram os antimicrobianos que E. coli se demonstrou sensivel em todas as amostras.

Pastore (2014) obteve resultados altos para ampicilina (96%), mas resultados
baixos para ceftazidima (0%), aztreonam (0%) e amicacina (4%). Chen et al (2017) constatou
resultados de resisténcia mais altos para ampicilina (29%) e sensiveis para cefazolina (89%),
aztreonam (94%), ceftazidima (98%), amicacina (99%) e meropenem (100%).

Resultado parecido com o que foi apresentado por Bianchi et al (2014) que o
maior grau de resisténcia foi analisado para ampicilina. Faula, Cerqueira e Magalhées (2017)
encontrou E. coli em alimentos apresentando sensibilidade a ciprofloxacina (98,2%), a
meropenem (97,7%) e amicacina (100%).

Schneider, Nadvorny & Schmidt (2009) obtiveram resultado parecido para
resisténcia a amicacina (0%), ciprofloxacina (1,92%), porém para ampicilina, somente 36,5%
eram resistentes.

De acordo com os resultados obtidos a porcentagem de resisténcia a
cefalosporinas nédo foi tdo elevada, mas esteve bastante presente como no estudo de Pastore
(2014).
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O Unico antimicrobiano que E. coli apresentou resisténcias nas 3 amostras foi
cefazolina, esta é de primeira geracdo e as demais se distribuem em segunda, terceira e quarta.
Preconiza-se assim que esse resultado tenha relacdo com o tempo de exposicdo e 0s
mecanismos de resisténcia ja adotado.

Bianchi et al (2014) descrevem que a resisténcia a ampicilina que esta bactéria
possui, tem relacdo com fontes de poluicdo advinda de origem humana. E Diniz & Santos
(2017) citam que E. coli tem aumentado seus niveis de resisténcia a ciprofloxacina no
ambiente comunitario e hospitalar. E apesar de ser um dos antimicrobianos mais prescritos na
pratica clinica, é recomendado que este antimicrobiano seja utilizado de forma mais restrita.

Santana et al (2012) ainda explica que o mesmo é disponibilizado também na rede
publica de salde. E apesar da resisténcia estar aumentando, esse estudo apresentou boa
inibicdo ao crescimento de E. coli, ainda mais quando Silva, Santos & Schimdt (2008)
enfatizam que a resisténcia a esse farmaco acontece de forma intrinseca.

Ainda foi ressaltado por Oliveira (2016) que em ambientes aquaticos hd uma
variacdo quanto aos perfis de resisténcia de E. coli. Chen (2017) diz que a influéncia nesses
resultados pode ser pela variacdo sazonal, onde as bactérias apresentam mais resisténcias em
tempos secos do que em chuvosos.

Esse autor também relatou que a resisténcia pode variar de acordo com o0s
poluentes. Entrando em conformidade com o presente estudo, que foi feito depois de algumas
semanas de chuvas, sendo que a maioria dos poluentes liberados no rio sdo estaveis durante o
ano como o esgoto doméstico, industrial e entre outros.

Dessa maneira, dentre todas as 9 amostras os antimicrobianos com maior
resisténcia foram cefazolina (CFZ) e ampicilina (AMP) em 8 (88,88%) amostras, amoxicilina
+ A.C. (AMC), ceftazidima (CAZ) e Aztreonam (ATM) em 7 (77,77%) amostras, cefepime
(COM), tetraciclina (TET) e cefoxitina (CFO) em 6 (66,66%), cloranfenicol (CLO),
sulfazotrim (SUT) em 5 (55,55%), ciprofloxacina, gentamicina, ceftriaxona em 4 (44,44%)
(Figura 14).
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Figura 14 - Antibiograma das amostras coletadas do Rio Tubaré&o.
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Fonte: Autora (2018).

Sendo assim, esses altos indices de resisténcia a varios antimicrobianos tém se
demonstrado elevados também em outros estudos, ja citados ao decorrer da apresentacdo dos
dados. E além disso, muitos autores ficam preocupados devido as patogenicidades que essas
bactérias causam. Bortoloti, et al (2018) dizem que a analise de resisténcia pode ajudar tanto
para cuidados clinicos, como também para verificar a qualidade e potabilidade das dguas.
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6. CONCLUSAO

O objetivo desta pesquisa foi tragar o perfil de susceptibilidade de cepas de E.coli,
K. pneumoniae e P. aeruginosa isoladas do Rio Tubarao.

Para alcancar este objetivo, foi feita uma pesquisa de campo, com abordagem
quantitativa e qualitativa, a partir da coleta de agua superficial e do isolamento de bactérias
com a metodologia de membrana filtrante, também utilizada por alguns autores como Silva
Junior et al. e Anduesa et al. Para posteriormente analisar a existéncia de isolados de E. coli,
K. pneumoniae e P. aeruginosa com multirresisténcia aos antimicrobianos e caracterizar o0s
isolados quanto a susceptibilidade a diferentes classes de antimicrobianos. O TSA foi feito
com 15 antimicrobianos, de acordo com o método de difusdo em disco de Kirby-Bauer,
aplicado também por Adzitey et al., Beraldo, Anduesa et al., e Chaves.

Os resultados apresentaram crescimento de colénias caracteristicas de E. coli, K.
pneumoniae e P. aeruginosa em todos os pontos de coletas. Para 0 TSA, foram selecionadas
as bactérias que cresceram nos pontos 1, 3 e 4. E de todos os antimicrobianos, pertencentes a
9 classes diferentes, as bactérias em geral obtiveram mais resisténcia para cefalosporina de 12
geracdo (cefazolina) e penicilina (ampicilina), e mais sensibilidade para aminoglicosideos
(amicacina) e carbapenémicos (meropenem).

Isso posto, retoma-se o problema que norteou esta pesquisa: E.coli, K.
pneunomiae e P. aeruginosa isoladas no perimetro urbano do Rio Tubardo apresentam
resisténcia a antimicrobianos?

Pela analise dos dados, foi possivel observar a presenca desses microrganismos no
perimetro urbano do rio Tubardo e seu resultado a resisténcia aos antimicrobianos testados.
Estima-se que ha um risco para a saude publica da cidade, isso porque aumenta a
possibilidade de aquisicdo de doengas, como também a criacdo de genes de resisténcias
bacterianas, sendo que essas podem colonizar o intestino de seres humanos, principalmente
daqueles que ndo utilizam agua tratada.

Assim, é de suma importancia o tratamento da dgua do rio para posteriormente ser
destinado a populacdo, afim de prevenir os surtos de doengas e assim preservar a salde
coletiva.

Desse modo, apesar de conseguir resultados bem importantes, ha necessidade de
fazer outras pesquisas no local, e até mesmo em ambientes diferentes. Também sugere-se

outras pesquisas com mais numeros de amostras em outros pontos, outras formas de
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identificacdo das espécies de bactérias como provas bioquimicas e a realizacdo de analises em
diferentes estagdes, a fim de obter resultados mais mais precisos.
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ANEXO A — Meio de cultura Agar Cromogénico Geral

PLACAS ESPECIAIS PROBAC — AGAR CROMOGENICO GERAL

Indicagoes

Meio de Cultura pronto para uso, ndo selelivo, indicado para
isolamento, diferenciagdo e enumeragao de microrganismos
em amostras diversas.

Apresentacao

REF PECG90

NS

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

Composigao

Agar Cromogeénico e Agua Purificada.
Principio

O Agar Cromogénico Geral 6 um meio ulilizado para teste
presuntivo, em amoslras diversas, que baseia-se na colora¢ao
diferenciada das colénias, identificando presuntivamente
microrganismos de interesse clinico e n&o clinico.

As Placas Especiais Probac?, possuem uma ampla linha de
meios de cultura, produzidas em condigdes de total esterilidade
@ hemmelicamente fechadas, que proporciona um maior tempo
de vida dtl ao produto e uma maior flexibilidade para
armazenamento e transporte. Podendo ser transportada e
manlida a lemperalura ambienle (consulle conservagao).

Controle de Qualidade

Todos os lotes sao submelidos a ensaios de desempenho com
cepas padroes ATCC. Apés 24hs, a 33°C  2°C, em atmosfera
adequada, ja € possivel realizar a contagem das coldnias, veja
as caracteristicas conforme descrito no item interprelagéo dos
resultados.

E. coli ATCC 25922 3om Rosa a Vermelha
K. pneumoniag ATCC 18883 Jom Azul escuro

| P. mirabilis ATCC 25333 Bom Amarelo
S. agalactiae ATCC 12401 Bom Azul claro
S. aureus ATCC 25927 Bom Branco
E. laecalis ATCC 29212 Jom Azul turquesa
Qutros microrganismos Jom Creme
+Ingcula 106 UFC

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

Procedimento
Sequir conforme ilustra¢do 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 miratilis
ATCC 25933

5. agalaction

ATCC 12400

Verifique a tabela de desempenho no item controle de
qualidade.

Conservagao
el | Ngl— Manter entre 2° e 27°C, ao abrigo
/H’ 71 \: da Luz.
_~
rc | |
Validade

g 10 meses a partir da data de fabricagao.

Precaugodes

Apds a realizagao dos testes, este material deverd ser
descartado conforme as recomendagdes vigentes para
residuos de servigos de saude.

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

Referéncias Bibliograficas

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

2 - Koneman EW. el al. Color Allas 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 - Meio de cultura CROMOCULTBAC

PLACAS ESPECIAIS PROBAC — CROMOCULTBAC

Indicacoes

Meic de Cultura pronto para uso, indicado para detecgdo,
diferenciagdo e enumeragdo de microrganismos do grupo
Coliformes Totais e Fecais.

Apresentagao

2

REF PECRO%0

Pacota com 10 Placas Espaciais, na medida de 90 x 15 mm.
Composigao

Base Cromogénica, Agar Bacteriolégico e Agua Purificada.
Principio

Cromocultbac € um meio desenvolvido para seletividade e
diferenciagdo de microrganismos do grupo Coliformes Totais e
E. col, em amostras diversas. O meio possui Tergitol em sua
formulagdo, que inibe o crescimento de microrganismos Gram
posiivos e alguns Gram negativos, na3o interferindo no
crescimento de microrganismos do grupo Coliformes.

As Placas Especiais Probac®, possuem uma ampla linha de
meios de cultura, produzidas em condigdes de total esterilidade
e hermeticamente fechadas, que proporciona um maior tempo
de vida Otii 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 sao submetidos a ensaios de desempenho com
cepas padroes ATCC. Apos 48hs, a 33°C £ 2°C, em atmosfera
adequada, ja é possivel realizar a contagem das colénias, veja
as caracteristicas conforme descrito no item interpretacio dos
resultades.

Bom
E. coli ATCC 25922 Bom Salmao a Vermelho
S. aureus ATCC 25923 Inibido -
E. faecals ATCC 29212 Inibidio -
e

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

Procedimento
Sequir conforme ilustragdo abaixo:

1) Retire a tampa plastica;

2) Remova o sek 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.

Interpretagao dos Resultados:

E. col
ATCC 25922

K. pneumoniee
ATCC 13883

Coldnias de E. coli podem variar de coloragao Azul a Violeta e
colonias do grupo Coliformes Totais podem apresentar
coloragdo de Salm3o a Vermelho. Quiros microrganismos
podem crescer no meio e apresentar colonias de coloragdo
variada ou sem coloragao.

Conservagao
v \‘;”\ Manter entre 2° e 27°C ao abrigo
/ﬂ/ 71 \ da luz.
e 2l
Validade

8 10 meses a partir da data de fabricagao.

Precaucgoes

Apés a realizagao dos testes, este material devera ser
descartado conforme as recomendagbes vigentes para
residuos de servigos de sadde.

Produto isento de registro no Ministério da Sadde de
acordo com a RDC n° 36 de 2015, nao podendo ser
utilizado para diagndstico humano.

Referéncias Bibliograficas

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

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

3 - Atlas R.M., Handbook of Microbiological Media. 4th ed.
ASM Press, Washington, DC, 2010.
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ANEXO C - Agar Pseudomonas

AGAR PSEUDOMONAS

Indicactes
Meio de Culura indicado para recuperagio selstive e

enumeragio de Fsewdomonzs deruginoss em amostras de
&gua, stravés do métado de filtragio por membrana.

Apresentacio

PMPACAS, PMPACE &

REF PMPACS

N/

Meio de Cultura pronto para uso, pacote contendo 10 Placas
de Petri nas medidas de 49, 60 & 20 mm.

Composigio

Extratn de Lewedwra, L-Lisina HCI, Cloreto de Sédio, Xiose,
Sacarose, Lactose, Vermelho de Fenol, Citralo de Femo
Amoniacal, Tiosulfate de Sddio, Sulfsto de  Magnésio,
Kanamicina, Acdo Malidixico, Agar Bacteriolsgico = Agua
Purificada.

Principlo

Oa micronganiamos do género Psewsdomonas s8o enconfrados
na dgua e no soly. Pseudomongs seruginoss & o pabbgano
humano mais imporante, tanto no gue s refere ao nbmero &
tipos de infecgdes causadas como & sua morbidade e
mortalidede. Varios métodos tém sido wulilizados para a
enumeragio de Pseudomonss aeruginoss a partir de amostras
de ggua. alguns dos quais tém sido mais amplamente acetos
do que outrcs. Os procedimentos de nlmero mais provaval
{NMP) resultam em niveis de recuperagio satisfaténos de P
BErUgINOsS, Mas ndo s&o utiizdvels para ensalos de amostras
de Agua de grande volume pelas fafta de precis3o. Esta
deficiéncia & eliminada através da técnica de membrans
filtrante (MF ).

Extraln de Lewvedura, Lisina e os carboidratos formecem
compoatos carbondceos e nirogenados, fontes de energia e
vitaminas necessaras para o metsbolismo  bacteriano. O
Cloreto de Sddio mantém o equilibric gemdtice. Os sais
fornecem lons essenciais. O Vermelho de Fenol & um indicador
de pH. que s= foma amarelo em resposta a dcidos preduzidos
como  resultade da  fermentagdc dos  carboidratos. A
Hanamicina inibe a sintese protéica de microrganismos gram-
positive. O Acide Malidizico blaqueia a replicaglo das bactérias
gram-positivas susceptiveis e o Agar Bacterioldgico um agente
solidificante.

Controle de Qualidade

Oa seguintes resultados foram obtidcs nos ensaios de
desempenho do meio, com diferenies espécies de cultura apds
incubacao em temperatura & tempo ideal. Todos os lotes s8o0
submetidos & ensaios com cepas padrides ATCC, conforme
descaiio na tabela a seguir

Cepas Cresciments Coloragio
F. asruginosa ATCC 27855 Bom Rosa
Tnibigaa
E. call ATOC 25922 prancial oul ol

Todos os documentos pertinentes a este produlc como
Certficado de Andlise, FISFQ e Bula estao disponiveis no site

Wt probac. com.br.

Procedimento

1) Colete as amostres e processe de acordo com &S
recomendagdes  para  quantficegBo de  Psewdomonas
seruginasa em agua;

2) Depois da filragBo da amostra em membrana de 47 mm e
45 pm, cologue a membrana na superficle do meio evitando a
farmagao de balhas;

3) Incubar durante o periodo & a temperatura ideal para cada
microrganismos a ser pesquisadae;

4) Apts o periodo de incubacio, reslizar a viseslizacgo das
coldnias.

Consulte o método padric para informacdes adicionals a
respeito da técnica de filtraglo por membrana para este meio.

Conservagio
- -..};f_...- Manter sob refligeraglo, entre 22
)l/— "';-‘ Q:\" £ 8°%C =0 abrigo da luz.
e -
Validade

4 meses a partir da data de fabricagao.

Precaugtes

Apfs a reslzecdo dos lestes, este materal deverd ser
descartade conforme as recomendacdes wvigenles para
residuos de senigos de sadde.

Referénclas Blbliograficas

1. Levin and Cabelli. 1872, Appl. Microbiol. 24:884.

2. Carson, Peterson, Fawero, Doto, Collins and Levin.
1875, Appl. Microbiol. 30:935.

3. Dutka and Kwsahn., 1977, Appl. Emviron. Microbiol.
33240,

4. Brodsky and Ciebin. 1878, Appl. Emwiron. Microbiol.
3826,

&, Clescen. Greenberg and Eaton (ed.).1993. Standard
mithods for the examination of wabter snd wastawster, 207
ed. American Public Health Association, Washingtan, D.C.
&. Eatevez. 1884. Lab. Med. 15:258.

7. Manual Difco and BBL Microbiology.
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