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RESUMO

Atualmente, uma das maiores preocupacdes da humanidade é com a disponibilidade
e qualidade da agua. A exploracéo inadequada das fontes acarreta a contaminacao
das 4guas superficiais e subterrdneas que se tornam um risco para a saude publica.
Dentre as fontes biolégicas de contaminacéo da agua, incluem-se as bactérias, que
sd0 responsaveis por inumeras doengas, sendo frequentemente tratadas com
antimicrobianos. O amplo uso de antimicrobianos na medicina humana e na
producdo animal tem resultado no aumento do nimero de bactérias comensais e
patogénicas resistentes a agentes antimicrobianos, fato que nos ultimos anos vem
se tornando um dos principais problemas de saude publica. O presente trabalho
resulta do interesse pelo estudo da qualidade da agua consumida pelos alunos de
20 escolas estaduais da rede publica de Boa Vista — RR, bem como obter o perfil de
resisténcia a antimicrobianos de bactérias isoladas a partir de diferentes amostras
de &guas, coletadas nessas escolas. No periodo de outubro de 2010 a abril de 2011,
foram coletas 40 amostras de aguas de torneiras das copas e 40 amostras de aguas
de bebedouros, as quais foram submetidas a avaliagdo microbiologica. A
determinacdo dos coliformes totais e termotolerantes foi realizada por meio da
técnica dos tubos multiplos com 3 diluicBes e série de 5 tubos. Para a deteccéo de
bactérias heterotroficas uso-se o método "pour plate”, de acordo com as normas
preconizadas no Standard Methods for the Examination of Water and Wastwater. O
isolamento e a identificacdo dos isolados bacteriano foi realizada no LACEN-RR
utilizando-se a série bioquimica. Para a avaliagdo da resisténcia aos
antimicrobianos, utilizou-se a metodologia de difusdo de disco, seguindo as normas
estabelecidas pelo CLSI. Das amostras de aguas que recebem tratamento completo,
10% apresentaram resultados positivos para coliformes totais e nas amostras de
agua clorada, 20% apresentaram resultados positivos para coliformes totais e 2,5%
resultado positivo para coliformes termotolerantes, o que as tornam impropria para o
consumo humano. A contagem de bactérias heterotroficas variou de 1,4 x 10 a 3,6 X
10% UFC/mL de &gua, n&o ultrapassando o estabelecido pela Portaria 518/2004/MS.
Foram identificadas as seguintes bactérias Gram-negativas (66,7%): Acinetobacter
spp., C. violacea, Cocobacilos spp., E. aerogenes, E. coli, K. ozaenae, Leptothrix
ssp. e Bacilo Gram-negativo ndo fermentador de glicose, as bactérias Gram-
positivas (33,3%), identificadas foram: B. subtilis, Micrococcus spp., S. aureus e
Staphylococcus spp. Os resultados dos testes de sensibilidade aos antibiéticos
revelaram que a maioria das bactérias isoladas foi resistente a ampicilina (68,2%),
27,3% apresentaram resisténcia a oxacilina e 22,7% foram resistentes a eritromicina
e meropenem. As cepas de S. aureus isoladas das amostras de &guas
apresentaram maior indice MAR (0,61) entre as bactérias Gram-positivas, enguanto
gue nas bactérias Gram-negativas, as cepas que apresentaram maior indice MAR
foram as cepas de E. coli, com indice 0,61. Os resultados comprovam a ocorréncia
de instabilidade no padrao de qualidade da agua fornecida a populacdo de Boa Vista
— RR seja no tratamento, na distribuicdo ou no armazenamento da 4gua. Além de
constatar a presenca de bactérias multirresistentes a antibioticos, o que representa
risco a populagao.

Palavras-chaves: Qualidade da agua. Bactérias heterotréficas. Coliformes.
Resisténcia. Antimicrobianos.



ABSTRACT

One of the main concerns of humanity nowadays is water: its availability and its
quality. An inadequate exploitation of the sources results in the contamination of both
superficial and deep waters, which become a public health hazard. Bacteria are one
of these biological sources of water contamination, responsible for countless
diseases which are treated with antimicrobials. The widely spread use of
antimicrobials in human medicine along with animal production had resulted in a
steady increase in the number of pathogenic and commensal bacteria resistant to
antimicrobial agents, which in recent years are becoming one of the main problems
of public health. This paper is a result of an interest in studying the quality of water
consumed by the students of 20 state schools of the public school system of Boa
Vista — RR, as well as trying to obtain a profile of antimicrobial resistance of the
bacteria isolated in different water samples collected at these schools. Between
October 2010 and April 2011, 40 water samples were collected from taps in
lunchrooms, along with 40 samples from drinking wells, and all of them were
submitted to microbiological examination. Using the multiple tubes technique, with 3
dilutions and a series of 5 tubes, we determined the total number of coliforms and
thermotolerant coliforms. In agreement with the rules of the Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater, the “pour plate” method was used at the
CBio — UFRR to detect heterotrophic bacteria. Isolation and identification of
microorganisms was done at LACEN — RR, using the biochemical series. In
evaluating the resistance to antimicrobials, disk diffusion methods were used, in
agreement with the established rules of the CLSI. In water samples that receive full
treatment, 10% tested positive for total coliforms and, in chlorinated water samples,
20% tested positive for total coliforms and 2,5% for thermo-tolerant coliforms, which
makes them inadequate for human consume. The counting of heterotrophic bacteria
went from 1,4 x 10 to 3,6 x 102 CFU/mL of water, not surpassing what is established
in the ordinance 518/2004/MS. The following Gram-negative bacteria (66,7%) were
identified: Acinetobacter spp., C. violacea, Cocobacilos spp., E. aerogenes, E. coli,
K. ozaenae, Leptothrix ssp. and Gram-negative glucose non fermenting bacillus.
The Gram-positive bacteria identified were: B. subtilis, Micrococcus spp., S. aureus
and Staphylococcus spp. The results of antibiotic sensibility tests revealed that most
of the isolated bacteria were resistant to ampicilin (68,2%), 22,3% showed resistance
to oxacilin and 22,7% were resistant to both eritromicin and meropenem. In Gram-
positive bacteria, the growths of S. aureus isolated from water samples showed the
greatest MAR index (0,61), while E. coli growths were the ones who showed the
greatest MAR index in Gram-negative bacteria (also 6,1%). Results prove a great
instability in the quality of water provided to the Boa Vista - RR population, being in
its treatment, distribution or containment, as well as showing the presence of bacteria
resistant to multiple antibiotics, which is a health hazard to the public.

Keywords: Water quality. Heterotrophic bacteria. Coliforms. Resistance.
Antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

A agua é essencial para a vida e todos os esforcos devem ser feitos para
garantir sua qualidade, do contrario, a populacdo estara exposta ao risco de
doencas. Durante séculos, considerou-se que as fontes de dgua eram inesgotaveis,
porém, o grande crescimento da populagdo mundial, o desenvolvimento industrial e
tecnoldgico, a urbanizacdo e a expansao agricola comprometem a capacidade de
autodepuracao das aguas. As fontes de contaminacao podem ser fisicas, quimicas e
biolégicas, tais como: esgotos sem tratamento que sdo lancados em rios e lagos;
aterros sanitarios que afetam os lencois freéticos, os defensivos agricolas que
escoam com a chuva sendo arrastados para os rios e lagos, os garimpos que
langcam produtos quimicos, como o mercurio, em rios e corregos e as industrias que
utilizam os rios como carreadores de seus residuos toxicos (EMBRAPA, 1994;
GLEESON; GRAY, 1997; BOMFIM et al., 2007).

Dentre as fontes biologicas de contaminacdo da agua, destacam-se as
bactérias, que podem causar inUmeras doencas que sao tratadas com antibidticos.
O uso amplo e indiscriminado destes tem levado ao aumento de bactérias
multirresistentes, o que vem se tornando um dos principais problemas de saude
publica (SORUM; ABEE-LUND, 2002; RIVERA-TAPIA, 2003). A presenca de cepas
bacterianas multirresistentes em aguas para consumo humano pode representar
riscos a saude publica. Desta maneira, a circulagdo de genes de resisténcia nas
aguas pode representar um fator de risco para os consumidores. Neste contexto o
presente trabalho tem como objetivo caracterizar microbiologicamente amostras de
agua e testar a sensibilidade das bactérias isoladas aos antibiéticos. A importancia
desse estudo se da principalmente pelo aumento consideravel dos perfis de
resisténcia bacteriana dos agentes causadores de doencas. Fato este constatado
na presente pesquisa, desta forma, os resultados obtidos nessa investigacao podera

subsidiar as futuras discussdes acerca das politicas publicas de saude do estado.

1.1 Qualidade da agua

A agua é encontrada em cerca de 70% do planeta, sendo que 97,4% do total

sdo formadas por aguas salgadas, 1,8% estao congeladas e 0,8% correspondem as
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aguas doces (TANCREDI; CERQUEIRA; MARINS, 2002) desta parcela, cerca de
97% se encontra em aquiferos subterradneos e 3% em superficie (NASCIMENTO et
al., 2000).

A agua é um recurso natural escasso, indispensavel para a vida e o exercicio
da maioria das atividades econdmicas; € insubstituivel, ndo ampliavel por mera
vontade do homem, irregular em sua forma de apresentacdo no tempo e no espacgo,
facilmente vulneravel e suscetivel de usos sucessivos. Desta forma, a agua constitui
recurso unitario, que se renova mediante o ciclo hidrogeolégico e que conserva, a
efeitos praticos, uma magnitude quase constante dentro de cada uma das bacias
hidrograficas (BRASIL, 1985).

Sabe-se que a demanda de agua pelo homem cresce constantemente. Como
causa deste fendbmeno, pode-se mencionar o0 aumento da populacdo mundial e, em
especial, a concentracao populacional nas cidades. Assim, a satisfacdo da demanda
de agua representa grave problema, pois além do enorme volume consumido e
desperdicado, o produto é restituido na maioria das vezes, ao meio natural, sem
qualquer tratamento prévio, sem isencao de risco a saude e ao proprio ambiente
(GERMANO; GERMANO, 2001).

A exploracdo inadequada das fontes conduz a contaminagdo das aguas
superficiais e subterraneas, que se tornam, assim, um risSCO permanente para a
salide (CALAZANS et al., 2004). E o que acontece com a poluicdo e a contaminacao
provocadas pelos efluentes domésticos, publicos e industriais, lancados diretamente
nos cursos de agua. A agua, portanto, € um problema de seguranca nacional e
como tal merece a adocdo de estratégias direcionadas para cada um de seus
aspectos particulares, todos eles de relevancia para o desenvolvimento social e
econdbmico dos povos, ai compreendida a saude publica (GERMANO; GERMANO,
2001).

A agua tem influéncia direta sobre a saude, sobre a qualidade de vida e sobre
o desenvolvimento do ser humano. Para a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e
seus paises membros, todas as pessoas, em quaisquer estagios de
desenvolvimento e condi¢cdes socio-econdmicas tém o direito de ter acesso a um
suprimento adequado de agua potavel e seguro. “Seguro”, neste contexto, refere-se
a uma oferta de agua que nédo represente risco significativo a saude, que tenha
guantidade suficiente para atender a todas as necessidades domésticas, que seja

disponivel continuamente e que tenha um custo acessivel. Essas condicbes podem
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ser resumidas em cinco palavras-chave: qualidade, quantidade, continuidade,
cobertura e custo (OPAS, 2009).

Segundo a OMS, no Brasil morrem 29 pessoas ao dia por doencas
decorrentes da qualidade da agua e do nao tratamento de esgotos e estima-se que
cerca de 70% dos leitos dos hospitais estejam ocupados por pessoas que
contrairam doencas transmitidas pela agua (ARAUJO JUNIOR, 2009). Os sistemas
de saneamento basico adequado e a agua tratada podem reduzir em 20% a 80% a
incidéncia de doencas infecciosas, inibindo a sua geracédo e interrompendo a sua
transmissdo (UNESCO, 2001; OPAS, 2009).

Em todo o Planeta, € crescente o aumento dos niveis de contaminacao da
agua, provocada pela degradacédo dos recursos hidricos em razdo dos seus usos
multiplos (abastecimento publico, irrigacdo, uso industrial, navegacao, recreacao e
agricultura), embora estas atividades variem de acordo com a organizagéo
econdmica e social de cada regido. No Brasil, o cenario atual é caracterizado pela
progressiva contaminacdo das aguas superficiais e subterraneas em decorréncia
das deficiéncias de infraestrutura dos servicos de esgotamento sanitario (MOTA,
1997).

O ambiente aquético, independentemente de sua profundidade, pode servir
como habitat para muitos micro-organismos de vida livre e ndo parasitaria que
extraem da agua os elementos indispensaveis a sua sobrevivéncia, e por micro-
organismos parasitarios e/ou patogénicos, que utilizam a dgua como veiculo para
transmissdo de doencas, podendo contaminar a agua, por meio das excretas ou
dejetos intestinais do homem e outros animais de sangue quente, constituindo assim
um perigo sanitario potencial (MOTA, 1997; SOARES; MAIA, 1999; FREITAS;
BRILHANTE; ALMEIDA, 2001; MACEDO, 2001; CEARA, 2004).

As doencas transmitidas ao homem através da agua decorrem de sua
contaminacgao por excretas de animais, do proprio homem, ou mesmo da presenca
de substancias quimicas nocivas a saude humana (NASCIMENTO et al., 2000).
Essa contaminacdo vem ocorrendo ao longo dos anos, sendo causada pelo
crescente desenvolvimento industrial, pelo crescimento demografico e pela
ocupacao do solo de forma intensa e acelerada, aumentando consideravelmente o
risco de doencgas de transmisséo hidrica (GUILHERME; SILVA; OTTO, 2000).
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A qualidade da agua que é consumida pela populacdo depende de diversos
fatores tais como: a selecéo e protecao eficaz e permanente das origens da 4gua; o
tratamento adequado da agua; a correta concepc¢ao, construcdo e exploracdo dos
sistemas de distribuicdo; a manutencéo das redes de tubagens e dos reservatorios
de armazenamento; o diagndstico periddico e sistematico da qualidade da agua que
é distribuida aos consumidores e a realizacdo de a¢bes corretivas que o diagndstico
evidencie como necessarias (PETGNAT et al., 2006).

Segundo Arcuri, 2000 o controle da qualidade da agua para consumo humano
constitui uma preocupagcao dominante para muitas entidades gestoras de sistemas
de abastecimento de &gua de todo o mundo. Para que se atinja o objetivo de
controlar a qualidade da &agua distribuida, € necessario utilizar procedimentos de
rastreio eficientes e economicamente viaveis.

De acordo com Chaves (2004), o modo mais eficiente de diagnosticar a
qualidade pretendida da 4gua, é medir sistematicamente as concentracdes dos seus
parametros. Para isso deve-se proceder a realizacdo de analises fisicas, quimicas e
microbiolégicas da agua, com uma frequéncia adequada, em todo o sistema de
abastecimento, desde a origem até a distribuicdo, incluindo todas as etapas do
tratamento. Esses parametros sdo indicadores da qualidade da agua e constituem
impurezas quando alcancam valores superiores aos estabelecidos para
determinados usos (MOTA, 1997).

As bactérias patogénicas encontradas na agua sao principalmente as
pertencentes aos géneros Salmonella, Shigella, Vibrio, Yersinia, Campylobacter e
Escherichia (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997). Algumas espécies como
Escherichia coli e outras relacionadas com os coliformes, como Enterococus e
Clostridium perfringens, sao habitantes normais do intestino grosso do homem e
animais, estando presente na matéria fecal (SOARES; MAIA, 1999).

A avaliacdo da presenca de organismos patogénicos na agua € determinada
pela presenca ou auséncia de um organismo indicador e sua respectiva populagéo.
O isolamento e a identificagdo de cada tipo de micro-organismo exige uma
metodologia diferente e a auséncia ou presenca de um patdogeno ndo exclui a
presenca de outros (LEITAO et al.,1988).

De acordo com Franco e Landgraf (2004), indicadores microbianos séao
grupos ou espécies de micro-organismos que, quando presentes em um alimento,

podem fornecer informacdes sobre a ocorréncia de contaminagdo, acerca da
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possivel presenca de patdgenos ou a respeito da deterioracao potencial do alimento,
além de poderem indicar condicbes sanitarias inadequadas durante o
processamento, produ¢do ou armazenamento.

Os micro-organismos indicadores sdo mais comumente utilizados para avaliar
a seguranca e a higiene alimentar do que a qualidade (FORSYTHE, 2002). Segundo
Forsythe (2002) e Franco e Landgraf (2004), para um indicador da qualidade da
agua ser considerado ideal € importante observar algumas caracteristicas, tais
como, ser aplicavel a todos os tipos de agua, ter uma populacdo mais humerosa no
ambiente que os patégenos, sobreviver melhor que 0s possiveis patdgenos e ser
detectado por uma metodologia simples e barata. O indicador ideal de contaminacéo
fecal deveria preencher, além dos requisitos anteriormente citados, 0s seguintes: ter
como habitat natural apenas o trato intestinal humano ou de outros animais
homeotérmicos, ndo se multiplicando facilmente fora deste ambiente, ser detectavel
de forma facil e rapida, estar presente em agua poluida e ausente em agua potavel,
estar presente na agua quando 0s micro-organismos patogénicos também estéo,
sobreviver mais tempo na agua do que o0s patdgenos, apresentar baixa
patogenicidade e estar presente em maior nimero do que 0s patogénicos.

Os organismos do grupo coliforme s&o bons indicadores microbianos da
qualidade da agua potavel em razao, principalmente, da facilidade de deteccédo e
contagem (WENDPAP; DAMBROS; LOPES, 1999). A Portaria n° 518/2004/MS,
estabelece a determinacdo da presenca de coliformes totais e termotolerantes (E.
coli) e a contagem de bactérias heterotroficas em 20% das amostras mensais de
agua tratada, no sistema de distribuicdo, ndo devendo essa contagem exceder 500
UFC/mL (BRASIL, 2004).

Segundo van der Wende e Characklis, 1990, em aguas para consumo
humano os grupos de micro-organismos potencialmente patogénicos encontram-se
presentes em pequenas quantidades. No entanto, podem surgir variagdes subitas
dos seus valores em decorréncia de diversas causas: atravessamento, quando o
aumento do numero de bactérias na rede de distribuicdo resulta de bactérias viaveis
gue conseguiram atravessar o0 processo de desinfec¢ao e tratamento; crescimento,
gquando o aumento do numero de bactérias no sistema se deve a proliferacdo de
bactérias a jusante do processo de desinfec¢do, que pode ocorrer tanto em biofilmes

(crescimento nas superficies) como na fase liquida; retrocontaminacdo, aumento da
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quantidade de micro-organismos pela entrada destes em pontos de saida de agua e
posterior progressao em sentido contrario do movimento da agua circulante.

A ocorréncia de episddios de contaminagcdo da agua para consumo deve-se
cada vez menos ao atravessamento ou a retrocontaminacao ou qualquer outra fonte
de contaminacdo externa, uma vez que 0s sistemas de tratamento e distribuicdo séo
cada vez mais eficientes. Assim, o0 crescimento microbiano, principalmente o
crescimento sob a forma de biofilmes, assume um papel primordial nas alteracfes
subitas da qualidade da agua nos sistemas de distribuicdo de &agua potavel,
resultante da erosdo e do desprendimento de porcdes do biofilme para a agua
circulante, influenciando diretamente a qualidade da agua (PETGNAT et al., 2006).

Segundo Chaves, 2004, a definicdo mais usual de biofilme € a de uma matriz
polimérica de aspecto gelatinoso, aderida a uma superficie sélida, quase sempre
imersa em meio liquido, constituida essencialmente por micro-organismos, pelas
substancias poliméricas extracelulares que estes excretam e por agua. As células
microbianas aderem firmemente a quase todas as superficies imersas em solucao
aguosa. Estas células aderidas crescem, reproduzem-se e produzem substancias
poliméricas extracelulares, que se estendem para além da superficie das células,
formando um emaranhado polimérico que envolve toda a biomassa aderida,
assumindo o conjunto a designacao de biofilme (CHARACKLIS; WILDERER, 1989).

Os biofilmes desempenham um papel importante na natureza e em processos
tecnolégicos. Do ponto de vista do interesse do Homem podem ser benéficos ou
prejudiciais, donde resulta a necessidade do seu estudo para poder desenvolver
estratégias no sentido de melhorar as suas caracteristicas, caso ele seja benéfico,
ou para elimind-lo ou inibir a sua formacdo, quando a sua acao € prejudicial
(CHAVES, 2004).

Como exemplos de biofilmes benéficos temos aqueles que se acumulam em
ambientes naturais nos depositos dos rios, lagos ou ambientes marinhos, e que se
desenvolvem em associagdo com as raizes de algumas plantas fornecendo-lhes
alguns nutrientes. Sdo também biofilmes benéficos aqueles que séo utilizados em
biotecnologia ambiental com grande sucesso no tratamento de efluentes, removendo
poluentes organicos e inorganicos de aguas contaminadas. Na industria alimentar os
biofilmes apresentam inimeras vantagens, podendo ser utilizados na producdo de

alimentos fermentados, como por exemplo, a producgéo de vinagre (ARCURI, 2000).
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Infelizmente, nem sempre as potencialidades dos biofiimes constituem
vantagens para o Homem. Na maioria das situacdes, a adesao de micro-organismos
a superficies solidas € indesejavel, pois, de uma maneira geral, estd associada a
deterioracdo das superficies e/ou ambiente circundante. Nas ciéncias médicas, 0s
biofilmes apresentam-se geralmente com um carater nocivo uma vez que estdo
associados a um grande numero de problemas de saude, tais como infeccbes em
tecidos, infeccbes do trato urinario, infeccdes e consequente rejeicdo de proteses e
implantes e infec¢cdes da placa dentaria (NEU; van der MEI; BUSSCHER, 1992;
WILCOX, 1993). Nos sistemas de distribuicdo de agua potavel, a formacdo de
biofilme, e principalmente o seu desprendimento, constitui um fator de diminuicéo da
qualidade da agua (LECHEVALLIER; MCFETERS, 1985).

1.2 Bactérias do grupo coliforme

O grupo dos coliformes totais é formado por diversas bactérias pertencentes a
familia Enterobacteriaceae, incluindo os géneros Citrobacter, Enterobacter,
Klebsiella e Escherichia (SILVA JR., 2002). Os quais, com exce¢cdo do género
Citrobacter, constituem o grupo dos coliformes termotolerantes, importante grupo
indicador de contaminacdao fecal na agua (SILVA; JUNQUEIRA,; SILVEIRA, 1997).

Os coliformes totais sdo bacilos Gram-negativos, aerébios ou anaerébios
facultativos, ndo formadores de esporos. Sua identificacdo se baseia na capacidade
de fermentacdo de lactose, com formacdo de gas, apOs incubacao por 24 a 48
horas, entre 35°C e 37°C (FRANCO; LANDGRAF, 1999; FORSYTHE, 2002; SILVA
JR., 2002; BRASIL, 2004). A utilizagéo dos coliformes totais como indicadores de
contaminacdao fecal ndo é possivel, uma vez que bactérias dos géneros Citrobacter,
Enterobacter e Klebsiella podem ser também encontradas no solo e em vegetais
(FRANCO; LANDGRAF, 1999).

Os coliformes termotolerantes, antes denominados coliformes fecais, formam
um subgrupo dos coliformes totais, caracterizado pelas bactérias que mantém a
capacidade de fermentar lactose, ainda com producéo de gas, em temperatura entre
44°C e 45,5°C (FRANCO; LANDGRAF, 1999; FORSYTHE, 2002).

A espécie bacteriana E. coli tem como habitat primario o trato intestinal do

homem e demais animais homeotérmicos, estando sempre presente nas fezes
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desses seres, por esse motivo, tem sido utilizada como indicador de contaminacgéo
fecal.

Existem varias criticas e algumas desvantagens apontadas sobre o uso de
coliformes como indicadores de poluicdo fecal, particularmente o fato de sua pouca
tolerancia a toxidade da 4gua do mar e ao procedimento de cloracdo em relacdo a
alguns patdgenos mais resistentes. Nenhum indicador € perfeito e aqueles
destinados a determinar a contaminacdo fecal certamente nao funcionam
adequadamente como indicadores de poluicdo de outras origens. Assim, a utilizacao
dos coliformes e de outros indicadores fecais devem ser complementada com a
utilizacdo de indicadores adicionais que compensem a ineficiéncia destes no
monitoramento de poluicdo diversificada. Desta forma, a legislacdo brasileira
recomenda que se utilizem as bactérias heterotréficas (mesofilas) e Pseudomonas

aeruginosa (MACEDO, 2001), como indicadores complementares.

1.3 Bactérias heterotroéficas

O termo bactéria heterotrofica engloba todas as bactérias que usam
nutrientes organicos para crescimento. Essas bactérias estdo universalmente
presentes em todos os tipos de agua, em alimentos, solo, vegetacdo e ar (ALLEN;
REASONER, 2004). Para a contagem desses micro-organismos em agua, Sao
utilizadas as técnicas de contagem padrdo em placas e contagem total em placas
(WHO, 2003).

A presenca de elevados numeros de bactérias heterotroficas em aguas
envasadas pode ser decorrente da microbiota natural da fonte. Estas bactérias
podem se multiplicar apds o envase, resultando em elevadas contagens. A auséncia
de um desinfetante residual, como o cloro, e periodos longos de armazenamento a
temperatura ambiente, ou mais alta, podem resultar na elevacdo do nimero dessas
bactérias até o consumo (LI; LACROIX; POWELL, 2001).

Véarios géneros de bactérias heterotréficas tém sido encontrados em agua
envasada, incluindo Achromobacter, Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes,
Arthrobacter, Caulobacter, Corynebacterium, Flavobacterium e Pseudomonas

(MANAIA et al., 1990). Algumas destas bactérias heterotroficas produzem fatores de
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viruléncia e podem agir como patdgenos oportunistas (PAVLOV; GRABOW,
EHLERS, 2004).

Estudos com agua de torneira, filtrada e néo filtrada, mostraram associacéo
entre contagens elevadas de bactérias heterotroficas e gastroenterites (PAYMENT
et al.,, 1991). Os individuos que sdo especialmente suscetiveis a infec¢bes por
bactérias heterotréficas sdo aqueles de pouca idade, os imunologicamente
debilitados, os idosos, os transplantados, as gestantes, os portadores de doencas
imunossupressoras, como a AIDS, além de pessoas submetidas a quimioterapia
(EHLERS; PAVLOV; MULLER, 2004).

1.4 Microbiota normal do corpo humano

Para Couto, Pedrosa e Nogueira (1999), toda a variedade de micro-
organismos encontrados no corpo humano em qualquer sitio anatbmico €
denominada microbiota normal. Algumas bactérias sdo encontradas regularmente
em locais anatdbmicos particulares, outras estdo presentes sé ocasionalmente ou
somente em alguns momentos da vida do hospedeiro.

Embora varios micro-organismos sejam constituintes da microbiota normal do
corpo humano, alguns causam doencas ao homem e sdo 0s principais responsaveis
pelas infecgdes nosocomiais, sendo considerados micro-organismos de interesse
meédico pela Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar. Souza (2003) concluiu
gue os estudos a respeito da microbiologia de agentes patogénicos humanos em
ambientes naturais foram ampliados, porém mesmo assim, € mais conhecido o
comportamento destes micro-organismos em seu ambiente especifico, ou seja, no

corpo humano.

1.5 Bactérias patogénicas de interesse meédico

De acordo com Couto, Pedrosa e Nogueira (1999), os microbiologistas
classificam como micro-organismos patogénicos aqueles que causam doengas
podendo ser patdgenos primarios, secundarios ou oportunistas. Os patdégenos
primarios sdo aqueles micro-organismos que, possuindo caracteristicas peculiares,

Sdo capazes por si proprios, independentemente de fatores do hospedeiro, de
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provocar doengas infecciosas. Geralmente, s&o causadores de infeccoes
comunitarias e raramente causam infec¢des hospitalares. Os patdgenos secundarios
desenvolvem suas potencialidades patogénicas quando ha um desequilibrio na
relacdo parasito-hospedeiro, principalmente em casos de imunoresisténcia do
hospedeiro.

Segundo Silva (1999), as infec¢cbes podem ser causadas por bactérias,
fungos, virus ou parasitas, podendo ser enddégenas ou exdgenas. Nas infeccoes
enddgenas, 0 micro-organismo é um componente da microbiota normal do paciente.
As infec¢Bes enddgenas podem ocorrer quando 0 micro-organismo € aspirado do
trato respiratorio superior para o inferior ou quando ele penetra na pele ou mucosas
traumatizadas ou apds processos cirdrgicos. Por outro lado, nas infeccdes
exdgenas, 0 micro-organismo é adquirido a partir do meio ambiente, como por
exemplo, do solo, da 4gua, do ar, de objetos, de picada de insetos, etc., ou a partir

de outra pessoa ou animal.

1.5.1 Enterobacteriaceae

Enterobactérias sdo bastonetes gram-negativos, aerébios em sua maioria,
gue constituem os principais componentes da flora intestinal humana normal, sendo
relativamente incomuns em outros locais do organismo humano (MURRAY et al,
1992). As bactérias Gram-negativas possuem duas membranas — uma membrana
externa e uma interna (citoplasmética). A membrana externa das bactérias Gram-
negativas evita que certos farmacos e antibioticos penetrem na célula, o que explica
parcialmente a razdo por que sdo habitualmente mais resistentes aos antibiéticos do
gue as bactérias Gram-positivas. A membrana externa das bactérias Gram-
negativas é rica numa molécula chamada lipopolissacarideo. Se uma bactéria Gram-
negativa entra na corrente sanguinea, os lipopolissacarideos podem desencadear
uma grande quantidade de sintomas, incluindo febre alta e uma descida acentuada
da tensdo arterial. Por essa razdo os lipopolissacarideos sédo conhecidos
frequentemente pelo nome de endotoxinas (MERCK, 2010). As espécies de
enterobactérias causadoras de infecgbes hospitalares incluem E. coli, Klebsiella sp.,
Proteus sp., Enterobacter sp. e Serratia marcescens, representando 80% de todos

0os bastonetes Gram-negativos e 50% de todas as bacteremias clinicamente
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significativas isoladas nos laboratérios de microbiologia. A espécie E. coli destaca-
se como responsavel pela maioria das infec¢cdes produzidas por este grupo de
bactérias, principalmente infec¢ces urinarias (MERCK, 2010).

E. coli é um bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, possui exigéncias
nutricionais simples, fermenta a glicose e € oxidase negativa. E encontrada no solo,
na agua e na microbiota de quase todos os animais de sangue quente, incluindo os
seres humanos. Tem sido isolada de diversos sitios do corpo humano, podendo
causar patologias como pneumonias, meningites e infec¢des intestinais. Como parte
da microbiota humana, esse micro-organismo tem papel importante na
contaminacdo fecal dos alimentos. Algumas cepas patogénicas da E. coli podem
produzir uma potente endotoxina, a qual é capaz de causar diarréias severas em
todos o0s grupos etarios. O tratamento destes pacientes infectados com
antimicrobianos é obrigatdrio, pois caso contrério, a infec¢do pode levar-los a morte
(MERCK, 2010).

As cepas de E. coli que causam diarréia sdo atualmente classificadas em
cinco grupos: E. coli enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC),
enteroinvasora (EIEC), enterohemorragica (EHEC) e enteroaderente (EAEC). Nao
ha um teste bioguimico especifico que as diferencie das E. coli presentes em
amostras fecais normais e devem, portanto, ser diferenciadas através de provas
sorologicas, com a caracterizacdo dos antigenos somaticos O e flagelar H das
mesmas (SILVA, 1999). Vale ressaltar que a presenca de E. coli em amostras de
agua, solo, alimento e demais amostras ambientais indica poluicdo fecal (SILVA,
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997).

1.5.2 Staphylococcus

As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus sao patdogenos
humanos amplamente distribuidos na natureza e fazem parte da microbiota normal
da pele e mucosas de mamiferos e aves. Atualmente, o género Staphylococcus é
composto por 27 espécies, sendo frequentemente associadas a uma variedade de
infeccbes de carater oportunista em seres humanos e animais. Entre elas,
destacam-se, em patologia humana, as espécies S. aureus, S. epidermidis, S.
saprophyticus e S. haemolyticus (MURRAY et al., 1992).
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Tradicionalmente, os estafilococos séo divididos em duas categorias com
base na sua habilidade de coagular o plasma (reagéo de coagulase) - estafilococos
coagulase positivos e coagulase negativos. Entre os coagulase positivos, o S.
aureus representa a espécie geralmente envolvida em infecgbes humanas, tanto de
origem comunitaria quanto hospitalar. As espécies coagulase negativas,
denominadas como SCN, s@o hoje também consideradas como importantes
causadoras de infeccao, particularmente no ambiente hospitalar, em pacientes com
as defesas organicas comprometidas ou portadores de corpos estranhos, tais como
proteses, cateteres e enxertos sintéticos. Praticamente quase todas as pessoas
possuem estafilococos coagulase-negativa em sua superficie cutdnea (SILVA,
1999).

As bactérias Gram-positivas possuem parede celular composta por multiplas
camadas de peptidioglicano, &cido teicbicos, apresentam estrutura flagelar,
produzem toxinas, principalmente exotoxinas, séo resistentes a ruptura fisica e
também ruptura da parede celular por lisozimas, sdo altamente sensiveis a penicilina
e as sulfonamidas, apresentam sensibilidade a detergentes aniénicos e resisténcia a
azida sodica e ao ressecamento. Dentre as espécies de bactérias Gram-positivas
mais importantes que podem causar danos patoldgicos estd S. aureus. Embora
encontrada com relativa frequéncia como membro da microbiota normal do corpo
humano, S. aureus é uma das bactérias patogénicas mais importantes, uma vez que
atua como agente de uma ampla gama de infec¢bGes, variando desde aquelas
localizadas, geralmente superficiais, até algumas disseminadas, com elevada
gravidade. Em geral, as doencas causadas por essa bactéria podem ser
classificadas como somente superficiais invasivas ou toxicas, ou ainda apresentar
caracteristicas mistas, toxicas e invasivas. Sua importancia clinica tem variado ao
longo dos anos, tendo crescido particularmente devido ao aumento na ocorréncia de
infeccbes hospitalares graves causadas por amostras multirresistentes (TRABULSI,;
ALTERTHUM, 2008).

S. aureus, coagulase-positivo, sdo cocos Gram-positivos que formam grupos
de cocos em forma de cachos. Sdo catalase positivos e sdo suscetiveis a elevada
temperatura, assim como a desinfetantes e solu¢des anti-sépticas. Sdo encontrados
na orofaringe, trato gastrointestinal e trato urogenital sendo transportados na

superficie cutanea e na nasofaringe (BROOKS et al., 2009).
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S. aureus pode causar doencas devido a producao de toxinas, pela invasao
direta ou por destruicdo do tecido. E o agente mais comum de infec¢Bes piogénicas
gue podem se localizar na superficie da pele formando pus ou em regibes mais
profundas. As infeccbes da pele recebem diferentes designacdes, tais como:
foliculite, furtinculos, carbunculos, conjuntivites, impetigo, sindrome da pele
escaldada, de acordo com a localizagcdo e outras caracteristicas. As infeccdes
profundas sdo de carater mais grave e ocorrem particularmente em individuos
debilitados devido a doencas crbnicas, ferimentos traumaticos, queimaduras ou
imunocomprometidos. Estas infec¢des incluem pneumonias, abcessos profundos,
osteomielites, endocardites, flebites, mastites, meningite e artrite bacteriana. Causa
também, intoxicacdo alimentar devido a ingestdo de alimento contaminado pelas
toxinas estafilococicas A, B, C, D, E, sendo a enterotoxina A mais associada a
intoxicagdo alimentar (MARTINS, 2001).

A transferéncia de S. aureus para um individuo suscetivel pode ocorrer
através de contato direto, através de fomites a exemplo de objetos como macaneta
de portas, que podem por sua vez, tornar-se uma fonte de infeccdo ou através da
ingestdo de alimentos contaminados. Desta forma, por ser comumente encontrado
na flora humana e ser o agente principal das infeccfes estafilocécicas, uma das
formas de evitar sua transferéncia para os alimentos, paciente ou entre os pacientes,
e prevencdo da infeccdo é a adocdo do simples habito de lavar adequadamente as
maos antes de manipular os alimentos e antes e apds o atendimento aos pacientes
(HARVEY, CHAMPE; FISHER, 2008).

1.6 Antimicrobianos e resisténcia bacteriana

Segundo Martins (2001), embora o0 uso de substancias quimicas no
tratamento de doencas infecciosas seja tdo antigo quanto a humanidade, somente a
partir do século XVI, com o desenvolvimento da alquimia, as drogas medicinais
passaram a ser obtidas através de laboratérios.

O desenvolvimento dos antimicrobianos foi um dos maiores feitos da ciéncia
nos ultimos 70 anos. A partir de 1935 com a identificacdo das atividades

antibacteriana das sulfas e, em 1940 com as penicilinas, os antimicrobianos vém
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sendo utilizados para o tratamento de infec¢bes contribuindo significativamente para
a reducéo da morbidade e mortalidade (CRAIG, 2004; FUCHS, 2004).

De acordo com Funchs (2004), os antimicrobianos séo substancias que
provocam morte ou inibicdo do crescimento microbiano. Classificam-se em
antibacterianos, antifingicos, antiprotozoérios, anti-helminticos e antivirais. Quanto a
origem, sdo divididos em antibiéticos, produzidos por micro-organismos (bactérias e
fungos) e quimioterapicos sintetizados em laboratérios (parcial ou totalmente). A
denominacéo antibidtico prevalece na pratica clinica, independentemente da origem
natural ou sintética.

Os antimicrobianos podem atuar de diversas maneiras, interferindo em
processos metabolicos ou em estruturas do micro-organismo. O mecanismo de acao
€ exercido essencialmente por interferéncia na sintese da proteina celular,
alteracbes na permeabilidade da membrana citoplasmética, interferéncia na
replicacdo do cromossomo e interferéncia na sintese protéica (TENOVER, 2006).

Na figura 1, estdo relacionados os antibiéticos e respectivos mecanismos de

resisténcia nos quais estao envolvidos.

Figura 1: Antibioticos e mecanismos de resisténcias envolvidos.

Antibidticos Mecanismo de resisténcia

envolvido

Betalactamicos: penicilinas, cefalosporinas, carbapénicos
Aminoglicosideos
Cloranfenicol

Inativagdo enzimética

Betalactamicos (proteinas ligadoras de penicilinas)
Aminoglicosideos (proteinas ribossémicas)

Quinolonas (DNA girase) Alteracéo do sitio de acao
Macrolideos (RNA ribossémico)

Aminoglicosideos
Quinolonas

Betalactamicos permeabilidade
Cloranfenicol

Diminuicdo da

Quinolonas

L Promocéo de efluxo
Tetraciclinas

Fonte: Adaptado de Martins (2001).
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A parede celular é responsavel pela forma e rigidez a célula bacteriana. Ela
serve como uma barreira osmotica permite que as bactérias retenham nutrientes,
proteinas essenciais e acidos nucléicos no seu interior e mantenham certas
moléculas em seu exterior. A membrana externa tem constituicao diferente conforme
a bactéria seja Gram-negativa ou Gram-positiva. Entretanto, todas tém uma camada
em comum, o peptideoglicano (KOCH, 2003). Nas bactérias Gram-positivas, esse
mucopeptideo compreende 60% da parede celular, sendo o restante constituido de
acidos teoicos, ribonucleato de magnésio e carboidratos. Ja nas Gram-negativas, ele
constitui 10% da parede, formando, entdo, uma camada basal sobre a qual se situa
uma camada externa composta por lipopolissacarideos, fosfolipideos e proteinas
(OPAL; COHEN,1999).

Segundo Fourgeaud; Mainardi; Morel (2002), a sintese do peptideoglicano
ocorre em trés etapas: a primeira ocorre no citoplasma bacteriano e resulta na
formacdo de um derivado do acido N-acetilmuramico, o &cido uridinodifosfato-N-
acetilmuramico. Na segunda etapa da sintese da parede celular ocorre a formacao
de um composto derivado do acido N-acetilmuramico com um pentapeptideo, que
sera transportado por um fosfolipideo para fora da membrana citoplasmatica,
juntamente com moléculas de N-acetilglicosamina. No meio externo ocorrera a
terceira etapa com as reacg0es de transglicosilacao e transpeptidagao.

Proteinas ligadoras de penicilina ou PBPs (Penicillin-Binding Proteins) séo
proteinas situadas na face externa da membrana citoplasmatica, que tém atividade
enzimatica de transglicosidases, transpeptidases, carboxipeptidases e
endopeptidases, e participam na terceira etapa da biossintese das novas moléculas
de peptideoglicano (MAZZEI; PERITI, 1999). Estas PBPs s&o os principais alvos dos
antibioticos beta-lactamicos (penicilinas, cefalosforinas, carbapenémicos e
monobactamicos), os quais inibem sua acéo e, consequentemente, a formacéo do
peptideoglicano havendo lise osmatica (SINGH, 2004).

A membrana citoplasmatica ou membrana interna, como também é chamada,
se localiza abaixo da parede celular, envolvendo o citoplasma onde se encontram as
organelas essenciais para as funcgdes vitais do micro-organismo. Sua constituicdo &
a mesma para bactérias Gram-positivas e negativas. Cerca de 66% de sua
constituicdo sdo proteinas e 33% sao lipideos, principalmente fosfolipideos. Ela
possui permeabilidade seletiva que controla a passagem de soluc¢des para dentro e

fora da célula e também apresenta um sistema enzimatico de transporte ativo. E
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onde ocorre a sintese de ATP por oxidacdo fosforilativa e onde estdo as enzimas
envolvidas na sintese do peptideoglicano (YAO; MOELLERING, 2007).

Alteracbes fisico-quimicas da membrana citoplasmatica levam a morte
bacteriana, pois a permeabilidade seletiva € rompida, havendo a saida de elementos
vitais a célula, como fosfato, ions, purinas e acidos nucléicos, ou entrada de
substancias nocivas ao metabolismo bacteriano. Além disso, a morte celular pode
ocorrer por alteracfes do sistema respiratorio da célula. Existem antibidticos que se
ligam aos constituintes normais da membrana provocando desordem funcional.
Estes sdo o0s mecanismos de acdo das polimixinas e tirotricina (YAO;
MOELLERING, 2007).

Quando as duas fitas da dupla hélice de DNA (acido desoxirribonucléico) sao
separadas, cada uma pode servir como um molde para sintese de uma nova fita
complementar, produzindo duas novas fitas idénticas com orientagdo antipararela.
Este processo é chamado replicacdo e é feito por polimerases. Na replicacéo,
ocorrem dois fendbmenos fisicos: a desnhaturacdo e a renaturacdo da dupla fita, ou
seja, fusdo da dupla fita realizada principalmente pela topoisomerase, e
reanelamento formando uma nova fita (STILLMAN; WAGA, 1998). Antibiéticos que
tém como mecanismo de acéo interferir na replicacdo do DNA atuam, na grande
maioria das vezes, ligando-se a topoisomerase, como no caso das quinolonas e do
acido nalidixico (COZZARELLI; HARDY, 2003).

Segundo Hentze; Sachs; Sarnow (1997), a sintese protéica € um processo
metabdlico, feito a partir de genes cromossomais que envolve trés fases: a iniciacao,
a extensao e a terminacdo (NOLLER, 1984). A iniciagdo envolve a reacdo que
precede a ligacdo entre o primeiro e o segundo aminoacido que irdo formar a
proteina. Ocorre entdo, a ligacdo do ribossomo a sequéncia que precede a regido
codificadora do acido ribonucléico mensageiro (mMRNA) formando um complexo que
contem o primeiro aminoacil RNA transportador (tRNA). A molécula de mRNA possui
coédons, que sdo sequéncias especificas formadas por trés bases. O tRNA possui
anticédons que se ligam aos cédons do mRNA. Os cddons especificam a insercao
na cadeia peptidica em formacao do aminoacido transportador pelo tRNA.

A extensdo envolve todas as reacbfes com adicdo de aminoacidos a
extremidade carboxila da cadeia polipeptidica em formacé&o. Durante esta etapa, 0s
ribossomos movem-se do 5’terminal ao 3’'terminal do mRNA que esta sendo

traduzido. Este processo chama-se translocacdo. A formacdo das ligacdes
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peptidicas € catalizada pela peptidiltransferase. A terminacéo é feita por um cédon
de terminacgdo e é seguida respectivamente pela liberacdo da proteina sintetizada e
pela dissociacdo do ribossomo e do mMRNA (HENTZE; SACHS; SARNOW, 1997).

De acordo com Moellering; Yao (2007), a sintese protéica pode sofrer
interferéncia em vérias fases, como na formacdo dos RNA (RNA mensageiro, RNA
ribossomal e RNA de transporte), na fixagdo do mRNA ou do tRNA ao ribossomo. A
interferéncia na sintese dos RNA € observada com as rifampicinas, que se ligam de
maneira irreversivel a RNA polimerase. Ja o cloranfenicol atua ligandos-e a fracao
30S do ribossomo, impedindo a ligacdo do tRNA, inibindo a acdo da
peptiltransferase. As lincosaminas (clindamicina e lincomicina) atuam da mesma
maneira que o cloranfenicol e o tiafenicol, porém ligam-se a por¢cdo 50S. As
tetraciclinas ligam-se a fracdo 30S impedindo a ligacdo do tRNA e
consequentemente o aporte de aminoacidos. Os macrolideos ligam-se também a
porgdo 50S inibindo a translocacdo do tRNA e bloqueando a unido dos aminoacidos
na formacédo da cadeia peptidica.

Com a descoberta das penicilinas e sua utilizacdo no tratamento das
infeccdes acreditou-se que as doencas infecciosas deixariam de ser um problema na
pratica médica. Pouco tempo apés o inicio da sua utilizacdo, em 1946, cerca de 5%
dos Staphylococcus aureus isolados de pacientes ou portadores eram resistentes a
penicilina. Em 1949, esta resisténcia podia ser notada em 29% dos estafilococos
isolados em hospitais, em 1950, atingia 50% e, em 1959, era cerca de 80% em
hospitais americanos (BAUER; KIRBY, 1960).

Outros antibioticos foram sendo sintetizados, mas sempre surgiam bactérias
gue apresentavam resisténcia aos novos medicamentos. Através de mecanismos de
troca genética, muitas bactérias tornam-se resistentes a varias classes de
antimicrobianos. E emergéncia de cepas de bactérias multirresistentes é
consequéncia natural da pressao seletiva resultante do uso dos antimicrobianos,
sendo um problema cada vez mais preocupante (WHITE et al., 2000; FRIDKIN et al.,
2002; PATRICK et al., 2004; RUTTIMANN et al., 2004).

Uma bactéria € considerada resistente a um determinado antimicrobiano
quando a concentracdo inibitéria minima definida in vitro ndo pode ser obtida no
plasma do paciente (TAVARES, 2002; FUCHS, 2004). Ja o conceito de bactéria
multirresistente ndo € unanime. Segundo as diretrizes do CDC (Centers for Disease

Control and Prevention), a definicdo de multirresisténcia € arbitraria, dependendo
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das necessidades e perfil de sensibilidade de cada instituicdo (SHLAES et al., 1997).
Um critério comumente utilizado é a resisténcia a dois ou mais farmacos de classes
distintas, para os quais as bactérias sao originalmente sensiveis (COUTO, 2003).

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos de primeira escolha tem
aumentado consideravelmente. Sao exemplos de bactérias multirresistentes a
Klebsiella spp e Escherichia coli produtora de beta-lactamase de espectro estendido
ou que apresentam resisténcia as cefalosporinas de terceira geracao,
Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA), Enterococcus spp resistentes a
vancomicina, Acinetobacter spp sensivel a carbapenémicos (SEGAL-MAURER,;
URBAN; RAHAL, 1996; HARBARTH et al, 2001). Pseudomonas spp resistentes a
aminoglicosideos, carbapenémicos e/ou cefalosporinas (HARBARTH et al, 2001) e
Enterobacter spp resistentes a beta-lactamases de espectro estendido (CONLY,
2002).

Muitos mecanismos de resisténcia bacteriana tém sido descritos na literatura
(MUTO et al, 2003). Algumas espécies bacterianas sao consideradas naturalmente
resistentes a uma ou mais classes de agentes antimicrobianos, normalmente porque
elas ndo possuem o alvo molecular para acdo do farmaco ou entdo séao
impermeéveis a ele, resisténcia primaria (TENOVER, 2006; LIM; WEBB, 2005) e
somente concentragdes excessivamente altas exerceriam efeito sobre elas. Nesses
casos, a tendéncia é que todas as espécies sejam resistentes a todos o0s
antimicrobianos daquela classe (TENOVER, 2006). A resisténcia fisiologica ocorre
em condicOes especiais de crescimento bacteriano, como os biofilmes, pela adeséao
das bactérias nas superficies, dificultando a penetracdo dos antimicrobianos e
originando ambiente para as trocas genéticas entre as bactérias (FUCHS, 2004). Por
outro lado, a resisténcia adquirida ocorre através de mutacdo ou através da
aquisicdo de novo material genético transportado por elementos moveis tais como
plasmideos e transposons (LIM; WEBB, 2005). A resisténcia adquirida (secundaria)
pode resultar do uso continuado de antimicrobianos, onde as bactérias que
inicialmente eram sensiveis a um determinado antimicrobiano tornam-se resistentes
através de mutacgéo ou transferéncia horizontal de material genético (SHLAES et al,
1997; FUCHS, 2004; TENOVER, 2006).

Os mecanismos de resisténcia adquirida sdo variados e incluem alteracdo nos
receptores dos farmacos, reducdo da permeabilidade da membrana celular,

eliminacao do farmaco por bomba de efluxo e inativacao de farmacos (CRAIG, 2004;
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LIM; WEBB, 2005). Estes mecanismos geralmente agem sinergicamente para
produzir um fendtipo resistente quando somente um mecanismo simples ndo seria
suficiente. Além disso, presséo seletiva pode resultar no agrupamento de diversos
genes resistentes em um Unico pacote de material genético permutavel. Isso é
especialmente comum em organismos Gram-negativos resistentes (LIM; WEBB,
2005).

Segundo, Lim; Webb (2005), a resisténcia aos antimicrobianos por alteracdes
no seu receptor geralmente é adquirida por mutacdo cromossdmica, sendo pouco
frequente a participacao de plasmideos, tanto entre bactérias Gram-positivas quanto
nas Gram-negativas. Este mecanismo inclui qualquer modificacdo do alvo do
antimicrobiano causando afinidade reduzida para o farmaco, ou a troca de alvo por
outro caminho.

A resisténcia aos antibiéticos beta-lactdmicos observada em cepas de
Enterococcus spp e Streptococcus spp pode ser devida a diminuicdo da afinidade
destes antibiéticos pelas proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs), sitio natural de
acao dos beta-lactamicos (JACOBY, 1999). Também pode haver producdo de uma
PBP adicional com pequena afinidade de ligagdo aos antibiéticos, como observado,
por exemplo, em cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistente e
Staphylococcus coagulase negativa nos quais ocorre o surgimento de uma nova
PBP-2, a PBP-2’ ou PBP-2a, que substitui a acdo das PBPs-1, 2 e 3 (ARCHER;
CLIMO, 1994; HIRAMATSU, 2001).

A resisténcia as fluoroquinolonas resulta de mutagdo em genes
cromossdmicos, ndo sendo conhecida resisténcia mediada por plasmideos. Em
consequéncia, formam-se DNA girase modificadas, seja em sua subunidade A ou na
subunidade B, ou altera¢des nas subunidades ParC e ParE das topoisomerases 1V,
as quais ndo mais se ligam aos antimicrobianos ativos (CHAMBERS, 1997).

A substituicdo dos receptores alvos do antimicrobiano por um caminho
alternativo é melhor ilustrada pelo ERV, onde um novo substrato para a sintese da
parede celular (D-alanina e D-lactato) é usado, ndo sendo afetado pela vancomicina
(CETINKAYA; FALK; MAYHALL, 2000).

A redugdo da permeabilidade da membrana celular geralmente acontece
sinergicamente com outros mecanismos, como a inativacdo de farmacos, para
produzir resisténcia clinica quando nenhum dos dois individualmente poderia fazé-lo

(LIM; WEBB, 2005). O mecanismo que influencia a penetracdo dos antibioticos do
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meio externo para o meio intracelular relaciona-se a existéncia de porinas nas
membranas, ao tamanho das moléculas do antibidtico e a sua hidrofilia, de tal
maneira que seja possivel a passagem do farmaco através dos poros (NIKAIDO,
1989). A hidrofobia dos antimicrobianos explica a resisténcia intrinseca observada
em muitas bactérias Gram-negativas, tais como Stenotrophomonas maltophilia e
Pseudomonas aeruginosa (LIM; WEBB, 2005).

A resisténcia por alteracdes na permeabilidade aos antimicrobianos pode ser
adquirida mediada por genes de localizacdo cromossdémica ou plasmidial, sendo
que, mutacdo no cromossomo bacteriano tem pequena expressdo clinica. Sua
ocorréncia tem sido descrita no Mycobacterium tuberculosis resistente a isoniazida,
nas Pseudomonas aeruginosa e enterobactérias resistentes as quinolonas e em
algumas cepas de Neisseria gonorrhoeae resistente as penicilinas e a eritromicina.
Também foram descritas cepas de Escherichia coli e de Pseudomonas aeruginosa
resistente a ampicilina e carbenicilina respectivamente, cuja resisténcia resultou de
mutacfes que provocaram alteracdes nas porinas, impedindo a difusdo dos
antimicrobianos para o espaco periplasmatico. Também ja foi relatada a resisténcia
devida & auséncia de porinas (TAVARES, 2002).

A resisténcia por alteracdo na permeabilidade adquirida por mutacdo passou
a ter, nos dias atuais, importancia maior ao se descrever cepas de Staphylococcus
aureus resistentes aos glicopeptideos. Estas bactérias mostram-se resistentes aos
glicopeptideos provavelmente por apresentarem espessamento da parede celular,
resultante do aumento de sua sintese provocada por um maior nimero de proteinas
ligadoras de penicilina. E possivel, também que a resisténcia dos estafilococos aos
glicopeptideos seja decorrente do aprisionamento destes antibidticos por residuos
de mucopeptideo produzido em excesso, com isso reduzindo a quantidade do
antibiotico que chega ao seu local de acdo na membrana citoplasmatica (HANAKI et
al., 1998; HIRAMATSU; HANAKI, 1998).

A resisténcia devida a alteracdo na permeabilidade promovida por genes
plasmidiais é pouco frequente. Sua ocorréncia € descrita em Pseudomonas
aeruginosa resistente a beta-lactamicos e ao cloranfenicol e em cepas de
Escherichia coli e de Haemophylus influenzae resistente ao cloranfenicol. E também
vista em raras cepas de pneumococos que apresentam resisténcia mudaltipla
(BENVENISTE; DAVIES, 1973; SHAW, 1984).
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A resisténcia as sulfonamidas, observada em alguns bacilos Gram-negativos,
e a resisténcia da Pseudomonas aeruginosa aos aminoglicosideos é também
atribuida a diminuicdo da permeabilidade mediada por fatores R (plasmideo de
resisténcia). Neste Udltimo caso, ndo estd claro se a reduzida penetracdo do
antibiético se deve a uma impermeabilidade propria das membranas ou a alteracdes
no sistema de transporte destes antibiéticos (RICE; BONOMO, 2007).

O mecanismo da impermeabilidade aos farmacos pode ser um dos fatores
responsaveis pela resisténcia de Staphylococcus aureus a meticilina, das bactérias
anaerObias aos beta-lactamicos e dos bacilos Gram-negativos as quinolonas.
Resulta de alteragcdes nas porinas das membranas externas, com isso havendo o
bloqueio da penetracdo dos farmacos em seu local de acdo (LEUNG; WILLIAMS,
1978; NORD et al., 1985).

O efluxo de farmacos € a remocéo ativa do farmaco antes que ele se ligue ao
receptor alvo (LIM; WEBB, 2005). As bombas de efluxo pode ser substrato-
especificas como sistemas de efluxo de tetraciclina e de macrolieos. Outras atuam
com antibioticos de classes diferentes, como o sistema MexABOprM que pode
exportar uma larga gama de substratos, produzindo resisténcia cruzada a uma
grande numero de agentes estruturalmente ndo relacionados (POOLE, 2000;
POOLE, 2000). Este sistema foi identificado na Pseudomonas aeruginosa, onde a
proteina MexB é uma bomba citoplasmatica de amplo espectro, a proteina OprM
forma um poro que fornece um portal através da membrana externa e a proteina
MexA liga fisicamente estes componentes(LIM; WEBB, 2005).

Segundo Livermore (2001), o sistema confere resisténcia a penicilina,
cefalosporinas, fluoroquinolonas, tetraciclina e cloranfenicol. A combinac¢do do
operon MexABOprM com perda de OprD produz resisténcia ao meropenem além do
imipenem, apesar de ndo ser o mecanismo de efluxo o Unico responsavel pela
resisténcia de carbapenémicos em Pseudomonas aeruginosa.

Mecanismos de efluxo de multi-farmacos tém sido identificados em outros
organismos incluindo as Enterobacteriaceae. A mutacdo do loco cromossdémico
nomeada MAR (resisténcia a multiplos antibidticos), que regula a susceptibilidade a
antimicrobianos nao relacionados, resulta em uma combinacdo de efluxo ativo e
baixa-regulacdo do canal dos poros OmpF (LIM; WEBB, 2005).

A inativacdo de farmacos intimicrobianos por enzimas produzidas pelas

bactérias é provavelmente o principal mecanismo molecular de resisténcia
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microbiana. Foi inicialmente descrita por Abraham e Chain, em 1940, ao
demonstrarem em extratos de Escherichia coli uma enzima capaz de inativar a acao
da penicilina, a qual denominaram penicilinase. Esta enzima atua sobre o anel beta-
lactdmico da penicilina, provocando a abertura do anel por hidrélise e transformando
o antibiotico em um produto inativo. Com a introducéo das cefalosporina, na década
de 60, o termo cefalosporinase passou a ser empregado para designar as enzimas
gue hidrolisavam este novo grupo de antibioticos beta-lactamicos.

Subsequentemente verificou-se que as bactérias podiam produzir enzimas
hidroliticas tanto contra as penicilinas como contra as cefelosporinas, passando-se a
empregar o termo beta-lactamase para nomear as enzimas contra antibiéticos beta-
lactamicos (TAVARES, 2002; LIM; WEBB, 2005).

Mais recentemente, verificou-se que a resisténcia associada a producao de
beta-lactamases podia ocorrer sem haver a destruicdo das penicilinas e
cefalosporinas. Neste tipo de resisténcia, a interacdo entre a enzima e o0 substrato
resulta em bloqueio da acdo do farmaco, sem haver sua hidrélise. Por isso, este
mecanismo de acdo enzimatica € denominado barreira ndo-hidrolitica (TAVARES,
2002).

Um terceiro tipo de resisténcia por inativagdo enzimatica consiste na
modificacdo de antibiéticos das familias dos aminoglicosideos, do cloranfenicol e da
fosfomicina por enzimas produzidas pela bactéria resistente. Desta maneira, 0s
farmacos modificados tornam-se incapazes ou tém dificuldade em penetrar na célula
bacteriana ou, entdo, perdem sua afinidade pelo seu receptor (BENVENISTE;
DAVIES, 1973).

A primeira beta-lactamase foi descoberta no Staphylococcus aureus. Hoje,
essas enzimas produzem mais comumente resisténcia em patdégenos Gram-
negativos. As bactérias Gram-negativas naturalmente produzem uma grande
variedade de beta-lactamases, algumas sdo cromossomicamente codificadas e
outras residem nos plasmideos. A primeira beta-lactamase mediada por plasmideo,
TEM-1, foi originalmente isolada em Escherichia coli nos anos 60 e em poucos anos
disseminou-se em varias espécies de Enterobacteriaceae e Pseudomonas spp
(BRADFORD, 2001). Esta beta-lactamase é ativa contra todas as penicilinas, mas
ndo contra cefalosporina (WATERER; WUNDERINK, 2001). Através da substituicdo
de aminoacidos, o espectro de atividade enzimatica aumentou de forma a incluir

cefalosporinas de terceira geracdo de amplo espectro. Estas enzimas sao
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coletivamente conhecidas como beta-lactamases de espectro estendido. Mas de 150
beta-lactamases de espectro estendido foram identificadas no mundo inteiro em
muitas espécies diferentes (BRADFORD, 2001). Algumas delas sao
cefalosporinases especificas sendo que algumas tém uma atividade maior, enquanto
que outras sdo resistentes aos inibidores de beta-lactamases, (isto é, acido
clavulanicos e tazobactam). Apesar de a maioria das beta-lactamases de espectro
estendido permanecer susceptivel aos inibidores das beta-lactamase, foram
identificadas cepas com alta resisténcia as cefalosporinas de terceira geracado que
nao sao afetadas por inibidores de beta-lactamase (NORDMANN, 1998).

Andreotti, 2003 afirma que a presenca de linhagens multirresistentes pode
representar risco a saude publica se atingirem o sistema de abastecimento de agua.
Desta forma, a circulacdo de genes de resisténcia nas aguas representa um fator de
risco para 0s usuarios e para os consumidores destas aguas, uma vez que genes
das linhagens multirresistentes podem atingir o homem por via direta ou indireta.

Assim, a possibilidade de disseminacdo de bactérias resistentes entre
diferentes paises, as relagdes entre resisténcia e viruléncia e os respectivos efeitos
sobre a evolucdo bacteriana, aliados a dificuldade da industria em desenvolver
novos antimicrobianos na velocidade em que a resisténcia se estabelece, sao
constatacfes que fazem do controle da resisténcia um enorme desafio (VIEIRA,
2003).

O uso excessivo de antimicrobianos favoreceu a selecdo de organismos
resistentes, que vém se disseminando rapidamente, em diversos ambientes. Assim
sendo, a disseminacdo e o crescente aumento da resisténcia bacteriana tornou-se
uma questdo emergente de saude publica, justificando-se a necessidade de
conhecer a susceptibilidade dos micro-organismos comumente causadores de
infeccdes hospitalares (P. aeruginosa e S. aureus) isolados de amostras de agua
para consumo humano (MACHADO, 2004).

1.7 Métodos e técnicas para detec¢cao de micro-organismos

Serdo descritos os métodos diretos mais comumente utilizados para a
deteccdo dos micro-organismos a partir de amostras de aguas, de alimentos e

amostras clinicas, os quais baseiam-se na capacidade de multiplicacdo dos micro-
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organismos quando transferidos para um meio de cultura que pode ser liquido ou

solido.

1.7.1 Técnica de tubos multiplos

E um método de andlise qualitativa e quantitativa que permite determinar o
namero mais provavel (NMP) dos micro-organismos de interesse, pela estimativa da
densidade de bactérias em uma amostra, calculada a partir dos resultados positivos
obtidos por diluicbes sucessivas da amostra e distribuicdo de aliquotas em uma
série de tubos contendo meios de cultura seletivos e diferenciais. Neste método, a
cultura é diluida até um ponto em que as amostras da diluicdo, quando semeadas
em meio apropriado, ndo apresentem crescimento (CETESB,1998). O método se
baseia em testes presuntivos e confirmativos e os resultados sdo obtidos por meio
de tabelas do Standard Methods (APHA, 2005), correspondente as diluicbes
utilizadas.

1.7.2 Técnica de presenca e auséncia

O teste de presenca/auséncia ndo objetiva quantificar os micro-organismos
nas amostras, mas sim verificar sua presenca num determinado volume. Sua
principal aplicagdo é na andlise de aguas destinadas ao consumo humano, para as
quais a legislacao brasileira através da Portaria n° 518/2004 do Ministério da Saude,
estabelece como padrdo a auséncia de coliformes totais e termotolerantes em 100
mL da amostra (BRASIL, 2004). E mais simples, rapida e econdmica do que a
técnica de tubos mudltiplos. Pode ser realizada com meios de cultura diferenciais e
presuntivos ou com meios que incorporam substrato cromogénicos e fluorogénicos,

como o colilert, dentre outros (ITAL, 2000).

1.7.3 Plagueamento em meio soélido

Segundo Trabulsi e Alterthum (2008), neste método, aliquotas de diluicdes
seriadas da amostra sdo semeadas em meios de cultura sélidos adequados e

incubadas de maneira a permitir o desenvolvimento de colbnias (unidades
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formadores de coldnias — UFC) isoladas. Estas sdo contadas e, apds considerada a
diluicdo, obtém-se o nimero de bactérias viaveis por mililitro na suspenséo original
ou, como mais adequadamente se designa, o niumero de unidades formadoras de
colénias (UFC/mL). Conforme consta no manual do ITAL (2000), o plagueamento

em meio solido pode ser em superficie ou em profundidade.

1.7.3.1 Plagueamento em superficie (“spread plate”)

Técnica que quantifica os micro-organismos a partir da inoculacdo das
amostras sobre a superficie de um meio sélido (agar). Limita o volume inoculado a
0,1 mL da amostra ou suas diluicbes, mas permite uma melhor visualizacdo das
caracteristicas das colbnias na superficie, além de facilitar sua transferéncia para

outros meios de cultura.

1.7.3.2 Plagueamento em profundidade (“pour plate”)

Permite a inoculacdo da amostra ou suas diluicGes e € indicado para a analise
de amostras com contagens acima de 10%/mL.

E uma técnica geral de enumeracdo de micro-organismos que pode ser
utilizada tanto para bactérias heterotréficas como para a contagem de outros grupos,
géneros ou espécies de micro-organismos. Essa versatilidade é decorrente do
principio do método que se baseia na premissa de que cada célula microbiana
presente em uma amostra, quando fixada em um meio de cultura sélido adequado,
ird formar uma colbnia visivel e isolada.

E também conhecida como contagem padrdo em placas e muito utilizada para
estimar o niamero de bactérias heterotroficas na agua, particularmente como uma
ferramenta para acompanhar as variacbes nas condicbes de processo ou a
eficiéncia das diversas etapas de tratamento, permitindo ainda verificar as condicbes

higiénicas em diferentes pontos da rede de distribuic&o.
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1.7.4 Técnica de membrana filtrante

E uma metodologia de concentragdo de micro-organismos indicada para
amostras nas quais se espera auséncia ou contagens muito baixas dos micro-
organismos em estudo, fora do limite de detec¢do das técnicas de plagueamento
convencionais e de outros métodos. Por este motivo, sua principal aplicacdo é a
analise de agua destinada ao consumo humano, embora possa ser utilizada para
outros tipos de agua selecionando-se volumes adequados a concentracdo dos
micro-organismos presentes (ITAL, 2000).

E um método de andlise quantitativo que permite determinar o nimero de
unidades formadoras de colénias (UFC) dos micro-organismos alvos na amostra,
baseado na filtracdo de um volume adequado da amostra através de um filtro
membrana. E utilizada para a andlise de coliformes, P. aeruginosa, Enterococcus e
C. perfringens.

Esta técnica baseia-se na filtracdo de volumes adequados da amostra de
agua, através de membrana filtrante com porosidade adequada. As bactérias a
serem detectadas apresentam dimensdes maiores e ficardo retidas na superficie da
membrana a qual é entdo transferida para uma placa de Petri contendo o0 meio de
cultura seletivo e diferencial. Por capilaridade, o meio difunde-se para a membrana,
entrando em contato com as bactérias e, apos o periodo determinado de incubacéao,
desenvolvem-se coldnias com caracteristicas tipicas, que poderdo ser observadas
com o auxilio de um microscopio. A partir da contagem destas colbnias, calcula-se a

densidade de coliformes presentes na amostra (CETESB, 1993).

1.7.5 Métodos rapidos de deteccao e identificacdo de bactérias

Contrastando com o0s procedimentos convencionais, dependentes de
crescimento para identificacdo de bactérias, o uso de provas com substratos
cromogénicos de enzimas, permite ao laboratério identificar numerosas espécies de
micro-organismos de modo rapido. Substratos cromogénicos de enzimas detectam
enzimas pré-formadas nas bactérias e permitem a identificacdo rapida de micro-
organismos especificos em comparacdo com os métodos classicos de identificacao,

gue incluem o crescimento em meios seletivos e diferenciais, as caracteristicas das
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colonias e a morfologia celular em esfregacos corados por Gram (SCHAECHTER et
al., 2002). As principais técnicas rapidas de deteccdo e identificacdo de bactérias

sSao:

1.7.5.1 Técnica de substratos cromogénicos

Técnica de identificacdo rapida de espécies bacterianas pela deteccdo de
caracteristicas fenotipicas. Baseia-se na sintese de compostos incolores que
originam produtos de hidrdlise coloridos diretamente ou apds adicdo de um
reagente. Os substratos enzimaticos comumente utilizados para identificacdo de
bactérias sdo as enzimas glicosidase e aminopeptidase.

1.7.6 Provas bioquimicas

As provas bioguimicas sdo amplamente utilizadas para diferenciar e identificar
bactérias por meio de suas atividades enziméticas. Algumas das principais provas
bioquimicas normalmente utilizadas para identificacdo dos micro-organismos de
interesse médico e indicadores ambientais sdo: meio de Rugai modificado, indol,
degradacdo da uréia, motilidade, sulfeto de hidrogénio, citrocromo oxidase,
coagulase, prova de oxidacao/fermentacéao (O/F) e fermentacdo do manitol.

Além dessas provas, outra prova rotineiramente utilizada antes de qualquer
prova bioquimica para identificacdo dos micro-organismos € a coloracdo de Gram,
gue se caracteriza pela coloracdo diferencial dos mesmos, através da qual as
bactérias sdo classificadas em Gram-positivas ou Gram-negativas, dependendo da
retengd@o ou ndo do corante cristal-violeta em sua estrutura (ANVISA, 2004).

1.8 Determinacgao da susceptibilidade aos agentes antimicrobianos

A determinacdo da susceptibilidade aos agentes antimicrobianos pode ser
determinada direta ou indiretamente. A determinacao direta € feita pelos chamados
métodos de diluicdo e a indireta pelo método de difusdo em placa (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).
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Método de diluicdo: método quantitativo que consiste no preparo de diluicbes
sucessivas do antimicrobiano a serem testadas em tubos contendo caldos de
cultura, onde sera entdo inoculada a suspensao bacteriana padronizada do micro-
organismo em estudo. Apoés a incubacéo, deve-se verificar a menor concentracdo do
antimicrobiano que inibiu o crescimento bacteriano. Esta concentracdo é
denominada concentracao inibitéria minima — CIM (TAVARES et al., 2001).

Método de difusdo em placa: método qualitativo consiste na deposicao de um
disco de papel impregnado com o antimicrobiano no meio de cultura solido e em
placa previamente semeada com suspensdo da bactéria em estudo. A droga
aplicada difunde-se no meio de cultura e o crescimento bacteriano podera ser
inibido, formando-se entdo um halo de inibicdo em torno do disco (zona onde nédo ha
crescimento bacteriano), cujo diametro varia de acordo com a velocidade de difusao
do antimicrobiano. Os halos s&o medidos e os resultados sao reportados como
sensivel, intermediario (moderadamente resistente) ou resistente (TAVARES et al.,
2001).

O método de difusdo em placa pode ter numerosas variaveis, de acordo com
a tecnologia empregada. Para que os resultados obtidos entre os diferentes
laboratérios sejam comparados, foi padronizada internacionalmente, a técnica
descrita por Bauer e Kirby. Nesta técnica sdo estabelecidas normas para as
concentracfes a serem utilizadas nos discos de cada antimicrobiano, padronizacao
do inéculo bacteriano testado e tipo de meio de cultura a ser utilizado (SILVA, 1999).

Para o isolamento e a identificagdo dos micro-organismos indicadores de
contaminagcdo e patogénicos nas amostras de agua, deve-se analisar qual destas
técnicas é a mais adequada.

A cidade de Boa Vista, capital do estado de Roraima, possuia em 2010,
sessenta e uma escolas (61) na zona urbana, que atendia a 49.981 alunos, sendo
32.327 do ensino fundamental, 9.777 do ensino médio, 413 da educacéo especial e
7.464 da educacdo de jovens e adultos, distribuidas em 33 bairros. Das 61 escolas
da capital, 63,9%, sdo abastecidas com agua apenas clorada e 36,1%, sao
abastecidas com agua que recebem tratamento completo. (RORAIMA, 2011).

O abastecimento de agua, esgoto domiciliar e coleta de lixo sdo importantes
indicadores de condigbes ambientais e de qualidade de vida da populacdo de uma
regido. O fornecimento de agua potavel na cidade de Boa Vista, capital do Estado de

Roraima, € constituido por dois sistemas de abastecimento: captacdo superficial das
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aguas do Rio Branco, localizado no bairro Sdo Pedro, que através de duas adutoras,
encaminham a agua bruta para as duas estacdes de tratamento de aguas (ETA) e
captacdo subterranea realizadas em diversos bairros da cidade: Buritis, Carana,
Pintolandia, Tancredo Neves e Jardim Equatorial, através de 68 pocos tubulares
instalados. As 4guas bombeadas destes pocos recebem cloracdo antes de serem
encaminhadas para abastecimento.

De acordo com dados fornecidos pela CAER/RR no municipio de Boa Vista,
em 2009, 67 mil domicilios encontravam-se ligados a rede geral de abastecimento
de agua, beneficiando 259 mil pessoas (98% da populacdo da capital), com um
volume de 36 milhdes de m*ano de agua tratada.

Na verdade, ndo se sabe a qualidade de agua nos reservatorios domiciliares,
de onde o produto é realmente consumido pela populacdo. A qualidade da agua
também pode decair no sistema de distribuicdo pela intermiténcia do servico, baixa
cobertura de distribuicdo de &gua, manutencdo deficiente, entre outros. Nos
domicilios os niveis de contaminacdo podem se elevar pela precariedade das
instalacdes hidraulico-sanitarias, pela falta de manutencéo das caixas-d’agua e pelo
munuseio inadequado da agua (D’AGUILA et al., 2000).

O tratamento da agua apesar de reduzir a carga microbiana, ndo elimina
algumas bactérias, principalmente as resistentes a antibiéticos e niveis elevados de
bactérias heterotréficas, especialmente as resistentes a multiplos antibidticos com
possiveis infeccdes oportunistas, podem representar riscos para a saude dos
individuos com pouca idade, os imunologicamente debilitados, os idosos, 0s
transplantados, as gestantes, os portadores de doencas imunossupressoras, além
de pessoas submetidas a quimioterapia (BRASIL, 2006).

Boa parte da populacdo do Estado de Roraima conta com sistema de
abastecimento de agua tratada. Mesmo assim, o consumo de agua engarrafada tem
crescido muito, pelo fato da populagéo desconfiar que o tratamento da agua, apesar
de reduzir a carga microbiana, ndo elimina as bactérias resistentes a antibiéticos, o
gue pode contribuir para a disseminacao destes organismos e /ou dos seus genes.

No nosso estado e em particular em Boa Vista — RR, sdo poucos as
pesquisas sobre o perfil de resisténcia a antimicrobianos de bactérias isoladas em
amostras de aguas, nesse sentido acreditamos que esta pesquisa ira fornecer uma
série de informagBes que poderdo contribuir para um melhor redirecionamento das

politicas publicas de saude do estado de Roraima.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar microbiologicamente e determinar os riscos da presenca de bactérias
heterotréficas em amostras de aguas consumidas nas escolas estaduais de Boa
Vista — Roraima.

2.2 Objetivos especificos

Detectar e quantificar micro-organismos indicadores de qualidade de agua
nas amostras de aguas coletadas nas escolas estaduais localizadas em Boa Vista —
RR.

Isolar as bactérias heterotréficas;

Testar a sensibilidade das bactérias isoladas aos antibiéticos;

Classificar as bactérias quanto a resisténcia a multiplos antibioticos;

Enquadrar as amostras de agua na legislacao pertinente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

Foram visitadas 20 escolas publicas localizadas em Boa Vista, as quais
atendiam um total de 21.917 alunos. As escolas foram divididas em 2 grupos: as que
recebem agua com tratamento completo e as que recebem agua clorada. As
escolas, as localizacbes e os pontos onde as amostras de aguas foram coletadas

encontram-se nas figuras 2 e 3.

Figura 2 — Escolas, localiza¢des e pontos, onde as amostras de agua que recebem

agua com tratamento completo foram coletadas.

Escola Bairro Pontos
Gongalves Dias Canarinho le2
Penha Brasil Aparecida 3e4d
Hildebrando F. Bittencourt dos Estados 5e6
Ana Liboria Mecejana 7e8
Ayrton Senna Centro 13e14
Monteiro Lobato Centro 35e 36
Oswaldo Cruz Centro 37e38
Euclides da Cunha Centro 39e40

Fonte: Roraima, 2010

Figura 3 — Escolas, localizacGes e pontos, onde as amostras de agua que recebem

agua clorada foram coletadas.

Escola Bairro Pontos
Tancredo Neves Tancredo Neves 9e10
Jesus Nazareno Carana 11e12
Maria das Dores Brasil 13 de setembro 15e 16
América Sarmento Silvio Botelho 17e18
Severino Cavalcante Silvio Botelho 19e 20
Jaceguai Cunha Asa Branca 21e 22
Major Alcides Asa Branca 23e24
Wanda D. Aguiar Raiar do Sol 25e 26
Luiz R. Lucena Nova Cidade 27e28
Elza Breves Conjunto cidadao 29e 30
Luiz R. de Lima Equatorial 31e32
Hélio Campos Silvio Leite 33e 34

Fonte: Roraima (2010).
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3.2 Amostragem

Este trabalho foi desenvolvido durante o periodo de outubro de 2010 a abril
de 2011, no Laboratoério de Microbiologia do Centro de Estudos da Biodiversidade —
CBio da Universidade Federal de Roraima e no Laboratério Central — LACEN, de
Roraima

As amostras foram coletadas em vinte (20) escolas estaduais localizadas em
Boa Vista — RR, sendo selecionadas aquelas com o0s maiores contingentes de
alunos, localizacdo e tipo de tratamento que a agua recebe. Foram escolhidas 12
escolas que recebem &agua com tratamento completo (coagulacéo, floculacéo,
decantacéao, filtracdo, correcdo de pH, cloracao e fluoretacdo) e 8 que recebem agua
clorada e a localizacdo, visando obter-se maior abrangéncia na distribuicdo
geograficas das escolas. O intervalo entre a primeira e a segunda coleta teve a
duracéo de trés meses.

A primeira coleta ocorreu entre 18/10/2010 a 20/12/2010, quando foram
realizadas coletas em um bebedouro central, o mais utilizado pelos alunos e outra
na torneira da copa de cada escola, perfazendo um total de 40 amostras de agua. A
segunda coleta foi realizada no periodo de 17/01/2011 a 11/04/2011, quando foram
realizadas novas coletas nos bebedouros e nas torneiras da copa das mesmas
escolas da primeira campanha, obtendo-se mais 40 amostras de agua, totalizando
80 amostras, sendo 40 da agua dos bebedouros e 40 da &gua das torneiras das
copas.

As amostras foram coletadas no periodo da manhd, acondicionadas em
frascos de polietiieno, com capacidade para 125 mL, previamente esterilizados
contendo 0,01 mL (2 gotas) de tiossulfato de sddio (Na,S,03) a 10% para neutralizar
o cloro residual da agua dos bebedouros e das torneiras das copas.

O mapa com a localizagdo das escolas estaduais onde foram realizadas as

coletas das amostras de agua pode ser visto na figura 4.
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Figura 4 — Mapa com a localizagéo das escolas estaduais onde foram realizadas as

coletas das amostras de agua.
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Antes de coletar as amostras de agua, as torneiras foram limpas com algodao

embebido em alcool 70% sendo que permitiu-se o escoamento de agua por 2 a 3

minutos. Os frascos foram preenchidos com aproximadamente 100 mL de agua e

posteriormente realizou-se a identificacdo dos mesmos. Os frascos foram marcados
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com os numeros das amostras, correspondente aos pontos das coletas e finalmente
foram preenchidas as fichas de identificagdo das amostras de 4guas. Na figura 5

esta representado o procedimento para coleta de amostra de 4gua em torneira

Figura 5 — Procedimentos para coleta de amostra de agua em torneira

<> T ] > £
1 |
Algoddo/alcoo | | 1a2 4100 ml

I minutos ‘ )

- A,
fs” -Tampar ﬁ
1 Sabao ‘ —

O @ S -

Transportar — Ficha de Local, hora, data
processamento — identificagcao € numero.
Cbio - UFRR '

Fonte: OMS (1998).

Apos o procedimento de coleta, os frascos foram acondicionados em caixa
isotérmica contendo gelo e transportados imediatamente ao laboratorio de
Microbiologia do Centro de Estudos da Biodiversidade — CBio da Universidade
Federal de Roraima - UFRR, onde foram processadas. Todas as amostras foram

analisadas quanto a presenca de coliformes totais, coliformes termotolerantes e

bactérias heterotroéficas.

3.3 Andlises bacterioldgicas

As técnicas adotadas, para quantificar os coliformes totais e termotolerantes e
bactérias heterotréficas nas amostras de agua, sdo as preconizadas no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastwater (APHA, 2005), conforme

descritas a seguir.
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3.3.1 Deteccéo de coliformes

Para a determinacédo dos coliformes foi utilizada a técnica dos tubos multiplos,

com trés diluicdes (10, 10, 10™") e séries de cinco tubos de acordo com as
recomendacgfes para as andlises de agua utilizada para consumo humano. O
esquema 2 mostra como é realizada a técnica da fermentagcdo em tubos multiplos.
A agua de diluicao foi preparada da seguinte forma: em um tubo de ensaio contendo
9 + 0,2 mL de solucéo salina a 0,85% foi adicionado 1 mL da amostra de agua a ser
examinada, em seguida foi retirado da diluicho com auxilio de uma pipeta
esterilizada, 1 mL e inoculado nos tubos contendo caldo lactosado de concentragcao
simples, diluicdo 1:100).

Para a realizacao do teste foram utilizados 15 tubos de ensaio, distribuidos de
5 em 5, nos primeiros 5 tubos, que contem caldo lactosado de concentracédo dupla,
foram inoculados com auxilio de uma pipeta esterilizada, 10 mL da amostra de agua,
em cada tubo, figura 6. Nos 10 tubos restantes, os que contém caldo lactosado de
concentracdo simples, foram inoculados nos 5 primeiros, 1 mL da amostra de agua
(diluicdo 1:10) e nos 5 ultimos tubos, foram inoculados 1 mL da diluicdo 1:100

descrita acima.

Figura 6 — Teste presuntivo: tubos com caldo lactosado para coliformes totais.

O esquema da realizacdo da técnica da fermentacdo em tubos mdultiplos associada

ao Numero Mais Provavel se encontra na figura 7.



49

Figura 7 — Técnica da fermentacdo em tubos multiplos.

Amostra de agua

Presuntivo \

1.Caldo lactosado
35°C/24-48h

Confirmativo

2. Caldo verde brilhante e
Bile 2% - coliformes totais > 10mi 1 ml 0,1 mi

35°C/24-48h

3. Caldo E.C. - coliformes
termotolerantes
44 5°C-24h

J

Agua: trés séries de cinco tubos

Fonte: Disponivel em: http://www.dms.ufsc.br/mip7013/arquivos/Microbiologiagua.pdf

3.3.1.1 Determinacéo de coliformes totais e termotolerantes

Inicialmente, realizou-se o teste presuntivo com inoculacdo das amostras em
Caldo Lactosado — C.L. (MERCK) duplo e simples que foram incubadas em estufa
bacteriol6gicas a 35,0 £ 0,5°C por 24-48h. Esse meio de cultivo € rico em nutrientes
(lactose e peptona) facilitadores do crescimento dos micro-organismos, oferecendo-
Ihes como fonte de carbono a lactose, a qual €& fermentada pelos coliformes
produzindo &cido e gas, sendo que o gas é apreendido no tubo de Durhan.

Quando o resultado apresentou-se positivo no teste presuntivo, ou seja,
quando houve producédo de gas com aprisionamento do mesmo no tubo de Durhan,
realizou-se o teste confirmativo para a presenca de coliformes totais, figuras 8 e 9.
As amostras positivas foram inoculadas em Caldo Verde Brilhante — C.V.B.
(MERCK) e foram incubadas em estufa bacteriologica a temperatura de 35,0 + 0,5°C
por 48h. O C.V.B. contém dois inibidores de crescimento da microflora
acompanhante, especialmente de bactérias Gram-positivas, permitindo um bom
desenvolvimento de bactérias do grupo coliforme. Apos 48 horas, os tubos que

apresentaram producéo de gas, tiveram 1 mL de seu conteudo inoculados em 10 mL
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de meio E.C. (MERCK) e foram incubados em banho Maria a temperatura de
44,5+0,2°C por 24 horas para verificacdo da presenca de coliformes termotolerantes.
O meio E.C. (MERCK) impede o desenvolvimento de coliformes que ndo sédo de

origem fecal. A cada teste, os resultados foram anotados em formulario préprio.

Figura 8 — Teste confirmativo: Figura 9 — Teste confirmativo:

caldo E.C. para coliformes caldo V. B. para coliformes totais.

3.3.2 Determinacao da densidade de indicadores ou NMP

A determinacdo da densidade de indicadores foi feita através da Tabela de
indice de Numero Mais Provavel — NMP (Tabela de Hoskins). Os cédigos obtidos
durante as leituras foram comparados com a tabela e, em seguida, a densidade
(UFC/100 mL) foi determinada para cada amostra. O valor obtido na comparagéo
fornece uma probabilidade de 95% de certeza do NMP encontrado estar entre
intervalos maximos e minimos fornecidos pela tabela. O valor de NMP é um valor de

probabilidade estatistica.

3.3.3 Deteccao de bactérias heterotroficas

Para a detecgao de bactérias heterotroficas foi usado o método “pour plate”.
Foi transferido, com auxilio de uma pipeta estéril, 1 mL das amostras de agua para
placas de Petri esterilizadas e em seguida adicionou-se sobre a aliquota da amostra
de agua 20 mL do meio de cultura Plate Count Agar = PCA (HIMEDIA), previamente

fundido e estabilizado em banho-maria a 44-46°C. O conteido da placa foi
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homogeneizado com movimentos circulares moderados em forma de oito invertido,
cerca de 10 vezes consecutivas. Apos a solidificagdo do meio de cultura, a placa foi
incubada em estufa, na posicéo invertida a 35 + 0,5°C durante 48 + 3 horas. Todas
as amostras foram incubadas em triplicata. Findo o periodo de incubacéo, realizou-

se a contagem das colbénias com auxilio de um contador de coldnias, figura 10.

Figura 10 — Contagem das unidades formadoras de coldnias (UFC), de bactérias

heterotréficas em meio PCA, apds 48 horas de incubacéao.

-_'/

22/12/201018:00

ApoOs a contagem das unidades formadoras de colbénias (UFC), foi feita a
média aritmética das triplicatas e os resultados, anotados em formulario préprio. As
placas foram entdo, encaminhadas ao LACEN-RR, para isolamento, identificacdo e
avaliacao da susceptibilidade aos antimicrobianos.

3.3.4 Isolamento das bactérias

Para a obtencao de culturas puras utilizou-se a técnica do esgotamento. Com
o auxilio de uma alca de inoculacdo, os isolados bacterianos foram inoculados, por
meio de uma sequéncia de estrias ndo sobrepostas, em placas contendo meio agar
sangue (BIOBRAS) e agar MacConkey (BIOBRAS). O &gar sangue é um meio
acrescido de sangue desfibrinado de carneiro, o qual tem o objetivo de propiciar o
desenvolvimento da maioria das bactérias patogénicas de importancia médica. O
agar MacConkey contém como agentes seletivos sais biliares, o cristal violeta, o
vermelho neutro e a lactose, sendo que os dois primeiros constituintes inibem o

crescimento das bactérias Gram-positivas e algumas Gram-negativas fastidiosas e
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enquanto que os outros servem para diferenciar as col6nias bacterianas que utilizam
este carboidrato. Cada placa foi devidamente identificada e incubadas a 35°C

durante 24 horas.

Figura 11 — Placa com isolados Figura 12 — Placa com isolados

Gram-negativos em agar. Gram-positivos em agar sangue.

22[12/2090 0769

Apbs o periodo de incubacéo, foram feitas as comparacdes dos isolados que
cresceram tanto no agar sangue quanto no agar MacConkey. As bactérias que
cresceram apenas no agar MacConkey, figura 11, foram consideradas Gram(-) e
foram submetidas a série bioquimica. Os isolados que cresceram no agar sangue e
ndo cresceram no agar MacConkey, figura 12, foram considerados bactérias
Gram(+). Para identificar os isolados bacterianos pertencentes ao género
Staphylococcus usou-se o teste do manitol.

3.3.4.1 Teste do manitol

O teste de fermentacdo do manitol é utilizado para a diferenciacdo de coldnias
de S. aureus de outras espécies de Staphylococcus spp. Os isolados crescidos em
meio agar sangue foram semeados em placa com o auxilio de um swab, as placas
foram incubadas invertidas a 35°C por 24 horas sobre a superficie do meio manitol
cuja férmula contém por g/L: peptona de caseina = 5,0; peptona de carne = 5,0;
extrato de carne = 1,0; D-manitol = 10,0; cloreto de sodio = 75,0; vermelho de fenol =
0,025; agar = 15,0; pH final = 7,4 + 0,2 a 25°C.. Findo o periodo de incubacédo os
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isolados que apresentaram cor amarela foram identificados como S. aureus e 0s

outros isolados como Staphylococcus spp.

3.3.4.2 Identificagéo das bactérias Gram-negativas

Para caracterizacdo das bactérias Gram-negativas, os isolados foram
submetidos a série bioquimica. Cada isolado previamente crescido em meio agar
MacConkey foi inoculado em tubos contendo os seguintes meios: TSI, lisina, citrato,
motilidade, indol, oxidade e uréia e incubados em estufa a 35°C durante 24 horas.
Apods, a incubacado foram realizadas as leituras da seérie bioguimica, sendo que os
resultados foram anotados em formulario proprio para comparacdo com a Tabela
Primaria de ldentificacdo da ANVISA. (ANEXO A).

Agar triplice actcar ferro — TSI, (BIOBRAS), possui a seguinte composic&o
em g/L: peptona de caseina — 10,0; peptona de carne -10,0; glicose — 1,0; lactose —
10,0; sacarose — 10,0; cloreto de sodio — 5,0; sulfato férrico amoniacal — 0,2;
tiossulfato de sddio — 0,2; vermelho de fenol — 0,025, agar — 13,0 e pH final: 7,3 £ 0,2
a 25°C. Depois de preparado foi distribuido 3 mL por tubo e esterilizado para em

seguida esfriar em posicéo inclinada.

Figura 13 — Teste TSI.

[ " ;
s p oy |
'’
y
; %
Fe_rmen'tagéo: Fermentagdo: Fermentagdo: Fermentagdo:
gllcose. ) Glicose: (+) Glicose: (+) Glicose: (+)
acaros.e. ) Sacarose: (-) Sacarose: (+) Sacarose: (-)
Lactose: (-) Lactose: (-) Lactose: (+) Lactose: (-)
Producéo de gas Producéo de gas Producdo de sulfeto

ferroso.

Fonte: Vermelho et al. (2006).

O meio de TSI é inclinado em bico de flauta, de cor vermelho-cereja, a

inoculacdo da massa bacteriana isolada, foi realizada por picada central até o fundo,
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seguida de espalhamento na superficie e incubado durante 18-24h a 35°C. Apds o
crescimento da bactéria neste meio (TSI), pode-se observar os seguintes resultados,
figura 13: apice vermelho e base amarela = fermentacédo apenas da glicose, lactose
e sacarose negativas; apice e base amarelos = fermentacdo da glicose, da lactose
e/ou da sacarose; vermelho cereja = ndo fermentacdo dos aculcares; presenca de
gas (CO,) = presenca de bolhas ou meio fragmentado e precipitado negro = H,S
positivo (ANVISA, 2004).

Algumas bactérias possuem a enzima lisina descarboxilase que descorboxila
a lisina produzindo cadaverina e CO,, alcalinizando o meio. O meio lisina
descarboxilase (BIOBRAS) possui a seguinte composicdo por g/L: peptona de
gelatina = 5,0; extrato de levedura = 3,0; glicose = 1,0; L-lisina = 5,0; purpura de
bromocresol = 0,002; pH final: 6,8 + 0,2 a 25°C. Tubos contendo o caldo lisina
descarboxilase foram inoculados com os isolados bacterianos e incubados por 24
horas, a 37°C. Os bacilos entéricos produzem &cido na fermentacdo inicial da
glicose, ocasionando uma mudanca, na cor do meio, para amarelo. As culturas que
também promovem descarboxilacdo da lisina formam cadaverina e o caldo retorna a
cor puarpura alcalina, figura 14. Portanto, ap6s 24 horas de incubacdo, uma cor
amarela indica resultado negativo enquanto que a cor purpura € um resultado

positivo, indicando a descarboxilagdo da lisina (ANVISA, 2004).

Figura 14 — Teste da lisina.

1 = positivo: 2 = controle: 3 = neaativo
Fonte: Vermelho et al. (2006).
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O &gar citrato Simmons (BIOBRAS) é usado para diferenciar e identificar
enterobactérias, baseando-se na utilizacao do citrato como Unica fonte de energia, 0
Agar citrato Simmons possui a seguinte composicdo em g/L: fosfato monobasico de
amonio = 1,0; fosfato dipotassico = 1,0; cloreto de sodio = 5,0; citrato de sodio = 2,0;
sulfato de magnésio = 0,2; azul de bromotimol = 0,008; &gar = 15,0; pH final = 6,9 +
0,2 a 25°C.

Figura 15 — Teste do citrato Simmons.

A= controle; B=negativo;  C= positivo

Fonte: Vermelho et al. (2006).

Depois de preparado foi distribuido 5 mL do meio por tubo e apos
esterilizacdo foi colocado para esfriar em posicdo inclinada. Os isolados foram
semeados por estria na superficie e por puncéo e incubados por 4 dias a 35°C. A
utilizacado do citrato como fonte de energia gera nos passos finais da reacdo uma
grande quantidade de géas carbbdnico (CO,). Este gas em excesso pode reagir com 0
sodio (Na') e a agua (H,O) do meio, produzindo compostos alcalinos como o
carbonato de sédio (Na,COs3). Isto faz com que o pH do meio se torne alcalino,
ocasionando a viragem do indicador para azul, figura 15, o que é considerado um
resultado positivo para a prova do citrato (VERMELHO et al., 2006).

O meio SIM (BIOBRAS) ¢ usado rotineiramente na diferenciacdo e
identificacdo de culturas puras de enterobactérias, para determinacdo da producéo
de sulfeto e indol e da motilidade. O meio SIM possui a seguinte posi¢do quimica por
g/L: peptona de caseina = 20,0; peptona de carne = 6,1; sulfato de ferro e amonia =
0,2; tiossulfato de sodio = 0,2, agar = 3,5; pH final = 7,3 + 0,2 a 25°C. Depois de
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preparado foram distribuidos 3 mL do meio por tubo nos quais foram semeados por
puncao, os isolados em estudo e incubados a 35°C por 24 horas, quando entdo
foram realizadas as leituras dos resultados.

A prova da motilidade indica indiretamente a producéo de flagelos. Nao € uma
prova bioquimica e sim fisiolégica, mas auxilia na identificagdo dos isolados
bacterianos. A prova indica motilidade quando os isolados crescem deslocando-se
da linha de inoculacgéo, turvando o meio, figura 16. A prova € negativa quando ficam

restritos ao local da inoculacéo sem, contudo, turvar o meio (ANVISA, 2004).

Figura 16 — Teste da motilidade.

Fonte disponivel em: http://bioftbiologia.blogspot/identificacao-bioquimica-de-bacilos.html

O indol é resultante da degradacdo do aminoéacido triptofano pela enzima
triptofanase. A prova € positiva quando na interface da cultura apés a inoculacdo
cresce a formacado de um anel de cor résea em no maximo 5 minutos. Este resultado
é devido a complexacdo do indol com o aldeido, em meio acido, formando o

composto colorido.

Figura 17 — Teste do indol.

Fonte disponivel em:<users.stlcc.edu/k.kinser/biochem.html|>
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A prova é negativa com qualquer outra tonalidade de cor, original do meio ou
marrom (VERMELHO et al., 2006).

A prova da citocromo-oxidade consiste em colocar uma gota do reagente
incolor tetrametil p-fenileno de amina, em um papel de filtro. Em seguida, os isolados
bacterianos foram espalhados com o auxilio uma alca de platina ou de um bastdo de
vidro, sobre a area do papel de filtro contendo o reagente. A prova é considerada
positiva quando na mistura do reagente com a massa bacteriana desenvolve-se a
cor purpura em até 1 minuto. Na reacdo negativa ndo ha desenvolvimento de cor
purpura (ANVISA, 2004).

Figura 18 — Prova da citocromo-oxidase.

Fonte disponivel em: http://bioftbiologia.blogspot/identificacao-bioquimica-de-bacilos.html

O caldo uréia base (HIMEDIA) é recomendado para a identificacdo de
bactérias com base na utilizacdo de uréia, especialmente para a diferenciacdo das
espécies Proteus das espécies Salmonella e Shigella. Possui a seguinte composicéo
quimica em g/L: fosfato monopotassico = 9,10; fosfato dipotassico = 9,50; extrato de
levedura = 0,10; vermelho fenol = 0,01; uréia = 20,00; pH final = 6.8 £ 0,2 a 25°C. Os
tubos contendo o caldo foram inoculados com os isolados bacterianos e incubados a
37°C por 24 horas.

A enzima urease hidrolisa a uréia em produtos finais alcalinos que promovem
aumento do pH do meio, causando uma mudanca de cor no indicador, que passa a
ter uma coloracdo rosa, representando um resultado positivo para o teste
(VERMELHO et al., 2006).
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Figura 19 — Teste da uréase.

i
g
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Fonte: Vermelho et al. (2006).

3.4 Avaliacao da susceptibilidade aos antimicrobianos

A avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados das
amostras de agua foi realizada pela metodologia de difusdo de discos, por meio de
suspensao bacteriana direta, segundo as normas estabelecidas pelo Manual Clinical
and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2005).

O in6culo de cada cultura pura foi transferido para tubos contendo solugéo
salina, até atingir a turbidez padréo 0,5 na escala de McFarland, que equivale a uma
concentracdo de aproximadamente 10° organismos/mL. Apds a obtencdo da
turbidez padréo, cada isolado foi semeado com auxilio de um swab estéril em placas
de Petri contendo éagar Muller-Hinton (BIOBRAS) meio rico em nutrientes,
recomendado para a realizacdo de antibiograma pela técnica de difusdo em discos
descrita pelo CLSI e que possui a seguinte composicao quimica por g/L: hidrolisado
acido de caseina = 17,5; extrato de carne = 2,0; amido = 1,5; agar = 17,0; pH final =
7,4 + 0,2 a 25°C. A semeadura foi feita em eixos diferentes para uma completa
uniformidade da placa. Os discos dos antibidticos, Diagndésticos Microbioldgicos
Especializados - (DME) foram depositados sobre a superficie da placa com auxilio
de uma pinca estéril, mantendo distancia entre os discos para evitar a superposi¢ao
de halos. ApGs a deposicdo dos discos, as placas foram incubadas em posicédo
invertida a 35°C, durante 24 horas. Findo o periodo de incubacdo, realizou-se a
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medicdo do didmetro da zona de inibicdo dos halos com o auxilio de uma régua
milimétrica.

Na figura 20 encontram-se relacionados os antibioticos e as concentracdes
utilizados para os testes de antibiogramas. A concentracdo dos discos de

antibiograma € padronizada pela Farmacopéia Brasileira e pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005).

Figura 20 — Antibidticos, local de acéo e concentracdes utilizadas para

0s antibiogramas

Antibiotico Local de acéo Concentragéo
Ampicilina 10 pg
Amoxicilina 10 pg
Cefalexina 30 ug
Ceftazidima Parede celular 30 ug
Meropenem 10 pg
Oxacilina 5ug
Penicilina G 10 pg
Vancomicina 30 pg
Clindamicina 10 pg
) o Sintese de proteina
Eritromicina 15 ug
Ciprofloxacina
: S Hg
Norfloxaxina
Sintese de DNA 10 ug
Sulfametoxazol-
. . 25 ug
Trimetoprin

Fonte: O Autor.

A sensibilidade ou resisténcia das cepas foi determinada pela medida do
didametro do halo, em milimetros, comparativamente ao estabelecido pelo CLSI, para
cada antibiético e de acordo com a concentracdo minima padronizada
internacionalmente para cada droga. Assim, a cepa foi classificada como sensivel
(S), o isolado inibido pela dosagem ideal de um antibiético recomendado para a
infeccdo em questao; intermediario (1), o isolado € suprimido por uma dosagem mais
alta do que a habitual ou quando a infecgéo causada pode ser tratada em locais do
corpo onde as drogas se concentrem fisiologicamente; e como resistente (R), 0

isolado que ndo é inibido pelas concentracbes normalmente prescritas em



60

tratamentos habituais ou pela ocorréncia de mecanismos de resisténcia especificos
(CLSI, 2005).
3. 5 Classifica¢é@o dos isolados resistentes a multiplos a antimicrobianos — MAR

O indice MAR (multipla resisténcia antimicrobiana) foi utilizado para
determinacdo da multipla resisténcia. Este indice, quando aplicado a um isolado
bacteriano, é definido como a/b, ou seja, o numero de antibidticos aos quais o
isolado foi resistente (a) dividido pelo nimero de antibioticos aos quais o isolado foi
exposto (b). indice MAR acima de 0,2 caracteriza multirresisténcia (KRUMPERMAN,
1983).

3.6 Tratamento e analise estatistica dos dados

Para avaliagdo dos resultados referentes as andlises microbioldgicas das
amostras das aguas coletadas nas escolas estaduais localizadas em Boa Vista —
RR, foi desenvolvida analise estatistica descritiva. Entretanto, visando detectar
possiveis diferencas completou-se o estudo estatistico foi feita a ANOVA, que foi
realizada com o auxilio do software Microsoft Excel.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas 80 amostras de agua de bebedouros e de torneiras de 20
escolas estaduais localizadas em Boa Vista, Roraima. As escolas foram
selecionadas de acordo com o0s seguintes critérios: localizacdo (norte, sul, leste e
oeste), visando obter-se a maior abrangéncia possivel, o quantitativo de alunos,
foram selecionadas as escolas com os maiores niumeros de matriculas e pelo tipo de
tratamento que a agua consumida recebe; apenas cloracdo ou tratamento completo,

sendo coletadas 2 amostras em cada ponto dentro de cada escola.

4.1 Qualidade da agua submetida a cloracéo

Na primeira coleta, todas as amostras de agua submetidas previamente ao
processo de cloracdo, apresentaram resultados negativos para coliformes totais e
coliformes termotolerantes. Como néo se verificou a formacéo de gas em nenhuma
das amostras analisadas, so foi realizado o teste presuntivo. Estes resultados estéo
em conformidade com a Portaria n°® 518 do Ministério da Saude (BRASIL, 2004), que
estabelece como padrdo de potabilidade, para a agua destinada ao consumo
humano, com auséncia de bactérias do grupo coliforme.

Resultados similares foram encontrados por Hoffman et al., (1996); Gomes et
al., (2005); Lage, Badar6 e Barbosa, (2008) e Pezente, (2009) ao estudarem
amostras de agua fervida e nao fervida no preparo de mamadeiras em um hospital
de Sado José do Rio Preto-SP, dos bebedouros de uma Instituicdo Federal de Ensino
Superior (IFES) do sul de Minas Gerais, dos bebedouros do campus Amaro Lanari
Jr. do Unileste-MG, dos bebedouros e torneiras de um escola de ensino basico de
Timbé do Sul-SC, respectivamente.

O grafico 1 expbe os resultados da 22 coleta, das analises das amostras de
agua que foram submetidas apenas a cloracdo. Os resultados demonstram que 8
amostras de agua (33,34%), das 24 amostras analisadas, apresentaram resultados
positivos para coliformes totais. O que as colocam na condi¢cdo de impropria para o

consumo humano.
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Gréfico 1- Densidades de coliformes totais, expressas em Numero Mais Provavel
(NMP/100 mL) em amostras de agua tratada com cloragdo, coletadas nas escolas

estaduais localizadas em Boa Vista — RR
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As densidades de coliformes totais, expressas em NMP/100 mL em amostras
de agua tratada com cloracdo, coletadas nas escolas estaduais Tancredo Neves,
Jesus Nazareno, Maria das Dores Brasil, América Sarmento, Severino Cavalcante,
Jaceguai Cunha, Major Alcides, Wanda Aguiar, Luiz R. Lucena, Elza Breves, Luiz R.
Lima e Hélio Campos localizadas em Boa Vista — RR foram analisadas atraves de
Anova, ndo sendo observadas diferencas significativas entre elas. O grau confianca
igual a 95% de probabilidade, néo rejeitamos Ho.

Podemos observar que a amostra que apresentou a maior densidade de
coliformes totais foi a coletada no ponto 30 (torneira da copa da Escola Elza Breves)
com 170 NMP/100 mL, seguida da amostra coletada no ponto 29 (bebedouro da
Escola Elza Breves), com 130 NMP/100 mL de agua. A amostra coletada no ponto
24 (torneira da copa da Escola Major Alcides — bairro Asa Branca) foi a que
apresentou a menor densidade, 2 NMP/100 mL de agua. Essas variacoes
observadas nos resultados indicam a falta de padrdo de qualidade da agua fornecida
para a populacdo. A Escola Elza Breves atende um contingente de 1388 alunos, na
sua maioria do ensino fundamental. Esta localizada no bairro conjunto Cidadéao,
zona oeste da capital de Boa Vista — RR, sendo um dos bairros mais afastados do

centro. A amostra de agua coletada nesta escola foi a que apresentou a maior
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densidade de coliformes totais e foi a Unica a apresentar coliformes termotolerantes,
iIsso mostra a necessidade de adocao de medidas visem sanar esse problema.
Nossos resultados se assemelham aos obtidos por Zulpo et al., (2006) que,
avaliando 47 amostras de agua consumidas nos bebedouros da Universidade
Estadual do Centro-Oeste, Guarapuava — PR, constataram 4 (8,5%) amostras
positivas para coliformes totais e 1 (2%) para coliformes termotolerantes, enquanto
que Barreto (2009), analisando amostras de &agua fornecida as unidades de
alimentacdo de regides administrativas do Distrito Federal, verificou que, das 40
amostras analisadas, 25% apresentaram contaminacgéo por coliformes totais e 15%
para coliformes termotolerantes. Siqueira et al., (2010), avaliando amostras de agua
de consumo empregadas em unidades de alimentacdo, verificaram que, das 40
amostras coletadas 62,5% apresentaram contaminacdo por coliformes totais e
42,5% por coliformes termotolerantes, valores muito superiores aos encontrados

nesta pesquisa.

4.2 Qualidade da 4gua submetida a tratamento completo

A &gua que foi submetida ao tratamento completo sofreu os processos de:
coagulacédo, floculacdo, decantacdo, filtracdo, correcdo de pH, cloracédo e
fluoretacdo, para s6 entdo, serem distribuidas a cidade.

O grafico 2, podemos observar que das 16 amostras de aguas que receberam
tratamento completo coletadas na 22 coleta, quatro (25%) apresentaram resultado
positivos para coliformes totais, o que de acordo com a Portaria n°® 518/2004 do
Ministério da Saude as tornam impréprias para o consumo humano.

As densidades de coliformes totais, expressas em NMP/100 mL em amostras
de agua submetidas ao tratamento completo, coletadas nas escolas estaduais
Gongalves Dias, Penha Brasil, Hildebrando Bittencourt, Ana Libdria, Ayrton Senna,
Monteiro Lobato, Oswaldo Cruz e Euclides da Cunha, localizadas em Boa Vista —
RR foram analisadas através de Anova, ndo sendo observadas diferencas
significativas entre elas. O grau confianca igual a 95% de probabilidade, né&o

rejeitamos Ho.



64

Gréfico 2 — Densidades de coliformes totais e termotolerantes, expressas em
NUumero Mais Provavel (NMP/100 mL) em amostras de &gua submetidas ao
tratamento completo, coletadas nas escolas estaduais localizadas em Boa Vista —
RR
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Podemos observar que as amostras que apresentaram maiores densidade de
coliformes totais foram as coletadas nos pontos 37 e 39 (bebedouros das Escolas
Oswaldo Cruz e Euclides da Cunha) com 240 NMP/100 mL de agua, enquanto a
amostra que apresentou menor densidade de coliformes totais foi a coletada no
ponto 40 (torneira da copa da Escola Euclides da Cunha).

Nossos resultados foram inferiores aos obtidos por Bichele, Rizzardi e
Amaral, (2010) que, avaliando a qualidade da agua de escolas do interior do
municipio de Cruz Alta — RS constataram 33% de amostras contaminadas com
coliformes totais e auséncia de coliformes termotolerantes. Pongeluppe et al.,
(2009), avaliando amostras de dgua em bebedouros localizados em uma instituicdo
de ensino de Guarulhos — SP constataram contaminacéo por coliformes totais em

20% das amostras e auséncia de coliformes termotolerantes.

4.3 Bactérias heterotroéficas isoladas das amostras de agua

A Portaria 518/2004/MS no artigo 11, paragrafo 7° estabelece que, em 20%

das amostras mensais para analise de coliformes totais nos sistemas de distribuicao,
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deve ser efetuada a contagem de bactérias heterotréficas e, uma vez excedidas 500
unidades formadoras de col6nia (UFC) por mL, devem ser providenciadas imediatas
recoletas, inspecdo local e, se constatada irregularidade, outras providéncias
cabiveis. A importancia da determinacdo da densidade de bactérias heterotrofica se
justifica pelo fato de que um aumento desta populagdo bacteriana pode
comprometer a deteccdo de bactérias do grupo coliformes. Apesar da maioria das
bactérias heterotréficas ndo ser patogénica, pode representar riscos a saude, como
também deteriorar a qualidade da agua, provocando sua presenca 0 aparecimento
de odores e sabores desagradaveis (FUNASA, 2006).

Nos graficos 3, observa-se que, na 12 coleta de amostras de aguas tratadas
com cloracdo ndo houve contagem de coliformes totais e termotolerantes, mas das
24 amostras analisadas, 9 (37,5%), apresentaram contagens para bactérias
heterotréficas, cuja densidade variou de 2,3 x 10 (ponto 9 — bebedouro da Escola
Tancredo Neves — bairro T. Neves) a 3,39 x 10? UFC/ mL (ponto 27 — bebedouro da

Escola Luiz R. de Lucena — bairro Nova Cidade).

Gréfico 3 — Densidades de bactérias heterotréficas presentes em amostras de agua,
tratada com coloracéo, coletadas nas escolas estaduais localizadas em Boa Vista —
RR
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As densidades de bactérias heterotréficas presentes em amostras de agua
tratada com cloragdo, coletadas nas escolas estaduais Tancredo Neves, Jesus
Nazareno, Maria das Dores Brasil, América Sarmento, Severino Cavalcante,
Jaceguai Cunha, Major Alcides, Wanda Aguiar, Luiz R. Lucena, Elza Breves, Luiz R.
Lima e Hélio Campos localizadas em Boa Vista — RR foram analisadas através de
Anova, ndo sendo observadas diferengas significativas entre elas. O grau confianga
igual a 95% de probabilidade, néo rejeitamos Ho.

Na 22 coleta de amostras de aguas tratadas apenas com cloracao, grafico 4,
em 13 (54,17%) das amostras, observou-se a formacdo de colbnias de bactérias
heterotroficas. A densidade de bactérias heterotroficas variou de 1,4 x 10 (ponto 25
— bebedouro da Escola Wanda D. Aguiar — bairro Raiar do Sol) a 3,6 x 10> UFC/mL

(ponto 20 — torneira da Escola Severino Cavalcante — bairro Silvio Botelho).

Gréfico 4 — Densidades de bactérias heterotréficas presentes em amostras de agua,
tratada com coloracéo, coletadas nas escolas estaduais localizadas em Boa Vista —
RR
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Convém ressaltar que, as amostras do ponto 29 (bebedouro da Escola Elza
Breves), que apresentou coliformes totais, e ponto 30 (torneira da copa da mesma

escola), que apresentou coliformes totais e termotolerantes, também apresentaram
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densidade elevada de bactérias heterotréficas. Nessa e na maioria das escolas 0s
bebedouros necessitam de manutengdo e as torneiras das copas ndo possuem
filtros. Este fato torna ainda mais preocupante a condicdo da agua consumida
naquela escola.

As densidades de bactérias heterotréficas presentes em amostras de agua
tratada com cloragdo, coletadas nas escolas estaduais Tancredo Neves, Jesus
Nazareno, Maria das Dores Brasil, América Sarmento, Severino Cavalcante,
Jaceguai Cunha, Major Alcides, Wanda Aguiar, Luiz R. Lucena, Elza Breves, Luiz R.
Lima e Hélio Campos localizadas em Boa Vista — RR foram analisadas atraves de
Anova, ndo sendo observadas diferengas significativas entre elas. O grau confianca
igual a 95% de probabilidade, néo rejeitamos Ho.

Os resultados das contagens de bactérias heterotroficas, em UFC/mL,
encontradas nas amostras de agua, que receberam tratamento completo, da 12 e 2°
coletas, podem ser vistos nos gréficos 5 e 6, respectivamente.

Grafico 5 - Densidades de bactérias heterotroficas presentes em amostras de aguas
submetidas ao com tratamento completo, coletadas nas escolas estaduais

localizadas em Boa Vista — RR
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As densidades de bactérias heterotréficas presentes em amostras de agua
submetidas ao tratamento completo, coletadas nas escolas estaduais Gongalves
Dias, Penha Brasil, Hildebrando Bittencourt, Ana Libdria, Ayrton Senna, Monteiro
Lobato, Oswaldo Cruz e Euclides da Cunha, localizadas em Boa Vista — RR foram
analisadas através de Anova, ndo sendo observadas diferencas significativas entre
elas. O grau confianca igual a 95% de probabilidade, nao rejeitamos Hp.

Na 12 coleta de amostras de agua com tratamento completo, das 16 amostras
coletadas 2 (12,5%) apresentaram contagem de bactérias heterotréficas: as
amostras de aguas coletadas nos pontos 3 (bebedouro da Escola Penha Brasil —
bairro Aparecida), apresentou contaminacao por bactérias heterotréficas com 2,5 x
10 UFC/mL de agua e as coletadas no ponto 35 (bebedouro da Escola Monteiro
Lobato — bairro Centro), com 1,97 x 10? UFC/mL de agua.

Gréfico 6 - Densidades de bactérias heterotroficas presentes em amostras de aguas
submetidas ao com tratamento completo, coletadas nas escolas estaduais

localizadas em Boa Vista — RR
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As densidades de bactérias heterotréficas presentes em amostras de agua
submetidas ao tratamento completo, coletadas nas escolas estaduais Gongalves

Dias, Penha Brasil, Hildebrando Bittencourt, Ana Liboria, Ayrton Senna, Monteiro
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Lobato, Oswaldo Cruz e Euclides da Cunha, localizadas em Boa Vista — RR foram
analisadas atraves de Anova, foram observadas diferencas significativas entre elas.
O grau confianca igual a 95% de probabilidade, rejeitamos Ho.

Na 22 coleta de amostras de agua com tratamento completo, 5 (31,25%) das
amostras confirmaram presenca de bactérias heterotréficas. A que apresentou
menor densidade foi a coletada no ponto 13 (bebedouro da Escola Ayrton Senna —
Centro) e a maior densidade foi na amostra coletada no ponto 5 (bebedouro da
Escola Hildebrando F. Bittencourt — bairro dos Estados), com 1,68 x 10> UFC/mL de
dgua. Tanto na 12 como na 22 coleta, constatou-se variacdo na densidade de
bactérias heterotroficas nas amostras de agua analisada, o que refor¢a o argumento
da instabilidade no padrdo da qualidade da agua fornecida a populacdo. Conforme
se pode perceber, em nenhuma das amostras a contagem ultrapassou o valor
permitido de 500 UFC/mL (BRASIL, 2004), o que as classificam como propria para o
consumo humano, no entanto a presenca de bactérias patogénicas, né&o
relacionadas na legislacdo vigente, pode representar riscos para a saude da
populacao.

Os pontos que séo abastecidos com agua de pocos tubulares que receberam
apenas a cloracdo apresentaram maior contaminacdo se comparados com 0sS
pontos abastecidos com agua superficiais, que recebem tratamento completo. Na 12
coleta o ponto 27 - bebedouro da Escola Luiz R. de Lucena (tabela 4) foi o que
apresentou maior contaminacdo (3,39 x 10° UFC/mL), enquanto na segunda,
destacou-se o ponto 20 - torneira da copa da Escola Severino Cavalcante (tabela 4)
com 3,6 x 10> UFC/mL. Os resultados demonstram uma variagéo na densidade de
bactérias heterotroficas, o que confirma a instabilidade no padrdo da qualidade da
agua fornecida a populacéo.

Considerando o numero total de pontos, as amostras coletadas nos
bebedouros apresentaram 72,4%, e as amostras das torneiras das copas, 27,6% de
contaminacdo por bactérias heterotroficas. Quando comparamos as amostras de
agua que receberam tratamento completo com as que receberam apenas coloragéo,
verificamos que, apenas 24,1% das amostras contaminadas eram amostras que
receberam tratamento completo, enquanto que 75,9% eram das amostras que
receberam apenas cloracdo. Alguns bebedouros estdo localizados préximos aos
banheiros, além de se encontrarem mal conservados, apresentando torneiras

guebradas, saidas de agua entupidas, indicando, em alguns casos, auséncia de
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manuten¢ao o que pode ser a causa dessa contaminacdo. Em trabalho semelhante,
Pezente (2009), analisando amostras de agua de torneiras, obteve o minimo de 1
UFC/mL e o maximo de 6,5 x 10 UFC/mL de agua, j4& em amostras de agua de
bebedouro, verificou que a quantidade de UFC/mL de agua, variou de 3 a 3,2 x 10
UFC/mL de agua, valores bem abaixo dos encontrados na presente pesquisa.
Blichele, Rizzardi e Amaral (2010), pesquisando bactérias heterotréficas em
amostras de agua de trés escolas municipais da area rural de Cruz Alta, RS,
verificaram que em nenhuma amostra coletada de bebedouros foi encontrada
bactérias heterotroficas, j& nas amostras coletadas das torneiras das copas, duas
estavam contaminadas com bactérias heterotroficas. Esses resultados diferem
destes, onde foi constatada uma maior contaminacdo nas amostras de agua
coletadas nos bebedouros em comparacdo com as amostras de agua coletadas das
torneiras das copas.

Em nenhuma das amostras analisadas, a contagem de bactérias
heterotréficas ultrapassou o valor permitido pela legislacdo vigente, 500 UFC/mL de
agua. Pesquisas sobre presenca de bactérias heterotréficas em bebedouros e
torneiras de instituicbes de ensino j4 foram realizadas anteriormente, mostrando
uma variagcdo muito grande nos resultados. Bomfim et al., (2007) pesquisando a
qualidade da &gua de abastecimento do laboratério de bromatologia da URRJ e
Pongeluppe et al., (2009) , avaliando a qualidade da agua em bebedouros de uma
instituicdo de ensino de Guarulhos — SP, ndo encontraram nenhuma amostra
contaminada com bactérias heterotréficas, enquanto que, Gomes et al., (2005)
verificaram que 25% das amostras de agua de bebedouros de uma IFES do sul de
Minas Gerais, ultrapassaram o valor permitido pela Portaria 518/2004 do Ministério
da Saude. Valor semelhante foi encontrado por Lage, Badaré e Barbosa (2008) em
monitoramento da qualidade microbiologica da agua dos bebedouros do Campus
Amaro Lanari Jr. do Unileste — MG, que também verificaram que 25% de suas
amostram estavam contaminadas com mais de 500 UFC/mL. Ja Carvalho et al.,
(2009), avaliando a qualidade microbiolégica da agua de 21 bebedouros de um
campus universitario de lIpatinga — MG, verificaram que 100% das amostras
ultrapassaram o valor permitido.

A agua pode ser contaminada no ponto de origem, durante a sua distribuigdo
e, principalmente, nos reservatorios, sejam eles de empresas ou domiciliares.

Segundo Germano e Germano (2001), as causas mais frequentes de contaminacao
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da agua nesses reservatorios sdo vedacdo inadequada das caixas d’agua e
cisternas, além da caréncia de um programa de limpeza e desinfec¢do regular e
periodica.

A garantia da qualidade microbiologica da agua de consumo empregada
nessa pesquisa esta sob a responsabilidade da concessionaria de dgua estadual.
Deste modo, supfe-se que a agua que chega aos estabelecimentos estudados esta
em conformidade com os padrdes microbiologicos estabelecidos pela legislacdo. No
entanto, os resultados obtidos indicam que um grande percentual de amostras
estava contaminado com bactérias heterotréficas que geralmente estdo associadas
a gastroenterites. Entretanto, dentro dos padrOes da legislagcdo a identificacéo
dessas bactérias ndo é obrigatoria, reacendendo a discussdo sobre a inclusédo de
outros indicadores bioldgicos. Este fato provavelmente deve ser decorrente da néo
adocao de boas praticas fisico-sanitarias nos reservatorios e/ou pontos de consumo
(PAYMENT et al., 1991).

4.4 Caracterizagao dos isolados

As colbnias das bactérias foram agrupadas por morfotipos, obtendo-se 226
isolados. Destes foram selecionados 44 isolados, os quais foram submetidos a prova
bioguimica. Como se pode observar no gréfico 7, apds a realizacdo da prova
bioquimica, foram caracterizados 12 isolados, sendo 08 de bactérias Gram-
negativas (66,7%), C. violacea, Cocobacillus spp., Leptothrix spp., E. coli, E.
aerogenes, K. ozaenae, Acinetobacter spp. e Bacilo Gram-negativo nao fermentador
de glicose e 4 de bactérias Gram-positivas (33,3%), Bacillus subtilis, Micrococcus

ssp., S. aureus e Staphylococcus ssp.
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Gréfico 7 - Porcentagens de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas isoladas a
partir de amostras de aguas coletadas nas escolas estaduais localizadas em Boa
Vista — RR
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Os resultados obtidos nessa pesquisa séo diferentes dos obtidos por Pezente
(2009), que ao realizar a analise microbiologica de amostras de 4gua coletadas de
uma escola de educacdo basica de Timbé do Sul — SC., encontrou 42,8% de
bactérias Gram-negativas e 57,1% de bactérias Gram-positivas.

As porcentagens da incidéncia das espécies de bactérias Gram-negativas
identificadas nas amostras de agua se encontram no gréfico 8.

Grafico 8 — Incidéncia de bactérias Gram-negativas, isoladas a partir de amostras de
agua coletadas nas escolas estaduais localizadas em Boa Vista — RR
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Acinetobacter spp., foi isolada das amostras de aguas coletadas no ponto 27
(bebedouro da Escola Luiz R. Lucena — bairro Nova Cidade). Acinetobacter € um
género de cocobacilo Gram-negativo, aerébio estrito. Esta espécie bacteriana pode
viver na agua e no solo umido, podendo ser encontrados na microbiota normal
humana, inclusive na pele, conjuntiva, nariz, faringe e trato gastrointestinal. E
normalmente comensal, ocasionando frequentemente infeccdo hospitalar, e € o
segundo organismo nado fermentador encontrado em laboratério clinico, apds P.
aeruginosa. Pode ocasionar pneumonia, bacteremia, endocardite, infec¢des do trato
urinério, meningite, peritonite em pacientes com didlise peritoneal, infeccées de pele
e feridas, celulite, bem como casos esporadicos de conjuntivite, otite média,
osteomielite e sinovite. Em pacientes com queimaduras ou imunodeficientes, atua
como patdgeno oportunista (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Bacilo Gram-negativo n&o fermentador de glicose foi isolado das amostras de
agua dos seguintes pontos: 15 (bebedouro da Escola Maria das Dores Brasil — bairro
13 de setembro), 25 (bebedouro da Escola Wanda D. Aguiar — bairro Raiar do Sol),
37 (bebedouro da Escola Oswaldo Cruz — Centro), embora a incidéncia desta
bactéria mesmo em hospitais seja pequena quando comparada a outros agentes
etioldgicos, geralmente apresentam resisténcia elevada a varios antibidticos e sao
capazes de causar infec¢des graves. Estas bactérias colonizam e causam infecc¢oes,
em especial, em pacientes graves oriundos de CTI e submetidos a procedimentos
invasivos (ANVISA, 2004).

C. violacea foi isolada da amostra coletada no ponto 27 (bebedouro da Escola
Luiz R. Lucena — bairro Nova Cidade). Esta espécie é encontrada na natureza no
solo e na agua. A infeccdo em geral, esta relacionada a lesfes cutaneas. Lesdes
localizadas ou formas septicémicas graves com multiplos abscessos tém sido
esporadicamente relatadas. Mais raramente diarréia e infecgdo urinaria
(ANVISA,2004).

Cocobacilos foram isoladas das amostras de aguas coletadas nos pontos: 28
(torneira da copa da Escola Luiz R. Lucena — bairro Nova Cidade) e 32 (torneira da
copa da Escola Luiz Ribeiro de Lima - bairro Equatorial). Este género inclui
bactérias Gram-negativas, aerobios. Uma das espécies mais importantes do ponto
de vista médico é a Gardnerella vaginallis, faz parte de microbiota normal do corpo
de 69% das mulheres assintomaticas, mas também esta associada ao corrimento

vaginal, é caracterizado por odor fétido e as secrecfes apresentam um pH acima de
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4,5. Tem importante papel no aborto séptico, na endometrite pds-parto e na infeccéo
pés-cesarea, podendo também causar sepse e infeccdo de partes moles em recém-
nascidos (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008).

E. aerogenes foi isolada das amostras de agua coletadas nos pontos: (13
bebedouro da Escola Ayrton Senna — Centro), 15 (bebedouro da Escola Maria das
Dores Brasil — bairro 13 de setembro), 17 (bebedouro da Escola América Sarmento
— bairro Silvio Botelho) e 26 (torneira da copa da Escola Wanda D. Aguiar — bairro
Raiar do Sol). Esta espécie € associada a infeccdo nosocomial pode causar doencas
associadas a bacteremia e sindrome séptica em varios locais, principalmente nos
tratos urinarios e respiratorios (RABELLO; GODOY; SANTOS, 2001).

E. coli foi isolada das amostras de aguas coletadas nos pontos: (20 torneira
da copa da Escola Severino Cavalcante — bairro Silvio Botelho), (26 torneira da
Escola Wanda D. Aguiar — bairro Raiar do Sol), 29 e 30 (bebedouro e torneira da
copa, respectivamente, da Escola Elza Breves — bairro conjunto Cidad&o) e 32
(torneira da copa da Escola Luiz Ribeiro de Lima — bairro Equatorial). Apesar de
habitar normalmente o aparelho gastrointestinal, certas variedades podem provocar
diarréia com sangue, aquosa ou inflamatéria (diarréia do viajante). Nas criangas, a
diarréia provocada pela E. coli entero-hemorragica pode desencadear a sindrome
hemolitico-urémica, uma doenca que destréi os glébulos vermelhos e causa
insuficiéncia renal. E. coli é também causa frequente de infec¢des das vias urinarias
e pode infectar a corrente sanguinea, a vesicula biliar, os pulmdes e a pele. Entre os
recém-nascidos. Causa bacteriemia e meningite, em especial nos prematuros. Em
geral comeca-se imediatamente o tratamento com antibidticos, o que depois se
altera se os resultados da cultura efetuada demonstrar que ha outro antibiético que
se revela mais eficaz. Para uma infeccdo simples das vias urinarias, administra-se
uma sulfamida por via oral. As infeccbes graves requerem antibigticos por via
endovenosa. As infec¢des por Klebsiella e Enterobacter costumam ser contraidas no
hospital, principalmente por doentes com uma capacidade reduzida para combater
as infeccdes. Estas bactérias costumam infectar as mesmas zonas do organismo
que a E. coli. A pneumonia por Klebsiella é uma infec¢cdo pulmonar rara, mas grave,
que afeta especialmente os diabéticos e os alcodlatras. O doente pode expectorar
escarros de cor castanho-escura ou vermelho-escura. A pneumonia pode provocar
abscessos nos pulmdes e acumulagbes de pus no revestimento pulmonar

(empiema). Se for tratada com antecipacéo suficiente, a pneumonia pode ser curada
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com antibiéticos endovenosos, geralmente cefalosporinas ou quinolonas (MERCK,
2010).

Klebsiella ozaenae foi isolada das amostras de aguas coletadas nos pontos: 9
(bebedouro da Escola Tancredo Neves — bairro Tancredo Neves), 15 e 16
(bebedouro e torneira da copa, respectivamente, da Escola Maria das Dores Brasil —
bairro 13 de setembro), 17 e 18 (bebedouro e torneira da copa, respectivamente, da
Escola América Sarmento — bairro Silvio Botelho), 21 (bebedouro da Escola
Jaceguai Cunha — bairro Asa Branca), 25 e 26 (bebedouro e torneira da copa,
respectivamente, da Escola Wanda D. Aguiar — bairro Raiar do Sol) e 27 (bebedouro
da Escola Luiz R. de Lucena — bairro Nova Cidade).

Os membros do género Klebsiella possuem uma cpsula proeminente que é
responsavel pela aparéncia mucoide das colbnias isoladas e pela viruléncia
aumentada dos micro-organismos in vivo. Atribui-se K. ozenae a etiologia da ozena,
que corresponde a uma renite atréfica crbnica, acompanhada de secrecao nasal
mucopurulenta fétida. Por ser raro esta bactéria causar infeccdes humanas, séo
poucos os estudos publicados sobre a sua patogenicidade. E possivel que a
Klebsiella seja apenas um invasor secundario e ndo o agente da doenca (MURRAY
et al., 1992).

Leptothrix spp., foi isolada da amostra de &gua coletada no ponto
31(bebedouro da Escola Luiz Ribeiro de Lima — bairro Equatorial). E um bacilo que
se assemelha a finos pélos. O seu grande tamanho propicia curvaturas que lembram
letras (S, U e C). Incidem em 0,2 % dos exames colpocitologicos de rotina e em 0,3
% das vaginites citologicamente especificas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Na presente pesquisa 0 género Staphylococcus representou (25%) do total
das bactérias Gram-positivas isoladas, porcentagem muito superior a encontrada por
Jeena et al., (2006), que analisando amostras de aguas engarrafadas vendidas na
india, constatou que o género Staphylococcus representou (13,4%) do total das
bactérias isoladas.

A incidéncia de bactérias Gram-positivas identificadas nas amostras de agua
esta exposta no grafico 9.

Bacillus subtilis foi isolada das amostras de aguas coletadas nos pontos 28
(torneira da copa da Escola Luiz R. Lucena — bairro Nova Cidade) e 29 (bebedouro
da Escola Elza Breves — bairro Conjunto Cidad&o). Os organismos dessa espécie

nao sao patogénicos, sdo Gram-positivos, saprofitos, podem ser encontrados tanto
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em solo como em agua. S&o bacilos conhecidos como “bacilos da grama” ou
“bacilos de feno”, toleram condi¢des ambientais atipicas, por isso estdo presentes
com frequencia nos alimentos estragados, conferindo aquela “aparéncia liguenta” ao

arroz, bolos ou ao péo, por exemplo (MERCK, 2010).

Gréfico 9 — Incidéncia de bactérias Gram-positivas, isoladas a partir de todas as
amostras de agua, coletadas nas escolas estaduais localizadas em Boa Vista — RR.

Micrococcus spp. foi isolada das amostras de aguas coletadas nos pontos 11
(bebedouro da Escola Jesus Nazareno — bairro Carand), 13 (bebedouro da Escola
Ayrton Senna — Centro), 19 (bebedouro da Escola Severino Cavalcante — bairro
Silvio Botelho) e 21 e 22 (bebedouro e torneira da copa, respectivamente, da Escola
Jaceguai Cunha — bairro Asa Branca). Sdo aerobios estritos, catalase positivos,
ocorrendo isolados ou aos pares, dividindo-se formando aglomerados. Tém
capacidade de se multiplicar na presenca de 5% de NaCl. S&o encontrados no solo,
agua, po e na pele do homem e dos animais. Sdo comumente encontrados nos
alimentos, especialmente leite e derivados, carcacas de animais e produtos carneos.
Sao importantes agentes de deterioracdo de alimentos. (FRANCO e LANDGRAF,
2008). De modo geral, os Micrococcus sao micro-organismos do meio ambiente que
as vezes sao encontrados transitoriamente na pele do ser humano e, muito

raramente, associados a infec¢des, tais como abscessos, pneumonia, bacteremia,
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artrite séptica e meningite. Nestes casos, geralmente a espécie envolvida € M.
luteus. (TRABULSI et al, 2008).

Staphylococcus aureus foi isolada das amostras de aguas coletadas nos
pontos: 5 (bebedouro da Escola Hildebrando F. Bittencourt — bairro dos Estados), 16
(torneira da copa da Escola Maria das Dores Brasil — bairro 13 de setembro), 20
(torneira da copa da Escola Severino Cavalcante — bairro Silvio Botelho) e 35
(bebedouro da Escola Monteiro Lobato — Centro).

Staphylococcus sdo parasitas comuns de humanos e animais,
ocasionalmente causando infec¢cdes graves. Em humanos, séo reconhecidas duas
espécies principais: Staphylococcus epidermidis — um organismo ndo pigmentado,
nao patogénico, normalmente encontrado na pele ou nas membranas mucosas — e
Staphylococcus aureus — uma espécie com pigmentacao amarela, mais comumente
associada a condigbes patoldgicas, incluindo furdnculos, acne, penumonia,
osteomielite, meningite e artritre.

Staphylococcus spp. foi isolada das amostras de aguas coletadas nos pontos:
21 (bebedouro da Escola Jaceguai Cunha — bairro Asa Branca), 25 (bebedouro da
Escola Wanda D. Aguiar — bairro Raiar do Sol), 27 e 28 (bebedouro e torneira da
copa, respectivamente, da Escola Luiz R. de Lucena — bairro Nova Cidade), 37
(bebedouro da Escola Oswaldo Cruz — Centro) e 39 e 40 (bebedouro e torneira da

copa, respectivamente, da Escola Euclides da Cunha — Centro).

4.5 Resisténcia aos antimicrobianos

A Norma publicada pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2003) gue padroniza o teste de Disco-Difusao foi traduzida pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2003. Entretanto, todos 0s anos sao
publicadas atualizagdes pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), e a
mais recente, CLSI 2010, preconiza a utilizacdo do documento M45 — (Methods for
Antimicrobial Dilution and Disk Susceptibility Testing of infrequently Isolated or
Fastidious Bacteria (CLSI, 2005), que traz as interpretacdes dos termos utilizados
para a classificacdo dos micro-organismos diante da atuacdo dos antibidticos,
considerando sensivel o isolado inibido pela dosagem ideal de um antibiotico

recomendado para a infecgcdo em questéo; intermediério o isolado que € suprimido
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por uma dosagem mais alta do que a habitual ou quando a infeccdo causada pode
ser tratada em locais do corpo onde as drogas se concentrem fisiologicamente; e
como resistente o isolado que ndo é inibido pelas concentracbes normalmente
prescritas em tratamentos habituais ou pela ocorréncia de mecanismos de
resisténcia especificos (CLSI, 2005).

Os resultados dos testes de sensibilidade aos antibidticos (tabela 8)
revelaram que a maioria das bactérias heterotroficas isoladas das amostras de agua
dos bebedouros e das torneiras das copas das escolas foi resistente a ampicilina
(68,2%).

Os resultados da avaliacdo da resisténcia de bactérias aos antibidticos se

encontram na tabela 1.

Tabela 1 — Resisténcia de bactérias heterotroficas aos antibidticos

testados
Antibioticos resisténcia resisténcia
intermediéaria (%)

Ampicilina 68,2 9,1
Amoxilina 9,1 -
Cefalexina 31,8 -
Ceftazidima - 4,5
Ciprofloxacina - -
Clindamicina 4,5 -
Eritromicina 22,7 -
Meropenem 22,7 -
Norfloxacina 4,5 -
Oxacilina 27,3 -
Penicilina G 4,5 -
Vancomicina 18,2 -
Sulfametoxazol/trimetoprin 9,1 -

(-) = sensivel.

Nossos resultados sdo semelhantes aos obtidos por Mary, Defives e Hornez
(2000), que analisando agua mineral da Franca, contatou que 70% das bactérias
heterotréficas isoladas foram resistentes a ampicilina, e Jeena et al., (2006), que
constatou que 61% das bactérias heterotréficas isoladas das amostras de agua

comercializadas na india, eram resistentes a ampicilina e abaixo dos encontrados
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por Papandreou et al., (2000), que verificou que 77,5% das bactérias isoladas das
amostras de agua potavel na Grécia.

Nesta pesquisa 9,1% dos isolados revelaram resisténcia intermediaria a
ampicilina e 4,5% foram resistentes a ceftazidima. N&o verificamos resisténcia a
ciprofloxacina e nem a ceftazidima. A menor resisténcia verificada foi contra a
clindamicina, norfloxacina e a penicilina G, seguida pela resisténcia a amoxilina e a
sulfametoxazol/trimetoprin.

Cepas resistentes a mais de dois antibioticos foram consideradas resistentes
a multiplos antibidticos, deixando 38,5% dos isolados Gram-negativos e 28,6% dos
isolados Gram-positivos encontrados na presente investigagdo nessa categoria
(tabela 9 e 10).

4.5.1 Resisténcia das bactérias Gram-positvas aos antimicrobianos

O isolamento de estafilococos resistentes as penicilinas pode ser observado
logo apds os primeiros experimentos com a introducao da penicilina G na clinica em
1941, registrando-se em 1944 e 1945 indices de resisténcia de 12 a 22%
(MOREIRA, 1995).

Nos dias atuais, em praticamente todas as partes do mundo, os estafilococos
comunitarios, sejam coagulase-positivo ou coagulase-negativo, mostram elevada
resisténcia (acima de 70%) a benzilpenicilina (penicilina G), bem como a penicilina
V, ampicilina, amoxicilina e carbenicilina (MOREIRA, 1995). Para combater estes
estafilococos foram descobertas as penicilinas antiestafilocdcicas, tais como a
meticilina e a oxacilina e seus derivados, e as cefalosporinas da primeira e segunda
geracdes (TAVARES, 2000).

No Brasil, na atualidade, os estafilococos, tanto o S. aureus como o S.
epidermidis, mostram-se resistentes a penicilina G, ampicilina e amoxicilina em mais
de 70% das cepas isoladas, seja em ambiente hospitalar ou na comunidade, nao
sendo mais indicado o uso destes antimicrobianos para o tratamento de infecgbes
estafilococicas, mesmo que benignas e mesmo que procedam do ambiente extra-
hospitalar (PINTO et al.,1996).

O indice MAR foi utilizado para determinacdo da multipla resisténcia. Este

indice, quando aplicado a um isolado bacteriano, é definido como a/b, ou seja, o
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namero de antibidticos aos quais o isolado foi resistente (a) dividido pelo numero de
antibioticos aos quais o isolado foi exposto (b). indice MAR acima de 0,2 caracteriza
multirresisténcia (KRUMPERMAN, 1983).

O indice MAR e a porcentagem de padrbes de resisténcia entre as bactérias
heterotréficas Gram-positivas, isoladas das amostras de 4gua das escolas estaduais
de Boa Vista — RR, se encontra na tabela 2.

Variacbes no padrdo de resisténcia também foram observadas dentro de
diferentes isolados de um mesmo género, o que confirma a caracteristica especifica
de desenvolvimento da resisténcia. Entre os isolados Gram-positivos, o que

apresentou maior indice de resisténcia foi o S. aureus.

Tabela 2 — indice MAR e a porcentagem de padrdes de resisténcia
entre as bactérias heterotroficas, Gram-positivas, isoladas nas amostras

de dgua das escolas estaduais de Boa Vista — RR

Padréo Resisténcia Isolados Antibiéticos %

0,08 Staphylococcus spp. Oxi 14,3
0,15 Staphylococcus spp. Oxi, Van 28,5
0,15 Staphylococcus spp. Amp, Amo 14,3
0,15 Staphylococcus spp. Caz, Oxi 14,3
0,23 Staphylococcus spp. Cfe, Oxi, Van 14,3
0,61 S. aureus Amp, Amo, Cli, Mer, Oxi, Pen, Van 14,3

MAR = nUmero dos antibidticos aos quais o isolado foi resistente dividido pelo nimero total de
antibiéticos para que o isolado foi exposto. Amp = ampicilina; Amo = amoxicilina; Cfe = cefalexina; Caz
= ceftazidima; Cip = ciprofloxacina; Cli = clindamicina; Eri = eritomicina; Mer = meropenem; Nor =
norfloxacina; Oxa = oxacilina; Pen = penicilina G; Van = vancomicina; Sut =
sulfametoxazol/trimetoprin.

4.5.2 Resisténcia das bactérias Gram-negativas aos antimicrobianos

O indice MAR e a porcentagem de padrbes de resisténcia entre as bactérias
heterotréficas, Gram-negativas, isoladas nas amostras de &gua das escolas
estaduais de Boa Vista — RR, se encontra na tabela 3.

Entre as bactérias Gram-negativas isoladas a que apresentou maior indice de
resisténcia (0,63) foi a E. coli, 0 menor foi o Bacilo Gram-negativo nédo fermentador
de glicose (0,12).
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Tabela 3 - indice MAR e a porcentagem de padrdes de resisténcia entre
as bactérias heterotroficas, Gram-negativas, isoladas nas amostras de

agua das escolas estaduais de Boa Vista — RR

Padréo resisténcia Isolados Antibioticos %.
0,12 BGNnfg, E. coli, E. aerogenes Amp 23,1
0,12 K. ozaenae Mer 7,7
0,25 K. ozaenae Amp, Eri 7,7
0,25 K. ozaenae, E. aerogenes Amp, Mer 15,3
0,25 K. ozaenae Amp, Sut 7,7
0,38 E. aerogenes Amp, Cfe, Mer 7,7
0,38 K. ozaenae, E. coli Amp, Cfe, Eri 23,1
0,63 E. coli Amp, Cfe, Eri, Nor, Sut 7,7

MAR = numero dos antibidticos aos quais o isolado foi resistente dividido pelo ndmero total de
antibiéticos para que o isolado foi exposto. Amp = ampicilina; Cfe = cefalexina; Caz = ceftazidima; Cip
= ciprofloxacina; Eri = eritomicina; Mer = meropenem; Nor = norfloxacina; Sut =
sulfametoxazol/trimetoprin.

As bactérias Gram-negativas sdo frequentementes envolvidos na génese de
infeccdes hospitalares e, por sua origem, também com frequéncia apresentam
selecionada sensibilidade aos antibiéticos, muitas vezes mostrando padrdes de
resisténcia elevada e multipla (TAVARES, 2000).

4 5.3 Bactérias multirresistentes aos antimicrobianos

Altos niveis de bactérias resistentes a multiplos antibiéticos em agua potavel
ja foram relatados anteriormente (PAPANDREOU et al., 2000). A ocorréncia de
bactérias resistentes a mudltiplos antibiéticos no ambiente € certamente um
fenbmeno bem conhecido. Muitos investigadores como: Suassuna e Suassuna
(1971), Linton (1984), Saunders (1984), Buu-Hoi, Goldstein e Acar (1986) Feinman
(1998) e Witte (1998), acreditam que estes organismos resistentes aos
medicamentos tém se tornado mais comum, devido ao amplo uso de antibiéticos na
medicina e na agricultura em todo o mundo (JEENA et al., 2006).

A constatacdo de bactérias resistentes a mudltiplos antibidticos entre os
isolados de amostras de 4guas tratadas representa uma ameacga em potencial para
0s consumidores. As bactérias resistentes as drogas podem também atuar como

reservatorio de plasmideos que possuam o fator de transferéncia de resisténcia, que



82

podem trocar livremente com 0s possiveis agentes patogénicos do nosso intestino
(KURYLOWICZ, 1981).

O acumulo de bactérias heterotréficas no sistema de distribuicdo de agua
e/ou nos reservatorios propicia a formacdo de biofilmes, o que compromete a
qualidade da agua.

Apenas recentemente, entrou em vigor no Brasil, a RDC n° 44/2010/MS
(ANVISA, 2010), que dispde sobre a venda de antibioticos, de uso humano ou
veterinario o que ja pode contribuir para a reducdo do seu uso indevido. Além disso,
campanhas de sensibilizacdo sobre a utlizacdo indevida e uso abusivo de
antibiéticos devem ser lancadas pelas autoridades governamentais para educar o
publico em geral, para fazer face a ameaca crescente de patdogenos resistentes a
multiplas drogas.

Para amenizar essa situacdo € necessario que se identifique e corrija as
causas da instabilidade no padrdo de qualidade da agua distribuida para a
populacdo. Realizar campanhas educativas para caracterizar e orientar 0s
profissionais de saude para a devida utilizacdo dos antibiéticos e alertar a populacao
quanto aos riscos de ingestdo de subdosagens de antibiéticos em produtos de

origem animal.
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5. CONCLUSOES

Amostras de aguas que recebem apenas cloracdo apresentaram maior
incidéncia de contaminacao por coliformes totais e termotolerantes.

Amostras de aguas que recebem tratamento completo revelaram maior
densidade de coliformes termotolerantes.

Em nenhuma das amostras de agua, a contagem de bactérias heterotréficas
ultrapassou o limite de 500 UFC/mL.

A contagem de bactérias heterotroficas variou nas amostras de agua,
enfatizando a instabilidade no padrao de qualidade da agua fornecida a populacéo.

As amostras de aguas que sao apenas cloradas apresentam maior indice de
contaminacao por bactérias heterotréficas quando comparadas com as amostras de
agua que recebem tratamento completo.

A porcentagem de bactérias Gram-negativas isoladas das amostras de 4gua
foi superior a das bactérias Gram-positivas.

Os isolados pertencentes a familia das Enterobacteriaceae foram
predominantes entre os isolados identificados.

A maioria das bactérias heterotroficas isoladas das amostras foi resistente a
ampicilina, seguida pela resisténcia a cefalexina e a eritromicina e meropenem.

Foi observada resisténcia intermediaria a ampicilina e a ceftazidima.

Entre as bactérias Gram-negativas, os isolados de E. coli foram os que
apresentaram maior indice MAR, e entre as bactérias Gram-positivas, destacou-se
S. aureus.

Diferentes isolados do mesmo género apresentaram resisténcias diferentes.

As bactérias Gram-negativas que apresentaram maior incidéncia foram K.
ozaenae, E. coli e E. aerogenes, nesta ordem.

As bactérias Gram-positivas que apresentaram maior incidéncia foram
Staphylococcus spp., Micrococcus e S. aureus, nesta ordem.

N&o foram encontradas resisténcias a ceftazidima e nem a ciprofloxacina

A constatacdo de bactérias resistentes a multiplos antibiéticos representa uma

ameaca aos consumidores.
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ANEXO A
TABELA PRIMARIA DE IDENTIFICACAO

Bactérias Lactose Glicose/ H,S Urease FAD Motili- Indol LIA Citrato
gas dade

Escherichia coli + + - - ) T T -

Klebsiella oxytoca + + - + - - + + +

Klebsiella + + - + - - - + +

pneumoniae

Klebsiella + + - - - - Y

0zaenae

Enterobacter + + - - [+ - + - - +

cloacae

Enterobacter + + - - - + - + +

aerogenes

Citrobacter - |+ + -+ -+ - + |-/+ | - +

freundii

Arizona + + + - - + - + +

Shigella sp - - - - - - -+ - -

Edwardsiella - + + - - + + + -

tarda

Salmonella sp - + + - - + - + +

Serratia - + - Yy - + - + +

marcescens

Proteus mirabilis - + + + + + - - -+

Proteus vulgaris - + + + + + + - -+

Providencia - + - - + + + - +

rettgeri

Yersinia - - - + e Y & o R ey oS

enterocolitica

+: positivo, - : hegativo,

Fonte: ANVISA, 2000
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