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RESUMO

A preocupacdo com a resisténcia bacteriana a antimicrobianos tem estimulado estudos sobre
0 assunto para além do ambiente hospitalar. Neste trabalho, ambientes aquéaticos de uma
refinaria de petrdleo foram avaliados, desde a fonte de captacdo de &gua até a bacia da torre
de resfriamento alimentada com &gua de reuso advinda dos tratamentos secundario e terciario
dos efluentes industriais. Por meio de técnicas dependentes de cultivo, foram analisadas as
alteracBes de densidade de bactérias totais e resistentes a antimicrobianos entre os diferentes
pontos amostrais, bem como o perfil de suscetibilidade dos isolados frente a antimicrobianos
de uso clinico e a biocida clorado. A maior parte dos isolados identificados pertence ao filo
Proteobacteria, com destaque para Pseudomonas sp. e Acinetobacter sp. Cada ponto
amostral apresentou variacOes entre densidades e composi¢cdo populacional. Dos isolados
testados, 62% apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano, destacando-se a
elevada proporcao desses isolados logo ap0s o tratamento secundario e a redugéo nas etapas
subsequentes. Cerca de 45% dos isolados ndo foram suscetiveis a concentracdes superiores
a 25 mg/L de cloro ativo, porém néo houve relacdo direta desses valores com resisténcia aos
antimicrobianos. Este estudo demonstrou que ha aumento de bactérias resistentes a
antimicrobianos nas etapas de tratamento biologico e embora haja declinio na quantidade
dessas bactérias ap0s tratamento fisico-quimico, ndo sdo totalmente removidas e ainda

podem ser recuperadas nos diferentes ambientes aquaticos estudados.

Palavras-chave: bactérias resistentes a antimicrobianos, ambientes aquaticos, tratamento de

efluentes, controle microbiologico.



ABSTRACT

The concern with bacterial resistance to antimicrobials has stimulated studies on the subject
beyond the hospital environment. In this work, we evaluate aquatic environments in an oil
refinery, sampling from the water source intake to the cooling tower basin fed with reuse
water from secondary and tertiary treatment of industrial effluents. Through cultivation-
dependent techniques, changes in the density of total and antimicrobial-resistant bacteria
between the different sample points were analyzed, as well as the susceptibility profile of the
isolates against clinical antimicrobials and chlorinated biocide. Most of the identified isolates
belong to the phylum Proteobacteria, with emphasis on Pseudomonas sp. and Acinetobacter
sp. Each sample showed variations between densities and population composition. Of the
tested isolates, 62% showed resistance to at least one antimicrobial, highlighting the high
proportion of these isolates right after secondary treatment and the reduction in subsequent
steps. Approximately 45% of the isolates were not susceptible to concentrations greater than
25 mg/L of active chlorine, but we did not find a direct relationship between these values and
resistance to antimicrobials. This study demonstrated that biological treatment increases
resistant bacteria and although there is a decline in the amount of these bacteria after physical-
chemical treatment, they are not completely removed and can still be recovered in different

aquatic environments.

Key-words: antimicrobial resistant bacteria; water environment; effluent treatment,

microbial control.



Glossario

Antimicrobiano: substancia que inibe a multiplicacdo ou destroi microrganismos. Neste
trabalho, consideramos “antimicrobiano” como equivalente a “antibiotico”, de modo a
englobar tanto fArmacos naturais quanto sintéticos.

Biocida: substancia quimica utilizada para controle microbioldgico. Difere de

antimicrobianos pelo contexto de utilizacdo e mecanismo de acdo amplo/inespecifico.

Lista de abreviac6es

BGN: bacilos Gram negativos

BGP: bacilos Gram positivos

BT: bacia da torre de resfriamento

BRA: bactéria resistente a antimicrobiano
CIM: concentracéo inibitéria minima
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
ES: efluente industrial

ETA: estacdo de tratamento de agua

ETE: estacdo de tratamento de efluentes
GRA: gene de resisténcia a antimicrobiano
LI: Lagoa de captagédo

NMP: numero mais provavel

SS: saida do tratamento secundario

ST: saida do tratamento terciario

UFC: unidade formadora de coldnia
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Tratamento de agua e efluentes: etapas e processos

De toda agua captada no Brasil, 49,8% é destinada para irrigacdo, 24,4% para
abastecimento urbano, 9,6% para industria, 8,3% para abastecimento animal, 4,5% para
termelétricas, 1,7% para abastecimento rural e 1,7% para mineragdo (ANA, 2019). Dado o
historico de crescimento econdmico e populacional do pais, a demanda de &gua é crescente.
Nas ultimas duas décadas, 0 aumento de captacdo de agua foi estimado em 80% e a previsao
é de que até 2030 tenha um aumento de mais 30%. Embora o pais seja muito rico em recursos
hidricos, a distribui¢do geografica dos mesmos e diversidade dos indices pluviométricos nas
diferentes estacdes do ano néo favorece todas as regides igualmente, tornando o pais muito
heterogéneo no quesito distribuicdo de agua.

Outro aspecto importante € a heterogeneidade existente também nas estratégias de
tratamento da agua captada, dos efluentes gerados e de preservacao das fontes de captacao.
Grande parte da agua captada nos diferentes setores retorna para os corpos d’agua. A agua
consumida no abastecimento urbano, por exemplo, retorna na forma de esgoto sanitario, e as
usadas pela inddstria como, aguas residudarias. Assim, medidas de tratamento eficazes desses
efluentes sdo necessarias para reduzir o impacto nos cursos hidricos receptores, de modo a
ndo inviabilizar o uso posterior da 4gua e reduzir riscos de doencas.

Segundo dados do Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento (SNIS, 2019),
no Brasil, apenas os estados Minas Gerais, Parana e Sdo Paulo e o Distrito Federal possuem
indice de atendimento urbano com rede coletora de esgoto superior a 70%. Muitos
municipios, mesmo possuindo rede coletora de esgoto, ndo possuem redes de tratamento
adequadas para esses efluentes, compreendendo cerca de 18% da populacdo. Estima-se ainda
que apenas 43% da populacdo urbana possui acesso a coleta e tratamento de esgotos,
enquanto 27% sao desprovidos de quaisquer desses servicos.

No setor industrial, 25,5% do consumo de agua € destinado para a producdo de
derivados de petroleo e biocombustiveis, 55,8% para produtos alimenticios e o restante
distribuido nos setores de producdo de celulose, papel e derivados, metalurgia, produtos
quimicos e outros (ANA, 2017). Na induastria petrolifera utiliza-se agua em todos os

processos, sendo as maiores demandas nas etapas de dessalinizacdo e resfriamento (cerca de



80% do total). Os sistemas de resfriamento sdo responsaveis por dissipar o calor residual
gerado nos processos, de modo a preservar o funcionamento e durabilidade do maquinério
(MCKELVEY; BROOKE, 1959). A &gua é o principal liquido de resfriamento, passando
pelas partes aquecidas do sistema e retirando o calor excedente. Em um sistema semi-aberto,
para perda do calor adquirido, a &gua entra em contato com o ar, de modo que haja a troca de
calor entre esses dois meios e evaporacao de parte da agua. Essa interacdo ocorre em uma
torre de resfriamento, sendo facilitada pelo gotejamento da 4gua ou pelo uso de enchimento
da torre, permitindo o contato laminar com o fluxo de ar que entra pelas laterais da torre ou
por ventiladores (COOLING TOWER FUNDAMENTALS, 2011; MCKELVEY; BROOKE,
1959). A agua resfriada é recolhida em bacias para armazenamento antes que seja novamente
inserida no sistema, sendo muitas vezes necessario realizar uma purga e reposicao da agua
devido a perda de volume e consequente concentragdo de componentes inorganicos e materia
organica promovida pelo processo de evaporacao (LIU et al., 2011).

Ap0s o resfriamento, a agua armazenada nas bacias das torres apresenta temperaturas
entre 25 e 35 °C e pH préximo ao neutro (HALLAM et al., 2001). Essas condi¢Ges somadas
ao acumulo de nutrientes ocasionado pela evaporacdo, a exposicao a luz solar e ao ambiente
externo, tornam o ambiente propicio para a multiplicacdo microbiana (LIU et al., 2009;
PAGNIER; MERCHAT; SCOLA, 2009).

A partir de 2012, observou-se uma restricdo e diminuicdo do consumo de agua,
especialmente no setor industrial, devido a crise hidrica, ocasionada pelos baixos indices
pluviométricos, tornando necessaria a adocdo de estratégias de reaproveitamento dos
recursos disponiveis (ANA, 2019). Nesse contexto, o reuso de efluentes, mediante tratamento
adequado, € uma opcdo sustentavel de reutilizacdo de dgua para diversas atividades como a
irrigacdo, uso urbano e industrial, sendo notavel o crescimento do uso em sistemas de
resfriamento (DOS SANTOS et al., 2015; HONG et al., 2018). Essa medida reduz a demanda
de captacdo de &gua, além de minimizar o despejo/retorno de efluentes para corpos d'agua,
garantindo maior seguranca hidrica.

As estacdes de tratamento de efluentes podem apresentar distintos niveis de
complexidade de acordo com as necessidades e recursos disponiveis. De modo geral, 0s
tratamentos podem ser classificados como preliminar, primario, secundario e terciario,
podendo ser utilizados individualmente ou em conjunto. O preliminar consiste em etapas
mecanicas visando a protecdo das unidades de tratamento subsequentes, inclui, por exemplo,

grades grossas ou finas para remocéo de solidos grosseiros, desarenadores para remocgao de



compostos organicos e inorganicos sedimentaveis e caixas de retengdo de 6leo e gordura. O
tratamento primario remove solidos e matéria organica em suspenséo, sdlidos sedimentaveis
e flutuantes; é composto pelas etapas de decantacdo e sedimentacdo, neutralizacdo e
precipitacdo quimica (coagulacdo/flotacdo). O tratamento secundario promove a remocao de
matéria organica, em suspensdo ou dissolvida, e de nutrientes, por processos bioldgicos,
como a oxidacao por bactérias aerobias e/ou anaerdbias e a reducao fotossintética por algas;
para tanto podem ser utilizados lagoas de estabilizacdo, lodos ativados, reatores anaerobios
e filtros bioldgicos. Ja o tratamento terciario € uma etapa pouco utilizada em estacdes de
tratamento de efluentes domésticos no Brasil, sendo direcionada a remocao de componentes
especificos em locais que exigem alta qualidade do efluente langados em corpos hidricos ou
quando destinado ao reuso. Esse tratamento é responsavel por remover residuos indesejaveis
restantes dos processos anteriores, como patogenos, nutrientes (nitrogénio e fosforo),
micropoluentes e outros compostos recalcitrantes. Para isso, faz uso de técnicas como
adsorcdo em carvdo ativado, osmose reversa, eletrodidlise, troca idnica, filtros de areia,
oxidacdo quimica e fisica (como cloragéo e radiacdo UV, respectivamente). Para a remocao
de patdgenos, especificamente, podem ser empregados processos naturais, como a infiltracéo
no solo ou lagoas de polimento com insolagdo, ou processos quimicos, como a cloracéo e
0zonizacdo ou, ainda, processos fisicos como a radiacdo ultravioleta e uso de membranas
filtrantes (VON SPERLING, 1995; JORDAO; PESSOA, 2014).

1.2. Diversidade bacteriana em sistemas industriais

Pouco é conhecido sobre a diversidade microbiana em sistemas industriais ((DlI
GREGORIO et al., 2017; PEREIRA et al., 2017; WANG et al., 2013). Entre os fatores que
afetam esse conhecimento, ha a dificuldade de coleta, seja pela dificil acessibilidade fisica
de determinados locais ou mesmo autorizacdo por parte das industrias (DI PIPPO et al.,
2018); sequido pelo interesse Unico em espécies patogénicas e a dificuldade de identificacdo
de bactérias ndo clinicas, uma vez que a maioria ndo € bem caracterizada ou de dificil cultivo
em laboratorio (STEWART, 2012). Tem sido sugerido que no ambiente aquéatico, menos de
0,1% das espécies sdo cultivaveis. Outro empecilho é que estudos focados unicamente em
bactérias indicadoras de contaminacdo por dejetos humanos (JJEMBA et al., 2010) utilizam
meios de cultura seletivos que promovem a selecdo dessas espécies, acarretando em uma

falsa predominancia das mesmas, enquanto o uso de outras técnicas muitas vezes nao detecta
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as espécies dada sua quantidade praticamente irrelevante frente a diversidade das demais
(VAZ-MOREIRA; NUNES; MANAIA, 2014).

Para conhecer melhor as comunidades bacterianas, pode-se ir além de técnicas
dependentes de cultivo e aplicar técnicas de metagenémica, para sequenciar o0 genoma dos
microrganismos ali presentes de modo a identifica-los e predizer sua fungao nesses ambientes
(KUNIN et al., 2008; RAPPE; GIOVANNONI, 2003). Outra abordagem ¢é a
metatranscriptdmica que estuda as fungdes e atividades das sequéncias de RNA transcritos
por toda uma comunidade de microrganismos presentes em determinado ambiente,
permitindo a analise de expressao e atividade génica quanto a sua diversidade e abundancia
sob condicBes especificas (AGUIAR-PULIDO et al., 2016). Em ambientes aquéticos
industriais, grande parte da populacdo bacteriana é composta por bactérias carreados pelo ar
e agua de reposicdo (DOS SANTOS et al.,, 2015). Porém, é notavel a variacdo na
biodiversidade encontrada em cada estudo, decorrente das diferentes condicdes fisicas e
quimicas de cada local e as varia¢Ges entre comunidades planctdnicas e sésseis, uma vez que
algumas especies possuem baixa capacidade de adesdo (DI GREGORIO et al., 2017; VAZ-
MOREIRA; NUNES; MANAIA, 2014; WANG et al., 2013).

O patogeno de maior interesse em ambientes aquatico é Legionella pneumophila,
causadora de pneumonia quando inalada em aerossois ou goticulas de agua contaminada
(BROUSE; BROUSE; BROUSE, 2017; DI PIPPO et al., 2018; PEREIRA et al., 2017). Pela
grande importancia e destaque de L. pneumophila em sistemas de resfriamento, outros
potenciais patdgenos acabam negligenciados, mas alguns trabalhos se dedicaram a pesquisa
de Mycobacterium sp. (TORVINEN et al., 2014), Pseudomonas aeruginosa e especies
mesofilas de Aeromonas sp. (BLASCO; ESTEVE; ALCAIDE, 2008).

Alguns estudos ja demonstraram que torres de resfriamento podem abrigar patdégenos,
especialmente quando a agua de reposicdo é proveniente de estacOes de tratamento de
efluentes municipais ou de fontes impactadas pela acdo humana. Estas fontes também
contribuem para maior disponibilidade de nutrientes para o desenvolvimento de bactérias,
fungos, algas e protozoarios (BLASCO; ESTEVE; ALCAIDE, 2008; BREIMAN, 1996;
CHOI et al., 2010; DIAS-SOUZA; SOARES; DOS SANTOS, 2017; JJEMBA et al., 2010;
LIU et al, 2010; VAZ-MOREIRA; NUNES; MANAIA, 2014; WINGENDER;
FLEMMING, 2011).

Em estudos prévios de nosso grupo, em torres de resfriamento que recebem agua de

reuso, foram identificadas bactérias potencialmente patogénicas, a exemplo P. aeruginosa,
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Klebsiella pneumoniae (dados n&o divulgados), Elizabethkingia meningoseptica,
Acinetobacter junii, Kluyvera cryocrescens, Stenotrophomonas maltophilia e Enterobacter
hormaechei (DIAS-SOUZA; SOARES; DOS SANTQOS, 2017).

Mesmo que as espécies tipicamente presentes nesses sistemas nao oferecam um risco
direto a salde humana, é preciso precaucdo. Um ponto crescente de discussdo é a
possibilidade de disseminacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos (GRAS) entre
bactérias ambientais e aquelas de interesse clinico, afinal ndo se sabe ao certo as
consequéncias dessa interacdo tanto para 0 meio ambiente quanto para a saide humana
(BECERRA-CASTRO et al., 2016; CROFTS; GASPARRINI; DANTAS, 2017;
WELLINGTON et al., 2013).

1.3. Impacto dos microrganismos no maquinario industrial

No contexto industrial, a presenca de microrganismos, especialmente na forma de
biofilme, gera altos impactos econémicos, relacionados a perda de eficiéncia e a degradagéo
do maquinario. Muitas bactérias tém a capacidade de alternar entre o estado planctonico
(livre ou disperso no liquido) e o séssil (aderidas a um material suporte, formando biofilme),
conforme permitam as condigdes do meio (RABIN et al., 2015). Devido as vantagens
conferidas as células microbianas, a forma sessil € mais encontrada naturalmente, pois
confere resisténcia a estresses ambientais e a presenca de substancias que possam trazer
danos as células, alem de favorecer a interagdo entre microrganismos e sua permanéncia em
superficies (FLEMMING et al., 2016). Biofilmes bacterianos séo compostos em sua maioria
por bactérias heterotroficas totais (BHT), que usam matéria organica do meio circundante ou
componentes do préprio biofilme como fonte de carbono e energia (MELO; AZEVEDO,
2008), mas também podem albergar bactérias de outros padrdes nutricionais e outros grupos
como fungos, algas e protozoarios (FLEMMING et al., 2016).

Os biofilmes formam-se principalmente em locais que apresentam condigdes
favoraveis, como temperatura amena, fluxo lento e abundancia de substrato (ECKERT,
2015). Além de promover acimulo de matéria organica, as bactérias agravam a incrustacao
mineral nas superficies, que também obstrui as tubulacdes, uma vez que componentes da
matriz podem atrair ions metalicos e cristais de sais dissolvidos na dgua aumentando a
incrustacdo mineral (BEECH; SUNNER, 2004; O'NEAL; GUILLEMOT, 2010). Os

biofilmes formados dificultam a troca de calor nos sistemas de resfriamento, dada a baixa
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condutividade térmica dos biofilmes em relagéo a &gua e aos materiais metalicos e 0 aumento
do atrito acarreta perda de energia (DOGRUOZ et al., 2009; LUDENSKY, 2003; RAO,
2012), além de acelerar a corrosdo, nesse caso chamada biocorrosdo, de tubulacdes e
superficies metélicas em geral (COETSER; CLOETE, 2005; RAO, 2012). A biocorroséo
ocorre principalmente pela acdo de bactérias redutoras de sulfato, bactérias oxidantes de
enxofre e de ferro, ocasionando reacOes de oxirreducdo que atacam e deterioram o metal ou
pela producdo de substancias orgénicas secretadas para o meio extracelular e metabdlitos
corrosivos advindos da fermentagdo (GU, 2012; XU et al., 2013). Com isso, 0 acimulo de
biofilme além de sobrecarregar 0s equipamentos, acarreta em sua substituicdo prematura e

aumento na frequéncia das operac6es de manutencdo (LUDENSKY, 2003).

1.4. Como se da a formacéo do biofilme

E preciso a ades&o de apenas uma célula bacteriana plancténica em uma superficie para
que se tenha o inicio da formac&o do biofilme. A principio, a adeséo ¢ aleatoria e reversivel,
sendo feita por meio da atracdo entre as cargas elétricas da bactéria e da superficie, podendo
ser facilitada em superficies rugosas ou pela presenca de estruturas bacterianas como
proteinas externas de membrana, flagelos, fimbrias e pili (RENNER; WEIBEL, 2011).

As interagdes entre microrganismos e superficie séo reforcadas pela adesdo de novos
microrganismos e producdo de matriz, com a formacgdo de microcolénias (RABIN et al.,
2015). A matriz confere protecdo as células e estrutura ao biofilme, sendo produzida pelos
proprios microrganismos e liberada para 0 meio externo, podendo ser composta por uma ou
mais substancias poliméricas extracelulares (SPEs) de natureza polissacaridica, peptidica,
lipidica ou de acidos nucleicos (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004).

No processo de maturacdo, as microcolénias aumentam de tamanho pela agregacéo de
novos microrganismos e multiplicacdo dos ja presentes, até a formacdo de um biofilme
maduro. Este ndo é apenas uma massa de microrganismos diversos envoltos por uma matriz,
mas uma comunidade complexa com uma estrutura contendo poros e canais para circulacao
de &gua e troca de nutrientes e metabolitos (FLEMMING et al., 2016). Isto resulta na
estratificacdo do biofilme, com formacdo de gradiente de concentracdo de oxigénio e
nutrientes, de modo que diferentes tipos bacterianos, com diferentes exigéncias nutricionais,
de pH e oxigénio, possam se desenvolver. Por exemplo, as camadas mais distantes a

superficie favorecem o estabelecimento de espécies anaerdbias, onde a concentracdo de
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oxigénio é menor. A menor quantidade de nutrientes nas camadas inferiores promove um
metabolismo bacteriano mais lento, de modo que muitas espécies podem ficar em estado
latente (FLEMMING et al., 2016). Por outro lado, a estratificagdo também dificulta a difusdo
de biocidas e outros antimicrobianos, reduzindo-os para uma concentracdo subinibitéria ou
impedindo sua acdo, favorecendo a persisténcia de bactérias resistentes a antimicrobianos
(BRAS) (RABIN et al., 2015). A etapa de disperséo € caracterizada pelo desprendimento de
microrganismos ou de fragmentos do biofilme, podendo ocorrer por sinais de quorum-
sensing, por falta de nutrientes, competicdo intensa, excesso populacional ou por fatores
externos como atrito, raspagem e uso de agentes quimicos dispersantes (KAPLAN, 2010;
RABIN et al., 2015). Os microrganismos dispersos no meio podem formar novos biofilmes

em outras superficies.

1.5. Controle Microbiolégico

Os padrdes de qualidade microbiologica para agua dependem da finalidade de seu uso,
logo o padrdo da agua destinada ao consumo humano € muito diferente da destinada ao uso
em sistemas de resfriamento. Para exemplificar, a portaria n°® 2.914/2011 do Ministério da
Salde estabelece um limite inferior a 500 UFC/mL de bactérias heterotréficas totais (BHT)
para agua potavel enquanto as densidades aceitaveis de BHT em torres de resfriamento séo
inferiores a 10* UFC/mL para bactérias planctonicas e a 10° UFC/cm? para as associadas a
biofilmes (LUDENSKY, 2005). O controle microbioldgico da agua pode se dar por métodos
fisicos (calor, filtracdo, radiacdo, ultrassom) quimicos (cloracdo, iodacdo, ozonizagédo) ou
bioldgicos (enzimas e fagoterapia) (LUDENSKY, 2005; THANKI, 2004). Entre os métodos
quimicos mais utilizados na industria esta 0 uso de biocidas, podendo ser estes oxidantes
(cloro, ozdnio e peroxido de hidrogénio) ou ndo oxidantes (aldeido, aminas e isotiazolonas)
(LUDENSKY, 2005).

Os biocidas podem ser utilizados isoladamente ou em associacdo com outros biocidas
ou outros produtos, podendo ser aplicados de forma continua, em doses pulsadas ou em
cargas de choque (BOTT, 2009). Produtos que auxiliam no controle microbiolégico incluem
surfactantes e dispersantes, que por serem moléculas anfipaticas, como compostos contendo
sulfatos e quaternario de amonio, adentram a matriz do biofilme facilitando seu rompimento
(CLOETE, 1998; MACDONALD; SANTA; BROZEL, 2000).
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Embora existam muitas opc¢des de biocidas e dispersantes eficazes no mercado, é
crescente a preocupagao com o impacto ambiental e com a satde do trabalhador, levando a
pesquisa e desenvolvimento de produtos eficientes, porém biodegradaveis, menos toxicos e
que, preferencialmente, apresentem baixo custo (ROBECK, 1981; ZHENG et al., 2013). Isto
tem estimulado estudos direcionados ao uso de microrganismos e seus produtos no combate
a outros microrganismos. Assim, o uso de virus que infectam bactérias (WU; WANG; FANE,
2017), biossurfactantes como os ramnolipideos (KIM et al., 2015) ou moléculas que
interferem na ‘“comunicagdo” bacteriana seja por manipulagdo e mimetizacdo dos
autoindutores (sinalizadores celulares do quorum-sensing) ou, ainda, por sua degradacgéo e
uso de moléculas competidoras (quorum-quenching) (BRACKMAN; COENYE, 2014;
FENG; WU; YU, 2013; FETZNER, 2014; KIM et al., 2014; PONNUSAMY et al., 2013),
mostram-se alternativas promissoras para a remocao de biofilmes.

O cloro é o principal agente quimico desinfetante utilizado no tratamento de &gua, por
sua alta eficacia e baixo custo. Quando adicionado a agua, tem-se uma reacdo dependente de
pH, com a formacéo de acido hipocloroso (HOCI), favorecida por pH entre 5 e 10. O acido
hipocloroso € o responsavel primario pela acdo desinfetante e oxidante, que por sua vez
também se dissocia formando o ion hipoclorito (ClO-). O cloro residual livre é determinado
pela quantidade de &cido hipocloroso e ion hipoclorito (MEYER, 1994).

A acdo antimicrobiana do cloro da-se de diferentes maneiras, a maioria relacionada ao
alto pH da solucdo. Quando em contato com uma célula microbiana o acido hipocloroso e o
fon hipoclorito interferem diretamente na integridade da membrana citoplasmatica, pela
reacdo de saponificacdo que ocorre com 0s &cidos graxos, ocasionando desestruturacao da
bicamada lipidica; ligam-se com grupos amino, neutralizando-os e formando cloraminas,
moléculas que interferem no metabolismo celular e desencadeiam processos de peroxidacao
em todo o citoplasma. O ion cloro proporciona a oxidacdo irreversivel de grupos sulfidrilas
(SH) de enzimas essenciais. A acdo oxidante promove, ainda, a inibicdo enzimatica pela troca
de hidrogénios por ions cloro (ESTRELA; BARBIN; PECORA, 2002). Apesar da eficiéncia
e baixo custo no uso de cloro, ha desvantagens consideraveis, pois quando a matéria organica
interage com o cloro ha a formacdo de compostos sem acdo oxidante/desinfetante e que
podem apresentar riscos a salde, por serem carcinogénicos e tdxicos, como o0s
organoclorados, trihalometanos e cloraminas (BOTT, 2009). Outra desvantagem é a
aceleracdo da oxidacdo das tubulacbes metalicas, causando danos aos sistemas industriais
(PERES et al., 2008).
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1.6. Resisténcia bacteriana

Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos sdao um fendémeno
natural, e certamente inicialmente ndo tinham relagéo alguma com os antimicrobianos usados
como medicamentos. Foram encontrados genes de resisténcia a B-lactdmicos, tigeciclinas e
glicopeptideos em permafrost com mais de 30.000 anos, porém esses farmacos soO
comecaram a ser utilizados na segunda metade do século XX (D’COSTA etal., 2011). Esses
mecanismos de resisténcia sdo vantagens evolutivas importantes para a sobrevivéncia dos
microrganismos em situacfes adversas, como a presenca de metais pesados e xenobio6ticos
(como alguns antimicrobianos e pesticidas usados na agricultura), e mesmo como um fator
de competicdo com outros microrganismos por espaco fisico e nutrientes.

Os mecanismos de resisténcia apresentados por BRAs podem ser intrinsecos ao
microrganismo, decorrentes de caracteristicas de parede, por exemplo, ou mutagdes
aleatorias transmitidas entre as geracOes (transferéncia vertical) ou ainda podem ser
adquiridos do material genético de outros microrganismos, nesse caso denominada
transferéncia horizontal, conforme sera tratado mais adiante (LEKUNBERRI; BALCAZAR;
BORREGO, 2018).

A resisténcia pode se expressar de diferentes formas, como a diminuicdo de
permeabilidade da membrana externa, especialmente pela alteracao da quantidade e diametro
de porinas; a acdo de bombas de efluxo, impedindo o acimulo do farmaco dentro da célula;
modificacOes estruturais do local-alvo, reduzindo a afinidade do antimicrobiano ao sitio de
acdo e a producdo de enzimas capazes de degradar antimicrobianos (TENOVER, 2006).

Outra forma de resisténcia é a formacéo de biofilme, pois este confere protecéo para 0s
microrganismos (LUDENSKY, 2003). Tal protecao esta associada principalmente ao efeito
de barreira exercido pela matriz, que dificulta ou impede a difusdo dos agentes
antimicrobianos ao longo do biofilme (CHUARD et al.,, 1993; LEBEAUX; GHIGO;
BELOIN, 2014). A concentracdo necessaria de agentes para remocao de biofilmes pode ser
de 100 a 1000 vezes maior do que a usada para erradicar microrganismos planctdnicos
(LUCCHESI, 2012).

A transferéncia horizontal de GRAs pode ocorrer por quatro mecanismos: a
transformacdo, quando a bactéria capta material genético extracelular e o incorpora ao seu
proprio DNA; a conjugacdo quando duas bactérias de espécie igual ou distintas trocam

fragmentos de material genético ou plasmideos (DNA circular independente do DNA
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gendmico); a transposi¢do que envolve elementos genéticos moveis, como transposons e
sequéncias de insercdo, que sdo capazes de alterar a expressao de genes proximos e mesmo
causar delecOes ou inversdes nas sequéncias adjacentes; e a transducdo, caracterizada pela
incorporagdo de um fragmento de DNA mediada pela acdo de um bacteri6fago
(LEKUNBERRI; BALCAZAR; BORREGO, 2018). As bactérias Gram negativas
representam a maior parte das espécies emergentes multirresistentes a antimicrobianos, isso
devido especialmente a sua capacidade de compartilhar plasmideos (EXNER et al., 2017).
Outros eventos importantes associados a resisténcia sdo as chamadas resisténcia cruzada e
corresisténcia, que ocorrem quando a bactéria possui um mecanismo de resisténcia comum a
varios antimicrobianos, xenobi6ticos ou metais pesados. A corresisténcia ocorre quando dois
ou mais genes, que conferem resisténcia a substancias distintas, estdo alocados no mesmo
elemento geneético, sendo expressos simultaneamente por um gene regulador frente ao fator
estressor; a resisténcia cruzada ocorre quando um mecanismo de resisténcia ou resposta
celular resulta em resisténcia a mais de uma substancia (SANSEVERINO et al., 2018).

Aguas residuais estdo entre os ambientes que recebem grandes quantidades de residuos
quimicos, como desinfetantes e antimicrobianos, além de matéria organica e
microrganismos, provenientes tanto de residéncias quanto de industrias e hospitais. Mesmo
apos o tratamento convencional, residuos de antimicrobianos e genes de resisténcia podem
néo ser totalmente removidos (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015), de modo que 0 aumento
da resisténcia torna-se uma consequéncia da exposi¢do das bactérias a tais produtos quimicos
e da disseminacdo de GRAS, que progressivamente vao se acumulando na natureza. Assim,
quando considerado um ambiente como solo ou agua, havera muitas BRAs e GRAs, dada a
complexidade natural desses ambientes e as intervencdes associadas a acdo humana
(D’COSTA et al., 2006; LEKUNBERRI; BALCAZAR; BORREGO, 2018). Ao conjunto de
genes associados a resisténcia das comunidades microbianas, da-se 0 nome de resistoma.
Tem-se mostrado a alteracdo do resistoma ao longo do tempo, KNAPP et al. (2010)
compararam amostras de solo coletadas em 2008 com solo arquivado de 1940. Os autores
descreveram um aumento de 15 vezes na quantidade de genes de resisténcia a tetraciclina e,
ainda, aumento significativo na resisténcia a f-lactdmicos e eritromicina. Essa elevagéo na
resisténcia tem sido atribuida principalmente a pressdo seletiva associada a exposicdo das
bactérias a antimicrobianos, biocidas ou metais pesados, que resulta na selecdo de espécies
resistentes presentes nesses ambientes que passam a predominar em relacdo as suscetiveis
(VAZ-MOREIRA; NUNES; MANAIA, 2014).
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De acordo com KOHANSKI; DEPRISTO; COLLINS (2010), doses subinibitérias de
alguns antimicrobianos geram espécies reativas de oxigénio (EROs), contra as quais alguns
microrganismos possuem mecanismos de protecdo. Entre os antimicrobianos indutores dessa
resposta, estdo principalmente os bactericidas, como quinolonas, aminoglicosideos e alguns
B-lactamicos. As respostas ao estresse oxidativo incluem a diminuigdo de permeabilidade da
membrana, reparo de danos celulares e até a mudanca para o estado de biofilme. Por sua
caracteristica instavel e oxidativa, EROs causam danos ao DNA celular podendo causar
morte bacteriana ou mesmo mutagdes. Essas mutagOes induzidas podem resultar em
resisténcia a antimicrobianos. Tanto as alteracdes fenotipicas quanto as genéticas,
proporcionadas por EROs, podem levar a uma variabilidade populacional cujas
caracteristicas de resisténcia estdo presentes em apenas alguns individuos, sendo chamada
heterorresisténcia, e a persisténcia da pressao antimicrobiana pode levar a selecéo definitiva
das mesmas (MARTINEZ, 2017).

Em estacdes de tratamento de agua (ETAS) e estacbes de tratamento de efluentes
(ETEs), a transferéncia génica horizontal pode ser facilitada visto a presenga de grande
quantidade de bacteriofagos que mediariam o0 mecanismo de transdugdo (HONG et al., 2018).
Outro fato importante € a cloragdo, que tem sido apontada como um fator que altera a
quantidade de BRAs e GRAs. Alguns estudos demonstram que a cloracdo diminui
substancialmente a quantidade de microrganismos e GRAs em ETAs, como o conduzido por
LIN et al. (2016), que constataram que de 125 GRAs, 119 sofreram reducdo com a cloracdo,
bem como 12 dos 13 elementos genéticos moveis monitorados. JA RODRIGUEZ-MOZAZ
et al. (2015) compararam a quantidade de residuos de antimicrobianos e GRAS presentes em
efluentes hospitalar e doméstico antes e apds passarem por uma estacédo de tratamento. Foi
verificado que mesmo que a quantidade tenha diminuido, a maioria dos antimicrobianos nao
foi totalmente removida, enquanto que a quantidade relativa dos genes ermB e tetW diminuiu
e de blatem, gnrS e sull aumentou. Avaliando o impacto ocasionado no rio que recebia 0s
efluentes da estacdo de tratamento, os autores também observaram o aumento de GRAS e
residuos de antimicrobianos em relacdo a agua acima ao ponto de descarga. Tal padréo de
aumento também foi observado no estudo de LI1U et al. (2018), que monitoraram a ocorréncia
de 22 GRAs em uma estacao de tratamento de aguas residuarias urbanas na qual era utilizado
dioxido de cloro como agente biocida. Foi observado aumento de GRAS, especialmente a
macrolideos, sulfonamidas, B-lactamicos, aminoglicosideos, rifampicina e vancomicina.

Deve-se ainda considerar que possiveis divergéncias de informacdes entre estudos podem
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estar associadas as condicdes iniciais da &gua tratada, com a procedéncia, o tipo de tratamento
adotado e ainda com as metodologias utilizadas para deteccdo dos GRAs e BRAS
(GUARDABASSI; LO FO WONG; DALSGAARD, 2002; MANAIA et al., 2018). Em
industrias, o foco do controle microbiolégico € a manutencdo e bom funcionamento dos
sistemas, com pouca atencao para o risco microbiolégico associado a salde, excetuando o
monitoramento da presenca de Legionella spp. A pesquisa de GRAs e BRAs é ainda mais
escassa. BLASCO, ESTEVE e ALCAIDE (2008) pesquisaram a ocorréncia de patdgenos
com resisténcia a 27 antimicrobianos tanto em ambientes naturais quanto em torres de
resfriamento, observando que embora a maioria dos isolados de L. pneumophila tenham
apresentado sensibilidade aos farmacos testados, a grande maioria de P. aeruginosa e

Aeromonas sp. apresentaram resisténcia, inclusive a multiplos farmacos.

1.7. Substéncias que exercem pressdo seletiva e sua presenca em ambientes

aquaticos

Os estudos referentes a resisténcia bacteriana a antimicrobianos deixaram de estar
restritos ao ambiente hospitalar e foram ampliados para outros setores como 0 agropecuario,
sistemas de tratamento de agua e efluentes, sistemas industriais como as torres de
resfriamento, e ambientes naturais como solo e agua (WESTPHAL-SETTELE et al., 2018).
Tal fato ocorre pelo uso de antimicrobianos aléem do contexto da saude humana, sendo
também aplicada na agricultura e criacdo de animais, como pecuaria e aquacultura
(CABELLO, 2006; ECONOMOU; GOUSIA, 2015), além da observacdo de que outros
compostos quimicos também exercem pressao seletiva sobre 0s microrganismos.

Tanto € importante essa nova realidade que em 2015 a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) langou o Plano de Acao Global em Resisténcia a Antimicrobianos, para que paises
do mundo todo promovam novas estratégias em busca de melhora ou ao menos de contencéo
do problema de resisténcia aos antimicrobianos, especialmente com o uso mais responsavel
de substancias antimicrobianas. No Brasil, o Plano de Acdo Nacional para Prevencao e
Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos (PAN-BR, 2018) conta com a participacao
conjunta do Ministério da Saude, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, Ministério das Cidades, Ministério da Educacéo e
Cultura, Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunicac6es, Ministério do Meio

Ambiente, Fundacdo Nacional de Saude, além do apoio do Conselho Nacional de Salde e da
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Ageéncia Nacional de Aguas, mostrando mais uma vez que esse é um problema multifatorial
e que atinge diversos setores. Como j& mencionado, mesmo substancias sem acédo
antimicrobiana direta podem estar envolvidos na selecdo de BRAS, tanto pela pressao seletiva
quanto por mecanismos de resisténcia cruzada. Por isso, a seguir serd tratado, além de
antimicrobianos de uso clinico, como biocidas, agrotoxicos e metais pesados podem chegar
em ambientes aquaticos e promover a alteracdo no perfil de suscetibilidade das comunidades
bacterianas.

Conforme levantamento da Organizacdo Mundial da Sadde (World Health
Organization - WHO), em 2016, o Brasil registrou o consumo de 2.225,47 toneladas de
antimicrobianos, distribuidos principalmente entre B-lactamicos (53,4%), macrolideos
(16,2%), quinolonas (12,4%), tetraciclinas (3,4%) e sulfonamidas (5,3%). A média mundial
é de que cerca de 70% desses antimicrobianos sao destinados ao setor de alimentos e criagdo
de animais (WHO, 2018). No setor agropecudrio sdo utilizados tetraciclinas,
aminoglicosideos, pB-lactdmicos, lincosamidas, macrolideos e sulfonamidas para tratamento
de infecces, profilaxia de doengas e doses sub-terapéuticas para engorda e crescimento dos
animais (MANYI-LOH et al., 2018).

Vaérios estudos ja relataram a presenca de residuos de medicamentos, inclusive
antimicrobianos, em agua de esgoto, ETAs e em rios (MAHMOOD; AL-HAIDERI;
HASSAN, 2019; STUMPF; TERNES; WILKEN, 1999). Tem sido sugerido que cerca de 30
a 90% dos antimicrobianos administrados ndo sdo metabolizados e acabam excretados em
sua forma ativa (SANSEVERINO et al., 2018). Uma revisdo avaliou trabalhos de diferentes
paises, totalizando informacdes de 267 amostras de ETAS e constatou que a deteccdo de
residuos de antimicrobianos era um fator comum em varios deles (SANSEVERINO, 2018).
Sulfametoxazol foi o mais prevalente, sendo encontrado em 31 amostras de 13 paises,
seguido de ciprofloxacino, trimetoprima, claritromicina, eritromicina, clindamicina e
azitromicina. Quando avaliado a remocao desses antimicrobianos durante os processos de
tratamento, constatou-se que muitos ndo sdo totalmente removidos. Ciprofloxacino foi
relatado como o farmaco de maior remocdo, chegando a 90%, porém sua persisténcia ao
atingir o solo pode ser de 90 dias, por exemplo em casos de uso do lodo seco como
fertilizante. Em média, as dosagens encontradas eram baixas, em Portugal, por exemplo,
variou entre 0,28 e 0,69 pg/L para diversos antimicrobianos, mas nos Estados Unidos foi
relatado até 6,0 pg/L (para ciprofloxacino e sulfametoxazol) mesmo apds o tratamento
(SANSEVERINO, 2018). A revisdo de PAZDA et al. (2019) por sua vez, mostra que a
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presenca dos mais diversos GRAs j& foram detectados em estudos conduzidos com amostras
de ETASs por todo o mundo (Europa, Estados Unidos, Canada, China, Coreia e Turquia),
incluindo genes de bombas de efluxo para varios farmacos, tais como [-lactamicos,
macrolideos, quinolonas, sulfonamidas, trimetoprima e tetraciclinas.

O Brasil é um dos maiores consumidores mundiais de agrotoxicos (IBAMA, 2019).
Em 2018, foram vendidas mais de 500.000 toneladas, sendo que 62% apresentavam Classe
I11 de periculosidade ambiental, e 35,4% Classe Il e I, representando produtos muito
perigosos ao meio ambiente considerando-se a contaminacao de solo, de recursos hidricos e
acdo em organismos ndo-alvo. Entre os ingredientes ativos mais comercializados estdo 0s
glifosatos, 2,4-D (diclorofenoxiacético), mancozebe, atrazina, acefato e dicloreto de
paraquate (IBAMA, 2019). Tais compostos, quando em contato com o0 meio ambiente podem
ter diferentes destinos, sendo mais desejavel sua decomposi¢do (quimica, microbioldgica,
fotodegradacgéo), mas podendo também ocorrer sua retencéo ou absorcéo pelo solo, plantas
e outros seres vivos e mesmo seu escoamento para fontes hidricas (BAILEY; WHITE, 1970).

Muitos agrotdxicos e afins tém sido apontados como compostos que exercem pressao
seletiva em microrganismos e em muitos casos, 0 fendmeno de resisténcia cruzada com
antimicrobianos de uso clinico foi identificado. Esse tipo de resisténcia pode estar
relacionado a formacédo de biofilme, a producdo de enzimas ou aumento de expressdo de
genes protetores contra o estresse oxidativo, a superexpressdo de bombas de efluxo, mutagdes
ou transferéncia horizontal de genes de resisténcia a esses compostos. Trabalhos como o de
KURENBACH et al. (2017) mostraram que a exposi¢cdo de Escherichia coli e Salmonella
enterica ao glifosato, dicamba e 2,4-D promoveu resisténcia aos antimicrobianos
ciprofloxacino e canamicina. J& JE et al. (2012), embora ndo tenham estudado
antimicrobianos, demonstraram a superexpressdo de bombas de efluxo em isolados de E. coli
ndo suscetiveis a glifosato, bem como de possiveis alteracdes em diversos transportadores de
membranas, que por serem inespecificos teriam grandes chances de promover resisténcia
cruzada a antimicrobianos. SHIN et al. (2016), ao analisarem bactérias isoladas de pomares
de frutas citricas, encontraram que 82% dos isolados ndo suscetiveis a glifosato também
apresentava perfil de resisténcia a penicilina. CAO; MOORE; HELMANN (2005)
demonstraram a resisténcia adaptativa de Bacillus subtilis contra paraquate pela ativacdo de
mecanismos adaptativos contra estresse oxidativo induzido.

Os metais pesados sdo assim classificados por apresentarem densidade acima de 5

g/cm?®. S&o naturalmente encontrados em diversos meios, porém na maior parte do tempo em
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concentragdes muito pequenas. Mas estas podem aumentar como resultado da atividade
humana e mesmo bioacumularem em componentes bidticos desses ambientes. Entre as
principais fontes desses metais como contaminantes estéo os rejeitos de mineragédo, alguns
fertilizantes e efluentes industriais. Como exemplo do ultimo caso, os efluentes gerados na
dessalinizacdo do petrdleo possuem além de 6leo, enxofre e compostos nitrogenados, 0s
metais mercurio, cadmio e chumbo (MOTTA et al., 2013; UTVIK; NORSK, 1999). Os
mecanismos de resisténcia contra metais sdo muito similares aos demais compostos ja
mencionados, como a reducdo dos niveis intracelulares por meio da reducdo do niumero de
porinas na superficie celular, aumento da expressdo de bombas de efluxo, inativacdo do metal
por reducdo convertendo-o para uma forma ndo toxica, protecao contra o estresse oxidativo
com reparo de moléculas por chaperonas, enzimas ou antioxidantes (SANSEVERINO et al.,
2018). Ja é bem elucidado, neste caso, mecanismos de resisténcia cruzada entre metais
pesados como arsénio, mercdrio, zinco, cadmio, cobalto e cobre com os antimicrobianos
cloranfenicol, tetraciclina, ciprofloxacino, rifampicina ¢ B-lactamicos (PAL et al., 2015;
SANSEVERINO et al., 2018).

A presenca de residuos de diversos compostos com poder de exercer pressdo seletiva
em comunidades bacterianas, juntamente com a alta diversidade e densidade de
microrganismos em ambientes aquaticos, como estacdes de tratamento de efluentes, torna
esses ambientes propicios a selecdo, proliferacdo e persisténcia de BRAS e transferéncia
horizontal de GRAs. Por isso, estudos para melhor entender a dindmica e consequéncias
dessas alteracdes nesses ambientes sdo fundamentais para estabelecer melhores medidas de
controle microbiologico e promover o debate acerca do agravo da resisténcia bacteriana aos

antimicrobianos.
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2. JUSTIFICATIVA

Estamos em uma época marcada pela resisténcia bacteriana a antimicrobianos,
crescente falta de opcdes terapéuticas no tratamento de infeccbes e preocupagdo com 0S
impactos da contaminacdo ambiental por farmacos antimicrobianos. Embora a resisténcia
seja natural, a ampla utilizacdo e mau uso de antimicrobianos e outras substancias que
exercem pressdo seletiva aceleram o processo de selecdo de bactérias resistentes a
antimicrobianos (BRASs). Grande atencao é voltada para mecanismos de aquisi¢do de genes
de resisténcia a antimicrobianos (GRAS) por transferéncia horizontal, facilitada em locais
com alta densidade e riqueza de bactérias e bacteri6fagos, tais como os ambientes aquaticos.

Residuos de produtos que exercem atividade antimicrobiana podem estar presentes em
efluentes domésticos, industriais e hospitalares. Por ndo serem completamente removidos em
estacOes de tratamento de efluentes (ETES), atingem rios, lagos e solos podendo alterar a
estrutura das comunidades microbianas ali presentes, favorecendo o aumento de elementos
do resistoma. Nesse sentido, ETES sdo consideradas potenciais fontes para disseminagéo de
resisténcia, uma vez que bactérias patogénicas ou nao sdo expostas aos GRAS e a presenca,
em concentragdes subinibitdrias, de diversos antimicrobianos.

Nos ultimos anos, a crise hidrica tem levado diferentes setores a buscarem estratégias
para minimizar a captacdo de agua e o descarte de efluentes em cursos hidricos. Nesse
contexto, a agua de reuso, resultante do tratamento de efluentes, mostra-se uma alternativa
promissora. Na maioria dos casos, essas aguas tratadas apresentam bactérias préprias de solo
e agua; porém, considerando-se que muitas fontes de dgua recebem direta ou indiretamente
efluentes contendo dejetos humanos e animais, potenciais patégenos podem ser detectados.

De modo a minimizar os problemas associados a microrganismos, € preciso estabelecer
tratamento adequado da &gua, utilizando biocidas capazes de impedir a proliferacdo e inativar
células microbianas. Entre as opg¢des disponiveis, biocidas clorados apresentam bom custo-
beneficio, porém busca-se alternativas mais amigaveis ao meio ambiente, ao manipulador e
ao sistema industrial, uma vez que esses biocidas podem danificar as tubulacdes por sua agdo
oxidante e trazer riscos a salde devido a producéo de derivados.

Por isso, deve-se avaliar a eficiéncia dos atuais métodos de tratamento de efluentes,
bem como caracterizar as comunidades bacterianas presentes nesses sistemas, quanto a sua
diversidade, susceptibilidade a diferentes biocidas e antimicrobianos e mecanismos de
resisténcia. E fundamental identificar reservatorios de patdgenos e GRAs transferiveis, e 0s

riscos que podem trazer para a saude, ndo somente humana, como animal e ambiental.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Verificar a presenca e dispersdo de bactérias resistentes a antimicrobianos de
importancia clinica e a biocida clorado em diferentes ambientes aquéticos de uma refinaria

de petrdleo.

3.2. Objetivos Especificos

- Quantificar e isolar bactérias aerObias heterotroficas totais e resistentes a
antimicrobianos de importancia clinica presentes em amostras de agua de diferentes
ambientes aquaticos de uma refinaria de petroleo: lagoa de captacdo de agua, saida do
tratamento de agua, efluentes da inddstria, saida do tratamento secundéario, saida do
tratamento terciario e bacia da torre de resfriamento alimentada com efluente terciario, por
método convencional dependente de cultivo.

- Identificar os isolados bacterianos por MALDI-TOF ou sequenciamento do rDNA
16S;

- Comparar o perfil de suscetibilidade das bactérias isoladas a diferentes
antimicrobianos de importancia clinica e ao biocida clorado.

- Avaliar a ocorréncia de resisténcia adaptativa e resisténcia cruzada com biocida

clorado nas amostras de bactérias de importancia clinica por meio de ensaios in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de estudo

No estudo, foram amostrados seis compartimentos aquaticos de uma refinaria de
petroleo, localizada no municipio de Betim/MG, em duas épocas. A primeira coleta foi
realizada em outubro de 2018 e a segunda em junho de 2019, compreendendo uma
amostragem no periodo de chuvas e outra no periodo de seca, respectivamente.

Segue a descri¢do dos pontos amostrais:

- O primeiro consiste em uma lagoa artificial (LI) resultante do represamento de parte
do Ribeirdo Sarzedo pertencente a bacia do Rio Paraopeba, utilizada para abastecimento de
agua na refinaria. Segundo Deliberacdo Normativa COPAM 10/86, a lagoa apresenta classe
Il de qualidade, sendo adequada para atividades humanas e consumo apds tratamento
convencional. Seus principais tributarios sdo o Ribeirdo Ibirité e o Cérrego Pintados, ambos
passando por areas fortemente urbanizadas e industrializadas, recebendo grande quantidade
de efluentes industriais e esgotos sanitarios urbanos sem tratamento (YAMADA, 2010);

- O segundo consiste na saida de uma estacdo de tratamento de 4gua (ETA) que trata a
agua bruta captada da lagoa, por processos fisicos e quimicos, passando por coagulagéo,
floculacéo, decantacéo, filtracdo, clarificacdo de alta taxa e cloracao;

- O terceiro se refere aos efluentes gerados na refinaria (ES), desde agua usada no
processamento da matéria prima até o efluente domestico, que sdo destinados aos tratamentos
secundario e terciario para serem convertidos em agua de reuso;

- O quarto é a saida do tratamento secundario (SS), constituido por um tratamento
bioldgico que inclui uma lagoa aerada de mistura completa e uma lagoa facultativa, com
posterior passagem por biodisco;

- O quinto é a saida do tratamento terciario (ST), constituido por processos fisico-
quimicos como cloracao, clarificacdo de alta taxa, passagem em filtros de areia e de carvao
ativado granular, visando a remocéo de solidos, compostos organicos e sais dissolvidos;

- O sexto consiste na bacia de coleta da agua resfriada da torre de resfriamento (BT)

alimentada pela agua de reuso.

25



26

‘ Lagoa de Captacéo Tratamento de Agua inddstria

‘ Estacdo de

‘ Uso da agua na

Secundario

Tratamento Terciario ] [ Tratamento ]

[ Efluente Industrial ]

Bacia da Torre de
Resfriamento

Figura 1: Fluxograma indicando o fluxo de captacdo, uso e tratamento de agua dos pontos coletados.

4.2. Coleta e processamento de amostras

Foram coletadas duplicatas de cada ponto amostral, sendo na ETA 5L de agua, em galGes
estéreis de polietileno de alta densidade e nos demais locais demarcados, 1L de agua em
frascos @mbar estéreis, todos contendo 0,1% de tiossulfato de sddio (para neutralizar a agao
do cloro residual). As amostras foram enviadas e prontamente processadas no Laboratorio de
Microbiologia Aplicada — UFMG. Para cada amostra, membranas de nitrocelulose de 0,22
um de didmetro de poro foram armazenadas em frascos estéreis a — 20 °C apds filtragem de

300 mL de agua.

4.3. Quantificacdo e isolamento de bactérias heterotréficas totais por técnica

spread plate

Para a quantificacdo e isolamento de BHT, aliquotas de 100 pL. das amostras originais
e de suas dilui¢bes foram inoculadas na superficie de placas contendo o meio Reasoner’s 2A
solido (R2A - HIMEDIA) pelo método de spread plate, com exce¢do das amostras da ETA.
Das quais 5L foram filtrados em membranas de nitrocelulose de 0,22 um de didmetro de poro
e depositadas na superficie de meio R2A, devido a baixa densidade de bactérias presentes

neste ambiente.



Todas as placas foram incubadas a 30° C por até 72 horas. Apds o periodo de incubacao,
foi realizada a quantificacdo de unidades formadoras de colonias (UFC/mL). Representantes
de diferentes morfotipos foram submetidos a coloracéo diferencial de Gram e caracterizados
quanto as caracteristicas morfotintoriais. As colonias foram purificadas no meio R2A.
Amostras das culturas puras obtidas foram armazenados em criotubos, contendo caldo

nutriente acrescido de 20% de glicerol, em temperatura de - 20 °C.

4.4. Determinacdo da densidade de bactérias heterotroficas totais e resistentes a
antimicrobianos de importancia clinica pela técnica de niUmero mais provavel
(NMP).

As amostras foram diluidas serialmente em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) e
usadas nos ensaios de determinacdo da densidade de bactérias heterotréficas totais (BHT) e
resistentes a antimicrobianos (BRAS) utilizando o método do NMP em microplacas de 96
pocos, seguindo a metodologia de BINET; PORTAL; LEYVAL (2011), com modificagdes.
Aliquotas de 20uL de diferentes dilui¢des (entre 10° a 107) foram inoculadas nos pogos da
microplaca contendo 200 uL. de meio liquido Mueller Hinton (Difco), sendo realizadas seis
repeticOes para cada diluicdo. Para BRAS, o meio liquido Mueller Hinton foi adicionado dos
antimicrobianos de interesse, descritos na Tabela 1. Foram estabelecidas concentragdes
consideradas altas para Enterobacterales, Acinetobacter sp., ndo-Enterobacterales sp. e
Staphylococcus sp. conforme valores de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2018) e metodologia baseada em PANG et al. (2015).

Tabela 1: Antimicrobianos e concentragdes utilizadas para NMP
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Antimicrobiano  Concentracdo (mg/L) Grupo de referéncia
Ampicilina 32 Enterobacterales
Ciprofloxacino 4 Entt_erobacterales, nao-Enterobacterales,
Acinetobacter sp. e Staphylococcus sp.
Ceftriaxona 4 Enterobacterales
Eritromicina 8 Staphylococcus sp.
Tetraciclina 16 Enterobacterales, ndo-Enterobacterales,

Acinetobacter sp. e Staphylococcus sp.

Ap6s adi¢do de 20 pL de cada diluigdo da suspensdo celular em seis repeti¢des, as
placas foram vedadas e incubadas a 37 °C. Apos 24 h, o crescimento foi avaliado por meio

de observagdo visual da turvagao nos pogos. Os pogos foram adicionados de 50 uL da solugdo



aquosa do indicador redox 2, 3, 5-trifenil cloreto de tetrazélio (TTC) na concentracao de 3g/L
e incubados por 1h para confirmar a leitura visual. Foram considerados positivos 0s po¢os de
cada diluicdo, que apresentaram turvacdo e/ou coloracdo rosa da reducdo do indicador de
viabilidade, sendo comparados com os controles negativos que consistem do meio de cultura
suplementado e ndo suplementado com antimicrobianos, mas sem adi¢do do inéculo.

Apos a determinacdo do numero de pogos positivos e negativos, para cada diluicdo, em
ambos os ensaios, 0 célculo do NMP/mL foi realizado com a utilizacdo do software da
Microsoft Excel, associado a uma equacao descrita por BRIONES; REICHARDT (1999),
conforme ilustrado em Figura 2, na qual a € o volume inoculado no pogo, p, 0 nimero de

pOCOs positivos, e n, 0 nimero de pocos inoculados.

a,p, a,p, N ads; Py
l—e

ul. "5 A

ol —e ™2 1 —e

i 3.1

=an, +a,n, +a;n,

Figura 2 Equacéo para determinar NMP/mL (BRIONES; REICHARDT, 1999).

4.5. Pesquisa de Legionella spp.

Uma aliquota de cada amostra de agua foi concentrada por filtracdo e tratada com calor
(30 minutos a 50°C). Em agar Legionella (Acumedia) adicionado de L-cisteina (4%) e
pirofosfato férrico (2,5%), 100 pL das amostras, em triplicata, foram semeadas por método
spread plate e incubadas de 7 a 10 dias a 37°C. L. pneumophila produz coldnias pequenas a
grandes, regulares, incolores a palidas, cinza-azuladas, levemente mucoides, que fluorescem

verde-amarelado sob luz UV com comprimento de 365 nm.

4.6. ldentificacdo das bactérias

As bactérias isoladas foram identificadas com espectrometria de massa por ionizacao
e dessorcao a laser assistida por matriz-tempo de voo (MALDI-ToF/MS). Os isolados que

ndo identificados por MALDI-ToF foram submetidos ao sequenciamento do rDNA 16S.
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4.6.1. Identificacdo por MALDI-TOF/MS

As bactérias foram cultivadas durante 24h a 37 °C em agar nutriente e enviadas para o
Laboratério AQUACEN - Escola de Veterinaria, UFMG, para identificacao.

Na técnica, as coldnias sdo raspadas usando al¢a de semeadura estéril e aplicadas como
uma pelicula fina em uma placa de ago de 24 pontos (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).
A amostra seca ao ar ¢ tratada com 1 pL de solugdo saturada da matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicindmico (Bruker Daltonics) em 50% de acetonitrila/acido trifluoroacético 2,5%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os espectros de massa sdo adquiridos em modo
refletor-positivo no instrumento MicroFlex LT (Bruker Daltonics), usando as configuracfes
padréo do fabricante. Os espectros capturados sdo analisados usando o software MALDI
Biotyper automation 2. 0 (Bruker Daltonics). Os critérios de identificacdo utilizados na
analise foram: uma pontuagdo > 2.000 indica identificacdo em nivel de espécie, pontuagao
de 1.700-1.999 indica o nivel do género, e uma pontuacao <1.700 foi interpretada como nédo

identificada. Linhagens de referéncia foram utilizadas como controle positivo para a analise.

4.6.2. Identificagdo molecular por sequenciamento do rDNA 16S

4.6.2.1. Extracdo de DNA dos isolados

Os isolados foram cultivados em agar nutriente por 18h a 37°C. O procedimento de
extracdo de DNA foi adaptado (DOYLE, 1991), consistindo na ressuspensdo de células
removidas das colbnias das placas em 200 uL de TE (Tris HCI 10 mM, pH 8,0 e EDTA 1
mM) seguido de centrifugacédo a 6.000 g por 5 min, descartando-se o sobrenadante. O pellet
foi ressuspendido em 600 pL de solugdo CTAB (100 mM Tris-HCI, 1,4 M cloreto de sddio,
20 mM EDTA, 0,1% B-mercaptoetanol e 2% CTAB) com 40 uL de CIA (cloroformio e alcool
isoamilico, na propor¢do 24:1) e submetido por 30 min a 65°C, com agitacdo em vortex a
cada 15 min. Apos esse periodo, 600 pL de CIA foi adicionado aos tubos. Apos a
homogeneizacdo da mistura, os tubos foram centrifugados a 16.000 g por 10 min e a fase
aquosa transferida para tubos novos, nos quais foram adicionados 500 pL de isopropanol
gelado. Os tubos foram incubados por cerca de 12h a -20 °C e centrifugados a 16.000 g por
10 min, para precipitacdo do DNA. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado duas

vezes com etanol 70%. Apds evaporacdo do etanol, os pellets foram ressuspendidos em 50
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uL de TE e estocados a -20 °C. A integridade do DNA foi avaliada em gel de agarose 1%, e

a concentracdo determinada em espectrofotometro NanodropTM 1000 a 260 nm e 280 nm.

4.6.2.2. Amplificagdo por PCR do rDNA 16s

A amplificacdo da regido do rDNA 16S foi realizada com primers universais para
bactérias 27F (5'- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -3') e 806R (5'- GCG GAT CCG
CGG CCG CGG ACT ACC AGG GTA TCT AAT -3") ou 8F (5> — AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG —3’) e 907R (5’- CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT -3°). A reagédo de 50
uL foi constituida de 5 pLL de Tampao (10X), 4 uL. de MgClz (25mM), 1,5 uLL. de ANTP (10
mmol pL-1), 2,5 uL de cada primer (10 pmol pL-1), 0,3 uLL de Taq DNA polimerase (5U
uL-1) e 2uL de DNA (90-120 ng pL-1).

A amplificacdo dos fragmentos de DNA foi realizada utilizando o termociclador
(Applied Biosystems) sob as seguintes condigdes: 5 min a 94 °C, 26 ciclos de 1 min a 94 °C,
1 min a 57 °C e 1 min a 72°C, finalizado por 5 min a 72 °C. O produto da PCR foi
quantificado em espectrofotémetro NanodropTM 1000 a 260 e 280 nm e a integridade do
fragmento analisada por eletroforese em gel de agarose 1%, corado por brometo de etideo,

com a utilizacdo de padrao de peso molecular de 1Kb (DNA ladder - Promega).

4.6.2.3. Purificacdo e sequenciamento

Para purificacao dos produtos de PCR, foram adicionados aos tubos 11,25 uL. de EDTA
(125 mmol L-1) ¢ 135 pL de etanol absoluto. A mistura foi incubada por 15 min a temperatura
ambiente e em seguida centrifugada a 16.000 g por 25 min a 25 °C para precipitacdo dos
amplicons. O sobrenadante foi descartado e aos tubos foram adicionados 120 pL de etanol
70% (v/v). Os mesmos foram homogeneizados por inversdo, centrifugados a 16.000 g por 10
min a 25 °C e o sobrenadante novamente descartado. Apos total evaporacao do etanol residual
o produto foi ressuspendido em 10 pL de dgua livre de nuclease. O produto obtido foi
quantificado em NanodropTM 1000 a 260 nm.

A seguir, foram feitas reacdes de sequenciamento das amostras com primers senso e
antissenso e kit BigDye™ Terminator v3.1. Cada reagdo continha: 0,8 pL de BigDye, 1,6 pL.
de tampao do kit, 1 pL. do primer correspondente (27F, 8F, 806R ou 907R) a 5 uM, 1,4 uL
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do DNA purificado (12 ng/uL) e completado com agua para 10 uL.. A reagdo de PCR deu-se

com ciclo de step down, conforme quadro a seguir:

Quadro 1: Ciclagem para reacdo de PCR

31

Passos do ciclo Temperatura Tempo (min:seg)

1 96 °C 01:00

2 96 °C 00:15

Rampa 1°C/seg + 0,0 °C/seg

3 50°C 00:15

4 60 °C 0:00

5 Ir para passo 2, repetir 34 vezes

6 4°C o0

Os produtos de sequenciamento obtidos foram novamente purificados e precipitados
conforme j& descrito. Ao final, foram secos e enviados para analise em sequenciador
automatico ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) no Instituto René Rachou (FIOCRUZ -
MINAS). As sequéncias obtidas tiveram a qualidade conferida com a ferramenta
Electropherogram quality analysis, disponibilizada em
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br) e foram analisadas pelo programa Geneious -
Bioinformatics Software for Sequence Data Analysis. Sempre que possivel, as sequéncias
geradas pelos primers senso e antissenso foram alinhadas para gerar sequéncias consenso,
que foram comparadas com sequéncias génicas de rDNA depositadas no banco de dados
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando o servidor Blast do National Centre for
Biotechnology Information - NCBI. Para ser pertencente a uma determinada espécie,
utilizou-se identidade de pelo menos 97% com outra j& depositada no GenBank. Sequéncias
que ndo apresentaram identificacdo foram editadas, retirando-se as sequéncias de baixa
qualidade, e comparadas no banco de dados. Isolados com similaridade de sequéncia abaixo

de 97%, mas acima de 90% foram identificados em nivel de género.

4.7. Testes de suscetibilidade
4.7.1. Método de disco difusado

Para avaliacdo da susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos foi usado o método

de disco difusdo, conforme parametros definidos pelo documento M02-A13 (CLSI, 2019).



Os antimicrobianos foram selecionados para cada grupo bacteriano conforme sugestoes
de antimicrobianos para teste priméario, disponivel no documento M100 (CLSI, 2020).
Utilizou-se os parametros do EUCAST (2019) para Pseudomonas sp. e Aeromonas sp.

- Staphylococcus sp.: eritromicina, clindamicina, oxacilina (disco de cefoxitina),
tetraciclina, gentamicina, ciprofloxacino, cloranfenicol e sulfazotrim;

- Enterococcus sp.: eritromicina, tetraciclina, ciprofloxacino, cloranfenicol e
vancomicina;

- Enterobacterales: ceftriaxona, ciprofloxacino, gentamicina, imipenem, sulfazotrim e
cloranfenicol;

- Aeromonas sp.: ceftazidima, ciprofloxacino e sulfazotrim;

- Acinetobacter sp.: ciprofloxacino, gentamicina, imipenem, sulfazotrim e ceftazidima;

- Pseudomonas sp.: ceftazidima, ciprofloxacino, gentamicina e imipenem.

0 indculo foi ajustado para o padréo de turbidez 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108
celulas/mL) e com um swab estéril, distribuido uniformemente em &gar Mueller Hinton. Os
discos antimicrobianos foram depositados sobre o agar e a placa incubada a 37 °C por 24 h.
Ap0s o periodo de incubacdo, o halo de inibicdo foi medido em milimetros (mm). Cepas
padrdes de E. coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram usadas como

controle para validacdo do metodo.

4.7.2. Método de microdiluicdo de antimicrobianos

O procedimento foi realizado conforme o documento M07-Al11 (CLSI, 2018). Os
breakpoints utilizados para caracterizacdo do perfil de suscetibilidade dos isolados dos
grupos Acinetobacter sp., Enterobacterales, Stenotrophomonas sp. e Pseudomonas sp. foram
definidos conforme documento M100 (CLSI, 2020), para Aeromonas sp. utilizou-se 0s
parametros EUCAST (2019). Para bactérias sem valores de referéncia, foi definido apenas o
valor de CIM, sem associar com perfil suscetivel ou resistente. Em placas de 96 po¢os com
fundo em U, realizou-se a microdiluicdo seriada de cada antimicrobiano duas vezes mais
concentrados do que o valor final desejado. O indculo foi feito a partir de culturas jovens dos
isolados, sendo ajustado em solucdo salina para o padrao 0,5 da escala de McFarland (1,5 x
108 células/mL) e diluido em caldo na proporc¢do de 1:200 para que a concentragdo de células
ficasse entre 5 x 10* e 5 x 10° UFC/mL. As placas ja preparadas com antimicrobianos,

adicionou-se 0 mesmo volume do inéculo e apds vedagdo, foram incubadas a 37 °C por 24
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h. Cepas padrbes de E. coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 29213 foram
usadas como controle para validacdo do método. A leitura foi realizada visualmente olhando-
se a placa pelo fundo contra uma fonte de luz, considerando-se a concentragcdo do primeiro
poco limpido na placa como a CIM, ou seja, a concentracdo inibitéria minima de
antimicrobiano (ug/mL) capaz de inibir o crescimento bacteriano.

4.7.3. Método de microdiluicéo de hipoclorito de sédio

Os indculos foram preparados a partir de culturas jovens dos isolados, ajustados em
solucdo salina para o padrdo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108 células/mL) e adicionados
(quantidade de 10% do volume final no pogo) em duplicata nas placas de 96 pogos.

A solugdo de hipoclorito de sodio foi titulada por método iodométrico para
determinagédo da concentragdo de cloro livre e diluida serialmente em tampéo PBS (137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH2PO4; pH 7,4) para obtencdo de sete
concentragdes variando de 100 mg/L até 1,56 mg/L. As diluicbes, bem como um controle
contendo somente o tampao, foram depositadas nas placas ja adicionadas do inéculo. Usou-
se 0 tampdo ao invés de meio de cultura para minimizar a perda de cloro associada a oxidagao
de compostos organicos presentes no meio de cultura. Apés incubacgéo por 3h a temperatura
ambiente para acdo do cloro, as placas foram adicionadas de caldo nutriente acrescido de
tiossulfato de sodio para neutralizacdo dos residuos de cloro e novamente incubadas por até
24h a 37°C. A leitura foi realizada visualmente olhando-se a placa pelo fundo contra uma
fonte de luz, considerando-se o primeiro poco limpido na placa representante da menor

concentragdo de cloro capaz de inibir o crescimento bacteriano.

4.7.4. Ensaios com diferentes tempos de exposicao e concentracdes de cloro

Os ensaios foram conduzidos para comparar a viabilidade e crescimento de pares de
bactérias com perfis suscetiveis ou ndo a antimicrobianos (teste de disco difusdo) frente a
diferentes exposicdes a tempo/concentracdo de cloro livre (Tabela 2).

Foram testadas as concentragdes de cloro 0,2, 2, 20 e 200mg/L, juntamente com um
controle da viabilidade dos isolados contendo tampdo PBS (pH 7,4) sem adicdo do biocida.
Os ensaios foram conduzidos em tubos contendo tampdo PBS adicionados de indculo
padronizado na escala 0,5 de McFarland. Nos tempos de 15min, 1h, 3h, 6h, 9h e 24h de
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incubagdo a temperatura ambiente, aliquotas de 100 pL foram removidas e diluidas
serialmente em microtubos contendo 900 pL de solugdo salina (0,85% NacCl), seguido do
plagueamento em triplicata de 10 puL por técnica de micro-gota para determinacdo da
densidade celular expressa em UFC/mL. As médias dos resultados obtidos foram

comparados em relagdo ao controle sem biocida e expressos como porcentagem de

viabilidade.
Tabela 2: Isolados utilizados para teste de exposi¢ao ao cloro
ID Identificacdo Perfil de suscetibilidade
M115 Acinetobacter tandoii Resistente a IMI, CIP e SUT
M110 Acinetobacter tandoii Suscetivel a GEN, IMI, CIP, CAZ e SUT
M108 Bacillus cereus *
M87 Bacillus cereus *
M101 Pseudomonas sp. Resistente a IMI, CIP e CAZ
M104 Pseudomonas sp. Suscetivel a GEN, IMI, CIP e CAZ
M55 Serratia marcescens Resistente a CIP, SUT, IMI e CRO
M95 Serratia marcescens Suscetivel a GEN, IMI, CIP, CRO, SUT e CLO

IMI: imipenem; CIP: ciprofloxacino; CAZ: ceftazidima; CRO: ceftriaxona; SUT: sulfazotrim; CLO: cloranfenicol.
*sem valores de referéncia, porém em relacéo ao isolado M87, o isolado M108 apresentou menores halos de inibicdo e
maior CIM para 0s antimicrobianos testados.

4.8. Ensaios de resisténcia adaptativa

Os ensaios de resisténcia adaptativa foram realizados submetendo os isolados de
interesse clinico ao cultivo em concentracGes crescentes do biocida clorado, segundo o
método proposto por OZ et al. (2014), com modificacGes. Para o teste, o indculo foi
padronizado na escala 0,5 de McFarland. A seguir, aliquotas de 50 uL foram transferidas
para o primeiro tubo contendo 500 pL de tampao PBS com uma dose sub-CIM (0,78 mg/L)
do biocida. Apds 2 h de incubacéo, acrescentou-se 500 pL de caldo Miller Hinton. Apos
incubacdo overnight a 37°C, o procedimento foi repetido dobrando a concentracdo do biocida
a cada passagem até que o isolado ndo apresentasse mais turvacdo ap6s incubacdo. Nas
Gltimas passagens, uma aliquota de cada amostra era retirada e plaqueada em agar Miller
Hinton para verificar presenca de células viaveis. As bactérias selecionadas foram cultivadas

em agar McConkey antes e apds a execucao do ensaio, baseando-se em caracteristicas de
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morfologia de colonia e fermentacdo da lactose garantiu-se que o isolado adaptado ndo se

tratasse de contaminacao.

4.9. Resisténcia cruzada

Para avaliar se a resisténcia adaptativa resultou em resisténcia cruzada aos
antimicrobianos, o ensaio de microdiluicdo foi realizado novamente para as populagdes

adaptadas obtidas, comparando-se com o perfil de suscetibilidade das linhagens selvagens.

4.10. Analises estatisticas e de similaridade

A variagéo de densidade entre as coletas e entre os pontos foi analisada estatisticamente
pela analise de variancia (Anova), seguida por teste de Scott-Knott com nivel de confianca
de 95%. Esses testes foram utilizados para avaliar as diferencas entre os pontos e coletas em
relacdo a suscetibilidade ao cloro, com auxilio do programa Sisvar, versao 5.6.

Para avaliar a similaridade entre os pontos quanto a variacdo de géneros bacterianos
encontrados utilizou-se o indice de Jaccard, dado pela divisdo do nimero total de individuos
distintos encontrados em um ponto pela soma do numero total de individuos distintos e do
numero de individuos exclusivos no primeiro e no segundo ponto. Desse modo, o indice de
Jaccard considera apenas a presencga ou auséncia de géneros ou espécies, sem considerar sua
abundancia. Na analise, valores iguais a um representam amostras idénticas, e valores iguais
a zero, amostras totalmente distintas. Utilizou-se o software Past, versdo 2.17.

Para verificar correlacdo entre suscetibilidade a antimicrobianos e cloro, utilizou-se o
coeficiente de Pearson com intervalo de confianca de 95%, que mede a correlacéo (positiva

ou negativa) linear entre duas variaveis. Para tanto, utilizou-se o software MiniTab 19.

5. RESULTADOS

5.1. Determinacao da densidade de bactérias heterotroficas totais e resistentes a
antimicrobianos de importancia clinica pela técnica de niumero mais provavel
(NMP).
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A densidade de BHT variou de forma significativa (p<0,05) com a época de coleta e
0s pontos amostrados (Anexo B). A densidade bacteriana na primeira e segunda coleta foi:
3,4-10* NMP/mL contra 2,9-10° NMP/mL na lagoa de captagdo (LI); 2,9-10* NMP/mL e
2,2-10° NMP/mL no efluente antes do tratamento bioldgico (ES); 7,9-10° NMP/mL e 7,9-10*
NMP/mL ap6s o tratamento bioldgico (SS); 8,5-102 NMP/mL e 41 NMP/mL apds tratamento
fisico-quimico (ST); 3,8-10° NMP/mL e 5,6-10° NMP/mL na bacia da torre (BT)(ANEXO
A). Para efeito de melhor visualizagdo, esses dados foram convertidos para escala logaritmica
e conforme representado na Figura 3, as maiores densidades de BHT foram observadas para
os pontos SS, LI e ES, com variacdo de uma unidade logaritmica (10 vezes maior na primeira
coleta) entre as coletas. O ponto que apresentou maior variagao foi ST, com reducdo de duas
unidades logaritmicas na segunda coleta. BT, foi 0 Gnico ponto que apresentou maior valor
na segunda coleta, sendo a primeira 0,7 vezes menor. Em ambas as coletas, ndo houve
deteccdo de bactérias na amostra da estacdo de tratamento de agua (ETA).

Quanto a densidade de bacteérias resistentes as concentragdes altas de antimicrobianos,
as populacdes bacterianas na presenca de CIP e ERI ndo apresentaram diferenca significativa
entre 0s pontos amostrados, enquanto na presenca de AMP e CRO néo diferiram entre as
épocas (p>0,05) (ANEXO C) (Figura 3). Nao foi detectado a presenca de resistentes a
tetraciclina por essa técnica, embora nos testes posteriores, isolados de todos 0s pontos, com
excecdo de ST, apresentaram resisténcia a esse antimicrobiano. Os pontos LI e SS
apresentaram as maiores densidades de bactérias na presenca dos antimicrobianos.
Considerando os valores em NMP/mL, LI apresentou o maior percentual de bactérias
presentes mesmo em alta concentragao dos antimicrobianos, em relacdo a densidade total de
bactéria, na primeira e segunda coleta, respectivamente, foram 1,3% e 53,9% com ampicilina
(AMP), 0,4% e 12% com ceftriaxona (CRO). Este foi o Gnico ponto a apresentar bactérias
na presenca de ciprofloxacino (CIP) com valores de 0,1% e 3,1% na primeira e segunda
coleta, respectivamente. O segundo maior valor se deu para SS com 1,5% e 1% com AMP e
1% e 1,1% com CRO. Apenas nha segunda coleta, foi observado crescimento bacteriano com
eritromicina (ERI), 28,4% em LI, 1,7% em BT e 0,9% em SS. BT também apresentou 1,6%
com CRO, apenas na segunda coleta. ES apresentou bactérias na presenca dos

antimicrobianos somente na primeira coleta com CRO, correspondendo a 0,3% das bactérias
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totais, enquanto ST ndo apresentou positividade na presenca de nenhum antimicrobiano por
essa técnica (ANEXO A).

Figura 3 Densidades de bactérias heterotroficas totais e na presenga de diferentes antimicrobianos nas amostras
avaliadas pela técnica de NMP, representadas em logio(NMP/mL). Pontos amostrados: Lagoa de captacéo (L),
efluente industrial (ES), saida do tratamento secundario (SS), saida do tratamento terciario (ST), bacia da torre
de resfriamento (BT). Coletas em diferentes épocas: C1 e C2. LD: limite de deteccéo da técnica (<5 NMP/mL).
AMP: ampicilina, CIP: ciprofloxacino, CRO: ceftriaxona, ERI: eritromicina. Agrupamento por Scott-Knott
(p<0,05): P compara médias de BHT entre pontos amostrais; t compara médias de BHT entre as épocas dentro
de cada ponto; a e cr comparam médias entre os pontos amostrais e épocas para AMP e CRO, respectivamente;
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E e Cl comparam médias nas diferentes épocas e pontos amostrais para ERI e CIP, respectivamente. NUmeros
iguais indicam que as densidades ndo diferem significativamente.

5.2. Isolamento e identificacdo das bactérias presentes nas amostras.

De modo geral, a densidade bacteriana utilizando a técnica de plagueamento
apresentou padrdo similar ao observado pela técnica de NMP, mas com maiores valores para
a maioria dos pontos amostrados (Figura 4). Deve-se destacar que a técnica de NMP utilizou
meio de cultura rico (Muller Hinton) e 24h de incubacdo a 37°C, enquanto a técnica de
plagueamento utilizou meio pobre (R2A) com até 72h de incubacdo a 30°C, possibilitando
multiplicacdo de diferentes bactérias, inclusive daquelas com perfil de divisdo mais lento ou

injuriadas.
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Figura 4 Comparacdo de densidades bacterianas obtidas pelas técnicas de nimero mais provavel (NMP/mL) e
plaqueamento (UFC/mL), expressos em log. Pontos amostrados: Lagoa de captacdo (LI), efluente industrial
(ES), saida do tratamento secundario (SS), saida do tratamento terciario (ST), bacia da torre de resfriamento
(BT).Coletas em diferentes épocas: C1 e C2. Agrupamento por Scott-Knott (p<0,05): U e N maitsculos,
seguidos por mesmos numeros, representam pontos amostrais com densidades semelhantes, enquanto os
mindsculos seguidos de nimeros diferentes representam médias diferentes entre as épocas, para UFC/mL e
NMP/mL, respectivamente.

A partir do plagueamento de aliquotas das amostras diluidas, foram obtidos um total
de 245 isolados, sendo 79% caracterizados como Gram negativos e 21% como Gram
positivos.

Na primeira coleta, 22 isolados foram obtidos de LI, 20 de ES, 33 de SS, 34 de ST e
12 de BT. Na segunda coleta, 57 isolados foram de LI, 10 de ES, 25 de SS, 8 de ST e 24 de
BT. O critério de isolamento visava selecionar diferentes morfotipos, de modo que amostras
com maior diversidade acabaram com mais isolados mesmo ndo apresentando a maior
densidade. Isto € observado mais precisamente em ES que apresentou grande densidade
bacteriana, mas poucos isolados e em LI que apresentou menor densidade bacteriana e uma
grande guantidade de isolados, especialmente na segunda coleta.

Os isolados identificados (cerca de 80%, n= 195) foram atribuidos a 78 espécies, 38
géneros, 24 familias, 16 ordens, 7 classes e 5 filos (Anexo D).

Todos os pontos, nas duas coletas, apresentaram no minimo 30% dos isolados como
pertencentes ao filo Proteobacteria, sendo este predominante na maioria (média de 60%),
com excecdo de BT na primeira coleta e ES e ST na segunda coleta, que apresentaram
predominancia do Filo Firmicutes (cerca de 50% dos isolados) (Figura 5). O terceiro filo

mais abundante foi Bacteroidetes, especialmente nas amostras de SS, porém sendo ausente
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em BT na primeira coleta e em ES e ST na segunda coleta. Quando analisados todos o0s pontos

e coletas em conjunto, essa mesma relagéo geral se mantém, como ilustrado na Figura 6.
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Figura 5 Proporcéo entre Filos de cada ponto amostrado: Lagoa de captacdo (L), efluente industrial (ES), saida
do tratamento secundario (SS), saida do tratamento terciario (ST), bacia da torre de resfriamento (BT). Os
prefixos 1 e 2 indicam coletas em diferentes tempos.
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W Dein custhermus

Figura 6 Composicéo total das bactérias isoladas. A esquerda, Classes de Proteobacteria; a direita, demais
Filos.

Observando-se em nivel de classe, Gammaproteobacteria foi presente em todos os
pontos, sendo em maioria a classe prevalente. Em seguida, temos Bacilli, presente em todas
as amostras com exce¢ao de SS na segunda coleta, e Flavobacteria, ausente somente em BT
na primeira coleta e em ES e ST na segunda coleta. Com relacdo as ordens, se destacam em
numero absoluto: Pseudomonadales (n=60, dos quais 53% sdo Pseudomonas sp. e 47%,
Acinetobacter sp.), Bacillales (n=33, 75% Bacillus sp.), Burkholderiales (n=21, 76%
Acidovorax sp.), Flavobacteriales (n=19, 73% Chryseobacterium sp.) e Enterobacterales
(n=12, 50% Serratia sp.). Aeromonadales, Sphingomonadales e Xhantomonadales vém em

sequéncia, com 10 isolados cada. Cada ponto amostral possui um perfil de comunidade
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distinto além de apresentar variacdes sazonais na ocorréncia de representantes destas ordens
e géneros. Em LI é notavel a maior variedade de bactérias, mesmo considerando-se apenas
em nivel de ordem, com semelhancas entre as coletas, mas com maior complexidade na
segunda coleta; em SS e BT a composicdo geral permanece nas duas coletas, com variacao
apenas nas quantidades (Figura 7).

Figura 7 Proporcdo entre Ordens dos isolados de cada ponto amostral: Lagoa de captacdo (LI), efluente
industrial (ES), saida do tratamento secundario (SS), saida do tratamento terciario (ST), bacia da torre de
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resfriamento (BT). Os prefixos 1 e 2 indicam coletas em diferentes tempos. Na legenda, a direita, as Ordens sdo
agrupadas em suas respectivas Classes.

A andlise de agrupamento das amostras usando o indice de similaridade de Jaccard
(Figura 8) confirma que as comunidades bacterianas das amostras de SS e BT apresentam
maior similaridade entre as épocas analisadas, respectivamente 35% e 40%. LI apresenta
menor similaridade (25%), enquanto os pontos ES e ST se distanciam. Ademais, além de SS
e BT que se agrupam, nota-se que 1ES e 1ST apresentam similaridade de 55% entre si e
tendem a se agrupar com LI, enquanto 2ST apresenta similaridade (cerca de 20%) com BT.
Esta diferenca de padrdo esta associada as diferentes caracteristicas fisico-quimicas
particulares de cada ponto amostral, as quais podem variar com o tempo e parametros

operacionais.
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Figura 8 Dendograma de Similaridade de géneros entre pontos amostrais baseado no indice de Jaccard

Dos 38 géneros identificados, cinco foram atribuidos a 58% das 195 bactérias
identificadas, sendo eles Pseudomonas sp. (16%), Acinetobacter sp. (14%), Bacillus sp
(13%), Acidovorax sp. (8%) e Cryseobacterium sp. (7%). Destaca-se que metade de
Acinetobacter sp. foi isolada de LI e quase metade de Pseudomonas sp. foi isolada de ST.
Nos demais pontos, a quantidade de isolados ficou melhor distribuida por género. A
identificacdo dos isolados e seus respectivos locais de origem podem ser consultados no
Anexo E.

Os géneros comuns entre as duas coletas foram: Acinetobacter sp., Chryseobacterium
sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp. e Bacillus sp. em LI; Acinetobacter sp. em ES;
Acinetobacter sp., Chryseobacterium sp., Elizabethkingia sp., Pseudomonas sp., Serratia sp.,
e Aeromonas sp. em SS; Acinetobacter sp. e Bacillus sp. em ST e Acidovorax sp.,
Pseudomonas sp., Staphylococcus sp. e Bacillus sp. em BT.

Desconsiderando sazonalidade, Chryseobacterium sp., Pseudomonas sp. e Bacillus sp.
foram comuns a todos o0s pontos amostrados, enquanto Acinetobacter sp. e
Stenotrophomonas maltophilia foram presentes em todos os pontos com excecédo da bacia da
torre.

LI, além de apresentar o maior nimero de géneros distintos, também apresentou a
maior quantidade de géneros exclusivos, sendo eles: Enterobacter sp., Nocardioides sp.,
Brevundimonas sp., Azospirillum sp., Novosphingobium sp., Sphingobium sp., Citrobacter

sp., Klebsiella sp., Morganella sp. e Enterococcus sp. O segundo ponto com mais isolados
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exclusivos foi SS com Elizabethkingia sp., Ochrobactrum sp., Serratia sp., Silvimonas sp.,
Leucobacter sp., Delftia sp., Sphingobacterium sp. e Chromobacterium sp. Em BT, os
géneros exclusivos foram Staphylococcus sp., Ralstonia sp. e Sphingopyxis sp. Os géneros
Ensifer sp. e Micrococcus sp. foram exclusivos de ST e ES, respectivamente.

O género Legionella sp. ndo foi identificado pelo método de plaqueamento.

5.3. Testes de suscetibilidade a antimicrobianos e cloro

5.3.1. Teste de suscetibilidade a antimicrobianos pelo método de disco difusdo

Dos 80 isolados testados, 30 (37,5%) foram suscetiveis a todos os antimicrobianos
testados; 32 (40%) apresentaram resisténcia a apenas um antimicrobiano, 12 (15%) a dois
antimicrobianos diferentes e 6 (7,5%) a trés ou mais (Anexo F), sendo uma Serratia
marcescens, um Acinetobacter tandoii e quatro Pseudomonas sp. Dos isolados resistentes a
maultiplos antimicrobianos metade foi proveniente do ponto SS.

Foram identificados e testados apenas trés cocos Gram positivos. Dois Staphylococcus
sp. de BT, um apresentando resisténcia a ciprofloxacino e um Enterococcus faecium isolado
de LI, com perfil resistente a eritromicina e intermediario a ciprofloxacino. A todos os demais
antimicrobianos testados, esses isolados apresentaram perfil suscetivel (Anexo F).

Para bactérias Gram negativas (Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Aeromonas sp. e
Enterobacterales) percebe-se que o ponto LI apresenta isolados resistentes a cinco dos
antimicrobianos testados (exceto gentamicina), porém ap0s 0s processos de tratamento da
agua ha um aumento na porcentagem de isolados resistentes, sendo que em SS ha isolados
resistentes a todos os antimicrobianos testados e em maior propor¢do. Destaca-se 0 aumento
na porcentagem de isolados resistentes em SS e ST, em especial os resistentes a imipenem e
ciprofloxacino. A resisténcia a ceftriaxona ou ceftazidima ocorreu em todos os pontos
amostrados, com alta frequéncia. Cada ponto apresenta um perfil de suscetibilidade bastante
distinto, e embora haja tendéncia de reducdo na suscetibilidade apds o tratamento bioldgico,
em BT foram identificados apenas alguns resistentes a ceftriaxona, sendo a maior parte dos

isolados suscetiveis aos antimicrobianos testados (Figura 10).
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Figura 10 Porcentagem de isolados BGN resistentes ao longo dos pontos amostrais: Lagoa de captagéo (L1),
efluente industrial (ES), saida do tratamento secundario (SS), saida do tratamento terciario (ST), bacia da torre
de resfriamento (BT), pela técnica de disco difusdo. GEN: gentamicina; IMI: imipenem; CIP:
ciprofloxacino;CAZ: ceftazidima; CRO: ceftriaxona; SUT: sulfazotrim; S: suscetivel a todos os
antimicrobianos testados.

Analisando os grupos individualmente, percebemos que Enterobacterales e
Aeromonas sp. foram isoladas apenas de LI e SS e este ponto, apds o tratamento secundario
apresenta resistentes para a maioria dos antimicrobianos testados, com excecdo de
gentamicina. Enterobacterales resistentes a imipenem e cloranfenicol foram identificados
também na lagoa, porém com claro aumento nos percentuais apds passagem pelo tratamento
secundario; corroborando essa diferenca de perfil, a quantidade de isolados suscetiveis a
qualquer antimicrobiano foi maior na lagoa e menor ap0s passagem pelo tratamento

secundario (Figura 11).
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Figura 11 Porcentagem de isolados de Enterobacterales e Aeromonas sp. resistentes ao longo dos pontos
amostrais: Lagoa de captacdo (LI), saida do tratamento secundario (SS). GEN: gentamicina; IMI: imipenem;
CIP: ciprofloxacino; CRO: ceftriaxona; SUT: sulfazotrim; CLO: cloranfenicol; S: suscetivel a todos os
antimicrobianos testados.

Para isolados do género Acinetobacter, resistentes a ceftazidima foram presentes em

todos os pontos, em maior porcentagem em SS e ST (Figura 12). Observou-se um pequeno

aumento de isolados resistentes a imipenem (ausente nos isolados de LI), ciprofloxacino e

sulfazotrim apos passagem pelo tratamento secundario. Todavia, a propor¢édo de suscetiveis

permaneceu a mesma entre 0s pontos.
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Figura 12 Porcentagem de isolados de Acinetobacter sp. resistentes ao longo dos pontos amostrais: Lagoa de
captacao (LI), efluente industrial (ES), saida do tratamento secundario (SS), saida do tratamento terciario (ST).
GEN: gentamicina; IMI: imipenem; CIP: ciprofloxacino;CAZ: ceftazidima; SUT: sulfazotrim; S: suscetivel a
todos os antimicrobianos testados.



Pseudomonas sp. apresentou alta porcentagem de isolados com perfil resistente aos
antimicrobianos avaliados e por estar presente em todos 0s pontos amostrados nos permite
visualizar melhor a dindmica de aumento ou redugdo na suscetibilidade (Figura 13). H&
aumento na porcentagem de resistentes em SS, quando comparado com LI, tal fato é
observado para todos os antimicrobianos testados, com destaque para a auséncia de
resistentes a gentamicina e imipenem em LI. Também é possivel notar que BT apresenta

maior parte dos isolados com perfil suscetivel ou com poucos resistentes.
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Figura 13 Porcentagem de isolados de Pseudomonas sp. resistentes ao longo dos pontos amostrais: Lagoa de
captacdo (LI), efluente industrial (ES), saida do tratamento secundario (SS), saida do tratamento terciario (ST),
bacia da torre de resfriamento (BT). GEN: gentamicina; IMI: imipenem; CIP: ciprofloxacino; CAZ:
ceftazidima; S: suscetivel a todos os antimicrobianos testados.

5.3.2. Teste de suscetibilidade a antimicrobianos pelo método de microdiluicao

Diferencas no perfil de suscetibilidade pelo método de microdiluicdo também séo
observadas entre os pontos, novamente com reducdo na proporcdo de isolados totalmente
suscetiveis aos antimicrobianos testados em SS quando comparado a LI. Para o grupo de
Acinetobacter sp.. ndo ha isolados sem resisténcia aos antimicrobianos testados em SS e é
claro o aumento de resistentes a ciprofloxacino e ceftriaxona. Os isolados de Pseudomonas
sp. em LI apresentaram resisténcia apenas a ceftriaxona, sendo suscetiveis aos demais

antimicrobianos, enquanto nos demais pontos ha isolados resistentes. Para Enterobacterales
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e Aeromonas sp., destaca-se a reducdo na proporcdo de isolados sem resisténcia aos

antimicrobianos testados e aumento de resistentes a ciprofloxacino (Figura 14).
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Acinetobacter sp. Pseudomonas sp. Enterobacterales e Aeromonas sp.

Figura 14 Porcentagem de isolados BGN resistentes, separados por grupos, ao longo dos pontos amostrais:
Lagoa de captacdo (L), efluente industrial (ES), saida do tratamento secundario (SS), saida do tratamento
terciario (ST), bacia da torre de resfriamento (BT), pela técnica de microdiluicdo. TET: tetraciclina; CIP:
ciprofloxacino; CRO: ceftriaxona AMP: ampicilina; CLO: cloranfenicol; S: suscetivel a todos o0s
antimicrobianos testados.

A vantagem da técnica de microdiluicdo é a definicdo da concentracdo inibitoria
minima dos antimicrobianos para os isolados em estudo, parametro muito Util para amostras
que ndo possuem valores de referéncia bem estabelecidos. A maioria dos géneros tipicamente
sem interesse clinico apresentou valores de CIM altos para ceftriaxona e também, para

cloranfenicol, com menores valores (Figura 15, Anexo G).
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Acidovorax sp. | 26 0.9 39.1 12.4 100
Brevundimonassp.| 10 03 6400 20
Chryseobacterium sp. | 36 1.4 577 111
Comamonas sp. | 25 6.0 - 320 75
Delftia sp. | 10 0 4.0 o
Elizabethkingia sp. | 6.0 0.2 453 147 =
Ensifer sp. | 22 0.9 14.0 53 oy
Novosphingobium sp. | 05 0 4.0 1.0 L | 50 ‘a
Ochrobactrum sp. | 05 0 16.0 4.0 >
Ralstonia sp. | 05 0.1 - 3.0
Shinella sp. | 60 50
Silvimonas sp. | 80 0 16.0 80 L o5
Sphingobacterium sp. | 10 0 1.0 2.0
Sphingomonas sp. | 07 1.1 3.8 14.4
Wautersiella sp. | 2.0 45 360 9.0
Bacillussp. | 11 0.7 7.2 0

TET CIP CRO CLO

Figura 15 Valores médios de CIM para diferentes géneros sem valores de referéncia. TET: tetraciclina; CIP:
ciprofloxacino; CRO: ceftriaxona; CLO: cloranfenicol.

5.3.3. Ensaios com diferentes tempos de exposi¢do e concentracgdes de cloro

Os padrdes de reducdo de viabilidade celular de isolados com perfil de suscetibilidade
ou ndo a antimicrobianos ap6s exposicdo a diferentes concentragdes de cloro estdo
apresentados em Figura 16 e Figura 17. O isolado suscetivel de Bacillus sp. foi 0 Unico com
mais de 96% de reducao de viabilidade quando exposto as concentragdes de 0,2 e 2 mg/L de
cloro livre por 24h. Nota-se que para a concentracdo de 20mg/L, os isolados resistentes a
antimicrobianos sobreviveram a acdo do NaClO, mesmo que a viabilidade tenha reduzido
drasticamente (99,7%). A concentracdo de 200 mg/L reduziu proximo a 100% das células
viaveis de quase todos os isolados, com excecdo do isolado resistente de Pseudomonas sp.,
0 Unico com células viaveis (0,1%) apds 24h. Para esta concentracdo, foi observada grande

reducdo da turbidez do meio, indicativo da oxidacdo dos compostos organicos.
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Figura 16 Viabilidade celular dos isolados resistentes (R) e suscetiveis (S) a antimicrobianos, apds exposicao
a diferentes concentraces de cloro, por 24 horas. Eixo y: escala descontinua.

Quando avaliado o tempo de exposi¢do, notou-se que as maiores concentragdes
possuem acdo rapida sobre a viabilidade celular, sendo observada eliminacdo total das
bactérias na concentracdo de 200 mg/L em menos de 5 min, enquanto as menores
concentragdes precisaram de algumas horas (Anexo H). O isolado resistente de
Pseudomonas sp. foi o Unico a apresentar células viaveis apos 1h de exposicdo a 200 mg/L
de cloro. No tempo de 1h, 20 mg/L foi o suficiente para reduzir quase a totalidade de viaveis
para o isolado suscetivel de Pseudomonas sp. e de ambos os Bacillus sp., e com 3h, teve o
mesmo efeito para os isolados sensiveis de Acinetobacter sp. e Serratia sp. (Figura 17). De
modo geral, para a concentracdo de 20 mg/L, foi requerido maior tempo para inativacao das
espécies resistentes quando comparadas aos isolados sensiveis. Foi necessario 3h a 20mg/L,
para reduzir mais de 96% da viabilidade dos isolados resistentes de Acinetobacter sp., 98,5%
de Pseudomonas sp. e 99,2% de Serratia sp. Essa concentracdo teve uma boa relagdo tempo-

concentracdo e por isso foi escolhida como mediana nos testes posteriores de cloro.
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Figura 17 Viabilidade celular dos isolados resistentes (R) e suscetiveis (S) a antimicrobianos, ap0s exposi¢ao
a concentracGes de 20mg/L de cloro, em diferentes tempos. Eixo y: escala descontinua.

5.3.4. Teste de suscetibilidade ao cloro pelo método de microdiluicéo

Os ensaios de microdiluicdo demonstraram grande heterogeneidade quanto ao perfil de
suscetibilidade ao cloro entre os isolados. Houve diferenca estatistica entre os pontos
amostrados (p<0,05), porém nao entre as coletas (Anexo I). Os pontos LI e BT, apresentaram
semelhanga de perfil, com mais isolados com CIM > 25 mg/L, sendo respectivamente, 60%
e 50% dos isolados, enquanto nos demais pontos essa proporcéao ficou em torno de 30%. Os
valores de CIM individuais podem ser consultados no Anexo F. N&o houve correlacdo entre
os dados de CIMs de cloro e antimicrobianos nas andlises de correlacdo usando o coeficiente
de Pearson (p>0,05) (Anexo J), sugerindo que os mecanismos de ndo-suscetibilidade ao

cloro néo estdo diretamente relacionados com maiores CIM a antimicrobianos.
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13' <1,56
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Figura 18 Porcentagem de isolados com cada CIM ao cloro (mg/L), de cada ponto amostral: Lagoa de captacdo
(L1), efluente industrial (ES), saida do tratamento secundario (SS), saida do tratamento terciario (ST), bacia da
torre (BT).

5.3.5. Resisténcia Adaptativa

Alteracdo na resposta adaptativa ao cloro foi determinada pela avaliagcdo das mudancas
nos valores de CIM apds exposi¢des a concentragdes crescentes de cloro e os resultados estdo
apresentados na Tabela 3. Foi observado aumento no CIM para quase todos os isolados
avaliados. Os maiores aumentos foram observados para E. meninogoseptica M11, K.
peneumoniae M152 e A. hydrophila M94, sendo necessarias nove passagens em
concentracOes crescentes de cloro. Valores intermediarios foram observados para P.
alcalignes M210, C. freundii M133 e A. baumannii M170. Para S. marcescens M34 e
Enterobacter sp. M73, houve pouca ou nenhuma diferenca em relacdo a CIM do isolado
selvagem. Os isolados adaptados foram estocados e reativados apds uma semana e,
novamente apds um més e meio posterior ao teste de adaptacdo. Na reavaliacdo, nota-se que
os isolados M11, M170 e M210 apresentaram CIM menores, mais proximas ao valor antes
da adaptacdo. M34 apresentou um valor ainda menor do que seu valor original. M73,
novamente ndo apresentou variacdes. Para os isolados M94, M133 e M152 houve
manutenc¢do na CIM adaptada, mantendo-se maior que a CIM do isolado sem adaptacéo ao

cloro.

Tabela 3: Concentracdes inibitoria minimas (CIM) ao cloro antes e apds adaptacgéo ao cloro.

— . -
Isolado D ClIM inicial CIM adaptado CIM adaptado CIM adaptado

(Mg/mL) (Mg/mL) (Hg/mL) (Lg/mL)

E. meningoseptica  M11 <1,56 100 50 <1,56
S. marcescens M34 50 75 50 6,25
Enterobacter sp. M73 100 75 100 100
A. hydrophila M94 3,12 100 50 50
C. freundii M133 3,12 50 100 100

K. pneumoniae M152 <1,56 100 100 100

A. baumannii M170 3,12 12,5 50 <1,56
P. alcaligenes M210 <1,56 75 100 3,12

a: teste repetido apds uma semana da adaptacéo ao cloro
b: teste repetido ap6s 1,5 més da adaptagédo ao cloro
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Os isolados adaptados foram caracterizados quanto ao perfil de suscetibilidade a
diferentes antimicrobianos pelo teste de microdiluicdo (Tabela 4). Constatou-se que nédo
houve diferenga nas CIM de ciprofloxacino. Para ampicilina, os isolados de K.pneumoniae e
A. hydrophila demonstraram aumento da CIM, os demais isolados j& apresentavam valor
elevado. Para ceftriaxona, cinco dos isolados apresentaram aumento da CIM, alterando-se
para o perfil resistente. Para tetraciclina, trés isolados ndo apresentaram diferencgas
significativas, enquanto dois apresentaram um discreto aumento na CIM e trés apresentaram
reducdo da CIM, esses alterando o perfil de suscetibilidade. Apenas o isolado de E.

meningoseptica apresentou reducdo da CIM tanto para ceftriaxona e para tetraciclina.

Tabela 4: Valores de CIM antes e ap6s adaptacdo a concentrac6es de cloro.

ID AMP CIP CRO TET

S A S A S A S A
M11 - - <0,25 <0,25 64 <2 8 <0,5
M34 >64 >64 <0,25 <0,25 1 8 2 2
M73 >64 >64 <0,25 <0,25 2 4 <0,25 1
M94 <0,5 >64 <0,25 <0,25 <0,25 8 <0,25 2
M133 >64 >64 <0,25 <0,25 1 16 32 2
M152 8 32 <0,25 <0,25 4 4 16 1
M170 - - <0,25 <0,25 - - 1 <0,5
M210 - - <0,25 <0,25 1 16 1 2

S: isolado selvagem, antes da exposi¢do ao cloro; A: isolado apds exposicdo crescente ao cloro.
AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacino; CRO: ceftriaxona; TET: tetraciclina. -: ndo avaliado
Células vermelhas indicam perfil resistente e amarelas, perfil intermediario de suscetibilidade.




6. DISCUSSAO

Cada ambiente aquatico amostrado por este trabalho apresenta caracteristicas fisico-
quimicas bastante distintas entre si, proporcionando as diferencas observadas nos parametros
microbioldgicos estudados de densidade de bactérias heterotroficas totais e resistentes a
antimicrobianos de importancia clinica. De maneira geral, a densidade bacteriana é
dependente das taxas de crescimento microbiano que por sua vez responde a disponibilidade
de matéria organica (substrato), bem como condi¢des abidticas, como temperatura, pH e
presenca de compostos danosos as estruturas celulares e processos fisioldgicos.

A diferenca observada entre as duas coletas deve-se a varia¢do sazonal sendo que a
primeira se realizou em um periodo caracterizado por chuvas (WEATHER SPARK, 2019) e,
especialmente em LI e SS, pode ter influenciado em um maior aporte de matéria organica,
resultando em maior densidade bacteriana. Neste estudo, apenas duas coletas foram
realizadas, com diferencas medias de uma unidade logaritmica entre elas, o estudo de
ANTUNES; BALLARINI; SAND (2019) avaliou lagoas facultativas em quatro meses
diferentes e constataram mudancas na densidade de BHT de até cinco unidades logaritmicas
entre coletas, porém nédo avaliaram essa relagdo com diferentes condi¢6es meteoroldgicas.

A lagoa de captacgéo estudada esta presente em uma regido metropolitana, se caracteriza
como um ambiente aberto, sem adicdo de biocidas para controle microbioldgico e com
abundancia de matéria organica, associada ao recebimento de agua de escoamento
superficial, drenagem urbana, agricola e lancamentos de efluentes domésticos e industriais
(SUPRAM, 2008). A heterogeneidade dos afluentes desse ambiente, inclusive bastante
impactados pela acdo antrépica, conforme discutida por ANDRADE et al. (2014), propicia
diversidade nas espécies encontradas, inclusive com variagdes temporais; embora, perceba-
se que ha um “nucleo” dessa comunidade bacteriana que se mantém inalterada. Observou-se
que os géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Bacillus, Chryseobacterium, Sphingomonas e
Enterobacter foram presentes em ambas as coletas e também nos pontos amostrais
subsequentes. Em especial, os trés primeiros géneros mencionados parecem estar presentes
em maior quantidade em diferentes tipos de agua e efluentes, indicando resiliéncia as
alteracdes ambientais (ANTUNES; BALLARINI; SAND, 2019; OLIVEIRA; MARGIS,
2015). Destaca-se também que foi o ponto com maior diversidade de isolados

Enterobacterales, que embora seja uma ordem amplamente distribuida em diversos
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ambientes, também possui espécies importantes como causadores de doengas em humanos
(LIMA-BITTENCOURT et al., 2007).

A diversidade de bactérias resistentes identificadas na lagoa de captacédo (L1) pode estar
relacionada ao despejo de esgoto sanitario, que pode carrear tanto microrganismos ja
resistentes ou residuos de substancias com potencial de selecéo de resistentes, bem como ao
despejo dos efluentes tratados no tratamento secundéario da propria refinaria (RODRIGUES,
2004). Destaca-se que foi o Unico ponto a apresentar bactérias, pela técnica de NMP, na
presenca de dose elevada de ciprofloxacino, um dos antimicrobianos mais consumidos por
via oral (WHO, 2018). Tem sido observada uma maior ocorréncia de isolados resistentes a
antimicrobianos em ambientes impactados pela agcdo antrépica quando comparado aos ndo
impactados (YANG et al., 2018), com indicios de que micropoluentes como 0s
antimicrobianos possam exercer pressao seletiva. Em revisdo de YANG et al. (2018), foi
demonstrado que lagos e rios proximos a areas urbanas de varios paises apresentam maiores
quantidades de residuos de farmacos antimicrobianos bem como elevada densidade de BRAS
e GRAs, comparado com ambientes com menor influéncia antropica. Em estudo de rios do
Parque Nacional da Serra do Cip6 - MG, foi relatado alta frequéncia de isolados
Enterobacteriaceae resistentes a antimicrobianos, com até 77% deles apresentando
multirresisténcia, com destaque para 80% dos isolados sendo resistentes a ampicilina, e uma
quantidade menor (17%) de isolados resistentes a aminoglicosideos (LIMA-
BITTENCOURT et al., 2007). Neste trabalho, além de ampicilina, houve maior quantidade
de isolados resistentes a ciprofloxacino, imipenem (especialmente para Enterobacterales e
Aeromonas sp.) e cefalosporinas (especialmente para Acinetobacter sp.). Muitas espécies,
como Klebsiella sp., Serratia sp. e Acinetobacter sp. possuem resisténcia intrinseca a
ampicilina e/ou cefalosporinas (CLSI, 2020), logo ndo sdo passiveis de transmissao ou
aquisicdo dos genes de resisténcia a esses antimicrobianos. Para Acinetobacter sp. estudos
como o de NARCISO-DA-ROCHA; VAZ-MOREIRA; MANAIA (2012) demonstram que
esse € um género ubiquo em sistemas aquaticos, mas que apenas uma parcela, proximo a
20% dos isolados testados, possui resisténcia adquirida a antimicrobianos.

A densidade de BHT na agua tratada pela ETA foi reduzida a niveis ndo detectaveis
pela metodologia utilizada, comprovando a eficacia do tratamento e a alta qualidade da agua
disponibilizada para as diversas atividades industriais, porém ndo pode-se excluir a
possibilidade da persisténcia de GRAS, ja sugerida em outros trabalhos ( HAO et al., 2019;
OSINSKA et al., 2019; PAZDA et al., 2019; ZHANG et al., 2017), porém ndo avaliados
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neste estudo. HAO et al. (2019) identificaram 22 GRAs intra e extracelulares em amostras
de &gua de torneira com cloro residual de até 0,11mg/L. Os maiores valores encontrados para
genes extracelulares foram 1,3-10° cdpias/L de amostra para genes de resisténcia a
sulfonamidas e 4,5-10* copias/L de amostra para genes de resisténcia a tetraciclina, podendo
esses valores serem até 10 vezes maiores para genes intracelulares. Fendmenos semelhantes
séo observados no tratamento diferentes do das ETAs, OSINSKA et al. (2019), por exemplo,
identificaram até 1,6-10’ e 2-10° UFC/mL de bactérias resistentes a P-lactamicos e
tetraciclinas, respectivamente, antes do tratamento do efluente e demonstrou reducdes desses
valores, variando de 68 a 99%, apds sistema de lodo ativado (tratamento biol6gico); porém
ao analisar o resistoma (conjunto de GRAS) por meio de sequenciamento metagenémico,
alguns GRAs reduziram 100%, enquanto outros apenas 13%, como foi 0 caso do gene de
resisténcia a tetraciclina que permaneceu em concentragdes de 3,6-10-2copias/copias de 16s
rRNA. ZHANG et al. (2017), de modo semelhante, avaliaram a remocdo de quatro GRAS ao
longo de um tratamento de efluente, destacando que o tratamento biolégico removeu até 2,3
log de GRAs extracelulares enquanto a ozonizagao seguida de cloracdo (4,2mg/L de cloro
livre) reduziu apenas 0,8 log, de modo que houve um aumento relativo de GRASs
especialmente para macrolideos e tetraciclina. Tais estudos demonstram que independente
da qualidade da agua tratada, seja para consumo humano ou simplesmente para atingir limites
minimos para descarte em corpos d’agua, mesmo com reducdo substancial de BRAs, GRAS
podem ndo ser totalmente removidos ou, ainda, aumentarem em quantidade, constituindo
reservatorios para disseminacao de resisténcia a antimicrobianos (PAZDA et al., 2019).

O efluente industrial coletado (ES) apresentou densidade de bactérias heterotréficas
totais (BHT) semelhante a lagoa, porém com menor variedade de géneros, 16 exclusivos em
LI contra quatro exclusivos em ES, com mais cinco géneros compartilhados entre os dois
pontos. A diferenca dos isolados entre as coletas de ES (sete géneros na primeira coleta e
apenas trés na segunda), pode ser relacionado a variacdo da composi¢cdo do efluente ou a
diferenca na amostragem entre as duas coletas, uma vez que na primeira coletou-se o efluente
quando era despejado na lagoa de mistura completa e na segunda coleta, na saida do tanque
de flotacdo. Todavia, a presenca de bactérias indica que os parametros fisico-quimicos ainda
sdo propicios para a multiplicacdo bacteriana mesmo apds pré-tratamento, podendo haver
6leos, graxas, hidrocarbonetos, compostos nitrogenados e matéria organica em suspensao
(GUIMARAES, 2012). Inclusive, diversos géneros amostrados neste ponto (ES), como

Acinetobacter, Pseudomonas, Comamonas e Bacillus, ja& foram relatados como bons
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degradadores de compostos aromaticos (SHOKROLLAHZADEH; AZIZMOHSENI;
GOLMOHAMMAD, 2008). Destaca-se que ndo se isolou Enterobacterales desse ponto. O
efluente apresentou menor quantidade de BRASs pela técnica de nimero mais provavel em
relacdo a LI. Pela técnica de disco-difusdo a quantidade relativa de Acinetobacter sp.
resistente aos antimicrobianos testados também foi menor, enquanto o grupo de bacilos Gram
positivos apresentou alta proporcao de resistentes comparado aos demais pontos amostrais,
porém este pode representar um viés devido a pouca quantidade de isolados.

A saida do tratamento secundario, caracterizado pela passagem do efluente industrial
por uma lagoa aerada de mistura completa, lagoa facultativa e biodisco, apresentou
predominancia de bactérias Gram negativas, com 87% delas apresentando resisténcia a pelo
menos um antimicrobiano testado. Deste modo, foi o ponto amostral com maior densidade
de bactérias totais e resistentes a antimicrobianos. Tratamentos bioldgicos sdo essenciais para
o tratamento de efluentes, todavia tém sido apontados como reservatorios de BRAs e GRAS
(BARANCHESHME; MUNIR, 2019; PAZDA et al., 2019; SZCZEPANOWSKI et al., 2009;
ZHANG et al., 2017). Os pontos LI e SS apresentaram a maior densidade de BRAs, sendo
0s maiores valores para bactérias resistentes a ampicilina e ceftriaxona, variando de 4-102-
1,2-10* e 8,8-10%-7,7-10° NMP/mL, respectivamente. O estudo de AALI et al.( 2014)
demonstrou densidades maiores quando avaliado amostras de esgoto bruto, com 1,2-107,
3,3-107 e 5,5-10" UFC/100 mL, para resistentes a gentamicina, cloranfenicol e ceftazidima,
respectivamente, porém o autor ressalta que apds passagem pelo tratamento de efluentes,
BRAs para gentamicina foram totalmente removidas enquanto para ceftazidima, a frequéncia
de BRAs aumentou, especificamente na saida da lagoa de estabilizacdo (tratamento
bioldgico). Um estudo realizado com isolados bacterianos de lodo ativado e apos o final do
tratamento de efluentes, na Alemanha, detectou por PCR 140 GRAs associados a plasmideos,
destacando que especificamente os genes de resisténcia para trimetoprima, quinolonas e
sulfonamidas foram detectados em quantidades similares nos dois pontos. Adicionalmente,
os plasmideos foram analisados por abordagem metagenémica e constatou-se muita
similaridade entre os isolados da ETE com isolados clinicos (SZCZEPANOWSKI et al.,
2009). Deve-se salientar que na presenca de BRAs pode ocorrer a conjugacao bacteriana,
com a troca de material genético mediada por plasmideos conjugativos, promovendo assim
a disseminacdo da resisténcia a antimicrobianos; porém outro mecanismo importante de
aquisicao de genes de resisténcia é a transformacdao bacteriana, com a captura e incorporacao

de fragmentos de DNA livres. Nesse sentido, ZHANG et al. (2017) demonstraram que em
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estacdes de tratamento de efluentes, com tratamentos bioldgicos ou fisico-quimicos, a
remogao de GRAs livres pode ser muito baixa, tornando esses ambientes aquéticos potenciais
locais de risco para persisténcia e transferéncia horizontal de GRAs.

Na primeira coleta, observou-se a presenca de Actinobacteria e Firmicutes, e nas duas
amostragens houve predominancia de isolados de Proteobacteria e Bacteroidetes, estando
todos esses, mesmo com a variagdo sazonal, em acordo com achados de outros estudos
semelhantes a este, dedicados a caracterizar a comunidade microbiana de diferentes amostras,
como lodo proveniente de tratamento de efluente sanitario (NASCIMENTO et al., 2018) e
efluente industrial de tratamento secundério (SILVA-BEDOYA et al., 2016). Obteve-se mais
isolados de Gammaproteobacteria, embora maior quantidade de Alpha e Betaproteobacteria
seja relatada em outros estudos (CYDZIK-KWIATKOWSKA; ZIELIN, 2016;
NASCIMENTO et al., 2018), porém ressalta-se que os resultados poderiam ser diferentes
com o uso de outras metodologias de cultivo ou por abordagem metagenémica. Considerando
a natureza do tratamento biologico, que prevé a remocao de matéria organica e inorganica
(especialmente nitrogénio e fosforo), a presenca dos microrganismos encontrados € coerente
considerando suas caracteristicas metabdlicas versateis e de rapido desenvolvimento. Entre
essas caracteristicas pode-se exemplificar a producéo de lipases por Serratia sp. e Klebsiella
sp., também isoladas por NASCIMENTO et al.( 2018) em ETE; degradacao de diferentes
compostos organicos e capacidade de nitrificacdo heterotrofica e/ou desnitrificacdo aerobica
de algumas estirpes de Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Delftia sp., Chryseobacterium
sp. e Comamonas sp.(MAINTINGUER et al., 2013; YAO et al., 2013).

Nas amostras coletadas apds tratamento terciario, ha uma expressiva reducédo tanto na
densidade de bactérias totais quanto de BRAs, demonstrando, como outros trabalhos, a
eficiéncia dos tratamentos fisicos (como filtros de areia e carvao) e quimicos (cloracao) na
remocdo desses microrganismos (LIN et al., 2016; RAVASI et al., 2019; SAMIR et al.,
2019). A bacia da torre de resfriamento e a amostra do tratamento terciario, em contraponto
aos ambientes anteriores, representam ambientes com menor interferéncia do meio externo,
sendo sistemas semi-aberto e fechado, respectivamente, com menores teores de nutrientes
inorganicos e matéria organica, além da presenca do biocida usado na desinfeccdo da agua.
Assim a presenca de bactérias é limitada e as densidades atingidas bem menores do que nos
demais pontos. Ressalta-se que a bacia da torre de resfriamento apresentou menor variacao
sazonal, justamente por sua condicao de controle de parametros fisico-quimicos, como pH,

sais e matéria organica, e menor interferéncia do ambiente externo.
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Na bacia da torre de resfriamento a densidade bacteriana se manteve menor, devido
principalmente ao doseamento de cloro feito de modo a garantir a manutengdo de
concentragdes residuais de cloro na faixa de 0,5 ppm, para garantir niveis de bactéria abaixo
de 10* UFC/mL e prevenir a multiplicagdo de bactérias patogénicas (LUDENSKY, 2005).
Mesmo nessas populagBes menores foi possivel identificar bactérias resistentes a
antimicrobianos, podendo ser um indicativo de que sobreviveram as etapas anteriores e
puderam se restabelecer nesse ambiente, mesmo com a cloragdo. De fato, alguns estudos tém
mostrado que a estrutura da comunidade de bactérias em bacias de torres esta relacionada aos
grupos presentes na agua de alimentacdo, uma vez que esta é constantemente adicionada para
repor os volumes de &gua perdidos na evaporacdo, e também com a presenca de bactérias
formadoras de biofilme; que se estabelecem nas superficies e com seu desenvolvimento
desprendem fragmentos contendo matriz e bactérias na agua (TSAO et al., 2019). Na torre
de resfriamento foi observada a manutencao de um “nucleo” de géneros que nio se alteraram
sazonalmente. Nas duas coletas foram identificados Acidovorax sp., Pseudomonas sp.,
Bacillus sp. e Staphylococcus sp. e o0s trés primeiros mencionados, juntamente com
Chryseobacterium sp., também estavam presentes na agua de alimentacéo da torre (ST). Este
fato ja foi relatado por outros autores por meio de abordagem metagenémica: LLEWELLYN
et al. (2017) constataram alta similaridade entre as comunidades bacterianas de torres de
resfriamento de diferentes estados Norte Americanos, estando Proteobacteria (79,5%) e
Bacteroidetes (8,1%) entre os filos mais abundantes, sem variar com sazonalidade ou
diferentes climas; PINEL et al. (2020) constataram que a comunidade bacteriana na torre era
muito semelhante a agua de alimentacdo, porém apds a cloracao, grupos bacterianos como
Alphaproteobacteria mostravam maior tolerancia ao cloro e menor declinio populacional,
passando a ser relativamente mais abundantes do que os demais grupos.

Além das caracteristicas particulares de cada ponto como ja mencionado, cada
tratamento empregado pode apresentar um efeito distinto no perfil da comunidade bacteriana,
sendo que, em especial os tratamentos quimicos podem resultar na reducdo, tanto na
densidade quanto na riqueza de espécies (BECERRA-CASTRO et al., 2016).

Como descrito, o perfil das comunidades bacterianas variou nos diferentes
compartimentos de agua e com a época de coleta. Independente destes fatores, foi observada
predominancia de Proteobacteria (69% de todos os isolados), embora mudancas na
composicdo e proporcdo dos demais filos tenham sido observadas. Firmicutes (17%) e

Bacteroidetes (10%) também se mostraram presentes de modo semelhante a outros estudos
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(NUMBERGER et al.,, 2019). POTGIETER et al. (2018) avaliaram a dindmica da
comunidade bacteriana de um sistema de tratamento de agua que recebia diferentes biocidas
clorados, por dois anos, fornecendo informacgdes que ndo podem ser obtidas em estudos
pontuais como 0 nosso, e demonstrou que Proteobacteria era mais abundante independente
da sazonalidade ou regime de desinfeccdo adotado. A predominancia de Proteobacteria é
apontada por sua capacidade de resistir a desinfec¢do ou, ainda, por sua maior taxa de
multiplicagdo ou melhores mecanismos de reparo, promovendo seu restabelecimento nesses
sistemas aquaticos, se sobressaindo aos demais filos (BECERRA-CASTRO et al., 2016).

NUMBERGER et al. (2019) destacam que Acinetobacter sp., Pseudomonas sp. e
Aeromonas sp. Sdo géneros comumente encontrados em ambientes de tratamento de
efluentes, com propenséo a adquirir resisténcia a maltiplos antimicrobianos e ainda com a
versatilidade de se adaptarem a varios ambientes, podendo inclusive serem patogenos
oportunistas. No presente estudo também foram identificadas diferentes enterobactérias,
além de Stenotrophomonas maltophilia, Chryseobacterium sp. e Elizabethkingia sp. que,
embora pouco convencionais, apresentam interesse clinico, inclusive relacionado a
multirresisténcia e resisténcia intrinseca a antimicrobianos, como aminoglicosideos,
cefalosporinas e carbapenémicos (GOVINDASWAMY et al., 2018; KIRBY et al., 2004;
SANCHEZ, 2015).

Além da deteccdo de bactérias com resisténcia aos antimicrobianos, houve também a
presenca de bactérias resistentes a altas concentracoes de cloro. De acordo com a legislacao
brasileira (PORTARIA N.° 1469, artigo 13°), a agua para consumo humano deve conter, apos
tratamento, no minimo 0,2 pug/mL de cloro em qualquer ponto da rede de distribuicdo para
controlar o crescimento de microrganismos. Na indudstria de alimentos, no ciclo principal de
trabalho sdo mantidas concentracGes de até 7 pg/mL e durante a limpeza, de até 25 pg/mL
(ANDRADE; MARTYN, 1993). Estudos passados de nosso grupo registraram a manutengao
média de 0,4 ug/mL de cloro livre e 1,7 pg/mL de cloro combinado, dosados na mesma bacia
da torre de resfriamento aqui estudada (DOS SANTOS et al., 2015). Com isso, percebe-se
que os valores estabelecidos pela legislacdo vigente, bem como os adotados na torre de
resfriamento (méaximo a 0,5 pg/mL) ndo sdo capazes de eliminar totalmente as bactérias
avaliadas nesse estudo (algumas ndo suscetiveis a mais de 100 pg/mL). Embora possam
conter a multiplicacdo, tdo logo seja retirado o fator estressor elas podem se restabelecer
novamente. A manutencdo de doses subletais de cloro é apontada como um fator decisivo

para a selecdo de bactérias patogénicas, como P. aeruginosa, multirresistentes a
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antimicrobianos (SHRIVASTAVA et al., 2004) e ainda, estudos apontam para 0 aumento na
abundéncia de bactérias resistentes, especialmente Proteobacteria, a antimicrobianos ap6s
cloragdo, destacando as bombas de efluxo como mecanismos de resisténcia prevalentes
(HOU et al., 2019; SHI et al., 2013). Aponta-se que bactérias ja expostas ao cloro tendem a
apresentar menor suscetibilidade ao mesmo em exposi¢des posteriores (RIDGWAY;
OLSON, 1982), tal fato pode ser observado nos isolados de BT, em que metade dos isolados
apresentaram CIM iguais ou superiores a 25ug/mL. Outro ponto com maiores doses toleradas
de cloro foi na lagoa de captacdo, que embora nao receba cloracdo, ndo se pode excluir a
possibilidade de presenca de outras substancias estressoras nesse ambiente, haja vista sua
proximidade com zonas urbanas e industriais. Embora maiores CIMs ao cloro ndo tenham
demonstrado relacdo direta com a resisténcia a antimicrobianos, nota-se que espécies
resistentes a antimicrobianos ainda puderam ser detectadas mesmo apos cloragédo, porém néo
se sobressaindo as espécies suscetiveis.

Avaliando as doses e tempos do cloro sobre isolados suscetiveis ou ndo a
antimicrobianos, constatou-se a sobrevivéncia, mesmo que muito baixa, dos isolados
resistentes. Todavia, para ter respostas conclusivas seria prudente realizar esse teste com mais
isolados, tanto aumentando o nimero amostral como o0s géneros testados, inclusive com
perfis de suscetibilidade semelhantes. Em estudo similar, SAMIR et al. (2019), avaliou a
sobrevivéncia de quatro isolados de Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus, cada
um com um representante suscetivel e outro resistente a antimicrobianos, constatando que
ndo houve diferenca em sua resposta ao cloro, exigindo as mesmas doses e tempo de contato
para inativacdo. Caracteristicas morfologicas de determinadas espécies bacterianas podem
estar relacionadas a menor suscetibilidade ao cloro, logo diferencgas no perfil de comunidade
de diferentes ambientes aquaticos também podem ser um fator importante. A composicao da
parede bacteriana, especialmente as ricas em acidos graxos de cadeia longa, pode atuar como
um fator de resisténcia ao cloro, retardando a difusdo do cloro por sua associa¢do com 0s
componentes organicos (QIAO; CHAO, 2012). Outros componentes como capsula,
formacdo de exopolissacarideos ou agregados celulares também poderiam ter efeito
semelhante, tanto dificultando a difusdo quanto inativando o cloro, com a formacdo de
cloraminas ou organoclorados (MIR; MORATO; RIBAS, 1997; PINEL et al.,, 2020;
RIDGWAY; OLSON, 1982).

O aumento das CIMs para cloro, observado no teste de adaptacdo a doses crescentes,

pode se dar por alteracdes fisioldgicas das bactérias contra o estresse oxidativo, por meio da
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expressdo de enzimas como a peroxidase e catalase, mudanca na morfologia da parede
celular, e ainda possiveis danos ao DNA causados pelo cloro podem ser reparados (BANSAL
et al., 2018), de modo que o restabelecimento da CIM ‘selvagem’ em alguns isolados apos
reativacdo pode estar relacionada a interrupgdo da expressao dessas enzimas, uma vez que
ndo h& mais o agente estressor. Para alguns isolados, a adaptacdo ao cloro levou ao aumento
da CIM de ceftriaxona e para outros a reducdo da CIM de tetraciclina, porém testes com
maior numero de isolados e diferentes antimicrobianos seriam necessarios para concluir se
essas alteragdes se relacionam com a adaptacao ao cloro.

Em suma, os dados obtidos reiteram a importancia de melhor conhecer e caracterizar
potenciais reservatorios de BRAs e GRAs, bem como as estratégias adotadas para controle
microbioldgico, pois embora haja reducdo significativa na densidade de BHT apds os
tratamentos fisico-quimicos, a permanéncia de isolados resistentes tanto ao cloro quanto a
antimicrobianos pode trazer futuros prejuizos, sejam eles para a empresa, para a saude ou
meio ambiente. A presenca acentuada de BRAs e GRAs em ambientes impactados pela acao
antropica deve ser confrontada com sua presenga ou auséncia em ambientes naturais para
demonstrar de fato o efeito do uso indiscriminado e generalizado de antimicrobianos e

biocidas, bem como quais as implicagdes desses achados a longo prazo.
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7. CONCLUSAO

O perfil das comunidades bacterianas dos diferentes ambientes aquaticos estudados
apresenta diferenca, tanto em sua densidade quanto composi¢édo de géneros.

Nota-se a eficiéncia dos tratamentos de efluentes na reducdo da densidade bacteriana
total e resistentes a antimicrobianos.

A presenca de bactérias resistentes a antimicrobianos na maioria dos pontos amostrados
indica sua ubiquidade, porém seu aumento nos tratamentos secundarios levanta a questdo da
transferéncia horizontal de genes de resisténcia a antimicrobianos.

Os testes com cloro indicam que muitos isolados tem capacidade de resistir a a¢éo
oxidante do cloro, em concentra¢fes muito maiores as praticadas na industria.

Menor suscetibilidade ao cloro ndo esta diretamente relacionado a maior resisténcia a

antimicrobianos.
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Anexo A — Tabela com valores de densidade de bactérias heterotroéficas totais e resistentes a antimicrobianos, representadas em UFC/mL e NMP/mL com

seus respectivos valores em logio.

BHT — médias de repeti¢oes

Resistentes a antimicrobianos — médias de repeti¢des (NMP/mL)

UFC/mL log(UFC/mL) NMP/mL log(NMP/mL) AMP log(AMP) clp log(CIP) CRO  log(CRO) ERI log(ERI)
Coleta 1
LI 2,9-10° 5,5 3,4-10* 4,5 4,4-10° 2,6 4,1-10* 1,6 1,5-10? 2,2 - -
ES 1,2-10° 6,1 2,9-10* 4,5 - - - - 8,9-10* 1,9 - -
SS 7,8-10* 4,9 7,9-10° 5,9 1,2-10* 4,1 - - 7,7-10° 3,9 - -
ST 4,8-10° 5,7 8,5-103 4,0 - - - - - - - -
BT 4,0-10? 2,6 3,8-10° 3,1 - - - - - - - -
Coleta 2
LI 8,7-10° 3,9 2,9-10° 3,5 1,6-103 3,2 8,9-10! 2,0 3,5-10% 2,5 8,2-10% 2,9
ES 9,8-10° 4,0 2,2-10° 3,4 - - - - - - - -
SS 1,9-10* 4,3 7,9-10% 4,9 8,0-10° 2,9 - - 9,0-10° 3,0 7,0-10% 2,8
ST 3,5-10° 2,5 4,1-10! 1,6 - - - - - - - -
BT 2,2-10% 4,3 5,6-10° 3,7 1,0-103 3,0 - - 8,8-10! 1,9 9,5-10* 2,0

-: valor abaixo do limite de detecgdo da técnica(<5 NMP/mL).
LI: lagoa de captacdo; ES: efluente industrial; SS: saida do tratamento secunddrio; ST: saida do tratamento terciario; BT: bacia da torre de resfriamento.

AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacino; CRO: ceftriaxona; ERI: eritromicina



Anexo B — Resultados de Analise de Variancia e agrupamento por teste Scott-Knott dos pontos
amostrados, no teste de NMP e plagueamento para a quantidade total de bactérias

Variavel analisada: NMP TOTAL
Opcédo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
EPOCA 1 4.704500 4.704500 28.426 0.0003
PONTO 4 14.585000 3.646250 22.032 0.0001
EPOCA*PONTO 4 4.553000 1.138250 6.878 0.0063
erro 10 1.655000 0.165500

Total corrigido 19 25.497500

CcvV (%) = 10.50

Média geral: 3.8750000 Nimero de observacgdes: 20

Teste Scott-Knott (1974) para a FV EPOCA

Média harmonica do nuimero de repetigdes (r): 10
Erro padrédo: 0,128646803302686

Tratamentos Médias Resultados do teste
2 3.390000 al
1 4.360000 a2

Teste Scott-Knott (1974) para a FV PONTO

Média harmonica do ntimero de repetigdes (r): 4
Erro padrdo: 0,20340845606808

Tratamentos Médias Resultados do teste
ST 2.775000 al
BT 3.375000 al
ES 3.900000 a2
LI 3.975000 a2
SS 5.350000 a3

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
EPOCA /LI 1 1.102500 1.102500 6.662 0.0274
EPOCA /ES 1 1.210000 1.210000 7.311 0.0222
EPOCA /SS 1 1.000000 1.000000 6.042 0.0338
EPOCA /ST 1 5.522500 5.522500 33.369 0.0002
EPOCA /BT 1 0.422500 0.422500 2.553 0.1412

Erro 10 1.655000 0.165500




Variavel analisada: UFC
Opcéo de transformacdo: Varidvel sem transformagdo ( Y )

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
EPOCA 1 6.728000 6.728000 480.571 0.0000
PONTO 4 5.988000 1.497000 106.929 0.0000
EPOCA*PONTO 4 13.532000 3.383000 241.643 0.0000
erro 10 0.140000 0.014000

Total corrigido 19 26.388000

CcvV (%) = 2.71

Média geral: 4.3600000 Nimero de observacdes: 20

Teste Scott-Knott (1974) para a FV EPOCA

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 10
Erro padrédo: 0,0374165738677394

Tratamentos Médias Resultados do teste
2 3.780000 al
1 4.940000 a2

Teste Scott-Knott (1974) para a FV PONTO

Média harmonica do ntimero de repetigdes (r): 4
Erro padrdo: 0,0591607978309962

Tratamentos Médias Resultados do teste
BT 3.450000 al
ST 4.075000 a2
SS 4.575000 a3
LI 4.675000 a3
ES 5.025000 a4

Andlise do desdobramento de EPOCA dentro de cada nivel de: PONTO

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
EPOCA /LI 1 2.402500 2.402500 171.607 0.0000
EPOCA /ES 1 4.622500 4.622500 330.179 0.0000
EPOCA /SS 1 0.422500 0.422500 30.179 0.0003
EPOCA /ST 1 9.922500 9.922500 708.750 0.0000
EPOCA /BT 1 2.890000 2.890000 206.429 0.0000

Erro 10 0.140000 0.014000




Anexo C— Resultados de Andlise de Variancia e agrupamento por teste Scott-Knott dos pontos
amostrados, no teste de NMP para a quantidade de bactérias resistentes a Eritromicina,
Ampicilina, Ciprofloxacino e Cefriaxona

Variadvel analisada: ERI
Opcédo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

1Y% GL SQ oM Fc Pr>Fc
PONTO 2 1.213333 0.606667 6.500 0.0812
erro 3 0.280000 0.093333

Total corrigido 5 1.493333

CcvV (%) = 12.06

Média geral: 2.5333333 Nimero de observacdes: 6

Teste Scott-Knott (1974) para a FV PONTO

Média harmonica do ntimero de repetigdes (r): 2
Erro padrao: 0,216024689946929

Tratamentos Médias Resultados do teste
BT 1.900000 al
SS 2.800000 al
LI 2.900000 al
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Variavel analisada: AMP
Opcédo de transformacdo: Varidvel sem transformagdo ( Y )

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
EPOCA 1 1.104500 1.104500 1.610 0.2252
PONTO 4 41.330000 10.332500 15.064 0.0001
erro 14 9.603000 0.685929

Total corrigido 19 52.037500

cv (%) = 52.58

Média geral: 1.5750000 Numero de observagdes: 20

Teste Scott-Knott (1974) para a FV EPOCA

Média harmonica do nuimero de repeticdes (r): 10
Erro padrédo: 0,261902380941558

Tratamentos Médias Resultados do teste
1 1.340000 al
2 1.810000 al

Teste Scott-Knott (1974) para a FV PONTO



Média harmonica do numero de repeticgdes (r): 4
Erro padrédo: 0,414104024198199

Tratamentos Médias Resultados do teste
ST 0.000000 al
ES 0.000000 al
BT 1.500000 a2
LI 2.900000 a3
SS 3.475000 a3

Variavel analisada: CIP
Opcéo de transformacdo: Varidvel sem transformagdo ( Y )

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
EPOCA 1 0.032000 0.032000 3.500 0.0824
PONTO 4 10.368000 2.592000 283.500 0.0000
erro 14 0.128000 0.009143

Total corrigido 19 10.528000

CV (%) = 26.56

Média geral: 0.3600000 Numero de observagdes: 20

Teste Scott-Knott (1974) para a FV EPOCA

Média harmonica do nuimero de repeticgdes (r): 10
Erro padrdo: 0,0302371578407382

Tratamentos Médias Resultados do teste
1 0.320000 al
2 0.400000 al

Teste Scott-Knott (1974) para a FV PONTO

Média harmonica do ntimero de repetigdes (r): 4
Erro padrdo: 0,0478091443733757

Tratamentos Médias Resultados do teste
ST 0.000000 al
SS 0.000000 al
BT 0.000000 al
ES 0.000000 al
LI 1.800000 a2

Varidvel analisada: CRO
Opcdo de transformacdo: Variadvel sem transformagdo ( Y )

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
EPOCA 1 0.098000 0.098000 0.170 0.6865
PONTO 4 29.227000 7.306750 12.665 0.0001
erro 14 8.077000 0.576929

Total corrigido 19 37.402000



CcvV (%) = 49.64
Média geral: 1.5300000 Numero de observacgdes: 20

Teste Scott-Knott (1974) para a FV EPOCA

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 10
Erro padrdo: 0,240193374477435

Tratamentos Médias Resultados do teste
2 1.460000 al
1 1.600000 al

Teste Scott-Knott (1974) para a FV PONTO

Média harmonica do numero de repeticdes (r): 4
Erro padr&o: 0,379779071115225

Tratamentos Médias Resultados do teste
ST 0.000000 al
BT 0.925000 al
ES 0.950000 al
LI 2.350000 a2
SS 3.425000 a2
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écie.

ica dos isolados identificados. De filo a espé

A

Anexo D — Arvore taxonom

-

Alphaproteobacteria

Proteobacteria

Betaproteobacteria

Gammaproteobacteria

B. vesicularis

|_ Caulobacterales _|_ Caulobacteraceae _|_ Brevundimonas sp.

Ensifer sp. _ E. sesbaniae
Rhizobiaceae
Shinella sp. _|_ S. zoogloeoides
Rhizobiales _
Brucellaceae Tl_OnawoquES mn._\_ O. lupini
|_ Rodospirales _|_ Rhodospirallaceae _|_2.,<Q.m§.:.==3 sp. _|_ N. irakense

S. japonica
Sphingomonas sp. _ S5
_ S. ursincola

Sphingopyxis sp. S. macrogoltabida

I_ Sphingomonadales T_ Sphingomonadaceae _ll_ Sphingobium sp. _

S. multivorum

Sphingobacterium sp.

N. subterraneum

Novosphingobium sp.

_ A. temperans
_ Acidovorax sp. “ _ A radicis
_|_ P. intermedius _

C. jiangduensis
C. odontotermitis

D. acidovorans

Pseudoacidovorax sp.

Comamonas sp. |-

Delftia sp.

Comamonadaceae [—

Burkholderiales

Ralstonia sp.

Burkholderiaceae

FPaeudomonales hmm:&oﬂo:m&mnmmm_l._wmm:%sgmm mt._

E. kobei
E. tabaci

Enterobacter sp.

[Enterobacteriac

1 K. pnet liae

=1 C. freundii
[ S mar

Citrobacter sp.
Enterobacterales

Serratia sp.

Morganellaceae _|_ Morganella sp. _|_ M. morganii _
A. cavie
Iﬁ Aeromonadales T_meoiozQOommmI Aeromonas sp. A. hydrophila
A. veronii

Chromobacterium sp. _ | c. aquaticum | A. baumannii
| Neisseriales | | chromobacteriaceae = M\whwwwh.oﬁ
Slivimonasise; _‘_%_ > Jjohnsonnii
A. junnii
|_ Rhodocyclales _|||_v Zoogloeaceae _ 1|_ Thauera sp. _ “ = mﬂ:w \“M M“Mﬂom A. radioresistens
= A. tandoii
Moraxellaceae _|_>9.=m8um&m~ mt.“ M N_\m_\n.““

P. alcaligenes

P. alcaliphila

P. mendocina

P. monteilii

P. nitroreducens

P. protogens

P. putida

|+X:m383o:mnm\mT—sziongQmomm_|_ Stenotrophomonas sp. T_ S. maltophilia

C. bovis

C. flavum

C. gleum

C. indologenes

Chryseobacterium sp.

_ Bacteroidetes _|_ Flavobacteria _|_Im<oumn~m:.m\mm_|_Im<gmn~m:mnmmm

E. meningoseptica

Elizabethkingia sp.

Firmicutes _|_ Bacilli

1—H“ Lactobacillales “

E. miricola

C. hispalense

C. cucumeris

C. polytrichastri

C. taih

W. falsenii

Wautersiella sp.

S. haemolyticus

.wﬁn:icneonmqmmf Staphylococcus sp. S. saprophyticus
— s 1 —r—— P. alvei
acillales ] a P | P. glucanolyticus
P. lautus
Bacillaceae ._I_ Bacillus sp. _

_mim\ononn:m sp. —|*§_
Micrococcaceae _|_ Micrococcus sp. M. luteus

“m:am\:? “

— Actinobacteria _|— Actinobacteria I)nz:os._\omﬂm\mm

L. chromiiresistens
L. iarius

Microbacteriaceae I Leucobacter sp. 1

N. aromaticivorans

Nocardiodaceae _|_ Nocardioides sp.

D. soli
Deinococcus-thermus _|_ Deinocococci _|_ Deinococcales _|_ Deinococcaceae _|_ Deinococcus sp. _ D eatdlonsrs

C. ureilyticum

B. acidiceler

B. asahii

B. cereus

B. megaterium

B. pumilus

B. subtilis

B. vallismortis

B. zhangzhouensis




Anexo E- Tabela com codigos, locais de coleta e identificagdes, por MALDI-ToF

ou sequenciamento do 16s, dos isolados.
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Cddigo de acesso

Coleta e local ID Identificacdo Score/Similaridade GenBank
1BT M1 Acidovorax temperans 99,70% NR_028715
1BT M2 Thauera sp. 92,50% NR_024972
2BT M3 Bacillus subtilis 1.930
2BT M4 Bacillus vallismortis 1.913
2BT M5 ndo identificado
2BT M6 Staphylococcus haemolyticus 2.251
2BT M7 ndo identificado
2BT M8 Staphylococcus sp. 90,20% KF543100
1SS M9  Stenotrophomonas maltophilia 2.094
1SS M10 Leucobacter sp. 99,40% NR_042414
1SS M11 Elizabethkingia meningoseptica 1.829
1SS M12 Ochrobactrum sp. 99,80% NR_042911
1L M13 Pseudomonas sp. 2.251
1ST M14 Pseudomonas alcaligenes 2.232
1ST M15 Pseudomonas alcaligenes 2.304
1ST M16 Chryseobacterium sp. 99,90% NR_156145
1ST M17 Ensinfer sp. 98,30% NR_133053
1ST M18 Bacillus cereus 2.128
1ST M19  Stenotrophomonas maltophilia 99,50% NR_041577
1ST M20 Pseudomonas alcaligenes 2.301
1ST M21  Stenotrophomonas maltophilia 99,60% NR_041577
2ST M22 Bacillus sp. 99,50% MN658823
2ST M23 ndo identificado
2ST M24 Pseudomonas monteilii 2.105
2ST M25 ndo identificado
2ST M26 Pseudomonas alcaligenes 2.177
2ST M27 Bacillus cereus 2.087
2ST M28 ndo identificado
2ST M29 ndo identificado
1ES M30 Pseudomonas sp. 1.674
1ES M31 Micrococcus luteus 2.018
2ES M32 Pseudomonas sp. 1.518
2SS M33 Bacillus sp. 1.997
2SS M34 Serratia marcescens 2.166
2SS M35 Bacillus pumilus 2.020
2SS M36 Wautersiella sp. 96,30% NR_146029
1ES M37 Chryseobacterium sp. 97,10% NR_134710
1ES M38 Acinetobacter tandoii 2.079
1ES M39 ndo identificado
1ES M40 Comamonas sp. 99,70% NR_109655
1ES M41 Acinetobacter sp. 98% NR_117630
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1ES M42 Acinetobacter calcoaceticus 1.828
Coleta e local ID Identificacdo Score/Similaridade Codigo de acesso
GenBank

1ES M43 ndo identificado

1ES M44 Pseudomonas sp. 1.372

1SS M45  Chryseobacterium indologenes 2.002

1SS M46 Aeromonas hydrophila 2.245

1SS M47 Serratia marcescens 2.285

1SS M48 Pseudomonas alcaligenes 2.282

1SS M49 Bacillus cereus 2.186

1SS M50 Leucobacter sp. 98,40% NR_042414
1SS M51 Pseudomonas alcaligenes 2.287

1SS M52  Chryseobacterium indologenes 2.414

1SS M53  Stenotrophomonas maltophilia 96,00% 0KX015714
1SS M54 Stenotrophomonas maltophilia 2.294

1SS M55 Serratia marcescens 2.269

1SS M56 Bacillus sp. 1.943

1SS M57 Leucobacter sp. 98,90% NR_117509
1SS M58 Pseudomonas sp. 1.653

1ST M59 Pseudomonas sp. 1.839

1ST M60 ndo identificado

1ST M61 Sphingomonas sp. 1.897

1ST M62 Pseudomonas nitroreducens 2.297

1ST M63 Chryseobacterium sp. 97,20% NR_134710
1ST M64 Bacillus cereus 2.092

1ST M65 ndo identificado

1Ll M66 Deinococcus sp. 100% NR_146666
1L1 M67 Acinetobacter johnsonii 1.926

1L1 M68 Acinetobacter johnsonii 1.995

1L1 M69 Acinetobacter johnsonii 2.254

1L1 M70 Pseudomonas alcaligenes 2.475

1L1 M71 Acinetobacter johnsonii 2.451

1L1 M72 ndo identificado

1L1 M73 Enterobacter sp. 2.034

1L1 M74 Sphingomonas sp. 1.707

2L1 M75 ndo identificado

2L1 M76 ndo identificado

2L M77 Bacillus sp. 1.847

2L M78 Bacillus sp. 1.950

2L M79 Chryseobacterium sp. 97,40% NR_044166
2L M80 Chryseobacterium sp. 97,30% NR_115957
2L1 M81 ndo identificado

2L1 M82 Bacillus sp. 99,70% NR_043774
2L M83 Chryseobacterium sp. 99,90% NR_156145
2L M84 Bacillus asahii 1.702

2L1 M85 Nocardioides sp. 98,20% NR_040938
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2L M86 Bacillus megaterium 1.985
2SS M87 Bacillus cereus 2.018
- S Cadigo de acesso
Coleta e local ID Identificacdo Score/Similaridade GgenBank

2SS M88 Comamonas sp. 99,70% NR_043859
2SS M89 Aeromonas hydrophila 2.244

2SS M90 ndo identificado

2SS M91 Pseudomonas alcaligenes 2.054

2SS M92  Stenotrophomonas maltophilia 2.119

2SS M93 Silvimonas sp. 97% NR_113961
2SS M94 Aeromonas hydrophila 2.192

2SS M95 Serratia marcescens 2.270

2SS M96 Aeromonas sp. 99,80% NR_119190
2ST M97 Acinetobacter sp. 93,70% KT444587
2ST M98 Pseudomonas sp. 96,10% NR_114957
2ST M99 Pseudomonas putida 1.762

2ST M100 ndo identificado

2ST M101 Pseudomonas sp. 1.724

2ST M102 Pseudomonas nitroreducens 2.277

2ST M103 Ensinfer sp. 97,70% NR_133053
2ST M104 Pseudomonas sp. 1.715

2ST M105 Sphingomonas sp. 1.993

2ST M106 Ensinfer sp. 99,00% NR_133053
2ST M107 Pseudomonas alcaligenes 2.424

2ES M108 Bacillus cereus 2.196

2ES M109  Acinetobacter radioresistens 1.799

2ES M110 Acinetobacter tandoii 2.018

2ES M111 Acinetobacter tandoii 1.864

2ES M112 Acinetobacter junii 1.728

2ES M113 ndo identificado

2ES M114  Stenotrophomonas maltophilia 99,60% NR_041577
2ES M115 Acinetobacter tandoii 2.113

2ES M116 ndo identificado

2SS M117 Acinetobacter sp. 92,30% KY616668
1BT M118 Bacillus cereus 2.095

1BT M119 Pseudomonas mendocina 2.085

1BT M120 ndo identificado

2BT M121 Paenibacillus alvei 1.756

1L1 M122 nao identificado

1L1 M123 Novosphingobium sp. 98,30% NR_113838
1L1 M124 Acinetobacter sp. 97,30% MK875784
1L1 M125 Chryseobacterium sp. 97,30% NR_115957
1L1 M126 nao identificado

1L1 M127 Aeromonas hydrophila 1.947

1Ll M128 Acidovorax temperans 2.302

1Ll M129 Acinetobacter sp. 1.595
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1LI M130 Acidovorax sp. 1.829

1Ll M131 Acidovorax temperans 2.228

1LI M132 Acinetobacter sp. 1.569

Coleta e local ID Identificacao Score/Similaridade Codigo de acesso
GenBank

1L1 M133 Citrobacter freundii 2.285

1Ll M134 ndo identificado

1L1 M135 Enterococcus faecium 2.349

1Ll M136 Bacillus sp. 99,70% NR_148786
1L M137 Sphingomonas sp. 98,30% NR_041681
1L1 M138  Stenotrophomonas maltophilia 98,90% NR_041577
1L1 M139 ndo identificado

1L1 M140 Acinetobacter sp. 1.396

1L M141 Pseudomonas sp. 2.068

1L M142 Pseudoacidovorax sp. 99,80% NR_044241
1L M143 Acinetobacter johnsonii 2.225

1Ll M144 ndo identificado

1Ll M145 Morganella morganii 2.528

1L M146  Stenotrophomonas maltophilia 99,70% NR_041577
1Ll M147 ndo identificado

1Ll M148 Shinella sp. 98,80% NR_119062
1Ll M149 Sphingobium sp. 76% NR_115524
1L M150 Pseudomonas protegens 2.138

1Ll M151 Niveispirillum sp. 98,90% NR_117480
1Ll M152 Klebsiella pneumoniae 2.372

1Ll M153 Acinetobacter sp. 1.346

1Ll M154 Aeromonas hydrophila 2.533

1L1 M155 ndo identificado

1L1 M156 ndo identificado

1L1 M157 Pseudomonas sp. 1.882

1L1 M158 ndo identificado

1L1 M159 Wautersiella falsenii 2.199

1L1 M160 Acinetobacter sp. 99,10% NR_115871
1L1 M161 ndo identificado

1L1 M162 Acinetobacter sp. 1.698

1L1 M163 Acidovorax sp. 1.576

2ST M165 Acinetobacter ursingii 1.979

2ST M166 Deinococcus sp. 98,60% NR_153717
2ST M167 Acidovorax sp. 1.520

2ST M168 Bacillus pumilus 1.915

ES M169 Paenibacillus sp. 99,10% NR_115599
ES M170 Acinetobacter baumannii 2.230

ES M171 Paenibacillus sp. 99,20% NR_117185
ES M172 ndo identificado

ES M173 néo identificado

ES M174 Thauera sp. 99,80% NR_159313
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ES M175 Thauera sp. 99,40% NR_027211
ES M176 Paenibacillus sp. 99,40% NR_115599
ES M177  Paenibacillus glucanolyticus 1.942
2BT M178  Staphylococcus saprophyticus 2.020
- S Cadigo de acesso
Coleta e local ID Identificacdo Score/Similaridade GgenBank
2BT M179 Sphingomonas sp. 99,60% NR_040825
2BT M180 Ralstonia sp. 96,40% NR_044040
2BT M181 Pseudomonas mendocina 1.839
2BT M182 Acidovorax sp. 98,10% NR_028715
2BT M183 Pseudomonas alcaliphila 2.161
2BT M184 Bacillus sp. 99,90% NR_148786
2BT M185 Acidovorax temperans 1.920
2BT M186 Chryseobacterium sp. 97,80% NR_116277
2BT M187 ndo identificado
2BT M188 Acidovorax temperans 2.121
2BT M189 Acidovorax temperans 2.018
2BT M190 ndo identificado
1BT M191 ndo identificado
1BT M192 Acidovorax temperans 2.090
1BT M193 Pseudomonas alcaligenes 2.321
1BT M194 Ralstonia sp. 96,80% NR_044040
1BT M195 Acidovorax sp. 99,70% NR_117776
1BT M196 Pseudomonas mendocina 2.057
1BT M197 Pseudomonas mendocina 2.103
1BT M198 Acidovorax temperans 2.261
1BT M199 Sphingopyxis sp. 99,70% NR_115617
1BT M200 Acidovorax temperans 2.283
1BT M201 Acidovorax sp. 99,70% NR_028715
1SS M202 Serratia marcescens 2.254
1SS M203 ndo identificado
1SS M204 ndo identificado
1SS M205 ndo identificado
1SS M206 Chryseobacterium gleum 2.038
1SS M207 Shinella sp. 92% NR_152074
1SS M208 Acinetobacter sp. 1.911
1SS M209 Serratia sp. 1.706
1SS M210 Pseudomonas alcaligenes 2.277
1SS M211  Sphingobacterium multivorum 2.217
1SS M212 Delftia acidovorans 2.389
1SS M213 Elizabethkingia miricola 1.976
1SS M214 Chromobacterium sp. 98,70% NR_044405
1SS M215 ndo identificado
2SS M216 Aeromonas veronii 2.048
2SS M217 néo identificado
2SS M218 Elizabethkingia meningoseptica 1.967
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2SS M219  Chryseobacterium indologenes 2.041

2SS M220 Chryseobacterium sp. 98,40% NR_042503
2SS M221 néo identificado

2SS M222 Aeromonas hydrophila 2.308

2SS M223 Aeromonas hydrophila 2.497

e T Cddigo de acesso
Coleta e local ID Identificacao Score/Similaridade GgenBank

2SS M224 nao identificado

2SS M225 nao identificado

2SS M226 nao identificado

1ES M227 nado identificado

1ST M228 nao identificado

1ST M229 Bacillus pumilus 1.915

1ST M230 Bacillus pumilus 1.969

1ST M231 nado identificado

2L1 M232 Brevundimonas vesicularis 1.942

2L1 M233 nao identificado

2L1 M234 nao identificado

2L1 M235 nao identificado

2L M236 Enterobacter sp. 99,40% NR_146667
2L1 M237  Stenotrophomonas maltophilia 95,10% NR_041577
2L1 M238 Bacillus pumilus 1.946

2L1 M239 Acinetobacter towneri 1.725

2L1 M240 Acinetobacter sp. 1.619

2L1 M241 Chryseobacterium sp. 98,30% NR_109542
2L1 M242 Bacillus pumilus 1.724

2L1 M243 Aeromonas caviae 2.099

2L M244 Acinetobacter sp. 1.438

2L1 M245 nao identificado

2L1 M246 Enterobacter kobei 2.061




Anexo F — Tabelas com resultados de suscetibilidade aos antibidticos testados por microdiluigdo e disco difusdo. Campos cinza escuro representam valores maiores que 0

ponto de corte (resistente),cinza claro representa valores para resisténcia intermediéaria.
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ID Local Identificacio Concentracdo inibitéria minima (CIM mg/L) Disco difuséo - halo de inibicdo (mm)
Enterobacteriaceae Cloro AMP TET CIP CRO GEN IMI CIP CRO SUT CLO
M34 1SS Serratia marcescens 50 128 2 <0,06 1 21 0 32 28 24 17
M47 1SS Serratia marcescens >100 8 4 <0,06 2 18 20 29 27 26 20
M55 1SS Serratia marcescens 3,12 1 2 <0,06 <0,06 18 21 14 21 0 24
M73 1L1 Enterobacter sp. >100 64 <0,25 <0,06 2 18 22 31 24 25 22
M95 1SS Serratia marcescens <1,56 16 4 <0,06 1 20 24 33 28 24 23
M133 2L Citrobacter freundii 3,12 64 32 <0,25 <1 18 25 30 29 27 24
M145 2L1 Morganella morganii <1,56 64 <l <0,25 4 19 23 39 35 29 24
M152 2L1 Klebsiella pneumoniae <1,56 8 16 <0,25 4 19 27 25 28 20 24
M202 2SS Serratia marcescens <1,56 >64 16 <0,25 16 21 23 27 28 26 17
M209 2SS Serratia marcescens 12,5 16 4 <0,25 <1 25 29 38 33 33 33
M236 2L1 Enterobacter sp. >100 <l <0,5 0,25 1 21 40 25 40 32 40
M246 2L1 Enterobacter kobei 12,5 2 <1 <0,25 <1 17 21 33 24 25 17
Aeromonas sp. Cloro AMP TET CIP CRO GEN IMI CIP CAZ SUT CLO
M46 1SS Aeromonas hydrophila 100 256 <0,25 <0,06 0,12 20 15 38 17 22 27
M89 1SS Aeromonas hydrophila 3,12 256 <0,25 <0,06 0,5 21 16 32 22 22 30
M94 1SS Aeromonas hydrophila 3,12 <0,5 <0,25 <0,06 0,25 19 17 32 29 15 26
M96 1SS Aeromonas cavie 6,25 8 2 2 >8 17 40 12 22 28 15
M127 2L1 Aeromonas hydrophila >100 >64 <l <0,25 <0,25 19 21 28 25 23 27
M154 2L1 Aeromonas hydrophila >100 - - - - 19 18 37 30 30 35
M216 2SS Aeromonas veronii >100 <0,5 <1 <0,25 <0,25 20 35 35 30 29 32
M222 2SS Aeromonas hydrophila 25 >64 <1 <0,25 <0,25 20 17 30 26 19 30
M223 2SS Aeromonas hydrophila 6,25 - - - - 20 20 32 26 19 30
M243 2L1 Aeromonas caviae <1,56 - - - - 20 21 27 27 19 29
Acinetobacter sp. Cloro TET CIP CRO GEN IMI CIP CAZ SUT

M38 1ES Acinetobacter sp. 25 <0,25 <0,06 <1 20 28 28 17 20

M41 1ES Acinetobacter sp. <1,56 <0,5 <0,12 <2 17 27 24 16 18

M42 1ES Acinetobacter sp. 12,5 <1 <0,25 <0,25 16 33 22 0 20



ID Local Identificacio Concentracdo inibitéria minima (CIM mg/L) Disco difuséo - halo de inibicdo (mm)

Acinetobacter sp. Cloro TET CIP CRO GEN IMI CIP CAZ SUT
M67 1LI Acinetobacter johnsonii 6,25 <0,25 <0,06 >128 19 27 22 14 19
M68 1L Acinetobacter johnsonii 100 <0,25 <0,06 16 22 40 27 18 27
M69 1LI Acinetobacter johnsonii 12,5 <1 <0,25 <1 18 24 27 17 12
M71 1L Acinetobacter johnsonii >100 <0,25 <0,06 <0,25 20 36 30 17 30
M97 1ST Acinetobacter sp. 12,5 - - - - - - - -
M109 1ES Acinetobacter radioresistens  <1,56 <0,25 <0,25 - 24 40 30 29 30
M110 1ES Acinetobacter tandoii 3,12 2 <0,06 2 17 27 25 18 18
M111 1ES Acinetobacter tandoii 25 <0,25 <0,06 <1 21 27 25 18 0
M112 1ES Acinetobacter junii <1,56 <0,25 <0,06 <1 18 32 25 17 14
M115 1ES Acinetobacter tandoii 12,5 <0,25 <0,06 <1 21 17 16 18 13
M117 1SS Acinetobacter sp. 12,5 <0,5 <0,12 32 20 30 25 15 20
M124 2L1 Acinetobacter sp. 12,5 <0,5 >8 <2 18 40 0 0 30
M129 2L1 Acinetobacter sp. 100 <l <0,25 2 18 30 25 14 18
M132 2L1 Acinetobacter sp. >100 <l <0,25 2 19 33 23 16 20
M140 2L1 Acinetobacter sp. 6,25 <l <0,25 0,5 18 30 24 10 18
M143 2L1 Acinetobacter johnsonii >100 <l <0,25 <l 20 30 25 13 24
M153 2L1 Acinetobacter sp. - <l <0,25 <l 18 27 23 18 23
M160 2L1 Acinetobacter sp. 3,25 <0,5 8 128 17 30 23 14 15
M162 2L1 Acinetobacter sp. 3,12 <1 <0,25 2 20 39 24 18 22
M165 2ST Acinetobacter ursingii 25 <1 <0,25 0,5 25 25 35 0 23
M170 2ES Acinetobacter baumannii 3,12 <1 <0,25 8 16 30 23 15 26
M208 2SS Acinetobacter sp. 6,25 <1 >64 <1 20 35 29 17 25
M239 2L1 Acinetobacter townerii 6,25 <1 >64 <1 21 32 26 16 27
M240 2L1 Acinetobacter sp. 6,25 <1 <0,25 <0,25 - - - - -
M241 2L1 Acinetobacter sp. >100 <l <0,25 2 17 32 26 17 24
M244 2L1 Acinetobacter sp. >100 <1 <0,25 2 17 24 22 11 26
BGN nao-enterobactérias Cloro CLO TET CIP CRO GEN IMI CIP CAZ

M1 1BT Acidovorax 6,25 - - - - - - - -

M2 1BT Thauera >100 - - - - - - - -

M9 1SS Stenotrophomonas 3,12 2 4 2 128 0 17 15 0

maltophilia



ID Local Identificacdo Concentracdo inibitéria minima (CIM mg/L) Disco difuséo - halo de inibicdo (mm)

BGN ndo-enterobactérias Cloro CLO TET CIP CRO GEN IMI CIP CAZ
Elizabethkingia
M11 1SS meningoseptica <1,56 - 8 <0,06
M12 1SS Ochrobactrum sp. <1,56 4 <0,5 <0,12 16 18 24
M13 1L1 Pseudomonas sp. <1,56 8 <0,25 <0,06 <1 18 30 27 21
M14 1ST Pseudomonas alcaligenes 25 <2 4 <0,25 16
M16 1ST Chryseobacterium sp. <156 |82 | 2 <0,12 32 20 28 18
M17 1ST Ensifer sp. 3,12 4 4 2 32 22 . 22
Stenotrophomonas
M21 1ST maltophilia 12,5 2 4 2 20 18
M24 1ST Pseudomonas monteilii 6 4 <0,25 <0,06 2 20 32 27 22
M26 1ST Pseudomonas alcaligenes 50 4 <1 <0,25 2 20 20 19
M32 1ES Pseudomonas sp. 50 - - - - - - - -
M36 1SS Wautersiella sp. 6,25 16 2
M37 1ES Chryseobacterium sp. >100 16 4
M40 1ES Comamonas sp. 3,12 1
M44 1ES Pseudomonas sp. 25 16
M45 1SS Chryseobacterium 100 <
indologenes
M48 1SS Pseudomonas alcaligenes <1,56 <2
M51 1SS Pseudomonas alcaligenes 100 4
M52 1SS Chryseobacterium indologenes 12,5 4
M53 1SS Stenotropho_rr_lonas <1.56 <1
maltophilia
M54 1SS Stenotropho_rr_lonas <1.56 2
maltophilia
M58 1SS Pseudomonas sp. 3,12 <2 <1 <0,25 <1 22 35 29 23
M59 1ST Pseudomonas sp. - <2 <0,25 <0,06 <1 24
M61 1ST Sphingomonas sp. 6,25 <2 2 <0,25 23
M62 1ST Pseudomonas nitroreducens  >100 16 <1 <0,25 25
M63 1ST Chryseobacterium sp. 3,12 4 2 <0,12 32 16

M70 1LI Pseudomonas alcaligenes 100 ) <1 <0,25 <1 20
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ID Local Identificacdo Concentracdo inibitéria minima (CIM mg/L) Disco difuséo - halo de inibicdo (mm)
BGN néo-enterobactérias Cloro CLO TET CIP CRO GEN IMI CAZ
M74 1Ll Sphingomonas sp. 100 | >64 | <025 0,5 8 27 35
M79 1Ll Chryseobacterium sp. 50 <1 <0,5 <0,12 16 - - -
M80 1Ll Chryseobacterium sp. 50 - - - - - - -
M83 1L1 Chryseobacterium sp. >100 -
M88 1SS Comamonas sp. 50 [ 32
M91 1SS Pseudomonas alcaligenes 3,12 4
Stenotrophomonas
M92 1SS maltophilia 3,12 <1
M93 1SS Silvimonas sp. 25 8
M98 1ST Pseudomonas sp. 1,56 4
M99 1ST Pseudomonas putida 3,12 8
M101 1ST Pseudomonas sp. 6,25 8
M102 1ST Pseudomonas nitroreducens 3,12 8
M103 1ST Ensifer sp. 3,12 8 <
M104 1ST Pseudomonas sp. 12,5 8 <0,25 <0,06 2 23 39
M105 1ST Sphingomonas sp. 3,12 <2 <0,25 0,5 4 23 36
M106  1ST Ensifer sp. 25 4 2 0,5 8 [0 24
M107 1ST Pseudomonas alcaligenes 12,5 <2 <1 <0,25 4 24 36
M114  1ES Stenotrophomonas 50 2 4 2 20
maltophilia
M119 1BT Pseudomonas mendocina >100 <2 4 2 2 20 40
M123 2L1 Novosphingobium sp. <1,56 <1 <0,5 2 4 25 40
M125 2L1 Chryseobacterium sp. <1,56 - - - - - -
M128 2Ll Acidovorax temperans 3,12 16 8 1 [ea | 20 32
M130 2L1 Acidovorax sp. >100 <2 <0,25 0,25 2 20 23
M131 2L1 Acidovorax temperans 100 <2 <1 1 <1 19 33
M137 2Ll Sphingomonas sp. >100 <2 <05 [ 4 < 20 22
M138 oL Stenotropho_n_]onas 3,12 i i i i i i i
maltophilia
M141 2L Pseudomonas sp. 25 <2 <l <0,25 <l 24 40 27
M142  2LI Acidovorax sp. >100 [ 64 = <05 20 37 19



ID Local Identificacio Concentracdo inibitéria minima (CIM mg/L) Disco difuséo - halo de inibicdo (mm)

BGN ndo-enterobactérias Cloro CLO TET CIP CRO GEN IMI CIP CAZ
Stenotrophomonas

M146 2L1 maltophilia 50 4 4 2 128 0 16 0 0

M148 2L1 Shinella sp. - >64 4 2 >128 0 16 16 13
M149 2L1 Sphingobium sp. >100 - - - - - - - -

M150 2L1 Pseudomonas protegens >100 8 <l <0,25 64 17 21 25 20
M151 2L1 Azospirillum sp. <1,56 - - - - - - - -

M157 2L1 Pseudomonas sp. - <2 <l <0,25 <l 22 50 28 0

M159 2L1 Wautersiella falsenii 25 <2 2 1 8 10 13 17 18
M163 2L1 Acidovorax sp. <1,56 <2 <l <0,25 8 19 36 32 30
M167 2ST Acidovorax sp. <1,56 <2 <l <0,25 <1 16 26 32 20
M174 2ES Thauera sp. 6,25 - - - - - - - -

M179 2BT Sphingomonas sp. <1,56 <2 <0,5 <0,12 4 0 37 19 23
M180 2BT Ralstonia sp. 3,12 4 <0,5 <0,12 4 17 40 33 11
M181 2BT Pseudomonas mendocina 12,5 - - - - 20 33 32 27
M182 2BT Acidovorax sp. 50 - - - - 9 17 24 18
M183 2BT Pseudomonas alcaliphila 50 8 <l <0,25 <l 20 30 27 19
M185 2BT Acidovorax temperans 100 <1 <0,5 <0,12 <2 23 40 40 40
M186 2BT Chryseobacterium sp. <1,56 8 1 <0,12 128 11 20 24 0

M188 2BT Acidovorax temperans >100 64 1 <0,12 16 17 20 19 18
M189 2BT Acidovorax temperans 100 4 8 4 64 17 17 18 0

M192 2BT Acidovorax temperans 25 8 8 <0,25 >64 23 40 26 15
M193 2BT Pseudomonas alcaligenes 12,5 - - - 24 34 36 14
M194 2BT Ralstonia sp. 25 2 <0,5 <0,12 128 15 40 30 0
M195 2BT Acidovorax sp. >100 4 4 <0,12 4 18 45 18 0
M196 2BT Pseudomonas mendocina >100 - - - - 20 30 30 26
M197 2BT Pseudomonas mendocina >100 - - - - 18 30 30 25
M198 2BT Acidovorax temperans <1,56 <2 <1 <0,25 128 18 50 30 31
M199 2BT Sphingopyxis sp. 25 - - - - - - - -

M200 2BT Acidovorax temperans 100 2 <1 <0,25 64 19 40 32 30
M201 2BT Acidovorax sp. 3,12 <l <0,5 <0,12 <2 14 37 27 25

M206 2SS Chryseobacterium gleum 50 8 <1 <0,25 >64 11 15 34 15
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ID Local Identificacdo Concentracdo inibitéria minima (CIM mg/L) Disco difuséo - halo de inibicdo (mm)
BGN néo-enterobactérias Cloro CLO TET CIP CRO GEN IMI CIP CAZ
M207 2SS Shinella sp. >100 8 32 22
M210 2SS Pseudomonas alcaligenes <1,56 <2 <1 <0,25 <1 21 35 35 25
M211 2SS Sphingobacterium multivorum 6,25 <2 <l <0,25 <l
M212 2SS Delftia acidovorans 3,12 4 <1 <0,25
M213 2SS Elizabethkingia miricola 3,12 8 8 <0,25 8
M214 2SS Chromobacterium sp. 25 - - - - - - - -
Elizabethkingia
M218 2SS meningoseptica 100 <0,25
M219 255 Chfyseobacterium 50
indologenes
M220 2SS Chryseobacterium sp. 3,12
M232 2L1 Brevundimonas vesicularis  <1,56 30
M237 2Ll Stenotrophomonas 3,12 29 28
maltophilia
M241 2L1 Chryseobacterium sp. 3,12 4 1 0,5 16 18 38 29 19
Bacilos Gram Positivos Cloro GEN TET CIP ERI CRO CLO

M3 1BT Bacillus subtilis 3,12 25 20 33 36 29 -

M4 1BT Bacillus vallismortis 6,25 25 19 32 32 28 -
M10 1SS Leucobacter sp. >100 20 11’9 23 24 16
M18 1ST Bacillus cereus 19 24 34 14 25 -
M22 1ST Bacillus sp. 19 i 27 26 20
M27 1ST Bacillus cereus >100 24 18 28 20 -
M33 1SS Bacillus sp. 100 24 24 30 15 -
M35 1SS Bacillus pumilus 6,25 19 27 29 29 26 -
M49 1SS Bacillus cereus 6,25 - 23 30 24 19 -
M50 1SS Leucobacter sp. 12,5 20 21 16
M56 1SS Bacillus sp. 12,5 24 -
M57 1SS Leucobacter sp. <1,56 20 15
M64 1ST Bacillus cereus 50 22 -
M66 1LI Deinococcus sp. <1,56 28 40
M77 1L1 Bacillus sp. 12,5 22 -
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ID Local Identificacio Concentracdo inibitéria minima (CIM mg/L) Disco difuséo - halo de inibicdo (mm)
Bacilos Gram Positivos Cloro GEN TET CIP ERI CRO CLO
M78 1L1 Bacillus sp. >100 22 36 34 21 27 -
M82 1L1 Bacillus sp. 100 16 21 21 22 25 20
M84 1L Bacillus asahii 100 - - - - - -
M85 1L1 Nocardioides sp. 50 18 9 30 11 26 25
M86 1L Bacillus megaterium 100 23 24 25 26 32 -
M87 1SS Bacillus cereus 50 25 22 28 34 10 -
M108 1ES Bacillus cereus 12,5 23 17 20 28 0 -
M118 1BT Bacillus cereus 6,25 21 15 25 24 0 -
M121 1BT Paenibacillus alvei <1,56 20 21 32 12 26 -
M136 2L1 Bacillus sp. >100 21 20 25 23 12 14
M160 2ES Paenibacillus sp. 20 10 20 12 21 12
M166 2ST Deinococcus sp. <1,56 0 20 34 17 16 21
M168 2ST Bacillus pumilus <1,56 21 22 29 33 15 20
M169 2ES Paenibacillus sp. <1,56 - - - - - -
M171 2ES Paenibacillus sp. 3,12 19 10 20 0 28 11
M176 2ES Paenibacillus sp. <1,56 20 10 20 10 30 0
M177 2ES  Paenibacillus glucanolyticus 12,5 24 13 24 14 34 14
M184 2BT Bacillus sp. 25 - - - - - -
M229 2ST Bacillus pumilus 50 23 27 28 27 13 20
M230 2ST Bacillus pumilus 100 23 28 30 25 17 21
M238 2L1 Bacillus pumilus 100 23 25 27 24 16 21
M242 2L1 Bacillus pumilus 100 23 30 33 35 25 22
Cocos Gram positivos Cloro ERI CLI CFO SUT GEN TET CIP CLO VAN

M6 1BT  Staphylococcus haemolyticus  <1,56 24 28 25 19 23 24 15 24 -

M8 1BT Staphylococcus sp. <1,56 - - - - - - - - -
M178 2BT  Staphylococcus saprophyticus <1,56 27 25 26 30 15 28 24 23 -
M135 2L1 Enterococcus faecium >100 11 - - - - 23 16 19 24
M31 1ES Micrococcus luteus 100 23 22 15 28 - - - - -

Outros Cloro

M75 1L sem identificagdo 25
M113 1ES sem identificagdo 25
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ID Local Identificacio Concentracdo inibitéria minima (CIM mg/L) Disco difuséo - halo de inibicdo (mm)
Outros Cloro
M156 2L1 sem identificagdo 100
M158 2L1 sem identificagdo 50
M203 1SS sem identificagéo 3,12
M228 2ST sem identificagdo <1,56
M231 1ST sem identificacdo 12,5
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Anexo G- Valores médios de CIM e Desvio Padrdo para diferentes espécies bacterianas sem
valores de referéncia

Wautersiella sp. ‘

Stenotrophomonas sp.
Sphingomonas sp.
Sphingobacterium sp.

Silvimonas sp.
Ralstonia sp.
Pseudomonas sp. ﬁ
Ochrobactrum sp. W TET

Novosphingobium sp.-h = CIP

Ensifer sp. ; zic))
Flizabethkingia sp.
Delftia sp.
Comamonas sp.
Chryseobacterium sp.
Brevundimonas sp.
Acidovorax sp.

s 5 s o 5 o e

CIM média (mg/L)
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Anexo H — Imagens: viabilidade dos isolados testados durante exposi¢éo a diferentes concentragdes de cloro, em diferentes tempos.LD: limite de deteccdo da
técnica (<100 UFC/mL)
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Anexo | — Resultados de Anadlise de Variancia e agrupamento por teste Scott-Knott dos pontos
amostrados, no teste de suscetibilidade ao cloro por microdiluigdo.

Varidvel analisada: CIM CLORO
Opcédo de transformacdo: Varidvel sem transformagdo ( Y )

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
PONTO 4 40602.012093 10150.503023 5.904 0.0002
EPOCA 1 4674.282145 4674.282145 2.719 0.1008
PONTO*EPOCA 4 2932.275258 733.068814 0.426 0.7894
erro 186 319757.746329 1719.127668

Total corrigido 195 367966.315824

Cv (%) = 111.14

Média geral: 37.3075510 Nimero de observacdes: 196

Teste Scott-Knott (1974) para a FV PONTO

Média harmonica do ntimero de repetigdes (r): 34,3340319730407
Erro padrédo: 7,07606252013138

Tratamentos Médias Resultados do teste
ST 20.966667 al
ES 21.987727 al
SS 28.868776 al
BT 40.670333 a2
LI 56.483387 a2

Teste Scott-Knott (1974) para a FV EPOCA

Média harmonica do nuimero de repetigdes (r): 97,7448979591837
Erro padré&o: 4,19379324921456

Tratamentos Médias Resultados do teste
1 32.667184 al
2 42.446882 al

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
PONTO /1 4 26561.812879 6640.453220 3.863 0.0049
PONTO /2 4 16972.474471 4243.118618 2.468 0.0463

Erro 186 319757.746329 1719.127668




Anexo J — Correlagédo de Pearson para CIMs de Cloro e antimicrobianos

IC de 95%
Amostra1  Amostra 2 M Correlagio para p Valor-p
CIP Cloro 125 -0,088 (-0,260; 0,089 0329
CRO Cloro 123 -0,024 (-0,201;0,153) 0789
AMP Cloro ar 0133 (-0068;0324) 0104
CRO CIp 126 -0,023 (-0,206: 0,143) 0717
AMP CIP 100 -0,023 (-0,218;0174) 0822

AMP CRO 100 -0071 (-0.264; 0,127) 0480



