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RESUMO

A descarga de esgotos domésticos sem tratamento adequado compromete a qualidade da agua,
gerando desequilibrio nos corpos receptores e potencializando o aporte de microrganismos
patogénicos e de cepas resistentes a antibidticos, acarretando um grande problema de saude
publica. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi: verificar a eficiéncia da remocgao de
coliformes totais, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Enterococcus spp., € detectar a
presenca de Salmonella spp. em diferentes etapas de um sistema de tratamento de 4gua negra
simulada; isolar e realizar a confirmagdo bioquimica das cepas bacterianas (exceto por
coliformes totais); e tragar o perfil de resisténcia a antimicrobianos dos isolados. O sistema
estudado, instalado na Estacdo de Tratamento de Esgoto Monjolinho, em Sao Carlos (SP), ¢
composto pelo reator UASB (upflow anaerobic sludge blanket) seguido de um fotobiorreator
tubular. Semanalmente, foram coletadas amostras nos estagios: dgua negra simulada (AN),
efluente do reator UASB (RU) e efluente do fotobiorreator tubular (FT). Foram realizadas
nove coletas no Experimento I (08/2018 a 10/2018) e oito no Experimento II (03/2019 a
06/2019). O resultado da contagem, feita por diluicdo seriada, indicou notavel diminuicdo de
carga microbioldgica ao decorrer do sistema de tratamento: em relagdo a AN, a média de
diminui¢do da carga em RU foi de 91,1%, e de 99,3% e 91,6% para FT, em relacdo a AN e
RU, respectivamente. Colonias preditivas de Salmonella spp. foram detectadas em 6, 4 ¢ 5
amostras de AN, RU e FT, respectivamente. A partir das colonias isoladas, foram feitos testes
adicionais e antibiogramas dos confirmados: de E. coli, no qual os indices MAR (Multipla
Resisténcia a Antimicrobianos) dos grupos de AN, RU e FT chegaram a 0,16, ¢ foi obtido
uma porcentagem de 67% de amostras sensiveis a todos os antibidticos testados, tendo
maiores indices de resisténcia para Ampicilina 10ug e Tetraciclina 30ug; de Enterococcus
spp., em que os indices MAR ndo passaram de 0,11, com uma porcentagem de até 77% de
amostras sensiveis a todos os antibioticos, tendo maior indice de resisténcia para Tetraciclina
30pg e Estreptomicina 300ug; e de Salmonella spp., que no Experimento I, dos isolados
apenas uma amostra de RU apresentou resisténcia, ¢ no Experimento II, RU e AN
apresentaram um indice MAR de 0,20 e 0,05, respectivamente, com maior indice de
resisténcia para Ampicilina 10pg e Tetraciclina 30ug. Logo, o reator UASB se mostrou um
tratamento de dgua negra efetivo, resultando em uma menor carga microbioldgica e menor
resisténcia (com excec¢do do resultado de Salmonella spp.). O fotobiorreator, entretanto, além

de diminuir a carga microbiologica, pode realizar reciclagem de nutrientes, que evitaria a



eutrofiza¢do dos corpos hidricos aos quais o efluente ¢ destinado. Enfim, ainda é necessario
realizar testes em maior escala para fundamentar e definir melhor a diminuig¢do da carga a
partir do efluente do UASB e principalmente investigar se a diferenga de resisténcia entre o

efluente do UASB e do fotobiorreator ¢ expressiva.

PALAVRAS-CHAVE: tratamento de efluentes; fotobiorreator tubular; cepas

multidroga-resistentes.
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1 INTRODUCAO

De acordo com dados do Sistema Nacional de Informag¢des sobre Saneamento
(SNIS, 2016), no Brasil, a porcentagem coletada de esgoto ¢ de apenas 51,9%, sendo que
disso, apenas 74,9% ¢ tratado. Assim, ¢ possivel constatar-se que o Brasil se apresenta em
uma situacdo preocupante quanto ao destino do esgoto produzido, demandando grande
necessidade de sistemas de tratamento. Esse cendrio traz implicagcdes para o estado
epidemioldgico do pais, pois, de acordo com o IBGE (2010) a cada 100.000 habitantes, 325.,4
internacdes sdo causadas por doengas relacionadas ao saneamento ambiental inadequado.

Visando a prote¢ao dos corpos hidricos receptores bem como da satude publica,
a legislacao brasileira quanto ao tratamento e langamento de esgotos (Resolugado CONAMA
n°® 357/2005 e Resolugdo CONAMA n° 430/2011), exige que haja remocao de solidos, matéria
organica e patogenos, especialmente os do grupo coliforme antes que o esgoto seja lancado
nos ecossistemas aquaticos.

Os reatores UASB (reator anaerobio de fluxo ascendente, do inglés, upflow
anaerobic sludge blanket) sao muito utilizados para a remocao de carga organica nos esgotos
e baseiam-se na utilizacdo da digestdo anaerobia por bactérias para degradar a matéria
organica presente nas aguas residudrias. O afluente entra no reator e segue um fluxo
ascendente, percorrendo primeiramente um leito de lodo, onde ha abundante biomassa ativa,
depois passa por uma manta de lodo, que se refere também a biomassa ativa, porém em menor
quantidade, e por fim passa por um separador de trés fases, no qual hé a separagado do lodo, do
liquido e do biogas produzido no processamento (CAMPOS et al., 2006).

Ainda que a utilizagdo de reatores UASB seja amplamente difundida como
forma de atender as exigéncias da legislacdo, os efluentes secundérios produzidos por esse
tipo de tratamento ainda apresentam altas concentragdes de nutrientes, especialmente
nitrogénio (N) e fosforo (P), sob a forma de NH.", NOz, NOs e¢ PO.3, os quais sdo
identificados como a principal causa que leva a eutrofizacdo dos ecossistemas aquaticos.
Além disso, uma variedade significativa de patdogenos estd presente nesse tipo de efluente.
Portanto, ¢ prioritario que os efluentes secundarios recebam um pods-tratamento adequado e
eficiente antes de serem lancados nos corpos d'dgua, de forma a ndo representarem uma
ameaca constante aos recursos hidricos disponiveis (ASLAN & KAPDAN, 2006;
GONZALEZ et al., 2008; de-BASHAN & BASHAN, 2010; RUIZ-MARIN et al., 2010).



Em relacdo ao tratamento tercidrio de efluentes, os novos projetos de
saneamento tém se preocupado em ndo somente tratar os residuos produzidos como também
reaproveitar a dgua e os nutrientes presentes nos esgotos. Dessa forma, o tratamento de
efluentes serviria tanto para diminuir a contaminagdo de mananciais, quanto para devolver
outros recursos para o meio ambiente (ANGENENT et al., 2004; GALBIATI, 20009;
PINHEIRO, 2013; VERSTRAETE et al., 2009).

Um dos possiveis pos-tratamentos para os efluentes dos reatores UASB sdo os
fotobiorreatores (FBRs) para o cultivo de microalgas (FERRER, 2017; ISOLDI et al., 2005;
MEZZARI et al., 2013; RAZZAK et al., 2013; ZHANG et al., 2014). Esses reatores podem
ser abertos ou fechados, e iluminados natural ou artificialmente. Nesses sistemas, o nitrogénio
e o fosforo necessarios ao crescimento da biomassa algal sao fornecidos pelo efluente a ser
tratado. Uma das maiores vantagens ¢ a producao de biomassa algal com baixo custo, que
pode ser utilizada posteriormente, além da remogao de contaminantes e nutrientes, evitando a
geracdo de residuos (BJERK, 2012).

A remog¢do de nutrientes utilizando FBRs tem sido bastante reportada na
literatura (MIN et al., 2011; TERCERO et al., 2014; ZHU et al., 2013), porém informagdes
sobre a remog¢do de patdgenos sdo escassas. Ademais, a legislagdo brasileira sobre o
tratamento de esgotos ainda ¢ incompleta, pois ha apenas pardmetros de remog¢do de
microrganismos para o grupo coliforme, ndo compreendendo outros microrganismos
patogénicos que potencialmente estdo presentes nos efluentes e que podem vir a contaminar
os corpos hidricos e causar problemas de satde publica. Considerando esses fatores, ¢
imprescindivel que haja estudos mais aprofundados sobre os microrganismos presentes nos
efluentes, se possivel quantificar e analisar a sensibilidade a antibidticos, para que possa se
objetivar um parametro mais confiavel, e assim uma melhor qualidade e seguranga na
reutilizagdo ou langamento de efluentes em corpos hidricos (LEE et al., 2014; MIN et al.,
2011).

Nesse contexto, o presente estudo apresenta resultados sobre a ocorréncia e
remog¢ao de patogenos, mais especificamente coliformes totais, Escherichia coli (E. coli),
Salmonella spp., Staphylococcus aureus (S. aureus) e Enterococcus spp., em um sistema de
tratamento de dgua negra simulada. Neste estudo, avaliou-se também o perfil de resisténcia a
antimicrobianos nos diferentes compartimentos do sistema de tratamento: dgua negra

simulada, efluente do reator UASB ¢ efluente do fotobiorreator.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a ocorréncia, remoc¢do e o perfil de resisténcia a antimicrobianos de
bactérias patogé€nicas isoladas em diferentes compartimentos de um sistema de tratamento de

agua negra simulada, composto por reator UASB seguido de fotobiorreator tubular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Contagem e isolamento de E. coli, S. aureus e Enterococcus spp. em
amostras de dgua negra simulada (AN), efluente do reator UASB (RU) e efluente do
fotobiorreator (FT);

° Averiguagao da presenca de Salmonella spp. em AN, RU e FT;

° Utilizag¢ao de diversos testes bioquimicos para confirmagao das culturas
bacterianas isoladas;

° Determinacdo do perfil de resisténcia a antibidticos das cepas isoladas;

° Comparagao dos resultados entre AN, RU e FT.
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3 EMBASAMENTO TEORICO

3.1 DESPEJO DE ESGOTO E SAUDE PUBLICA

Um dos grandes problemas do despejo de esgoto em corpos d’adgua sem
tratamento adequado ¢ a liberagdo de microrganismos patogénicos nesses locais. Isso ¢ uma
ameaca para a populacao que vive no entorno, pois pode-se contrair alguma infec¢ao por meio
de banhos, consumo de alimentos de plantagdes proximas, entre outros veiculos. Dessa forma,
a remoc¢do de patdogenos no tratamento de efluentes € algo muito almejado, sendo que isso
levaria a diminui¢do de uma grande fonte de contagio em populagdes, melhorando
potencialmente a qualidade de vida e de saude publica. Entretanto, sistemas usuais de
tratamento de esgotos, como o UASB, podem nao possuir eficacia na inativacao de patdgenos
nas aguas residuais, tendo assim que recorrer a outras técnicas que conseguem de fato tornar a
agua suficientemente segura para ndo transmitir doengas para os individuos (BERTONCINI,

2008; GALBIATI, 2009).

3.2 AGUA NEGRA

O esgoto doméstico pode ser fracionado em dois tipos: a d4gua negra ¢ a agua
cinza. A 4gua cinza compde a maior parte do esgoto, sendo constituida de aguas de banho e
de lavagem, ou seja, grande volume de agua e concentracdo consideravelmente baixa de
materiais organicos. O tratamento desse tipo de agua ¢ relativamente facil, podendo ser
tratado e reutilizado nas proprias residéncias. O outro tipo de efluente ¢ a dgua negra, que ¢
composto basicamente de fezes, urina e agua de descarga, sendo que ocasionalmente, aguas
de cozinha também podem ser classificadas como 4gua negra pela alta quantidade de
compostos organicos. O volume desse tipo de dgua ¢ demasiado inferior ao volume produzido
de agua cinza (70% ¢ agua cinza e 30% ¢ agua negra), ¢ o tratamento ja ¢ consideravelmente
mais complexo (BERTONCINI, 2008; GALBIATI, 2009; ALVES et al., 2015).

No Brasil, nao ha fracionamento para a coleta individualizada das 4guas negras
e das dguas cinzas, porém h4 muitos argumentos a favor da segregacdo desses residuos. A
separacdo dos dois tipos de efluente auxiliaria no tratamento de modo que seria possivel
diferir os processos realizados, ou seja, poderiam dividir os tipos de dgua e tratd-las para
serem reutilizadas para determinado propdsito. Além disso, como a agua negra, que exige

mais procedimentos de tratamento, estaria em menor volume, o tratamento teria entdo menos
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custos quando comparado a tratar um grande volume de esgoto (ALVES et al., 2015;
BERTONCINI, 2008; GALBIATI, 2009; ZEEMAN et al., 2008).

A agua negra possui alta carga orgénica e concentragdo elevada de nitrogénio e
fosforo provenientes das fezes. Seu tratamento pode ser feito primeiramente com reatores
anaerobios, uma vez que removem a carga organica, produzindo biogas que pode ser utilizado
no proprio sistema de tratamento, reduzindo custos. Porém, como j4 mencionado, devido a
grande quantidade de nutrientes um pds-tratamento faz-se necessario, e a utilizacao de FBRs
tem-se mostrado eficiente nesse sentido (BERTONCINI, 2008; GALBIATI, 2009; SINGH &
SHARMA, 2012), ja que as algas cultivadas nesses reatores podem retirar os nutrientes do
efluente, utilizando-os para o seu crescimento, possibilitando assim a recuperagdo desses
compostos a partir da biomassa gerada e minimizando presenga desses contaminantes nos
corpos hidricos (ASLAN e KAPDAN, 2006; ISOLDI et al., 2005; PEREIRA, 2016;
RUIZ-MARIN et al., 2010).

3.3 PRESENCA DE PATOGENOS E RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EM
ESTACOES DE TRATAMENTO DE EFLUENTES

Em sistemas de tratamento de esgoto ha uma grande preocupag@o em encontrar
novas tecnologias para reduzir a quantidade de microrganismos nos efluentes tratados. Nesse
sentido, os diferentes processos de desinfeccdo atuam diminuindo a contagem total de
microrganismos, porém, muitas vezes, as condigdes da propria estacdo de tratamento de
efluentes (ETE) favorecem o dominio de cepas resistentes mesmo apods o tratamento (BOUKI
etal., 2013; KIM & AGA, 2007).

A resisténcia microbiana aos antibidticos representa uma grande ameaga a
saude publica e nas Ultimas décadas discussoes e pesquisas relacionadas a area t€ém tomado
grandes propor¢des, sendo reconhecida por organizacdes de saide como um problema global.
A infec¢do adquirida por organismos que apresentam essa resisténcia ¢ relacionada a
diminuicdo da qualidade de vida e elevada taxa de recorréncia, representando um maior
potencial de complicagdes, piora do estado clinico e morte. Um estudo realizado por
Czekalski et al. (2012) em Lausanne, na Suica, relatou um aumento acentuado de cepas
extremamente multirresistentes na saida de uma ETE. Esse cendrio ressalta a gravidade da
situacdo e a importancia que deve ser concedida ao processo de desinfec¢cdo, uma vez que a
Suica faz parte dos paises com consumo baixo de antibidticos, € o uso indevido destes sdo

evidenciados como uma das maiores causas da emergéncia crescente de varios organismos
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que apresentam resisténcia a varias classes de antimicrobianos, pela a¢do da pressao seletiva;
(ABDEL-RAOQOUF et al., 2012; FERRI et al., 2017; RIZZO et al., 2013).

A bactéria E. coli faz parte do grupo coliformes e ¢ um grande indicador de
contaminagdo fecal. Com base nos estudos de Watkinson et al. (2007) a concentracdo e
resisténcia a antimicrobianos desta bactéria em pontos associados ao tratamento de efluentes ¢
maior ¢ mais recorrente do que em pontos ndo associados. Kotlarska et al. (2015)
investigaram o padrdo de resisténcia de E. coli em efluentes de sistemas de tratamento e em
aguas receptoras do Golfo de Gdansk, na Polonia, e identificaram integrons, que sao
amplamente associados a multirresisténcia a antibidticos, principalmente para
Amoxicilina/Clavulanato (resisténcia de até¢ 32%) e Trimetoprim/Sulfametoxazol (até 20% de
resisténcia). Os autores sugeriram que essas bactérias associadas a humanos, mesmo
potencialmente patogénicas, e bactérias que possuem genes de resisténcia a antibioticos,
conseguem sobreviver nos efluentes e nas aguas receptoras dos efluentes, o que facilita muito
o aparecimento do fenotipo de multirresisténcia a antimicrobianos e também a transferéncia
horizontal de genes entre esses microrganismos.

Em uma avaliacao realizada por Schmidt & Cardoso (2003) em uma estagao de
tratamento de dejetos suinos no sul do Brasil, em 20 coletas realizadas para andlise foram
obtidas 163 amostras confirmadas para Salmonella spp., sendo que 161 foram identificadas
como Salmonella typhimurium, que tém alto risco de disseminacdo entre animais € humanos.
Foi entdo analisado o indice de resisténcia a antibidticos, que revelou que 94,5% das amostras
coletadas eram resistentes a quatro ou mais antimicrobianos.

O S. aureus ¢ um grande problema para a satide ptblica por ser responsavel por
variadas infec¢des humanas. Essas infecgdes apresentam dificuldade no tratamento pois
muitas vezes a cepa causadora se mostra resistente a um ou até mais antibioticos. Estudos
realizados por Goldstein (2012) evidenciaram que 83% das amostras coletadas antes da
passagem pelo tratamento de esgoto foram positivas para S. aureus resistentes a meticilina,
evidenciando a importancia de um tratamento eficiente de desinfec¢ao, pois mesmo em pouca
quantidade, a sobrevivéncia dessas bactérias ao processo aumenta a possibilidade de
apresentarem multirresisténcia e maior viruléncia.

Os Enterococcus spp. fazem parte da microbiota intestinal dos seres humanos e
de outros animais. Mesmo que ndo sejam tao tipicos quanto os outros microrganismos, podem
ser patogenos oportunistas e estdo muito ligados a infec¢des nosocomiais. Pesquisas
realizadas antes e depois de tratamento de efluentes revelaram uma diminuicdo de

Enterococcus hirae e aumento de Enterococcus faecium, sugerindo que a resisténcia ao
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antibidtico ciprofloxacina trés vezes maior em efluentes tratados em relagdo aos ndo tratados
pode ser devido a esse aumento. Sendo assim, o tratamento de efluentes utilizado (que se
baseia em processos com lodo ativado) se mostrou ndo eficiente na eliminacdo de
Enterococcus spp. resistente a antibioticos e apontou a possibilidade desse tratamento ter
realizado uma sele¢do, ocasionando maior sobrevivéncia de cepas resistentes (SILVA et al,
20006).

Os exemplos brevemente citados evidenciam a necessidade de se pensar em
sistemas de tratamento de efluentes que realizem uma descontaminagdo eficiente, pois se nao
tratados esses efluentes podem acabar contaminando o meio ambiente e causando inimeras

doengas (SCHMIDT & CARDOSO, 2003).



4 METODOLOGIA

A metodologia do presente estudo ¢ descrita no presente topico e esta

representada no fluxograma abaixo (Figura 1) para acompanhamento de etapas.
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Figura 1 - Fluxograma das etapas realizadas no presente estudo.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1 INSTALACAO EXPERIMENTAL

As unidades componentes da instalacdo experimental de onde as amostras
eram coletadas para analise foram construidas e montadas nas dependéncias da Estacao de
Tratamento de Esgoto Monjolinho (Sao Carlos — SP), e estdo esquematicamente representadas

na Figura 2.

" -
Fotobiorreator )=

Agua negra Reator
simulada UASB

Figura 2 - Modelo esquematico da instalacdo experimental para tratamento de dgua negra simulada.
Fonte: Ferrer et al. (2017)

Em resumo, os processos esquematizados na Figura 2 revelam que a agua
negra simulada foi tratada inicialmente em reator UASB e que o efluente deste reator se
encaminhou para o fotobiorreator tubular. A agua negra foi simulada por meio de uma mistura
de 1200 L de esgoto sanitario apds tratamento preliminar (remog¢do de solidos grosseiros,
areia e gordura) fornecido pela ETE Monjolinho e 400 L de dejetos de suinocultura
fornecidos pela Fazenda Santo Inacio de Loyola, em Brotas — SP. Essa mistura era preparada
toda segunda-feira pela manhd e permanecia sob agitacdo rotacional (Figura 3a), em
temperatura ambiente, durante toda semana para alimentar o reator UASB, como descrito a
seguir. O reator UASB (Figura 3b) foi construido em resina estruturada com fibra de vidro,
tendo diametro interno de 0,45 m e altura 1til de 4,0 m. A temperatura foi mantida em 25 +
1 °C. O fotobiorreator utilizado foi do tipo tubular (Figura 3c), construido em PVC rigido

transparente de 50 mm de diametro, com a capacidade de 211 L de volume, mantido a céu



17

aberto, sob iluminacdo natural filtrada apenas por uma tela de sombrite (20%) e temperatura

ambiente.

Figura 3 - Compartimentos do sistema de tratamento analisados no trabalho: (a) agua negra simulada; (b)
efluente do reator UASB e (c) efluente do fotobiorreator tubular.
Fonte: Sueitt (2019).

Dois experimentos foram realizados: Experimento I (com nove coletas —
08/2018 a 10/2018) e Experimento II (com oito coletas — 03/2019 a 06/2019), totalizando 51
amostras coletadas (17 de cada estagio de tratamento). No primeiro experimento, a bolsista
ainda estava sendo treinada no laboratdrio, sem bolsa. Apenas o segundo experimento
corresponde ao experimento contemplado pela bolsa de Iniciacio Cientifica FAPESP. E
importante ressaltar que esse sistema de tratamento piloto foi desenvolvido para um projeto de
po6s-doutorado intitulado “Remocdo de nutrientes em fotobiorreator tubular alimentado com
efluente de reator UASB tratando dgua negra” também financiado pela FAPESP (Processo
FAPESP: 2015/02073-0). O presente estudo contribuiu como parte complementar ao projeto

citado.

4.2 ANALISE MICROBIOLOGICA

As andlises microbioldgicas realizadas, bem como os testes adicionais (item
4.3) para identificacdo bioquimica e antibiograma (item 4.4) para a realizacdo do perfil de
resisténcia dos microrganismos de interesse foram realizadas nas dependéncias do Laboratorio
de Microbiologia e Parasitologia (LMP), do Departamento de Morfologia e Patologia da
Universidade Federal de Sao Carlos, Campus Sdo Carlos. Foram seguidas as técnicas
classicas da microbiologia apresentadas por Koneman et al. (2001), ANVISA (2004) e
Murray et al. (2007).
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4.2.1 Amostragem e preparo do material para analise

As amostras foram coletadas semanalmente de trés pontos do sistema de
tratamento: antes do reator UASB (4gua negra simulada — AN), depois do reator UASB (agua
negra anaerobicamente digerida — RU) e depois do fotobiorreator tubular (efluente final —
FT). Amostras de 50 mL de cada ponto foram coletadas e colocadas em tubos esterilizados e
entdo submetidas a centrifuga¢do em 5000 g por 20 minutos. A partir disso, descartou-se o
sobrenadante e o precipitado foi utilizado para a detec¢ao de Salmonella spp. (Figura 4).

Outras amostras (15 mL) de cada um dos pontos anteriormente citados foram
também coletadas em tubos esterilizados para a realizacdo das dilui¢des para contagem e
isolamento de coliformes totais, E. coli, S. aureus e Enterococcus spp. O plaqueamento das
dilui¢des foi feito pela técnica de “spread plate”. Nesta técnica, a amostra bruta (10°) foi
homogeneizada e submetida a dilui¢des decimais (até 10*) em soluc¢do salina tamponada
0,9% (PBS) e entdo, cada diluicdo foi inoculada no meio especifico para cada bactéria de
interesse. O volume de 100 pL foi inoculado e difundido no meio com auxilio de algas de

Drigalski esterilizadas (Figura 5).

—

© ®
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S0 mL

Figura 4 - Ilustragdo representativa da analise microbioldgica para detecgdo de Salmonella spp. (1) Uma
aliquota de 50 mL foi submetida a centrifugago; (2) O sobrenadante foi descartado, ficando apenas com o
precipitado; (3) Uma al¢ada do precipitado foi inoculada em caldo Rappaport e incubada a 42°C por 24 horas;
(4) Repique a partir do caldo em Agar Xilose-Lisina-Desoxicolato e incubagdo a 37°C por 24 horas para
detecgdo de Salmonella spp.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 5 - Ilustragdo representativa da andlise microbiologica para contagem de unidades formadoras de
colonias. (1) Uma aliquota de 1000 uL da amostra de 15 mL foi aplicada em um tubo vazio para facilitar a
manipulagdo, sendo entdo a amostra 10°% (2) Diluigdo seriada até 10™*; Inoculagdo de todas as diluigdes nos meios
Agar Chromocult (3), Agar Baird-Parker (4) e Agar Slanetz Bartley (5); (6) Repique em Agar MacConkey para
isolamento de coldnias caracteristicas de E. coli encontradas em (3); (7) Repique em Agar Sal Manitol para
isolamento de coldnias caracteristicas de S. aureus encontradas em (4); (8) Repique em Agar Bile Esculina para
isolamento de coldnias caracteristicas de Enterococcus spp. encontradas em (5).

Fonte: elaborada pelo autor.

4.2.2 Contagem de coliformes totais e isolamento de Escherichia coli

Para a contagem de coliformes totais e isolamento de E. coli, as dilui¢des
foram inoculadas em Chromocult Coliform Agar (Merck). As placas ficaram incubadas a
37 °C até completar 24 horas de incubagao.

Passado esse periodo, foi realizada a contagem de coliformes totais e fecais nas
placas contendo de 30 a 300 coldnias. Apos essa contagem, 5-10 coldnias suspeitas de E. coli
selecionadas foram estriadas em Agar MacConkey (Oxoid), com o auxilio da alca
bacteriologica de platina esterilizada. As placas ficaram incubadas a 37 °C pelo periodo de 24
horas. Confirmando as caracteristicas de crescimento em Agar MacConkey, as amostras
isoladas foram submetidas aos testes adicionais de Gram (item 4.3.1), indol (item 4.3.2) e

citrato (item 4.3.3).
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4.2.3 Contagem e isolamento de Staphylococcus aureus

Para a contagem e isolamento de S. aureus as dilui¢des foram inoculadas em
placas com Agar Baird-Parker (Oxoid). A incubagdo ocorreu a 37 °C por 24 horas, e
subsequentemente foi feita a contagem, assim, 5-10 colonias suspeitas foram estriadas em
placas de Agar Sal Manitol (Oxoid). Colonias manitol positivas foram submetidas a testes
adicionais de Gram (item 4.3.1), DNAse (item 4.3.4) e coagulase (item 4.3.5).

Devido a dificuldade de isolamento detalhado no item 5.2.3 adiante, no
Experimento II, foi também utilizado o meio Agar Vogel Johnson (Merck), outro meio
seletivo e diferencial considerado muito eficiente para S. aureus. Esse meio foi utilizado
seguindo o procedimento padrio realizado com o meio Agar Baird-Parker (Oxoid) explicado

no item 4.2.1 e ilustrado na Figura 5.

4.2.4 Contagem e isolamento de Enterococcus spp.

Para a contagem e isolamento de FEnterococcus spp. as diluigdes foram
inoculadas em meio Agar Slanetz Bartley (Base m-Enterococos - Kasvi). A incubagfio ocorreu
por 24 horas a 37 °C. Apds a contagem, 5-10 coldnias suspeitas de Enterococcus spp.
selecionadas foram estriadas em Agar Bile Esculina (Acumedia), com o auxilio da alca
bacteriologica de platina esterilizada. As placas ficaram incubadas a 37 °C pelo periodo de 24
horas. Confirmando as caracteristicas de crescimento em Agar Bile Esculina, as amostras
isoladas foram submetidas aos testes adicionais de testes adicionais de Gram (item 4.3.1) e

PYR (item 4.3.6).

4.2.5 Deteccao e isolamento de Salmonella spp.

Uma alcada do pellet formado apds a centrifugacdo foi inoculada em caldo
Rappaport-Vassiliadis (Oxoid), que ¢ um meio de enriquecimento para Salmonella spp. e
inibitorio para a microbiota acompanhante. A amostra ficou incubada a 42 °C por 24 horas.

Subsequente a este tratamento, a amostra foi estriada em meio Agar
Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD — Oxoid) com alga bacterioldgica de platina, e incubada a
37 °C por 24 horas. Passado esse periodo, cinco colonias escolhidas que indicaram
Salmonella spp. foram inoculadas e incubadas novamente em meio XLD, para o melhor

isolamento da amostra. Apos a identificacdo caracteristica de Salmonella spp. no meio, as
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coldonias foram utilizadas para a realizacdo dos testes adicionais de Gram (item 4.3.1), indol

(item 4.3.2), citrato (item 4.3.3) e soro anti-Sa/monella (item 4.3.7).
4.3 TESTES ADICIONAIS
Na Tabela 1, estdo expostos todos os testes adicionais realizados para
confirmacao e o resultado padrdo esperado para cada uma das bactérias estudadas. Estes testes

sdo explicados para melhor entendimento em subtopicos deste item 4.3.

Tabela 1: Resultados esperados para confirmagdo nos testes adicionais dos microrganismos estudados.

Soro anti-

Bactéria Indol Citrato DNAse Coagulase Salmonella PYR Gram
Escherichia coli + - Bacilo (-)
Enterococcus spp. + Coco (+)
Salmonella spp. - + + Bacilo (-)
Staphylococcus aureus + + Estafilococo (+)

4.3.1 Coloraciao de Gram

O método de coloracdo de Gram permitiu que as bactérias fossem
diferenciadas com base em diferencas nas propriedades quimicas e fisicas da parede celular. O
procedimento consistiu em tratar sucessivamente um esfregago bacteriano, fixado pelo calor,
com os reagentes cristal violeta, lugol, etanol 95% e fucsina bésica. As bactérias que
adquiriram a coloragdo azul violeta sdo Gram-positivas (+) e aquelas que adquiriram a

coloragdo vermelha sdo Gram-negativas (-) (MINISTERIO DA SAUDE, 1997)

4.3.2 Teste de indol

O teste se baseia na identificagdo da producao de indol pelo uso de reativo de
Kovacs. Assim, as colonias suspeitas foram inoculadas em meio Tryptic Soy Broth (TSB —
Oxoid) a 37 °C por 24 horas, ¢ entdo foi adicionada uma gota do reativo para verificar o

aparecimento de colora¢do avermelhada, que indica “Indol +”.
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4.3.3 Teste de citrato

Este teste prova a capacidade dos isolados em utilizar citrato de s6dio como
unica fonte de carbono. As amostras foram inoculadas em tubos de ensaio contendo o meio
Agar Citrato de Simmons (Difco) e incubadas a 37 °C por 24 horas. A coloragdo azul indica a
capacidade de utilizar o citrato, enquanto a coloragdo verde, que ¢ a inicial, remete a um

resultado negativo.

4.3.4 Teste de DNAse

Como um teste adicional para diferenciar S. aureus das demais espécies desse
género, o teste foi realizado com o repique das colénias em placa com Agar DNAse (Oxoid) e
incubacao por 24 horas a 37 °C. A seguir, a superficie da placa foi recoberta com é4cido
cloridrico em solucdo IN. Aguardou-se 10 minutos antes da leitura de halos em volta das

coldnias, que indica hidrolise de DNA.

4.3.5 Teste de coagulase

Realizado com colonias que apresentaram resultado positivo para o teste de
DNAse. A enzima coagulase tem a capacidade de converter fibrinogénio em fibrina e ¢ um
bom indicador da patogenicidade da bactéria. Para a realizag@o do teste, o plasma de coelho
(Laborclin) foi distribuido em tubos apds a adicdo de agua destilada esterilizada. As culturas
foram inoculadas no plasma e incubadas a 37 °C. A presenca de codgulos foi verificada de 4 a

24 horas ap0s a inoculagao.

4.3.6 Teste PYR

A prova de hidrolise PYR € um teste enzimatico que consiste na hidrolise do
substrato L-pyrrolidonyl-alfa-naftylamide @~ por uma  enzima  bacteriana, a
L-pyroglutamyl-aminopeptidase. A hidrélise do substrato libera B-naphtylamide, que ¢
detectada com a adi¢do do reagente, o N,Ndimetilaminocinamaldeido, que forma uma base de
Schiff, de coloracdo vermelha. Os testes foram realizados utilizando o kit DrySlide PYR

(InterLab) de acordo com as recomendag¢des do fabricante.
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4.3.7 Teste de soro anti-Salmonella

Das colonias isoladas caracteristicas de Salmonella spp. ja testadas em indol e
citrato, foram escolhidas cinco para o teste com soro Anti-Salmonella somatico-flagelar
(Probac) para a verificacdo de aglutinagdo. Para a realizagdo do teste foi necessaria uma
lamina limpa, uma cultura bacteriana de 24 horas, preferencialmente, e solugao salina 0,9%.
Na superficie da ldmina e com o auxilio da alca de platina esterilizada, foi feita uma
suspensao bacteriana espessa pela emulsdo da cultura e da salina. Foi entdo colocado o soro
Anti-Salmonella somatico-flagelar e homogeneizado com a suspensdo. Em seguida, a 1dmina
foi mantida em constante movimento por 1 a 2 minutos, para a obten¢do do resultado. A
aglutinacdo pode ser vista apos esse procedimento a olho nu e também foi feita confirmacao

pela visualizagdo no microscopio optico.

4.4 ANTIBIOGRAMA

Para testar a sensibilidade a antimicrobianos, foi utilizado o método de
disco-difusdo em 4gar, sendo aplicado apenas nos isolados confirmados bioquimicamente
pelos testes adicionais de E. coli, Salmonella spp. e Enterococcus spp. Nao houveram isolados
confirmados para S. aureus e, portanto, o perfil de sensibilidade ndo foi feito para essa
bactéria.

Os antibiodticos utilizados para E. coli foram: Amoxicilina/Acido Clavulanico
20/10pg (AMC); Ampicilina 10pg (AMP); Cefepime 30pg (CPM); Cefotaxima 30pug (CTX);
Cefoxitina 30ug (CFO); Ciprofloxacina Sug (CIP); Cloranfenicol 30pg (CLO); Gentamicina
10ug (GEN); Levofloxacina 5ug(LVX); Meropenem 10ug (MER); Nitrofurantoina 300ug
(NIT); Sulfazotrim 25pg (SUT); Tetraciclina 30pg (TET). Ja os utilizados para Salmonella
spp. foram: Amoxicilina/Acido Clavulanico 20/10pg (AMC); Ampicilina 10pg (AMP);
Cefepime 30pg (CPM); Cefotaxima 30ug (CTX); Ciprofloxacina Sug (CIP); Cloranfenicol
30pg (CLO); Meropenem 10pg (MER); Nitrofurantoina 300pg (NIT); Sulfazotrim 25ug
(SUT); Tetraciclina 30pg (TET) (Manual de Antibiograma Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2018) — Grupo Enterobacteriaceae).

Por ultimo, os antibidticos utilizados para Enterococcus spp. foram:
Ampicilina 10ug (AMP); Ciprofloxacina 5Sug (CIP); Cloranfenicol 30pg (CLO);
Estreptomicina 300ug (EST); Levofloxacina 5ug(LVX); Nitrofurantoina 300ug (NIT);
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Tetraciclina 30ug (TET) (Manual de Antibiograma Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2020) — Enterococcus spp.).

As colonias isoladas foram repicadas em tubos contendo meio TSB e
incubadas a 37 °C por 24 horas. A partir dessa amostra, utilizou-se pipetas pasteur estéreis a
fim de gotejar a cultura em novos tubos contendo PBS 0,9% até que a suspensdo bacteriana
atingisse a escala 0,5 de McFarland. Realizado o ajuste, a suspensdo foi inoculada em placas
de Petri contendo meio Agar Miieller Hinton (Oxoid) com a utilizagdo de swabs esterilizados.
Com a ajuda de bico de bunsen e uma pinga esterilizada, ¢ em ambiente também esterilizado,
foram colocados os discos de antibidticos (Laborclin) sobre a superficie do agar. A incubagdo
foi feita em temperatura de 37 °C por 24 horas (NCCLS, 2003).

Apds o tempo requerido, seguiu-se a leitura dos didmetros dos halos de
inibicao para cada antibiotico, sendo anotados em milimetros. As medidas foram comparadas
com os Manuais de Antibiograma CLSI, que contém medidas referenciais a fim de se concluir
se o microrganismo ¢ resistente, intermediario ou susceptivel (CLSI, 2018; CLSI, 2020;
NCCLS, 2003). Esse processo foi ilustrado na Figura 6.

Finalizando, foi utilizado o indice MAR (Multipla Resisténcia a
Antimicrobianos) para apontar a multirresisténcia dos microrganismos estudados. O célculo
para o indice apresenta-se em duas formas: 1) individual, em que o valor ¢ obtido a partir da
divisdo do numero de antibidticos a que o microrganismo foi resistente pelo numero total de
antibidticos testados; e 2) forma utilizada para varias amostras, em que o numero de
antibidticos a que as bactérias foram resistentes ¢ dividido pelo produto do total de

antibidticos testados ¢ o nimero de amostras testadas (KRUMPERMAN, 1983).

rec
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Figura 6 - Ilustragdo representativa da realizacdo do Antibiograma. (1) Repique da cepa isolada em meio TSB;
(2) Incubacgdo a 37°C por 24 horas; (3) Suspensdo bacteriana escala 0,5 McFarland; (4) Inoculag¢do da suspenséo
em placa Agar Miieller Hinton com swabs esterilizados; e (5) Aplicagio dos discos antimicrobianos utilizando
pinga esterilizada e incubagdo a 37°C por 24 horas.

Fonte: elaborada pelo autor.
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4.5 CONTROLE DE QUALIDADE

No decorrer da realizagdo dos experimentos foram utilizadas cepas padrao
(ATCC), portanto, a cada lote de analises, as cepas foram repicadas em meios seletivos e
diferenciais, submetidas aos testes bioquimicos e ao antibiograma, sendo entdo utilizados

como controle de qualidade dos testes e procedimentos realizados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados referentes ao Experimento I de coleta e andlise estdo
identificados como ANa, RUa e FTa, sendo que os nimeros de 1 a 9 representam as semanas
de coleta. Os resultados referentes ao Experimento II estdo identificados como ANb, RUb e

FTb, e os numeros de 1 a 8 representam as semanas de coleta.

5.1 COMPARACAO ENTRE A OCORRENCIA E REMOCAO DE BACTERIAS NOS
DOIS EXPERIMENTOS

5.1.1 Experimento I

A Figura 7 apresenta os dados de concentracdo de bactérias de interesse em
log UFC/mL para todas as amostras coletadas durante o primeiro experimento, ¢ a Figura 8
apresenta os dados médios de contagem desse experimento.

Analisando os valores médios de contagem, observou-se uma reducao de 92,8
e 99,4% no numero de coliformes totais (CT) em RUa e FTa, respectivamente, quando
comparado a concentragdo de AN. Se comparado ao RUa, a redug@o observada em FTa foi de
91,2%. Para os coliformes fecais — E. coli (CF), houve redugdo de 93,1% (RUa) e 99,4%
(FTa), e de RUa para FTa foi de 85,1%. Para Enterococcus spp. (ENT) a redugao foi de 93,1%
(RUa) e 99,0% (FTa) a partir de ANa, ¢ uma reducdo de 94,5% em FTa a partir de RUa.
Dessa forma, condensando em uma média geral de todos os microrganismos estudados, foi
observada uma reducao de 93,4% no niimero de bactérias apds a 4gua negra passar pelo reator
UASB, e uma redugdo de 99,3% quando o efluente do reator UASB foi tratado no

fotobiorreator tubular, sendo essa uma reducao de 92,6% a partir de RUa.
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Figura 7 - Concentragdo em log UFC/mL de coliformes totais (CT), coliformes fecais — E. coli (CF) e
Enterococcus spp. (ENT) em amostras de sistema de tratamento de agua negra simulada. Experimento I (a). AN:
agua negra simulada; RU: efluente do reator UASB; FT: efluente do fotobiorreator tubular. Os nimeros de 1 a 9

representam as semanas de coleta.
Fonte: elaborada pelo autor.

8.00 W ANa
B RUa
FTa
6.00 T
4.00

Log UFC/mL
{

2,00 l J.

0.00
CcT CF ENT

Figura 8 - Concentragdo média (log UFC/mL) de coliformes totais (CT), coliformes fecais — E. coli (CF) e
Enterococcus spp. (ENT) em nove amostras de sistema de tratamento de dgua negra simulada. Experimento I (a).
AN: agua negra simulada; RU: efluente do reator UASB; FT: efluente do fotobiorreator tubular. A barra de erros

corresponde ao desvio-padrao.
Fonte: elaborada pelo autor.
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5.1.2 Experimento 11

A Figura 9 apresenta os dados de concentracdo de bactérias de interesse em
log UFC/mL para todas as amostras coletadas durante o segundo experimento, ¢ a Figura 10
apresenta os dados médios de contagem desse experimento.

A partir das concentragdes médias de contagem das amostras, para os
coliformes totais (CT), as amostras de RUb apresentaram uma redugdo de 96,5%, enquanto as
amostras de FTb tiveram uma reducdo de 99,5% em relagdo a ANb e de 84,8% em relagdo a
RUb. Para os coliformes fecais - E. coli (CF), as redu¢des foram de 72,6% em RUD e de
98,3% e 93,9% em FTb a partir de ANb e RUDb, respectivamente. Para Enterococcus spp. as
reducdes foram de 97,2% em RUDb e de 99,8% e 92,9% em FTb, a partir de ANb e RUb,
respectivamente. Condensando em uma média geral de todos os microrganismos estudados,
foi observada uma redugdo de 88,8% apds a passagem pelo reator UASB e de 99,2% apos a
passagem pelo fotobiorreator tubular a partir de AND, e de 90,5% a partir de RUb..

Incorporando os dados dos experimentos I e II, a reducdo geral da média
observada no efluente UASB foi de 91,1%, ¢ no efluente do fotobiorreator foi de 99,3% a
partir da 4gua negra e de 91,6% a partir do efluente do UASB.
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Figura 9 - Concentragdo em log UFC/mL de coliformes totais (CT), coliformes fecais — E. coli (CF) e
Enterococcus spp. (ENT) em amostras de sistema de tratamento de dgua negra simulada. Experimento II (b).
AN: 4gua negra simulada; RU: efluente do reator UASB; FT: efluente do fotobiorreator tubular. Os numeros de 1
a 8 representam as semanas de coleta.

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 10 - Concentracdo média (log UFC/mL) de coliformes totais (CT), coliformes fecais — E. coli (CF) e
Enterococcus spp. (ENT) em oito amostras de sistema de tratamento de dgua negra simulada. Experimento II (b).
AN: agua negra simulada; RU: efluente do reator UASB; FT: efluente do fotobiorreator tubular. A barra de erros
corresponde ao desvio-padréo.

Fonte: elaborada pelo autor.

5.1.3 Consideracoes e discussoes sobre a ocorréncia e remoc¢ao de bactérias

nos dois experimentos realizados

Analisando os resultados apresentados, fica evidente que, nos dois
experimentos realizados, houve uma diminui¢do da carga microbiana quando a agua negra
simulada foi tratada no reator UASB e, subsequentemente, no fotobiorreator tubular.

Outro ponto importante a ser destacado ¢ que o desvio-padrao para as
contagens foi relativamente alto nos dois experimentos e todos os grupos bacterianos
estudados (Figuras 6 e 8), principalmente nas amostras AN e FT. Uma justificativa para isso ¢
que as amostras de agua negra simulada (AN) correspondem a uma mistura de esgoto
sanitario com dejetos suinos (ver item 4.1), que ndo apresenta sempre a mesma composi¢ao
quimica e microbiana. Ademais, o tratamento no reator UASB (RU) ¢ mais controlado, pois
se mantém em uma certa temperatura, porém, o tratamento no fotobiorreator tubular (FT)
operado ao ar livre ¢ totalmente suscetivel as mudangas climaticas, esclarecendo entdo o
porqué de o desvio-padrao das amostras de FT ser ainda mais acentuado.

A redugdo de carga microbioldgica observada no RU pode ser fundamentada
na propria natureza do tratamento, que trata efluentes de alta carga orgénica através de um

metabolismo anaerébico com consércios microbianos com bactérias fermentativas,
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acidogénicas, acetogénicas, metanogénicas e redutoras de sulfato. Esse metabolismo por sua
vez, ¢ um grande responsavel pela degradagdo de compostos e redugdo de carga microbiana
aerobia ou facultativa, sendo destacado a formacao de sulfeto de hidrogénio que favorece essa
redugdo. Todavia, os estudos realizados com o reator UASB ainda apontam a necessidade de
um pos-tratamento que ajudaria, tanto na reducdo mais acentuada da carga microbiana mas,
principalmente, para a retirada de alguns nutrientes que continuam no efluente, como
nitrogénio e fosforo, que podem ser muito prejudiciais as areas que recebem o efluente,
causando eutrofizacdo (ARENA et al., 2005; CERVANTES-ZEPEDA et al., 2011).

Com relacdo as amostras de RU, ainda que a porcentagem de reducdo de
coliformes no Experimento II tenha sido menor do que no Experimento I, considerando os
dois experimentos houve uma redugdo de 94,5% (CT) e de 89,7%. (CF). Averiguando outros
dados sobre a desinfec¢do proporcionada pelo tratamento em reatores UASB, Tawfik ef al.
(2008) relatou uma redugdo de 91,6% de coliformes totais e 87,5% de coliformes fecais,
porcentagens similares as encontradas no presente estudo.

Korzeniewska & Harnisz (2013) estudaram a ocorréncia de espécies com
fenotipo B-Lactamase de espectro estendido da familia Enterobacteriaceae (familia que
representa uma grande parte da microbiota em 4guas residuérias, incluindo E. coli) em
afluentes e efluentes da ETE de Olsztyn, Polonia. Das 28 amostras de afluente coletadas pelos
autores, 21 amostras foram positivas para E. coli (75%), uma amostra apresentou
Enterobacter asburiae (3,6%), uma amostra apresentou Citrobacter freundii (3,6%), uma
amostra apresentou Klebsiella pneumoniae (3,6%), uma amostra apresentou Klebsiella
oxytoca (3,6%), uma amostra apresentou Kluyvera cryocrescens (3,6%), uma amostra
apresentou Raoultella planticola (3,6%) e uma amostra apresentou Yersinia enterocolitica
(3,6%). Ja no efluente, das 15 amostras coletadas, 14 apresentaram E. coli (93%) e uma
apresentou de Shigella boydii (6,7%). Os microrganismos Enterobacter asburiae, Citrobacter
freundii, Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca tazem parte do grupo de coliformes
totais, porém, ndo compdem os coliformes fecais. Considerando isso, individualmente, a
porcentagem destes em relacdo ao total de amostras ndo passou de 3,6%. Uma explicacao
plausivel em relagdao a isso € que E. coli, que ¢ coliforme fecal e ja se apresentava em alta
concentragdo, teve sua carga microbiana reduzida pelo tratamento assim como a dos
coliformes, contudo, como esses outros microrganismos estavam em minoria eles podem nao
ter resistido, enquanto a propor¢cdo elevada de E. coli permitiu uma diminuicdo de
concentracdo. Consequentemente, ¢ coerente que a porcentagem de E. coli nos efluentes em

relagdo a coliformes totais seja bem maior que no afluente.
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O fotobiorreator por sua vez também apresentou uma redug¢do de carga
microbiana mais acentuada nas contagens. Isso indica que além da capacidade de reduzir a
quantidade de matéria organica, € em especial a concentracdo de nutrientes como amonio €
fosforo — um dos principais motivos pelo qual ¢ utilizado —, também tem capacidade de
diminuir a carga microbiana. De acordo com Krustok et al. (2015) e Marchello et al. (2015),
isso se deve aos proprios consorcios microbianos do reator, entretanto um ponto importante ¢
que esse tratamento também demonstra divergéncias na eficiéncia dessa redu¢dao dependendo
das condigdes no tratamento, principalmente do pH. Segundo os autores citados
anteriormente, o processo de fotossintese e respiracdo realizado pelas microalgas, que sdo
responsaveis pela variacdo de pH e também a concentragdo de oxigénio, acaba sendo o
diferencial para abaixar ainda mais a carga microbiologica apés o tratamento anaerobio no
reator UASB. Nesses estudos foram detectados até 99% de redu¢do na contagem de unidades
formadoras de colonia de coliformes totais e E. coli, que foram utilizadas como referéncia

para a avaliagdo da eficiéncia do tratamento.

5.2 MICRORGANISMOS ISOLADOS

5.2.1 Escherichia coli

Durante o Experimento I, 562 colonias foram contadas e, destas, 90 (16%)
foram isoladas em Agar MacConkey: 32 amostras de ANa, 32 amostras de RUa e 26 amostras
de FTa. Apo6s o isolamento, as bactérias passaram pelo teste de Gram, em que todas as
amostras isoladas confirmaram a morfologia de bacilo e o Gram (-). Seguidamente no teste de
indol, 59 amostras (66%) confirmaram indol (+), e a partir destas todas resultaram em citrato
(-). Assim, do total de amostras isoladas em cada tipo de amostra, 63% foram confirmadas a
partir de amostras de ANa (20 amostras); 66% foram confirmadas a partir de amostras de RUa
(21 amostras) e 69% foram confirmadas a partir de amostras de FTa (18 amostras).

J4 no Experimento II, 344 colonias foram contadas e, dessas, 152 (44%) foram
isoladas em Agar MacConkey: 58 amostras de ANb, 56 amostras de RUb e 34 amostras de
FTb. Apds o isolamento, as bactérias passaram pelo teste de Gram, no qual todas as amostras
isoladas no experimento confirmaram a morfologia de bacilo e o Gram (-). Seguidamente no
teste de indol, 123 amostras (81%) confirmaram indol (+), e a partir destas todas resultaram

em citrato (-). Assim, do total de amostras isoladas em cada tipo de amostra, 72% foram
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confirmadas a partir de amostras de ANb; 84% foram confirmadas a partir de amostras de

RUDb e 89% foram confirmadas a partir de amostras de FTb.

5.2.2 Enterococcus spp.

No decorrer do Experimento I, 904 colonias foram contadas e, destas, 37 (4%)
foram isoladas em Agar Bile Esculina: 11 amostras de ANa, 14 amostras de RUa e 12
amostras de FTa. Apds o isolamento, as bactérias passaram pelo teste de Gram, em que todas
as amostras isoladas confirmaram a morfologia de coco e o Gram (+). A partir destas colonias
foi realizado o teste PYR, que resultou em 33 amostras (89%) confirmadas positivas. Assim,
do total de amostras isoladas em cada tipo de amostra, 72% foram confirmadas a partir de
amostras de ANa; 93 % foram confirmadas a partir de amostras de RUa e 100 % foram
confirmadas a partir de amostras de FTa.

Relativo ao Experimento II, foram contadas 1778 colonias e, dessas, 154 (9%)
foram isoladas em Agar Bile Esculina: 50 amostras de ANb, 57 amostras de RUb e 47
amostras de FTb. Apos o isolamento, as bactérias passaram pelo teste de Gram, em que todas
as amostras isoladas no experimento confirmaram a morfologia de coco e o Gram (+). A
partir destas colonias foi realizado o teste PYR, que resultou em 100% das amostras
confirmadas positivas.

As colonias de Enterococcus spp. apresentaram a coldnia extremamente
pequena, dificultando a contagem, porém, afetando majoritariamente o repique, pois muitas
vezes, mesmo levando a coldnia inteira no repique, ndo havia um bom crescimento na nova
placa. Portanto, foram necessarias varias tentativas para isolar as colonias. Apds o isolamento,
foi observado a necessidade de uma maior atengdo com a manuten¢do dessas colOnias,
comparado aos outros microrganismos estudados, necessitando de mais repiques. Essa
adversidade em conjunto ao crescimento diminuto da colonia esclarecem a dificuldade maior
ainda de obtencdo de isolados viaveis para a realizagdo dos testes adicionais e antibiogramas.
No Experimento II, com mais experiéncia adquirida, foi destinado um maior cuidado para o
isolamento e armazenamento das amostras, que mesmo ainda apresentando dificuldades,
resultou em uma boa melhora com o aumento da quantidade de coldnias isoladas para testes e

antibiogramas se comparado ao Experimento I.
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5.2.3 Staphylococcus aureus

No plano inicial de trabalho, era esperado que se conseguisse realizar a
contagem e identificacdo de S. aureus, contudo, essa foi a maior dificuldade encontrada
durante o desenvolvimento do estudo. Varios problemas foram encontrados: na contagem em
Agar Baird-Parker, as colonias ndo apresentavam total aparéncia caracteristica que deveriam
ficar no meio. Passando para o meio Agar Sal Manitol, muitos ndo apresentaram crescimento,
ou entdo suas caracteristicas ndo eram compativeis. Ao fazer o teste de Gram com os isolados,
a morfologia encontrada em muitos eram bacilos, que ndo correspondia ao desejado, que ¢
estafilococo Gram (+). No Experimento I, apos varios repiques, apenas foi conseguido trés
colonias da amostra AN1. Com essas amostras foi feito o teste de DNAse, que foi positivo,
porém, quando feito o teste da coagulase, as amostras tiveram um resultado negativo. Assim,
mesmo com os dados de contagem, nenhuma amostra foi positiva para S. aureus, ou seja, o
valor da contagem representa outros estafilococos que ndo os dessa espécie patogénica.

Tendo em vista que o Experimento I ndo gerou nenhuma amostra positiva, no
Experimento II foi utilizado outro meio para a inoculagdo, o Agar Vogel Johnson, que com
suas caracteristicas poderia entdo gerar um numero de contagem com maior veracidade. Foi
testado a inoculagio da diluigdo nos meios Agar Baird-Parker e Agar Vogel Johnson
simultaneamente. Nas oito repeti¢des, nenhuma coldnia caracteristica foi observada no Agar
Vogel Johnson, e algumas que cresciam no Agar Baird-Parker foram diretamente repicadas
em Agar Sal Manitol, que resultou em colonias ndo caracteristicas e até auséncia de
crescimento. Portanto, o Experimento II ndo resultou em nenhuma contagem para S. aureus
devido a auséncia de isolados.

Entre os estudos encontrados na literatura disponivel sobre a presenca de S.
aureus em efluentes, pdde-se encontrar algumas publicagdes relacionadas. Segundo Nufiez e
Moretton (2006), que investigou a presenca de S. aureus em efluentes de hospitais, foi
possivel detectar uma concentragdo de 3x10* UFC/100mL de amostra. Essa concentragio é
consideravelmente grande e representa uma grande preocupagdo para a saude publica,
entretanto, averiguando os materiais e métodos utilizados foi notado que para a identificagdo
do microrganismo apenas foi utilizado o meio Agar Sal Manitol. Como descrito acima, no
presente estudo, algumas colonias até apresentaram um comportamento condizente ao de S.
aureus nesse mesmo meio, porém no teste de coagulase, apenas o controle apresentou um

resultado positivo. Ainda assim, a contagem realizada no trabalho citado ainda ¢ notavelmente
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superior a quantidade de amostras que foram encontradas nesse trabalho, entdo foi pesquisado
outros trabalhos relacionados.

Goméz et al. (2016), que avaliou a presenca do microrganismo em afluentes e
efluentes de dois sistemas de tratamento registrou que, a partir de 16 amostras, 13 delas
apresentavam a presen¢a de Staphylococcus spp. (81%), e tiveram uma concentragdo de
6,8x10> UFC/mL em afluentes e 8x10' UFC/mL em efluentes, contados em meio Agar Sal
Manitol. Uma particularidade observada foi que, a partir de 21 amostras de afluente, trés
amostras foram detectadas com S. aureus (sendo que a metodologia englobava os testes de
coloragdo de Gram, DNAse e coagulase, bem como no presente estudo), enquanto 18
amostras eram outros Staphylococcus spp. coagulase-negativos (CoNS), e de 19 amostras de
efluentes, foram cinco foram S. aureus e 14 CoNS. Isso demonstra entdo uma quantidade
consideravelmente inferior de S. aureus em relacdo a outras Staphylococcus spp. nas
amostras. Entretanto, uma informagao significativa foi que, a presenca de S. aureus s6 foi
observada quando foi realizado um pré-enriquecimento em caldo BHI (brain heart infusion)
em 6,5% de NaCl incubado a 37°C por 24 a 48h, e s ap6s, inoculado em Agar Sal Manitol.
Portanto, uma explicagdo da auséncia de isolados confirmados ¢ a necessidade de
pré-enriquecimento para recuperagdo de S. aureus em meio a outros microrganismos. Um
ponto ressaltado foi que, em ambientes estressantes, a populacdo de S. aureus tem a
capacidade de se encontrar em forma vidvel porém ndo-cultivavel, estando no ambiente

porém nao ¢ possivel o cultivo em condi¢des de laboratério.

5.2.4 Salmonella spp.

Referente as amostras analisadas durante o Experimento I, nove amostras
foram presuntivas de Salmonella spp. (AN2a, AN4a, AN5a, RU2a, RU5a, FT1a, FT2a, FT3a
a FT5a), das quais foram isoladas 23 colonias (7 ANa, 7 RUa e 9 FTa). As colonias isoladas
foram submetidas ao teste de Gram, que resultou em bacilo (-) para todas. A partir disso,
realizou-se o teste do soro Anti-Salmonella, que resultou em 12 amostras positivas (52%).
Seguiu-se entdo para o teste de indol, o qual todos os 12 isolados confirmaram indol (-),
caracteristico de Salmonella spp., e o teste de citrato, que resultou em nove amostras citrato
(+), que representa 39% do total de amostras isoladas - 3 isolados do AN (43%), 4 do RU
(57%) e 2 do FT (22%).

Em relacao ao Experimento II, 6 amostras foram presuntivas de Salmonella

spp- (AN2b, AN3b, ANSb, RUSb, RU6b, FT1b), das quais foram isoladas 13 colonias (8 ANb
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e 5 RUb). A amostra FT1b apresentou apenas uma colonia presuntiva, porém, esta
infelizmente acabou sendo perdida na realizagdo dos repiques para isolamento. As colOnias
isoladas foram submetidas ao teste de Gram, que resultou em bacilo (-) para todas. A partir
disso, realizou-se o teste de indol, no qual todos os 13 isolados confirmaram indol (-) e o teste
de citrato, que resultou em 12 amostras citrato (+) que resulta em 92% de amostras
confirmadas caracteristicas de Salmonella spp. Com isso, seguiu-se entdo para o do soro
Anti-Salmonella, finalizando em 12 amostras positivas (100%). Por fim obteve-se entdo oito
isolados do ANb, com um indice de 100% de confirmacdo a partir das amostras isoladas e 4

de RUb, com 92% de confirmacao.

5.2.5 Consideracoes e discussdes sobre os microrganismos isolados

Analisando os resultados dos testes adicionais confirmativos, ¢ notavel uma
alta taxa de confirmacdo de isolados de FT, seguido pelos isolados de RU. Uma explicacao
plausivel para a menor porcentagem de confirmagao dos isolados em amostras de AN é que
este tem uma alta carga microbiana, pois ainda ndo sofreu nenhum tratamento. Assim, ¢
presumivel que essas amostras apresentem além de E. coli, Enterococcus spp. € Salmonella
spp., que sdo os microrganismos estudados, uma diversidade de outros microrganismos que
podem ter véarias caracteristicas semelhantes aos estudados, que pode possibilitar seu
crescimento em meios seletivos, mesmo ndo sendo o desejado. Estes outros microrganismos
também podem estar presentes nas amostras de RU e FT, porém, como houve uma diminui¢ao
da carga microbiana, ¢ provavel que estes ndo conseguiram afetar tanto o isolamento e
confirmagdo quanto na agua negra.

Tendo como exemplo o estudo de Korzeniewska & Harnisz (2013), ja
discutido no item 5.1.3, fica evidente a diferenca de diversidade entre afluente ¢ efluente,
podendo entdo ser justificado a menor taxa de confirmacdo no afluente, que de fato tinha em
sua maioria E. coli, porém também contava com outros microrganismos. Mesmo em baixas
propor¢des no estudo citado, os outros microrganismos em conjunto formam 25% do total de
amostras no afluente, ou seja, ¥4 das amostras, enquanto no efluente ¢ apenas 6,7%. Sendo
assim, como o efluente apresenta 93% de Enterobacteriaceae correspondente a E. coli, é
muito mais facil o isolamento deste microrganismo e a confirmagdo em testes adicionais em
comparacao ao afluente, que exibe uma maior diversidade. Isso porque essa diversidade gera

uma maior possibilidade de isolamento de algumas amostras que apresentam caracteristicas
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parecidas por serem da mesma familia, mas acabam ndo sendo confirmadas nos testes por nao

serem de fato o microrganismo alvo.

5.3 ANTIBIOGRAMAS

5.3.1 Antibiograma de Escherichia coli

Em rela¢do ao Experimento I, foi realizado o antibiograma de 59 amostras de
E. coli, sendo dessas 20 amostras de ANa (34%), 21 amostras de RUa (36%) ¢ 18 amostras de
FTa (30%). Das 20 amostras de ANa, 3 amostras foram resistentes a um antibiotico (15%), 5
amostras foram resistentes a dois antibioticos (25%) e 5 amostras foram resistentes a trés ou
mais antibioticos (25%), sendo assim, 7 amostras foram sensiveis a todos os antibioticos
(35%).

Em relagdo as 21 amostras de RUa, 4 amostras foram resistentes a um
antibiotico (19%), 4 amostras foram resistentes a dois antibioticos (19%) e 3 amostras foram
resistentes a trés antibioticos (14%), sendo assim, 10 amostras foram sensiveis a todos os
antibidticos (48%).

Por fim, o antibiograma com as 18 amostras de FTa resultou em 1 amostra
resistente a um antibiotico (6%), 1 amostra resistente a dois antibidticos (6%) e 4 amostras
foram resistentes a trés ou mais antibioticos (22%), sendo assim, 12 amostras foram sensiveis
a todos os antibioticos (67%).

Realizando os célculos de indice MAR individuais e depois para os conjuntos
de amostras temos que ANa teve um indice de 0,14, RUa 0,08 e FTa 0,10. Com a anélise dos
antibioticos pelos quais as amostras apresentaram resisténcia, as amostras de RUa
apresentaram sempre menor indice MAR, tanto no conjunto todo como individualmente.

Considerando as amostras de ANa, RUa e FTa, nenhuma amostra apresentou
resisténcia aos seguintes antibidticos utilizados: Amoxicilina/Acido Clavulanico 20/10pug;
Cefepime 30ug; Cefoxitina 30ug; Estreptomicina 300ug; Meropenem 10ug; Nitrofurantoina
300pg (o antibidtico Cefotaxima 30ug apenas foi utilizado nas amostras do Experimento II de
E. coli). Os antimicrobianos pelos quais as amostras foram mais resistentes foram a
Tetraciclina 30pg (42,4% de resisténcia), seguido pela Ampicilina 10pg (35,6%) e
Levofloxacina 5pg (20,3%).
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Ja o Experimento II resultou em 123 amostras testadas, sendo 41 amostras
AND (33%), 48 amostras RUb (39%) e 34 amostras FTb (28%). De 41 amostras de ANDb, 19
foram sensiveis a todos os antibioticos (46%), 2 amostras foram resistentes a um antibiotico
(5%), 3 foram resistentes a dois antibioticos (7%), e por fim 17 foram resistentes a trés ou
mais antibioticos (41%).

Em relagdo ao RUb, das 48 amostras testadas 20 foram sensiveis a todos os
antibioticos (42%), 9 foram resistentes a um antibiotico (19%), 7 foram resistentes a dois
antibioticos (15%) e 12 foram resistentes a trés ou mais antibidticos (25%).

Por fim, das 34 amostras de FTb, 14 foram sensiveis a todos os antibiodticos
(41%), 2 foram resistentes a um antibidtico (6%), 9 foram resistentes a dois antibidticos
(26%) e 9 foram resistentes a trés ou mais antibidticos (26%).

Os calculos de indices MAR resultaram em um valor de 0,16 para ANb, 0,11
para RUb e 0,13 para FTb. Considerando as amostras de ANb, RUb e FTb, nenhuma amostra
apresentou resisténcia aos seguintes antibioticos utilizados: Amoxicilina/Acido Clavulanico
20/10pg; Cefoxitina 30ug; Estreptomicina 300ug; Nitrofurantoina 300ug. Os antimicrobianos
pelos quais as amostras foram mais resistentes foi a Ampicilina 10ug (43,1% de resisténcia),
seguido por Tetraciclina 30pg (38,2%) e Cloranfenicol 30pg (26,0%). A taxa de resisténcia
em relacdo a cada antibidtico utilizado em AN, RU e FT dos dois experimentos foi

representada na Figura 11.
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Figura 11 - Representacdo ilustrativa com a porcentagem de resisténcia a cada antimicrobiano em relagdo as
amostras dos conjunto AN (ANa e ANb), RU (RUa ¢ RUb), FT (FTa e FTb) conforme a legenda de cores. Dados
relacionados as amostras de E. coli isoladas no Experimento I e II.

Fonte: elaborada pelo autor.
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Os dados do Experimento I e II foram ilustrados na Figura 12, relacionando o
niamero de amostras de E. coli e a quantidade de antibidticos aos quais as amostras foram

resistentes.
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Figura 12 - Representagao ilustrativa da resisténcia a antimicrobianos de amostras do conjunto ANa, RUa, FTa
(a), ANb, RUb e FTb (b). Legenda: 0 (sensivel a todos), 1 (resistente a um antibidtico), 2 (resistente a dois) e 3+
(resistente a trés ou mais). Dados relacionados as amostras de E. coli isoladas no Experimento I e II.

Fonte: elaborada pelo autor.

5.3.2 Antibiograma de Enterococcus spp.

Em relacdo ao Experimento I, foi realizado o antibiograma de 33 amostras de
Enterococcus spp., sendo 8 amostras de ANa (24%), 13 amostras de RUa (39%) e 12
amostras de FTa (36%). Das 8 amostras de ANa, 6 amostras foram resistentes a um
antibiotico (75%) e 2 amostras foram sensiveis a todos os antibioticos (25%). Em relacdo as
13 amostras de RUa, 10 amostras foram sensiveis a todos os antibioticos (77%), 2 amostras
foram resistentes a um antibiotico (15%) e 1 amostra foi resistente a quatro antibidticos (8%).
Finalmente, o antibiograma com as 12 amostras de FTa resultou em 4 amostras resistentes a
um antibidtico (33%) e 8 amostras foram sensiveis a todos os antibioticos (67%).

Realizando os célculos de indice MAR individuais e depois para os conjuntos
de amostras temos que ANa teve um indice de 0,11, RUa 0,07 e FTa 0,05. Considerando as
amostras de ANa, RUa e FTa, nenhuma amostra apresentou resisténcia aos antibioticos
Ampicilina 10pg e Cloranfenicol 30pg. Os antimicrobianos pelo quais as amostras foram
mais resistentes foi a Tetraciclina 30ug, que obteve um indice de 24,2% de resisténcia,
seguido por Ciprofloxacina 5ug, Estreptomicina 300ug, Levofloxacina Sug e Nitrofurantoina
300pg, todos com 6,1% de resisténcia.

Ja o Experimento II resultou em 154 amostras, sendo 50 amostras ANb (32%),

57 amostras RUb (37%) e 47 amostras FTb (31%). De 50 amostras de ANb, 31 foram
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sensiveis a todos os antibidticos (62%), 13 amostras foram resistentes a um antibidtico (26%),
3 foram resistentes a dois antibidticos (6%) e, por fim, 3 foram resistentes a trés ou mais
antibidticos (6%). Em relacdo ao RUb, das 57 amostras testadas, 44 foram sensiveis a todos
os antibioticos (77%), 7 foram resistentes a um antibiotico (12%), 5 foram resistentes a dois
antibioticos (9%) e 1 foi resistente a trés antibidticos (2%). Por ultimo, das 47 amostras de
FTb, 20 foram sensiveis a todos os antibiodticos (43%), 26 foram resistentes a um antibiotico
(55%) e 1 foi resistente a dois antibidticos (2%).

Os calculos de indices MAR resultaram em um valor de 0,08 para ANb, 0,05
para RUb e 0,09 para FTb. Considerando as amostras de ANb, RUb e FTb, nenhum
antibiotico testado apresentou 0% de resisténcia, ou seja, pelo menos uma amostra do
conjunto citado apresentou resisténcia para cada antibiotico. Os antimicrobianos pelos quais
as amostras foram mais resistentes foram, novamente, a Tetraciclina 30pg, que obteve um
indice de 35,7% de resisténcia, seguido pela Estreptomicina 300pg com 8,4%.

A taxa de resisténcia em relagdo a cada antibiotico utilizado em AN, RU e FT

dos dois experimentos foi representada na Figura 13.
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Figura 13 - Representagdo ilustrativa com a porcentagem de resisténcia a cada antimicrobiano em relagdo as
amostras dos conjunto AN (ANa e ANb), RU (RUa ¢ RUb), FT (FTa e FTb) conforme a legenda de cores. Dados
relacionados as amostras de Enterococcus spp. isoladas no Experimento I e II.

Fonte: elaborada pelo autor.

Os dados do Experimento I e II foram ilustrados na Figura 14, relacionando o

numero de amostras de Enterococcus spp. € a quantidade de antibidticos aos quais as amostras

foram resistentes.
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Figura 14 - Representagao ilustrativa da resisténcia a antimicrobianos de amostras do conjunto ANa, RUa, FTa
(a), ANb, RUb e FTb (b). Legenda: 0 (sensivel a todos), 1 (resistente a um antibidtico), 2 (resistente a dois) e 3+
(resistente a trés ou mais). Dados relacionados as amostras de Enterococcus spp. isoladas no Experimento I e II.
Fonte: elaborada pelo autor.

5.3.3 Antibiograma de Salmonella spp.

Em relagdo ao Experimento I, foi realizado o antibiograma de 9 amostras de
Salmonella spp., sendo dessas 3 amostras de ANa (33%), 4 amostras de RUa (44%) e 2
amostras de FTa (22%). Das 3 amostras de ANa, 3 amostras foram sensiveis a todos os
antibioticos (100%). Em relagdo as 4 amostras de RUa, 3 amostras foram sensiveis a todos os
antibidticos (75%) e 1 amostra foi resistente a dois antibioticos (25%). Por fim, o
antibiograma com as 2 amostras de FTa resultou em 2 amostras sensiveis a todos os
antibioticos (100%). Como apenas uma amostra apresentou resisténcia, foi realizado o calculo
de indice MAR individual, que resultou em um indice de 0,22 para a determinada amostra. A
resisténcia apresentada na amostra de RUa foi para os antibidticos Ampicilina 10pg e
Tetraciclina 30pg.

O Experimento II resultou em 12 amostras, sendo 8 amostras ANb (67%) e 4
amostras RUb (33%). De 8 amostras de ANb, 4 foram sensiveis a todos os antibidticos (50%)
e 4 amostras foram resistentes a um antibidtico (50%). Em relagdo ao RUb, das 4 amostras
testadas, 4 foram resistentes a dois antibioticos (100%). Os calculos de indices MAR
resultaram em um valor de 0,05 para ANb e 0,20 para RUb. A resisténcia apresentada nas
amostras de ANb e RUD foi para os antibidticos Ampicilina 10ug e Tetraciclina 30pg, sendo
que 5 amostras foram resistentes a Ampicilina 10pug, que € 41,7% do total, e 7 amostras foram

resistentes a Tetraciclina 30pg, sendo entdo 58,3% do total de amostras.
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5.3.4 Consideracdes e discussoes sobre os antibiogramas

Com a analise dos antibiogramas pode-se ver uma notavel diferenca de
resisténcia a antimicrobianos entre os microrganismos. Considerando os dois experimentos,
para E. coli, os indices MAR dos grupos de AN, RU e FT ndo passaram de 0,16, e foi obtido
um indice de até 67% de amostras sensiveis a todos os antibioticos. As amostras apresentaram
maior indice de resisténcia principalmente para Ampicilina 10ug e Tetraciclina 30pg, seguido
por Cloranfenicol 30ug e Levofloxacina 5ug. Em relacdo aos grupos, o AN teve o maior
indice MAR, seguido por FT e RU. Sendo assim, conforme esses dados, ndo houve um
aumento significativo de resisténcia ao decorrer dos processos de tratamento pelo UASB e
pelo fotobiorreator em comparagdo com a agua negra, o que ¢ muito relevante, pois a selecao
de resistentes representa um grande obstaculo para a implementacdo do tratamento. Todavia,
pode-se notar que o indice MAR para FT ¢ ligeiramente maior que de RU, mesmo ambos
sendo inferiores aos de AN. Com isso e os dados das contagens, resulta-se em uma geral
diminui¢io de carga microbiolégica de RU para FT, mas um leve aumento de resisténcia. A
vista desse cenario, ¢ notavel um resultado positivo no tratamento da 4gua negra pelo reator
UASB, que resultou em uma menor carga microbioldgica e menor resisténcia, mas seria mais
prudente realizar mais testes para verificagdo do pds-tratamento com o fotobiorreator, para
validar se a diminui¢do da carga a partir do efluente do UASB ¢ vantajosa ¢ também se a
diferenca de resisténcia entre RU e FT ¢ expressiva. O fotobiorreator pode proporcionar nao
s6 uma diminui¢do de carga microbioldgica, mas também a reciclagem de nutrientes, portanto
seria relevante um melhor estudo desse tratamento, tendo em conta que sua aplicagdo teria
esse diferencial. Em relagdo aos antibidticos que apresentaram maior indice de resisténcia,
Ampicilina 10pg e Tetraciclina 30pug: Aslan et al. (2018) ja tinham descrito em uma pesquisa
com amostras de uma ETE na Georgia (Estados Unidos da América), um indice de 50% e
63% de resisténcia a Ampicilina de amostras de E. coli no afluente e efluente,
respectivamente. Esse estudo, entretanto, apresentou um indice de resisténcia relativamente
baixo para Tetraciclina, sendo de 6% no afluente e 9% no efluente. Entretanto, um estudo de
Rosas et al. (2015), que analisou amostras de efluente do sistema de tratamento da Cidade do
Meéxico (México), resultou uma taxa de resisténcia maior que 30% para Tetraciclina em
amostras de E. coli, e aproximadamente 20% para Ampicilina. O presente estudo resultou em
uma taxa de resisténcia de 43,1% a Ampicilina, que foi mais proximo ao encontrado por

Aslan et al. (2018) e 38,2% a Tetraciclina, mais proximo ao estudo de Rosas ef al. (2015).
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Passando entdo para a andlise de Enterococcus spp., considerando os dois
experimentos, os indices MAR dos grupos de AN, RU e FT ndo passaram de 0,11, e foi
obtido um indice de até 77% de amostras sensiveis a todos os antibidticos. Sendo assim, se
comparados a E. coli., os indices MAR foram inferiores ¢ a quantidade de suscetiveis foi
superior. Outro elemento curioso ¢ que, assim como em E. coli, o indice MAR diminuiu com
os tratamentos, mas diferentemente do anterior, em que o indice MAR para FT ¢ apenas
ligeiramente maior, foi obtido um indice consideravelmente maior que de RU (explicito nos
dados do Experimento II, o qual contava com um numero superior de amostras), nao
chegando ao valor inicial de AN, mas ficando bem proximo. Assim sendo, isso indicaria que
o tratamento com o fotobiorreator poderia diminuir a carga microbioldgica, entretanto, pode
representar uma diferenga relevante na resisténcia, insinuando uma selecdo de cepas
resistentes a partir do efluente de RU. De certa forma, se comparado apenas a AN, o indice
MAR ¢ ligeiramente inferior € houve uma grande diminui¢do de carga microbiologica, porém,
o reator UASB resultou em diminui¢do de carga microbioldgica juntamente com a diminui¢do
de resisténcia, ao passo que o fotobiorreator também diminuiu a carga, mas aumentou a
resisténcia, gerando duvidas sobre a sua real eficiéncia e sua validagdo como pos-tratamento.

Semelhantemente a E. coli, as amostras apresentaram maior indice de
resisténcia principalmente para Tetraciclina 30pg, sendo curiosamente seguido pela
Estreptomicina 300ug. A Estreptomicina 300ug, diferentemente da Estreptomicina 10pg, €
utilizada no teste para deteccdo de resisténcia a aminoglicosideos de alto nivel em
Enterococcus spp., juntamente a Gentamicina 120pg. No presente estudo, apenas a resisténcia
a Estreptomicina foi estudada e, diferentemente do observado no indice MAR, a taxa de
resisténcia diminuiu gradualmente com os tratamentos: 13,8% de resisténcia em AN, 7,1% em
RU e 3,4% em FT. Nao ¢ uma porcentagem de resisténcia tdo elevada (13,8%), porém, ¢
pertinente a realizacdo do antibiograma com a Gentamicina 120pg para completar o teste de
resisténcia de alto nivel. Russo et al. (2015) identificou espécies e analisou a resisténcia a
antibioticos de efluentes de um sistema de tratamento em San Michele di Ganzaria, uma
comunidade na Sicilia, Italia. Foi descrito uma prevaléncia de E. faecium (88%) e E. faecalis
(11%) nos isolados. De forma geral, Cloranfenicol (97%) e Ampicilina (83%) tiveram maior
taxa de resisténcia, porém foi destacado que, especificamente em E. faecalis, verificou-se uma
maior resisténcia a Estreptomicina (57%) e Tetraciclina (36%) que em E. faecium (8% e 14%,
respectivamente). Além disso, a resisténcia & Ampicilina € rara em E. faecalis e frequente em
E. faecium. Essa alta resisténcia a Tetraciclina e Estreptomicina, em conjunto a

susceptibilidade a Ampicilina descrita em amostras de E. faecalis, condiz com os resultados
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deste estudo. Monteiro e Santos (2020), que analisaram amostras de trés ETEs e de 4guas
receptoras localizados em Portugal, também observaram a predominancia de E. faecium
(53%) em relacao a E. faecalis (11%) e outras espécies (36%). De forma geral, 40% das
amostras foram resistentes a Tetraciclina, - valor mais condizente ao presente estudo do que o
encontrado em Russo et al. (2015) -, entretanto, 16% foram resistentes a Ampicilina,
enquanto neste estudo foi encontrada uma taxa de apenas 2,9%. Dessa forma, para melhor
analise do Antibiograma e completude dos dados, seria ideal integrar a identificacdo de
espécies na metodologia (ARIAS & MURRAY, 2012; CLSI, 2020; GAGETTI et al., 2019).
Em relacdo a Salmonella spp., ndo houve um grande numero de isolados tanto
no Experimento I quanto no Experimento II, levando também a uma dificuldade para a
certificacdo do resultado do tratamento. Um dos motivos que pode levar isso acontecer &,
como ja dito, a competicdo com outros microrganismos que estao presentes nas amostras.
Com os dados obtidos entretanto, pode-se notar que no Experimento I, a quantidade de
isolados de FT foram inferiores aos de AN e RU, e no Experimento II, houve apenas um
isolado de FT, que acabou n3o podendo ser analisado pois foi perdido no processo de
isolamento, porém, contar com apenas uma colonia sugestiva ja pode ser sugestivo de que o
tratamento com o fotobiorreator ajudou na diminui¢do de Salmonella spp. Avaliando o indice
MAR entdo, no Experimento I, de todos os isolados apenas uma amostra apresentou
resisténcia, que foi uma de RU, e no Experimento II o grupo RU apresentou um indice MAR
de 0,20 enquanto o de AN foi de 0,05. Logo, isso pode sinalizar que o tratamento com o
reator UASB selecionou cepas resistentes de Salmonella spp., mas seria mais adequado
acompanhar mais experimentos para averiguacdo. Ndo houveram também amostras FT
resistentes, mas o numero de isolados foi, de fato, escasso. Assim como em E. coli, as
amostras analisadas apresentaram maior indice de resisténcia principalmente para
Tetraciclina 30ug e Ampicilina 10pg. Segundo Pignato et al. (2010) , que coletou amostras de
esgoto tratado e ndo tratado das cidades de Caltagirone e San Michele di Ganzaria, na Sicilia,
Italia, das amostras de Salmonella spp., 91,7% apresentaram resisténcia a Ampicilina.
Masarikova et al. (2016), similarmente, verificou a sensibilidade de amostras de Sal/monella
spp. isoladas do efluente de um sistema de tratamento de esgoto de Brno, Republica Tcheca.
A Ampicilina teve a terceira maior taxa de resisténcia: 31%. No presente estudo, 41,7% das
amostras de Salmonella spp. foram resistentes a esse antibiotico, uma taxa relativamente
maior, porém mais proxima a encontrada por Masarikova et al. (2016). Outro antibidtico
testado por Masarikova et al. (2016) foi a Tetraciclina, esta teve a maior taxa de resisténcia,

que foi 52%, em concordancia com o presente estudo, que foi de 58,3%, a maior taxa de
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resisténcia entre os antibioticos testados. No geral, pode-se dizer que os resultados em relagdo
ao antibiograma do presente estudo conferem com dados de alguns artigos encontrados, como
os antibioticos pelos quais as amostras apresentaram mais resisténcia, porém a taxa foi
substancialmente diferente, o que de certo modo ja era esperado por serem estudos em
diferentes locais, diferentes climas e diferentes épocas.

Com a observagdo do perfil de resisténcia, ¢ notavel uma conformidade entre
resultados de E. coli e Enterococcus spp. (mesmo em diferente intensidade), divergindo do
observado em Salmonella spp.: A resisténcia diminuiu com o tratamento do reator UASB,
mas aumentou levemente para E. coli e significativamente para Enterococcus spp. com o
fotobiorreator (ndo alcangando a taxa de AN, entretanto), ja para Salmonella spp., a taxa
aumentou com o tratamento no UASB, e zerou com o fotobiorreator. Houve também uma
divergéncia de resultados em relagdo aos experimentos (no Experimento I, a resisténcia de
Enterococcus spp. apenas decresceu ao decorrer dos tratamentos), mas um motivo plausivel
para isso ¢ a quantidade de isolados bem menor no Experimento I, podendo entdo ser
insuficiente para um perfil de resisténcia concreto. O Experimento II resultou em uma boa
quantidade de amostras de E. coli e Enterococcus spp., todavia ainda ¢ fundamental o
isolamento e analise de mais amostras de Salmonella spp.

Concluindo, a fim de ter um padrdo mais definido de resisténcia, seria ideal a
obtencdo de uma maior quantidade de isolados de Salmonella spp., em conjunto a um
aprofundamento no estudo da resisténcia em cada microrganismo, tendo como exemplo a

inclusdo de mais antibioticos para a realizagao dos perfis.



45

6 CONCLUSOES

e A contagem e isolamento de E. coli, S. aureus e Enterococcus spp. em
amostras de dgua negra simulada (AN), efluente do reator UASB (RU) e
efluente do fotobiorreator (FT) foi realizada, com exce¢do de S. aureus, que
devido a dificuldade encontrada para seu isolamento, foi encontrado apenas 3
isolados. No total, foram obtidos 242 isolados presuntivos de E. coli e 200 de
Enterococcus spp.

e A averiguagdo da presenca de Salmonella spp. em AN, RU e FT foi detectada
em 6 amostras de AN, 4 amostras de RU e 4 amostras de FT, totalizando 36
cepas isoladas;

e Foram utilizados diversos testes bioquimicos para confirmagao das culturas
bacterianas isoladas, sendo que: para E. coli, todos os isolados (242) foram
confirmados pelos testes de Gram e citrato, e 182 isolados (75%) foram
confirmados pelo teste de indol; para Enterococcus spp., todos (191) foram
confirmados pelo teste de Gram, e 187 (98%) foram confirmados pelo teste
PYR; para S. aureus, foram isoladas apenas 3 cepas presuntivas de AN, que
foram confirmadas pelos testes de Gram e DNAse, porém, ndo foram
confirmadas pelo teste de Coagulase, resultando em nenhuma amostra isolada
confirmada; e para Salmonella spp., todos os 35 isolados (dos 36 isolados
iniciais, um foi perdido durante o experimento), foram confirmados 21 isolados
(60%) pelos testes de Gram, indol, citrato e Soro Anti-Salmonella.

e Foi realizada a determinagao do perfil de resisténcia a antibidticos das cepas
isoladas por meio da leitura de halos de inibi¢do referentes aos antibidticos
testados, sendo 182 cepas de E. coli, 187 de Enterococcus spp. e 21 de
Salmonella spp.;

e Na comparacdo dos resultados entre AN, RU e FT:

o Detectou-se uma diminuicdo da carga microbiana (Coliformes totais,
E. coli e Enterococcus spp.) quando a agua negra simulada foi tratada
no reator UASB (média de 91,1% de redugdo) e, subsequentemente,
no fotobiorreator tubular (99,3% e 91,6%, em relagdo a AN e RU,

respectivamente).
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o Com relagdo ao perfil de resisténcia, o indice MAR para E. coli e
Enterococcus spp. foi maior em AN (0,15 e 0,09, respectivamente).
Em RU ¢ FT, houve um aumento do indice de FT em relagdo ao RU
(0,10 e 0,05 de RU para 0,12 e 0,08 de FT, respectivamente). Isso
indica que o tratamento com o fotobiorreator consegue diminuir a
carga microbioldgica, entretanto, pode contribuir para a selecdo de
cepas resistentes em Enterococcus spp. € em E. coli. Distintivamente,
para Salmonella spp., os dados obtidos de MAR (0,04 — AN, 0,13 —
RU, 0 — FT) mostraram que, possivelmente, o tratamento com o reator
UASB tenha selecionado as cepas resistentes de Salmonella spp.
Acredita-se que os resultados de contagem gerados sejam satisfatorios porque
comprovam que o sistema de tratamento estudado ¢ eficiente na remocao dos microrganismos
pesquisados, contudo, mais estudos sdo necessarios com uma quantidade maior de
isolamentos para se ter um padrdo mais definido e resultados mais fundamentados sobre o

perfil de resisténcia nos diferentes compartimentos do sistema.
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