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Introducéo

Os antibioticos sdo agentes quimioterapicos utilizados
extensivamente na medicina humana e veterinaria, com
a finalidade de prevenir ou propiciar o tratamento de
infeccbes microbianas. Apo6s a administragdo ou
descarte inadequado, os antibidticos e seus metabdlitos,
passam a constituir os esgotos destinados a estacdo de
tratamento de esgoto (ETE) (KUMMERER, 2009).
Durante o processo de tratamento de esgoto, na ETE,
0s antibidticos e seus metabolitos, geralmente, sdo
transferidos da fase liquida para a s6lida, passam a
constituir parte do residuo sélido gerado no sistema de
tratamento, denominado lodo ou biomassa excedente,
aumentando os riscos relacionados & disposigdo final
ou reuso agricola (AQUINO et al., 2013).

Desde 1940, é cada vez maior a variedade e 0 uso de
antibidticos destinados ao uso humano e veterinrio,
consequentemente, a baixa remocdo destes nas ETEs,
pode contribuir com a insercdo de antibidticos e
microrganismos resistentes no ambiente e proporcionar
a selecdo e manutencdo constante de populacBes de
cepas resistentes (AQUINO et al., 2013;
KUMMERER, 2009; DAVIES; DAVIES, 2010).

A caracterizacdo biol6gica no esgoto e no lodo de
esgoto (LE), é fundamental para o controle de doengas
ocasionadas por organismos patogénicos de origem
humana e possibilita avaliar a presenca de
microrganismos  responsaveis  pela  degradagdo
biol6gica da matéria orgénica nas ETEs. As bactérias
patogénicas, de origem humana, geralmente provocam
doencas do trato intestinal, como febre tifoide,
disenteria, diarreia e cdlera. Por serem microrganismos
potencialmente infecciosos, sdo responséveis por
milhares de mortes em é&reas carentes de saneamento,
especialmente nas regides tropicais (METCALF;
EDDY, 2003).

A elevada diversidade de organismos patogénicos nos
esgotos, dificulta o isolamento e a identificacdo dos
microrganismos. Como cada pessoa elimina cerca de
100 a 400 bilhdes de bactérias coliformes por dia, estas
sdo frequentemente utilizadas como indicadoras de

contaminacdo fecal (METCALF; EDDY, 2003).

O objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia de
indicadores de contaminacéao fecais como a Salmonella
sp. e Escherichia coli no lodo produzido em duas
ETEs, localizados no oeste do estado do Parana,
avaliar a susceptibilidade desses microrganismos aos
antibidticos: Amoxicilina (10 pg), Tetraciclina (30 pg),
Gentamicina (10 pug), e Cefalotina (30 png),
Ciprofloxacin (5 pg) e contribuir para futuros estudos,
0s quais podem ser fundamentados nos dados aqui
levantados.

Material e Métodos

Delimitacdo da area de estudo

O trabalho de campo compreendeu trés amostragens,
realizadas nos meses de dezembro de 2013, fevereiro e
abril de 2014, as amostras de lodo de esgoto foram
coletadas nas ETEs localizadas na cidade de
Medianeira e de Santa Helena, com o uso de uma draga
do tipo Pettersen, exceto no Leito de Secagem (LS), no
qual, foram coletadas amostras compostas. Todas
foram acondicionadas em sacos plasticos e
armazenadas em caixas de isopor com gelo. No
laboratorio, foram armazenadas sob refrigeracdo a 4
°C, o tempo de coleta e armazenagem em laboratério
ocorreram em até 6 horas. Os experimentos foram
conduzidos no Laboratdrio de Anélises
Microbioldgicas e Fisico-Quimicas de Alimentos e
Agua — LAMAG, da UTFPR, campus Medianeira, PR.
Métodos adotados para as determinacfes fisico-
quimicas

A verificacdo da temperatura das lagoas da ETE foi
realizada com o uso de uma sonda modelo: DO-5519.
O potencial hidrogénionico  foi  determinado
eletronicamente na suspensdo do lodo em &gua. A
leitura efetuada em um potenciometro (DONAGEMA
etal., 2011).

Procedimentos adotados nas determinacées bioldgicas
O isolamento de E. coli e Salmonella sp. seguiram 0s
procedimentos propostos por Silva et al. (2007). Na
analise de E. coli, foram inoculadas amostras de LE nas



diluigdes de 10, 102, 10 em tubos de Caldo Lauril
Sulfato Triptose (LST). Ap6s a diluicdo, os tubos de
LST foram incubados a 35 °C durante 48 h. A
observacdo de crescimento com producdo de gas, apds
a incubacdo, é considerada suspeita da presenca de
coliformes. De cada tubo suspeito, com producdo de
gas, foi transferida para tubos com Caldo E. coli (EC),
e incubados em banho-maria a 44,5 °C por 48 h. A
confirmacdo da presenca de E. coli, foi realizada com
cada tubo de EC com producdo de gas em 48 h, nesta
etapa, uma alcada de cada tubo foi estriada em placas
de Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), um meio
seletivo diferencial para distinguir E. coli dos demais
coliformes termotolerantes. Estas placas foram
incubadas a 35 °C por 24 h. Apés o periodo de
incubacéo, foi possivel observar a ocorréncia ou nédo do
desenvolvimento de coldnias tipicas de E. coli.

Para a detecgdo de Salmonella sp. nas amostras de
lodo, 25 g de lodo foram adicionadas juntamente com
225 mL de caldo de pré-enriquecimento (agua
peptonada tamponada), homogeneizadas e incubadas a
35 °C por 48 h com as embalagens ligeiramente
afrouxadas. Cada embalagem foi agitada e foram
transferidos 0,1 mL para 10,0 mL de Caldo Rappaport
Vasiliadis Modificado (RV), incubados a 41 °C durante
24 h. Apo6s o enriquecimento seletivo, foi realizado o
plagueamento diferencial, nesta etapa, de cada cultura
do RV, foi estriada uma al¢ada (estrias de esgotamento)
em placas de Agar Entérico de Hectroen (HE),
incubadas invertidas a 35 °C por 24 h. Para a
confirmagdo bioquimica de Salmonella sp., uma porcéao
do centro da col6nia tipica foi transferida para tubos de
agar triplice agucar ferro e tubos de &gar lisia ferro. A
inoculacdo foi efetuada por picada e estriacdo na
rampa, com o uso da mesma alcada para inocular
ambos os tubos, incubados a 35 °C por 24 h.

A avaliacdo da sensibilidade a antibi6ticos foi realizada
com a execucdo de antibiogramas. Estes testes foram
realizados em duplicata conforme a metodologia do
Clinical and Laboratory Standards Institute e National
Committee for Clinical Laboratory Standards -
CLSI/NCCLS  document M2-A8 (2003). A
interpretagdo dos Halos de inibicdo foi conforme o
CLSI/NCCLS document M100-S15 (2005).

Resultados e Discussédo

As maiores temperaturas foram registradas durante o
més de dezembro e fevereiro, variaram de 36 a 22 °C.
Os lodos apresentaram pH préximos a neutralidade,
com leve caracteristica de acidez, no lodo do RALF o
pH variou de 4,67 a 7,37, no Leito de Secagem (LS) de
2,62 a 7,79 e nas lagoas de 4,8 a 7,5, estiveram
proximos a faixa ideal a existéncia de maior
diversidade biologica, entre 6 a 9 (METCALF; EDDY,
2003).

Os resultados das analises de Salmonella sp. no lodo de
esgoto das lagoas da ETE (Tabela 1), e para E. coli
(Tabela 2), foram expressos como presenca ou
auséncia, conforme o método confirmativo utilizado.

Tabela 1 — Ocorréncia de Salmonella sp. no lodo de
esgoto in natura — coletas de dezembro de 2013,
fevereiro e abril de 2014.

Pontos de Més
amostragem  Dezembro/2013  Fevereiro/2014  Abril/2014

RALF - Auseéncia Presencga
LS - Auséncia Presenca
Lagoa 1 Auséncia Presenga Presenga
Lagoa 2 Presenca Presenca Auséncia
Lagoa 3 Presenga Auseéncia Auseéncia
Lagoa 4 Auséncia Auséncia Presenca

(-) Analise nao realizada; LS — Leito de Secagem.

O lodo do LS, em fevereiro, levemente acido pode ter
inibido a ocorréncia desse microrganismo, outros
pardmetros ndo estimados no lodo, como a
concentracdo de antibidticos, sdo potenciais indicios da
reducdo dessa bactéria nas ETES. A presenca ou nao de
E. coli no lodo da lagoa 4 (Tabela 2), foi semelhante
aos resultados obtidos com a Salmonella sp., isso
mostra, a similaridade das condig¢des, fisico-quimicas,
gue permitiram a sobrevivéncia ou declinio desses
microrganismaos.

Tabela 2 — Ocorréncia de E. coli no lodo de esgoto
in natura — coletas de dezembro de 2013, fevereiro e

abril de 2014.
Pontos de Més

amostragem  Dezembro/2013  Fevereiro/2014  Abril/2014

RALF - Presenca Presenca

LS - Presenca Presenca

Lagoa 1 Presenca Auséncia Presenga

Lagoa 2 Presenca Presenca Presenca

Lagoa 3 Presenca Presenca Presenca

Lagoa 4 Auséncia Auséncia Auséncia

(-) Andlise ndo realizada; LS — Leito de Secagem.

Nas lagoas, o sistema promoveu a redugdo de E. coli
devido a auséncia dessa bactéria no lodo da Gltima
lagoa, isso pode ser resultado de condicBes
desfavoraveis para a manutencdo desses
microrganismos. A presenca de Salmonella sp. na
Gltima lagoa é preocupante, e indica a necessidade de
monitorar 0s esgotos tratados.

Os resultados dos antibiogramas realizados com 0s
isolados de Salmonella sp. do lodo das ETEs estdo
descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Antibiogramas com Salmonella sp. do
lodo da ETE operada com RALF e da ETE operada
com lagoas — coletas de dezembro de 2013 e abril de
2014.

Pontos de Amo Tet Gen Cfl Cip
amostragem [10 pg] [30 pg] [10 pg] [30 pg] [5 pg]
N=4 N=4 N=4 N=4 N=4
Abril/2014
RALF R S S R S
LS R R S R S
Resisténcia(%6) 100 50 0 100 0
Pontos de Amo Tet Gen Cfl Cip
amostragem [10 ug] [30 pg] [10pg]  [30ug] [5 ngj
N=8 N=8 N=8 N=8 N=8
Dezembro/2013
Lagoa 2 R R S R S
Lagoa 3 R S S R S
Abril/2014
Lagoa 1 S S S | S
Lagoa 4 S S S R S
Resisténcia(%6) 50 25 0 75 0
Nota: Amo-Amoxicilina; Tet-Tetraciclina; Gen-Gentamicina;
Cfl-Cefalotina; Cip-Ciprofloxacin; S - Sensivel; 1 -

Intermediario; R - Resistente.



No lodo da ETE operada com RALF, 100% dos
isolados de Salmonella sp. foram resistentes a
amoxicilina (10 pg) e a cefalotina (30 pg), 50%
resistentes a tetraciclina (30 pg). No lodo das lagoas,
das 8 coldnias de Salmonella sp. 50% apresentaram
resisténcia a amoxicilina, 25% a tetraciclina, e 75% a
cefalotina. Em ambas ETEs estudadas, as colbnias de
Salmonella sp. foram sensiveis apenas a gentamicina
(10 pg) e a ciprofloxacin (5 pg). Estes resultados se
aproximaram aos obtidos por Toro (2014), em seus
estudos detectou em pacientes do hospital clinico
Universitario Lozano Blesa, Espanha, isolados de
Salmonella sensiveis apenas a ciprofloxacina.

A Tabela 4, contém os resultados dos antibiogramas
realizados com E. coli isoladas no lodo das ETEs.

Tabela 4 — Antibiogramas com E. coli do lodo da ETE
operada com RALF e da ETE operada com lagoas —
coletas de dezembro de 2013, fevereiro e abril de 2014.

Pontos de Amo Tet Gen Cfl Cip
amostragem [10pg] [30pg] [10pg]  [30 pg] [5 pg]
N=8 N=8 N=8 N=8 N=8
Fevereiro/2014
RALF R R S R S
LS R R S R R
Abril/2014
RALF R S S R S
LS R R S R |
Resisténcia
(%) 100 75 0 100 25
Pontos de Amo Tet Gen Cfl Cip
amostragem [10pg] [30pg] [10pg]  [30 pg] [5 ugl
N=16 N=16 N=16 N=16 N=16
Dezembro/2013
Lagoa 1 | R S R S
Lagoa 2 R R S R R
Lagoa 3 R R S R R
Fevereiro/2014
Lagoa 2 S S S | S
Lagoa 3 | S S R S
Abril/2014
Lagoal | | S R S
Lagoa 2 | S S | S
Lagoa 3 R R S | S
Resisténcia
(%) 37,5 50 0 62,5 25
Nota: Amo-Amoxicilina; Tet-Tetraciclina; Gen-Gentamicina; Cfl-
Cefalotina; Cip-Ciprofloxacin; S — Sensivel; | — Intermediario; R -
Resistente.

No lodo do RALF e do leito de secagem, 100% dos
isolados de E. coli foram resistentes a amoxicilina (10
pg) e a cefalotina (30 pg), 75% foram resistentes a
tetraciclina (30 pg) e 25% a ciprofloxacin (5 pg). Na
ETE operada com lagoas, dos 16 isolados de E. coli
37,5% foram resistentes a amoxicilina, 50% a
tetraciclina, 62,5 a cefalotina, e 25% ciprofloxacin. Os
resultados mostraram que em ambas as ETEs, os
isolados de E. coli foram sensiveis apenas a
gentamicina (10 pg). Estes resultados foram
semelhantes aos obtidos por Koczura et al. (2012) em
seus estudos os isolados apresentaram resisténcia a
tetraciclina, amoxicilina, cefalotina, ciprofloxacina. No
sistema operado com lagoas, a auséncia de E. coli no
lodo da lagoa 4, reduz a possibilidade de eliminar esse
tipo de bactéria no corpo receptor e dispersar esse
microrganismo resistente no ambiente.

Conclusoes

A realizagdo dos testes com antimicrobianos,
possibilitaram estimar que no lodo do RALF e no leito
de secagem dos 4 isolados de Salmonella sp. e dos 8
isolados de E. coli, 100 % foram resistentes a
amoxicilina (10 pg) e a cefalotina (30 pg), no lodo do
leito de secagem, 100% dos isolados de Salmonella sp.,
e 75% dos isolados de E. coli, também foram
resistentes a tetraciclina (30 ug). Nas lagoas, dos 8
isolados de Salmonella sp., 50% foram resistentes a
amoxicilina (10 pg), 75% a cefalotina (30 pug) 25% a
tetraciclina (30 pg). Em relagdo a E. coli, dos 16
isolados, 37,5% foram resistentes a amoxicilina (10
Mg), 50% a tetraciclina (30 pg), 62,5% a cefalotina (30
ug) e 25% a ciprofloxacin (5 ug). Ao comparar 0s
sistemas de tratamento, as lagoas proporcionaram
reducdo de E. coli, estas ndo foram detectadas na
Gltima lagoa do sistema de tratamento. A ocorréncia de
microrganismos  resistentes aumenta 0S  riscos
relacionados a insercdo dessas bactérias resistentes no
ambiente, constituindo uma ameaca a salde publica e
ambiental. A ocorréncia de patdgenos, metais pesados e
outros poluentes emergentes no LE, exigem cuidados
relacionados ao tratamento desse lodo, para
proporcionar o reuso agricola ou disposicao final.
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