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RESUMO

A &gua é um elemento muito importante para a vida na Terra, devido a isso é essencial o
cuidado com a qualidade em que a utilizamos, é necessario ser feito analises microbioldgicas,
pois pode haver diversos tipos de bactérias como a E.coli. Neste estudo foi realizado analise
da 4gua do Lago Jaboti, Apucarana-PR, para identificar Escherichia coli, com base na
metodologia do livro Manual de Métodos de Analise Microbioldgica de Alimentos e Agua,
foi detectado coliformes totais e termotolerantes em todos os pontos coletados, alguns pontos
nao foi possivel quantificar os microrganismos, mas confirmou a presenca de coliformes. Foi
obtido um resultado positivo para E.coli em trés pontos analisados. Também foi verificado a
resisténcia da bactéria para alguns antibioticos, no teste de 24+2h foi observado resisténcia
em Ampicilina (AMP) 33,33%; Tetraciclina (TET) 66,66%, no teste de 48+2h ndo houve
alteracdo e o restante dos antibidticos ndo apresentaram resisténcia. Na lipase o resultado foi
negativo, pois ndo apresentou crescimento de halo em nenhuma das amostras.

Palavras-chave: E. coli. Qualidade da agua. Contaminacé&o.

ABSTRACT

Water is a very important element for life on Earth, because it is essential to care with the
quality in which we use it, it is necessary to be done microbiological analyzes, because there
can be several types of bacteria such as E. coli. In order to identify Escherichia coli, based on
the methodology of the Manual of Methods of Microbiological Analysis of Foods and Water,
total water and thermotolerant coliforms were detected in all points collected, some of which
were collected in the Jaboti Lake, Apucarana-PR. It was not possible to quantify the
microorganisms but confirmed the presence of coliforms. A positive result was obtained for
E.coli at three analyzed points. The resistance of the bacteria to some antibiotics was also
verified; in the 24 + 2h test, resistance in Ampicillin (AMP) was observed 33.33%;
Tetracycline (TET) 66.66%, in the 48 + 2h test there was no change and the rest of the
antibiotics did not present resistance. In the lipase the result was negative, as it did not present
halo growth in any of the samples.
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1 INTRODUCAO

A agua é um elemento essencial para a vida na Terra, e ocupa a maior parte do nosso
planeta, com um total aproximado de 75%, sendo que 3% ¢é agua doce, sendo que 2% dessa,
encontram-se nas geleiras e 1% nos rios (PEREIRA, 2016).

No Brasil localiza-se 11,6% da agua doce do planeta, e se distribui de forma irregular
por suas regides (SANTOS, 2014). Na Regido Sudeste se encontra 6% dos recursos hidricos,
na Regido Norte 68%, Regido Centro-Oeste 15,7%, a Regido Nordeste com apenas 3,3% dos
recursos hidricos e na Regido Sul com 15,5% dos mesmos recursos (SANTOS, 2014).

O ser humano utiliza a agua para uso pessoal, econdémico, social, dentre outros, e por
isso a qualidade da agua é essencial, por ser um recurso significativo para o desenvolvimento
regional, rios e lagos estdo sendo afetados por esta invasdo desenfreada da bacia hidrografica,
causando alteracbes fisicas, quimicas e bioldgicas nestes ambientes aquaticos (SOUZA,
2014). Em lagos isto pode ocorrer devido ao fato de receptar alguns rios e corregos, tambem
rejeitos domésticos e industriais, assoreamentos entre outros (AZEVEDO, 2016).

Durante utilizacdo desses ambientes aquaticos para fins recreativos, os individuos
presentes, podem vir ou ndo a ingerir essa adgua, podendo causar Sérios riscos a saude e
podendo levar até a morte, ja foi visto que 80% das doencas de paises desenvolvidos sdo
causados por contaminacdo em agua (VIEIRA, 2017; AZEVEDO, 2016).

Esses locais podem se tornar propagadores de diversos microrganismos como
bactérias patogénicas (FARIA, 2016; PAULA, 2013). Alguns exemplos dessas bactérias sdo a
Salmonella, Acinetobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa, Staphycoccus aureus e também alguns tipos de virus (FERREIRA, 2015).

1.1 Escherichia coli

Entre muitos tipos de contaminacdo desses ambientes aquaticos, hd a contaminacao de
bactérias do grupo coliformes totais e fecais, que sdo usados como bioindicadores de poluicdo
em agua (SOUZA, 1983; OLIVEIRA, 2015). Uma das bactérias usadas como indicador € a
Escherichia coli (CHAVES, 2015).

Devido a contaminagao desses recursos hidricos, muitos estudos e pesquisas sao feitos
para a deteccéo de bactérias patogénicas, contudo ha falta de um controle e fiscalizacdo desses

recursos hidricos, sendo assim muitos rios e lagos que sdo utilizados para lazer ficam sem
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receber os devidos cuidados como analises para identificacdo destes tipos de microrganismos
(OLIVEIRA, 2015).

A E. coli € uma bactéria que sua mutabilidade facilita a adaptacdo do meio, ela
fermenta lactose e manitol com a producdo de acido e gas, sua forma é de bastonete, Gram
negativo, se localiza no intestino de animais de sangue quente e principalmente no trato
digestivo do homem, mas também sdo bastante resistentes fora do corpo (LIMA, 2017;
OLIVEIRA, 2015).

Existem 6 tipos de E. coli que sdo E. Coli enteropatogénica (EPEC), E. Coli
enterohemorragica ou produtora de verotoxinas (EHEC ou VTEC), E. Coli enterotoxigénica
(ETEC), E. Coli enteroagregativa (EAEC), E. Coli enteroinvasiva (EIEC) e E. Coli de difusédo
aderente (DAEC) (VOLKWEIS, 2015). Dentre seus sintomas estdo a febre, vomito, dores
abdominais e até hemorragia (VOLKWEIS, 2015). Sua transmissdo pode ser feita pela agua,
alimentos ou também por contato com pessoas ou animais que ja estdo contaminados
(SILVEIRA 2013).

A analise microbiolégica de ambientes aquaticos € muito importante para manter um
controle de microrganismos, a fim de conscientizar as pessoas sobre 0s riscos desses locais,
evitando as doencas propagadas por eles. Além de conscientizar as pessoas a contribuirem
com esses locais amenizando sua polui¢do, como ndo jogar lixo nesses rios, por exemplo, e
também um controle dos animais que habitam esses locais.

Este trabalho tem como objetivo identificar a ocorréncia de Escherichia coli no Lago
Jaboti em Apucarana-PR.

2 METODOLOGIA

2.1 Local

O Lago Jaboti, local em que o estudo foi realizado, encontra-se em uma area urbana de
Apucarana, que se localiza no centro-norte do estado do Parana. O lago possui uma area de
150 mil metros quadrados, com volume da agua aproximado de 757 mil metros clbicos. E
abastecido pelos rios: Ribeirdo Barra Nova, Corrego Jaboti e Corrego Agua da Lagoa.

Foram feitas coletas em quatro pontos, o primeiro ponto (P1) foi feito no lado norte do
lago, nas coordenadas latitude: 23° - 33’ - 51,3*” S, longitude: 51° - 28’ - 25,1’ w, 0 segundo

ponto (P2) também no lado norte do lago, nas coordenadas, latitude: 23° - 33’ - 53,7 S,
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longitude: 51° - 28” - 13,7 W, terceiro ponto (P3) nas coordenadas, latitude: 23° - 34” - 2,3’
S, longitude: 51° - 28” - 22,0”* W, esta ponto também € um local onde as pessoas tem mais
acesso ao lago, por haver um parque ao lado e pedalinhos, e o quarto ponto (P4) no lado sul
do lago, nas coordenadas, Latitude: 23° - 34’ - 7,8” S, Longitude: 51° - 28’ - 33,8*” W.

Figura 1 — Identificacdo dos pontos de coleta

T T

Fonte: google Earth (2017).

As coletas foram realizadas utilizando frascos de vidro de borosilicato estéreis, onde
foram coletados aproximadamente 200 mL e identificadas corretamente, em seguida as
amostras foram acondicionadas sob refrigeracdo a 4 °C e encaminhadas ao laboratdrio de
microbiologia da Faculdade de Apucarana (FAP).

2.2 Analise microbioldgica

Foi aplicada a técnica de tubos multiplos segundo o livro Manual de Métodos de
Anélise Microbioldgica de Alimentos e Agua, realizando diluicio seriada de 10! até 10,
todas com 5 repeti¢Bes. Apds as diluices, foram inoculados em caldo Laruril Sulfato Triptose
(LST) em concentracdo simples contendo tubos de Duran (Figura 3 A), em seguida incubadas
em estufa a 35+1 °C por 24-48+2h.
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Figura 3 — Meios de Cultura
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Legenda: Figura A, meios Lauril Sulfato Triptose (LST); figura B, da esquerda para direita, meios EC, verde
brilhante e triptona.
Fonte: Autora do trabalho.

As tubos que apresentaram resultados positivos para LST, foram transferidas uma
alcada para os caldos, Verde Brilhante Bile 2% (VB) para contagem de coliformes totais,
estes incubados em estufa a 351 °C por 24-48+2h, outra alcada para o caldo E. coli (EC)
para contagem de coliformes termotolerantes (Figura 3 B), estes incubados a 42+1 °C por 24-
48+2h em banho-maria, outra algada para o caldo Triptona 1% e incubados a 44,51 °C por
24+2h. Apds periodo, realizado a contagem de NMP/mL para os tubos positivos (crescimento
e formacdo de gas).

De cada tubo de EC com producdo de gas em 48+2h, foram estriadas (esgotamento)
uma alcada em placa de Agar Levine Eosina Azul de Metileno (L-EMB) e incubadas as
placas a 35t1 °C por 24-48+2h, observado o desenvolvimento de coldnias tipicas de E. coli
(nucleadas com centro preto, com ou sem brilho metélico).

As placas com coldnias tipicas foram transferidas duas col6nias bem isoladas de cada
placa, para tubos de Agar Padrdo para contagem (PCA\) inclinados e incubados a 35+1 °C por
24+2h. A partir das culturas puras em PCA, foi realizada coloracéo de Gram.

Dos tubos de EC, foram transferidas alcadas para caldo BHI, e levadas a estufa, onde
ficaram por 24h+2h, em seguida foram estriadas em placas de BHI Agar e levado para a
estufa por 24hx2h a 36+1 °C, para o desenvolvimento das col6nias (isolamento).

Das placas de BHI em que deram positivo para E. coli, foi passado uma alcada para
solucéo salina 0,85%, onde obteve uma turbidez igual a de 0,5 da escala de McFarland, que
representa aproximadamente 1,5 x 10® unidades formadoras de colonias (UFC)/mL.

Em seguida foi transferido 1mL dos tubos de salina diluidos paras as placas com agar

meio Mueller Hinton para realizagdo de antibiograma, onde em cada placa foram utilizados os
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antibioticos: Ampicilina (AMP), Gentamicina (GEN), Norfloxacin (NOR) e Tetraciclina

(TET). E foram medidos os halos em volta dos antibidticos com intervalos de 24+2h e 48+2h
na estufa a 36x1 °C.

Dos tubos de salina também foram passados para as placas de lipase, onde foram
inoculadas 3 gotas de cada tubo em uma placa, foi levado a estufa a 36x1 °C, e foram

medidos os halos nos intervalos de 24+2h e 48+2h.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final foram obtidos os seguintes resultados para Coliformes Totais, Coliformes

Termotolerantes e E.coli.

Tabela 1 — Contagem de microrganismos presentes.

Pontos de Coliformes Coliformes E coli
Coleta Totais Termotolerantes
P1 7,4 3,6 3,6
P2 <3 <3 <3
P3 3,6 3,6 3,6
P4 <3 <3 <3

Todos os pontos analisados apresentaram coliformes totais (Tabela 1), alguns pontos
apresentaram um menor NMP/mL. Nos pontos P2 e P4, apresentaram resultado < 3 NMP/mL,
apresentou um numero pequeno, por isso nao foi possivel uma contagem precisa pela técnica
usada, mas ainda ha presenca de coliformes totais. O ponto 2 est4 localizado na entrada de
agua deste lago, e o ponto 4 na saida de agua do lago, entdo possui uma maior movimentacéo
da agua. Os outros pontos apresentaram uma quantidade um pouco maior, no P1 seus
resultados apontaram 7,4 NMP/mL, maior quantidade que os outros pontos, e esta localizado
em uma regido do lago onde a 4gua se encontra com menos correnteza que as outras regides,
ja o P3 resultou em 3,6 NMP/mL, e como o P1 ndo se localiza na entrada ou saida do lago e
também apresentou uma maior quantidade de coliformes.

O numero de coliformes tolerantes nos pontos analisados, nas amostras P1 e P3
apresentaram mesmo resultado de 3,6 NMP/mL, e as amostras P2 e P4 apresentaram resultado
< 3 NMP/mL, um resultado menor, mas ainda sim apresentando estes microrganismos.

Segundo o0 CONAMA (2005), em sua resolucdo 357, o nivel de coliformes termotolerantes
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para 0 uso de recreacdo de contato secundario (atividades em que o contato com a &gua €
esporédico ou acidental e a possibilidade de ingerir &gua € pequena, como a navegagao e
pesca) ndo devera ser excedido um limite de 25 coliformes termotolerantes por 1 mililitro em
80% das amostras coletadas. Sendo assim os resultados estdo dentro dos padrbes conforme a
Resolucédo (2005).

Segundo Thomas (2016), a presenca de coliformes totais esta relacionada com a carga
poluidora em que o manancial recebe durante o seu curso. O lago estudado é abastecido pelo
rio, o Ribeirdo Barra Nova, e Corrego Jaboti e o Corrego Agua da Lagoa, onde também pode
ser um possivel foco da contaminacdo do lago, pelo mesmo estar receptando esses

mananciais.

Figura 4 — Resultados da Placa de Agar Levine Eosina Azul de Metileno

Fonte: Autora do trabalho

Os resultados para placa de Agar Levine Eosina Azul de Metileno das 14 placas
apenas 3 apresentaram resultado positivo para E. coli como podemos ver na Figura 4, os

pontos que se obteve resultado foram as P1, P2 e P4.
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Figura 5 — Colénias da bactéria Gram negativa E. coli.
‘y-
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Fonte: Autora do trabalho

Das placas que cresceram col6nias de E. coli, foram feitas as coloracbes de Gram
parar a observacdo das mesmas. Na figura 5, podemos observar que as colbnias estdo com
uma cor rosada, por ser uma bactéria Gram negativa nao retém o cristal violeta devido a uma
quantidade menor de camada de peptidoglicano.

Foram submetidos ao antibiograma, os isolados de E.coli, onde se obteve os seguintes

resultados segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Tabela 3 — Resultados antibiograma E.coli 24+2h

AMP GEN NOR TET
P11 S S S
P21 S S S S
P41 R S ---
Legenda: S - Sensivel, | - Intermediario, R - Resistente.

Fonte: Autora do trabalho.

Observa-se que nos testes de 24h+2h apenas os isolados apresentaram resisténcias aos
antibioticos AMP e TET, os demais ndo apresentaram resisténcia. Em relagdo a AMP obteve
33,33% de resisténcia e TET 66,66%. No teste de 48+2h ndo houve alteragbes, AMP obteve
33,33% de resisténcia e TET 66,66%. Em P 4.1 ndo foi obtido resultado de NOR. No estudo
de Pastore (2015), onde foi feita uma analise em uma estacdo de tratamento de agua, foi

constatado que a resisténcia a antimicrobiana, era mais frequente em isolados de origem
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humana, comparado ao de origem ambiental.

Tabela 3 — Resultados antibiograma E.coli 48+2h

AMP GEN NOR TET
P11 S S S
P21 S S S S
P41 R S ---
Legenda: S - Sensivel, | - Intermediério, R - Resistente.

Fonte: Autor do trabalho.

Segundo Oliveira (2017), A madltipla resisténcia aos antibioticos € um problema
serissimo para a saude publica, interferindo no tratamento efetivo das infeccdes por estes
agentes. Neste estudo apenas 9,09% dos resultados apresentaram resisténcias, tanto nos
resultados de 24+2h, quanto nos resultados de 48+2h.

O resultado da lipase obteve um resultado negativo, pois ndo apresentaram nenhum
crescimento de halo em volta da colénia. Onde os microrganismos ndo apresentaram
capacidade de produzir enzimas que degradam moléculas de lipidios.

Na pesquisa de Ferrarezi (2014), diz que devido as suas propriedades regiosselectivas
e estereosselectivas por acidos gordos de cadeia longa, a lipase tem sido usada nas industrias
farmacéutica, dos detergentes, dos cosméticos e dos téxteis, assim como também no estudo de

Mercado (2007), fala sobre o uso lipases no tratamento de efluentes.

4 CONCLUSAO

Foi confirmado a presenca de E.coli nos pontos P1, P2 e P4. Onde desses pontos
apresentaram resisténcia somente para 0s antibioticos Ampicilina (AMP) e Tetraciclina
(TET), sendo respectivamente 33,33% e 66,66% de resisténcia. A presenca dessa bactéria se
deve-se a presenca de animais no local e alguns corregos que desaguam neste lago, portanto
como medida deve sensibilizar a populacéo alertando sobre 0s riscos a sade e continuar com
as analises para um maior controle sobre possiveis doencas que possam ser transmitidas para

as pessoas que utilizam deste local para atividades de lazer.
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