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RESUMO. O uso intensivo de antibidticos estd entre as principais causas de resisténcia
bacteriana. O objetivo deste estudo foi investigar se o esgoto do Hospital Universitirio
Regional de Maringd (HUM) apresentava bactérias patogénicas resistentes a antibiéticos. As
amostras foram coletadas em dois pontos, um de todo o hospital e outro do Hemocentro.
Foram semeados 100 pL nas diluicdes 102, 10 ¢ 10 nos meios de culturas Agar Mac
Conkey, Agar Salmonella-Shigella, Agar Manitol Salgado e Agar Sabouraud Dextrose. As
amostras foram submetidas a identificagio bacteriana e ao antibiograma. A identificagio
bacteriana se baseou na bacterioscopia por coloracio de Gram e provas bioquimicas. Os
antibiogramas foram feitos de acordo com a metodologia de difusio de disco em Agar
Miieller-Hinton, e foram utilizados 12 antibidticos nesses testes. Foram isoladas e
identificadas 39 amostras, e dentre estas, 18 espécies apresentaram resisténcia e moderada
resisténcia pelo menos para um dos antibidticos. Bactérias isoladas e identificadas como
K. pneumoniae, E.coli, K. pneumoniae, E. cloacae ¢ C. freundii apresentaram resisténcia para
quase todos os antibiticos testados. Verificou-se que o HUM langa, na rede publica
coletora de esgoto, bactérias com multirresisténcia a determinados antibiéticos. Portanto,
torna-se necessaria a implantagio de sistema eficiente de tratamento de efluentes no HUM.

Palavras-chave: resisténcia bacteriana, efluente hospitalar, antibiéticos.

ABSTRACT. Evaluation of resistance to antibiotics of bacteria isolated from hospital
effluents. The massive use of antibiotics is among the leading causes of bacterial resistance. The
objective of this study is to investigate whether the sewage of the Maringi Regional University
Hospital (HUM) has pathogenic bacteria resistant to antibiotics. The samples were collected at two
sites, one from the entire hospital and the other from the blood bank. 100 mL were inserted in
dilutions of 107, 10® and 10* in cultures Mac Conkey Agar, Salmonella-Shigella Agar, Mannitol
Salt Agar and Sabouraud Dextrose Agar. The samples were subjected to bacterial identification and
antibiogram. The identification was based on bacterioscopy by Gram staining, and biochemical
evidence. The antibiograms were made in accordance with the disk diffusion methodology in
Miieller-Hinton agar, and 12 antibiotics were used in these tests. They were isolated and 39 samples
were identified; of these, 18 species showed resistance and moderate resistance to at least one
antibiotic. Bacteria isolated and identified as K pneumoniae, E. coli, K pneumoniae, E. coacae and
C. freundii showed resistance to almost all tested antibiotics. It was found that the HUM releases
bacteria with multi-resistant to certain antibiotics into the public sewage system. Therefore, it
becomes to deploy an efficient system of treating effluents in the HUM.

Key words: bacterial resistance, hospital eftfluent, antibiotics.

Introdugao

O retlexo do desequilibrio ambiental na sadde da
populagio é cada vez mais explicito, a constatagio de
casos de doengas que foram geradas, direta ou
indiretamente, por lancamentos inadequados de
efluentes é cada vez mais divulgada, sendo, portanto,
um contrassenso as unidades prestadoras de Servigos
de Satde contribuirem de forma significativa para a
degradagio ambiental.

O uso indiscriminado de medicamentos pode
contribuir tanto para a contaminac¢io quimica dos
efluentes hospitalares, quanto para a proliferagio de
bactérias com alta resisténcia, tornando esses
efluentes muito agressivos a0 meio a que sio
expostos. A grande variedade de produtos quimicos
compostos nos medicamentos ¢ o desenvolvimento
de bactérias cada vez mais resistentes aos tratamentos
apontam para um primeiro passo a ser dado em
relagio ao uso de medicamentos.
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Com relagio aos efluentes gerados nessa
atividade, nio hi levantamento adequado sobre sua
destinagio, nem tampouco sobre tratamentos
implementados nas instituigdes de saide. Sabe-se,
no entanto, que, via de regra, esses efluentes sio
langados diretamente na rede publica coletora de
esgoto, sem qualquer tipo de tratamento.

Segundo Kiimmerer (2001), as quantidades de
substincias poluentes emitidas por hospitais sio
frequentemente negligenciadas em relagio aos padrdes
estabelecidos pelas legislagoes. Além disso, os padroes
de firmacos utilizados nos hospitais, em geral, sio
completamente  diferentes daqueles usados em
residéncias. Alguns antibidticos sio usados apenas em
hospitais, outros apenas prescritos para uso doméstico.

Caso nio haja um sistema de tratamento
especifico, os hospitais podem ser grandes fontes de
descarga de elementos patogénicos no ambiente. As
principais fontes de eliminagio de materiais
patogénicos em um hospital sio as descargas
sanitdrias e os residuos das anilises dos laboratérios.

Por causa do wuso, as vezes intensivo, de
antibiéticos no hospital, determinadas colonias
bacterianas podem desenvolver faculdades de
polirresisténcia aos antibidticos. O perigo da
poluigio pode ser acentuado pela presenga desses
germes na rede puablica de esgoto. Entretanto, a
composi¢gio bacteriana do efluente hospitalar ¢
notadamente  diferente daquela do  efluente
doméstico, e seus elementos patogénicos estio em
concentragdes suficientes para causar doencas e
contaminagdes (DREMONT; HADJALLI, 2005).

As drogas usadas nos estabelecimentos de satide sio
variadas e representam quantidades significativas. Pode-
se citar, como exemplo, os analgésicos, os antipiréticos,
os antibidticos, os imunodepressores ¢ anticancerigenos.
No Brasil, nio hi quantificagio do consumo de drogas e,
consequentemente, nio hi ntimeros que indiquem a
quantidade que pode estar sendo langada nas redes
coletoras de esgotos, ou até mesmo diretamente em
corpos receptores, como rios e lagos.

A eliminagio das drogas nos hospitais ocorre de
duas maneiras, a primeira por meio das excregdes e dos
liquidos bioldgicos, a segunda por meio de descartes de
drogas nio consumidas. As drogas que nio foram
usadas ou que estejam fora do prazo de validade, em
determinados casos, sio eliminadas pelos ralos dos
estabelecimentos. Esse é obviamente um exemplo
extremo de negligéncia, mas que, infelizmente, pode
ser encontrado em determinados estabelecimentos de
satde (DREMONT; HADJALLIL 2005).

Os efluentes que contém antibidticos sio
motivos de grande preocupacio em relagio ao
tratamento, pois cada vez mais estio sendo utilizadas
drogas mais potentes, e, consequentemente, mais
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resistentes  estio se tornando as  bactérias,
dificultando assim a degradagio destas por meio de
métodos convencionais.

Apés manipulagio e ingestio, as substincias
antibidticas sio liberadas no efluente por meio das
excretas dos pacientes e, as vezes, as drogas nio
utilizadas sio dispostas ralo abaixo. Essas drogas que sio
liberadas no efluente se nio forem eliminadas durante
o tratamento do esgoto, incorporam-se ao ambiente
aquitico e alcangam, eventualmente, a igua potivel. Se
as concentragdes forem bastante altas, os efluentes dos
hospitais, o esgoto municipal e as estagdes de
tratamento de esgoto podem transformar-se em
reservatorios para a selegio de bactérias resistentes
(KUMMERER; HENNINGER, 2003).

Dentre os patégenos mais importantes em
infec¢oes humanas, estio as bactérias pertencentes a
familia Enterobacteriaccac e os cocos Gram-—
positivos. Os membros da familia Enterobacteriaceae
sao caracterizados por serem bacilos Gram-negativos
e que normalmente se localizam no intestino.
Podem eventualmente causar infecgdes urindrias, na
circulagio sanguinea e no ambiente hospitalar, e
pneumonias associadas ao cuidado médico. Dentro
dessa familia, Escherichia coli é causa frequente de
infec¢oes urindrias, Klebsiella spp. e Enterobacter spp.
sio causas importantes de pneumonias e,
adicionalmente,  Salmonella ~ spp.  produzem
gastroenterites e, subsequentemente, em alguns
pacientes infecgdes invasivas (PATERSON, 2006).

Resisténcia relacionada 3 produgio de Espectro
Extendido de ¢ um problema
particular no tratamento das infecgdes relativas 2
Enterobacteriaceae, mas outros mecanismos de
resisténcia também sio emergentes, levando 2
resisténcia de multidrogas e ameagando criar
espécies multirresistentes (PATERSON, 2006).

Portanto, os objetivos especificos deste trabalho
foram isolar e quantificar os microrganismos
presentes no esgoto proveniente do HUM e do
Hemocentro. E também medir a resisténcia das
bactérias aos antibiéticos utilizados no Hospital.

Betalactémicos

Material e métodos

Coletas das amostras

As coletas foram realizadas no perfodo de agosto
a dezembro de 2006 e¢ de forma a que se obtivesse
material referente a cada dia adtil da semana. As
amostras foram coletadas em dois pontos, um no
qual converge todo o esgoto proveniente do HUM e
em outro, o do Hemocentro, ambos imediatamente
anteriores a0 langamento na rede publica coletora de
esgotos. As coletas foram realizadas das 8 s 12h 30
min., com intervalos de 30 min. Durante as coletas,
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foram medidos o pH e a temperatura, e a partir
dessas amostras as bactérias e as provas de
susceptibilidade foram isoladas e identificadas.

Isolamento e identificagdo de bactérias

Os testes de identificacio e de resisténcia aos
antimicrobianos de bactérias Gram-negativas nio-
fermentadoras foram realizados no Laboratério de
Microbiologia Bisica do Departamento de Anilises
Clinicas da Universidade Estadual de Maringi.
Foram feitas diluigdes seriadas das amostras, em
duplicata, até se alcangar a quarta diluigdo. Em
seguida, foram semeados 100 uL das dilui¢des 107,
107 ¢ 10™* nos meios de culturas, Agar Mac Conkey,
Agar Salmonella-Shigella, Agar Manitol Salgado e
Agar Sabouraud Dextrose. As amostras foram
incubadas a 37°C por 24h. Apés incubagio, foram
realizadas leituras para quantificagio das coldnias. A
identificacio bacteriana baseou-se na bacterioscopia
por coloragio de Gram e por provas bioquimicas
com o auxilio do ‘kit’ de identificacio Enterobkit B
da Probac, contendo os seguintes testes: hidrélise da
ureia, produgio de gis e H,S, desaminagio de
triptofano, motilidade, descarboxilizacio da lisina,
indol e citrato.

Provas de susceptibilidade

As provas de susceptibilidade a antibidticos tém,
por principio, a medida da resisténcia das bactérias
aos antibidticos, previamente selecionados, de
acordo com a utilizacio no estabelecimento. Essas
provas foram realizadas de acordo com o
procedimento de difusio em placa descrito por
Bauer et al. (1966).

A partir de cultivos frescos, prepara-se uma
suspensio em solugio salina estéril 0,85%, ajustada a
0,5 da escala de McFarland. Num tempo menor que
15 min., distribui-se a suspensio uniformemente em
Agar  Muller Hinton, colocam-se discos de
antibidticos com concentragdes conhecidas e
incubam-se as placas a 35°C por 18 a 20h.

Os discos de antimicrobianos utilizados foram os
seguintes: aztreonam,  cefepime,
cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacina,

amicacina,

gentamicina, meropenem, piperacilina, sulfazotrim e
trimetoprim.

Resultados e discussao

As drogas utilizadas do HUM foram
quantificadas nos anos de 2004, 2005, 2006 ¢ 2007, a
partir dos relatérios apresentados pelo Setor de
Farmicia do Hospital. A apresentagio dos
recipientes que contém as drogas é de volumes e
formas diversas, tais como ampolas, flaconetes e

3

frascos. Somando-se todos os volumes desses
firmacos, registraram-se os consumos médios anuais
de 2004, 2005, 2006 e 2007, como demonstrados na
Tabela 1.

Tabela 1. Consumo anual de drogas no Hospital Universitirio
Regional de Maringg, Estado do Parani.

Droga
© Psicofirmacos Corticoesteroides Antimicrobianos Hormonios Digitilicos
2004  418L 7,6L 1353 L 57L 24L
2005  588L 79L 1757L 54L 29L
2006 623 L 69L 1847 L 63L 09L
2007 706 L 7,6 L 1888 L 59L 151

Pode-se verificar na Tabela 1 que a maior
quantidade de droga consumida no HUM refere-se
a0s agentes antimicrobianos, com 74,4; 75,7; 72,4 e
74,3%, respectivamente, para os anos de 2004, 2005,
2006 e 2007. Outra classe de medicamento que se
destaca em fungio do consumo, sio 0s
psicofirmacos, com 24,9% em 2004, 23,4% em 2005,
271% em 2006 ¢ 25,1% em 2007. Os demais
medicamentos apresentaram porcentagens
proporcionais de consumo menores que 1%.

As proporgdes de drogas manipuladas no
Hospital ~ permaneceram préximas,
comparando-se 0 consumo entre 0s quatro anos.
De acordo com a Figura 1, destaca-se que, os
volumes de antimicrobianos tiveram aumento nos

muito

trés primeiros anos, e uma pequena queda no
dltimo ano analisado, podendo ser reflexo do
programa de wuso racional de antibidticos
implantado no HUM em novembro de 2005,
tendéncia essa que ird se confirmar a partir dos
resultados dos préximos anos.

2000 - 1888
. 1757 1846
o
=4
ks
5 1500 - 1353
8
£
£ 1000 -
[}
©
8 500
£
=}
S
=
0 : : :
2004 2005 2006 2007
Ano
Figura 1. Consumo de antimicrobianos no Hospital

Universitirio Regional de Maringi, Estado do Parani, entre 2004
e 2007.

Os produtos solaveis representam perigo de
polui¢io para a dgua, uma vez que podem modificar
as suas caracteristicas fisico-quimicas e prejudicar a
operagio correta das estacdes de tratamento,
destruindo sua massa microbiana CLIN (1999). Nio
hd indicativos do risco téxico real decorrente das
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rejeicdes de medicamentos, uma vez que poucos
estudos sobre as transformagdes das drogas apds sua
eliminacio no ambiente foram feitos até o presente
momento, sem resultados conclusivos.

Das cinco coletas realizadas no ano de 2006,
foram isoladas 84 colodnias, sendo que 23 nio eram
bactérias Gram-negativas, 22 nio cresceram,
portanto, foram identificadas 39 col6nias nas
amostras coletadas e que estio apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2. Colonias de bactérias identificadas, presentes nas
amostragens de efluentes do Hospital Universitirio Regional de
Maringi e Hemocentro.

Local de coleta

Daa HUM Hemocentro
25/9/2006 Yersinia enterocolitica Kiebsiella pneumoniae (2)
Serratia sp. Serratia liquefaciens
Kiebsiella pneumoniae Escherichia coli
Hafnia alvei
10/10/2006 Escherichia coli Serratia marcescens
Serratia liquefaciens
Klebsiella pneumoniae (3)
Hafnia alvei
25/10/2006 Hafnia alvei Enterbacter agglomerans (2)
Serratia liquefaciens Klebsiella pneumoniae
Yersinia enterocolitica Klebsiella oxytoca
Providencia stuartii
9/11/2006 Escherichia coli Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae Enterobacter cloacae
Citrobacter freudi Yersinia enterocolitica
24/11/2006 Klebsiella pneumoniae Serratia sp. (2)

Serratia marcescens
Shigella sp.
Serratia rudidae

Enterbacter aerogenes
Serratia marcescens
Citrobacter freundii

A presenca das espécies, isoladas e quantificadas
nas amostras de urina, confirma o aparecimento
dessas espécies nos efluentes coletados no HUM.

A indicagio da
multirresistentes no efluente do HUM pode ser

existéncia de  bactérias
observada por meio dos resultados apresentados na
Tabela 3.

Pode-se observar que, dentre as 39 espécies
identificadas, nove apresentaram resisténcia a pelo
menos um antibitico, trés desses microrganismos
resistiram a mais de dez antibibticos, 12 espécies
apresentaram moderada resisténcia a pelo menos um
dos antibidticos e as demais apresentaram
sensibilidade aos antibidticos.

A maior parte das bactérias que apresentaram
resisténcia aos antibidticos era proveniente das
amostras coletadas do HUM, apenas duas, das dez
amostras, eram do Hemocentro.

Nos dados levantados por Teixeira Filho
(2005), dentre as bactérias presentes nas amostras
dos pacientes, as K. pneumoneae apresentaram
antibidticos

resisténcia  para a maioria dos

analisados.

Abreu et al.

Tabela 3. Resisténcia das bactérias identificadas no HUM e
Hemocentro em 2007.

b Lol Meio Diliigio Colonia  Espécic identificada R30S
ata S MR
2592006 HUM MCK 102A Branca  Yessiniaenterocolitica 10 1 0
2592006 HUM SS  102A Vermelha Seratia sp. 10 0

25092006 HUM SAB 10-2A  Amarcla  Klebsiella pneumoniae 12 0 0
25/9/2006 Hemoc MCK 10-2A  Branca Hafnia alvei 120 0
2592006  Hemoc MCK 10-2A  Vermelha  Klebsiella pneumoniae 12 0
2592006 Hemoc SS  10-2A Vermelha  Seratia liquefaciens 12 0
25092006 Hemoc SAB 10-2A  Amarela Escherichia coli 11 2
2592006 Hemoc SAB 10-2A  Branca  Klebsiella preumoniae 12 0
107102006  HUM MCK 10-2B  Branca 8
107102006  HUM MCK 10-2A  Rosa Escherichia coli 0 12
10/102006 HUM MCK 10-2A Vermelha  Serratia liquefaciens 10
10/102006 HUM SAB  10-2A  Amarcla  Klebsiella preumoniae 12
17102006 HUM SS 10-2A  Branca Hafnia alvei 10
10/102006 HUM SS  10-2A Vermelha Klebsiella pneumoniae - 10
10/102006 Hemoc MCK 10-2B  Branca
25102006 HUM MCK 10-2B  Branca
25102006  HUM MCK 10-3B  Rosa
25/102006  HUM MCK 10-3A  Vermelha
25102006 HUM SS  10-2A  Branca
25/102006 Hemoc MCK 10-2B  Branca Providencia stuattii 12
25/102006 Hemoc MCK 10-2A Rosa  Klebsiella preumoniae 12
25/1022006 Hemoc MCK 10-4 B Vermelha Enterobacter agglomerans 12
25/102006 Hemoc SS  10-2B Rosa Kiebsiella oxytoca 12
25/102006 Hemoc SS  10-2B  Vermelha Enterobacter agglomerans 10
9112006 HUM SAB 102A  Amarcla Citrobacter freudii 12
9112006 HUM SAB 10-3B  Branca Escherichia coli 12
9112006 HUM SS  102B  Rosa  Klebsiella pneumoniae 6
9112006 Hemoc MCK 10-4A  Rosa Enterobacter doacae 5
9112006 Hemoc SS  10-2B  Branca  Yersinia enterocoliia 12
9112006 Hemoc SS 102B  Rosa  Klebsiella preumoniae 12
24/11/20060  HUM MCK 10-2B  Branca Serratia marcens 11
24/112006 HUM SAB  10-2B  Amarcla  Klebsiella preumoniae 12
24112006 HUM SS  10-2A  Rosa Citrobacter freudii 2
24/1120060 HUM SS  102A  Vermelha  Enterobacter aerogenes 12

(=]

Klebsiella preumoniae 1

Serratia marcesens 10
Hafnia alvei 12
Klebsiella preumoniae 1
Serratia liguefaciens 12
Yersinia enterocolitica 11

S ON = DO U O P, ODONWLWIODIONOODDODODDDDO—=,ONNNOODDOOWLWOOO
(=]

24/112006  Hemoc MCK 10-2B  Branca Serratia sp. 12 0
24/11/2006 Hemoc SAB 10-3A  Amarela Serratia marcens 1 0
24/11/2006 Hemoc SAB 10-4A  Branca Shigella sp. 10 0
24/11/2006 Hemoc SS  10-2B  Rosa Serratia rubidae 12 0
24/11/2006 Hemoc SS  10-3B_ Vermelha Serratia sp. 12 0

S - Sensivel; M - Moderadamente sensivel; R - Resistente.

A Figura 2 apresenta a distribui¢io das bactérias
identificadas nas amostras compostas, coletadas no
ano de 2007 no HUM e no Hemocentro.

30
25
20 4
154
10 4
5,

SENE

Yersinia enterocolitica
Serratia sp.

Klebsiella pneumoniae
Hafnia alvei

Serratia marcescens
Serratia liquefaciens
Escherichia coli
Yersinia enterocolitica
Providencia stuattii
Enterobacter agglomerans
Klebsiella oxytoca
Citrobacter freudii
Enterobacter cloaeae
Citrobacter freudii
Enterobacter aerogenes
Shigella sp.

Serratia rubidae

Distribui¢ao das bactérias

Figura 2. Distribui¢io das bactérias isoladas das coletas de
amostras compostas, no ano de 2007 do HUM e Hemocentro.
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As bactérias Klebsiella pneumoniae apresentaram-se
com percentual de 28%,
enquanto as bactérias Serratia sp., Serratia liquefaciens,
Serratia marcescens, Hafnia alvei e Escherichia coli

em maior nuamero,

apresentaram-se em valores percentuais de 8% cada
espécie e, em seguida, bactérias da espécie Yersinia
enterocolitica com 5% e as demais com 3% de
identificagio nas amostras.

Na Tabela 4, estio relacionados os antibidticos
utilizados nas provas de susceptibilidade e a relacio
de sensibilidade apresentada pelos microrganismos.

Tabela 4. Susceptibilidade das bactérias aos antibidticos.

Amostras

Antibiéticos Sensivel Moderadamente sensivel ~ Resistente

n’ % n’ % n’° %
Meropenem 10 pg 38 974 0 0,0 1 26
Trimetoprim 5 g 33 84,6 0 0,0 6 154
Sulfazotrim 25 pg 33 84,6 0 0,0 6 154
Ceftriaxona 30 pg 34 872 0 0,0 5 128
Ceftazidima 30 pg 34 87,2 0 0,0 5 128
Ciprofloxacin 5 ug 32 82,1 3 7,7 4 103
Gentamicina 28 71,8 5 12,8 6 154
Cefepime 30 pg 34 87,2 2 5,1 377
Cefotaxima 30 pg 33 84,6 3 7,7 377
Aztreonam 30 pg 33 84,6 1 2,6 5 128
Amicacina 30 ug 28 71,8 6 15,4 5 128
Piperacilina 100 pg 34 87,2 3 7,7 2 51

Verifica-se que a maior parte das bactérias
apresentou sensibilidade aos antibidticos e destaca-se
que todos os antibidticos tiveram pelo menos uma
bactéria resistente ao efeito microbiano.

A maior parte dos antibidticos testados foi ativo
contra 86% das amostras, destacando-se apenas o
Meropenem que teve agio em 97,4% nas bactérias
analisadas, ou seja, apenas uma amostra de bactéria
foi resistente a esse antibidtico.

Conclusao

O presente trabalho permitiu observar que uma
quantidade expressiva de
consumida no Hospital Regional Universitirio de
Maringi, até o ano de 2006, medicamentos esses que
sio lancados, direta ou indiretamente, na rede
coletora de esgoto da cidade de Maringi.

As anilises de identificagio bacteriana levaram a
observar que a Klebsiella pneumoniae foi a espécie de
bactéria presente em maior porcentagem nas
amostras de efluente coletadas no HUM.

Foi possivel observar ainda que as bactérias
isoladas dos efluentes gerados no HUM e no
Hemocentro em 2007 apresentaram susceptibilidade
maior aos antimicrobianos: Meropenem com 97,4%
de sensibilidade, seguido dos  Ceftriaxona,
Ceftazidima, Cefepime e Piperacilina com 87,2% de
sensibilidade, e, ainda, que apresentaram menor

antimicrobianos era

5

susceptibilidade aos antimicrobianos: Gentamicina e
Amicacina, com 71,8% de sensibilidade.

Esses resultados indicam que o HUM langa, na
rede publica coletora de esgoto, bactérias com
potencial patogénico, portadoras de multirresisténcia
para determinados antibidticos. Portanto, torna-se
necessdria a implantagio de um sistema eficiente de
tratamento de seus efluentes.
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