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ABSTRACT| Introduction: Closely

linked to a number of - nosoconzial infections,
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
causes a range of diseases of high mortality rates.
P. aeruginosa zs a very ubiquitons microorganisim,
Sfound even in disinfectants dunped into hospital
sewers. Overhelmed sewers release sewage into
rivers and streans and may contaminate drinking
water. The Jucu River acconnts for 70 % of water
supply of water supply of the Greater | itoria

and 42 %o of the total population of the state of
Espirito Santo. Objective: This study ained to
evalnare the susceptibility profile of samples collected
from hospital sewage and surface water, by isolating
P. aeruginosa. Methods: Two sanmples were
collected at five sampling points: 1 — upstrean from
hospital effluent discharge, 2 - water tank from the
hospital , 3 - hospital effluents , 4 - treated hospital
efftuents , 5 - downstreanm from the hospital effiuent
discharge , totaling ten samples. Physicochemical
parameters (dissolved oxygen, hydrogen potential
and turbidity) were analyzed. Automated tests were
undertaken for identification and antimicrobial
susceptibility, and phenotypic detection of metallo-f-
lactamase (MBLs). Results: Collection points 3
and 4 presented higher turbidity and lower levels of
dissolved oxygen, suggesting the presence of debris
in suspension and intense process of decomposition
of organic matter. Multidrug-resistant strains

were found in the points 3 and 4 of the second
collection. Points 1, 3 and 4 were MBL positive.
Conclusion: These findings further strengthens
the hypothesis that environments nunder strong
Selective pressure promote the emergence of
resistance genes.

Keywords | Surface Waters. Pseundomonas
aeruginosa. Drug Resistance, Multiple.

| Perfil de resisténcia de Pseudomonas
aeruginosa provenientes de dgua
superficial e efluente hospitalar: teste
de sensibilidade a antimicrobianos e
detecciio de metalo-B-luctamase

RESUMO | Introdugio: Posicionando-se entre as principais bactérias causadoras
de infec¢bes hospitalates, a Pseudononas aernginosa (P. aernginosa) ¢ um patdgeno oportu-
nista, podendo estar presente em solucoes desinfetantes que, de forma inevitavel, sao
langadas no esgoto hospitalar e, se ndo eliminadas durante o tratamento do esgoto, se
incorporam ao ambiente aquatico e alcangam, a agua potavel. O Rio Jucu ¢ o principal
manancial de abastecimento de agua da Grande Vitéria por representar 70% do aten-
dimento dessa regido que concentra 42% da populagio total do estado do Espirito
Santo. Objetivo: O presente estudo buscou avaliar o perfil de susceptibilidade entre
amostras de efluente hospitalar e agua superficial através do isolamento de P. aerugino-
sa. Métodos: Foram realizadas duas coletas em cinco pontos de amostragem: 1 - na
montante do descarte do efluente hospitalar; 2 - na caixa d’agua do hospital; 3 - no
efluente hospitalat; 4 - no efluente hospitalar tratado; 5 - na jusante do descarte do
efluente hospitalar. Foram analisados parametros fisico-quimicos (oxigénio dissolvido,
potencial hidrogenionico e turbidez). Realizaram-se testes automatizados de identifi-
cacao e susceptibilidade a antimicrobianos e deteccao fenotipica de metalo-3-lacta-
mase (MBLs). Resultados: Os valores dos parametros fisico-quimicos mostraram
que os pontos de coleta 3 e 4 apresentaram maior turbidez e menores teores de OD,
sugerindo a presenca de detritos em suspensio e intenso processo de decomposicao
da matéria organica. Cepas multirresistentes foram encontradas nos pontos 3 e 4 da
segunda coleta. As analises de MBLs mostraram positividade para os pontos 1, 3 e 4.
Conclusdo: Ambientes submetidos a forte pressdo seletiva induzem o aparecimento
de genes de resisténcia, os quais poderdo ser transferidos para outras bactérias de
mesma espécie, indicando que essas, se lancadas em ambientes aquaticos, se tornam
um problema de saude publica.

Palavras-chave | Aguas de superficie; Pseudomonas aeruginosa; Resisténcia a Multiplos
Medicamentos.
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INTRODUGAO |

Psendomonas  aeruginosa (P.  aernginosa) é frequentemente
associada a infecgdes hospitalares e acomete principalmente
pacientes imunossuprimidos. Esta espécie bacteriana tem
sido considerada um patégeno humano oportunista’,
que pode causar infecgdes nosocomiais graves e letais®.
E um bacilo Gram-negativo e apresenta em seu espago
periplasmico enzimas denominadas §-lactamases, que
degradam as penicilinas e outras drogas B-lactamicas’.

Essa espécie bacteriana se posiciona entre as principais
bactérias causadoras de infeccoes hospitalares®. Observacdes de
isolamentos de P. aeruginosa que apresentam um amplo espectro
de resisténcia tém sido frequentes. Exibem principalmente baixa
sensibilidade a diferentes classes de agentes antimicrobianos,
inclusive cefalospotinas de terceira e quarta geragoes e
catbapenémicos (como imipeném e meropeném)™®,

Dentre os principais microrganismos — recuperados
de efluentes hospitalares, a P. aeruginosa é responsavel
por infecgbes em diversos sitios do corpo humano,
particularmente em pacientes imunocomprometidos. Esta
amplamente distribuida no ambiente e tem sido capaz de
persistir por longos periodos em ambientes adversos por

desenvolver resisténcia a agentes antimicrobianos®.

A resisténcia cruzada a antimicrobianos é uma das
caracteristicas marcantes e¢ preocupantes dessa espécie.
Trata-se da presenca de multiplos mecanismos de resisténcia
presentes num uGnico hospedeito que tesiste a diversos
firmacos’. Alguns exemplos desses mecanismos tém
sido identificados em P. aeruginosa, como a hiperexpressao
de bombas de efluxo, a perda ou expressio reduzida
de proteinas de membrana externa'’, a resisténcia aos
B-lactamicos — decorrente da producio de 3-lactamases, que
sdo enzimas que catalisam a hidrélise do anel B-lactdmico,
atividade
Qualquer antimicrobiano do grupo dos B-lactamicos pode

impossibilitando, assim, a antimicrobiana.
inativad imas'’. E rel d

ser inativado por essas enzimas''. E relevante destacar que

quando esses mecanismos de resisténcia sao detectados

num isolamento de P aeruginosa, o tratamento torna-se

muito limitado, com poucas op¢des terapéuticas efetivas'?.

Estudos tém demonstrado que efluentes hospitalares
apresentam nfveis mais elevados de bactérias resistentes
aos antimicrobianos do que efluentes detrivados de outras
fontes. A concentracdo de antimicrobianos na agua que
recebe o esgoto hospitalar também ¢é superior, e, por

essa razdo, cria um ambiente com forte pressio seletiva.

Além disso, as precarias condi¢cGes de saneamento basico
¢ a falta de tratamento dos efluentes hospitalares podem
estabelecer rotas de disseminagao das principais espécies de
bactérias que vém desenvolvendo alto grau de resisténcia a

antimicrobianos, como é o caso da P. aerugiosa™"".

Um importante aspecto relacionado aos principais tios brasileiros
— principais fontes de dgua para abastecimento — ¢ a carga de
poluentes recebida de seus afluentes, principalmente os que
atravessam  petimetros utbanos. O Rio Jucu, que em sua
totalidade pertence ao estado do Espitito Santo, ¢ responsavel
pelo abastecimento hidrico da regiao da Grande Vitoria, que
abriga quase 50% da populacio do estado do Espitito Santo.
Por essas razdes, as infecgdes causadas por cepas de P. aernginosa
multirresistentes estabelecem um substancial desafio para a
terapia antimicrobiana e trazem ao cenatio atual a necessidade de
identificar essas bactérias no efluente hospitalar e avaliar — por
meio de amostras de agua superficial —a contribuicao delas para a
disseminagio da resisténcia’.  Este estudo propde-se — por meio
do teste de sensibilidade aos antimicrobianos e da detecgio de
metalo-B-lactamase (MBL) — a avaliar o perfil de resisténcia de P
aernginosa provenientes de agua supetficial e de efluente hospitalar.

METODOS |

Foi realizada pesquisa de campo com coletas em cinco
pontos de amostragem nos meses de maio e junho do ano

de 2013, totalizando as dez amostras desctritas a seguir:

Ponto 1 — Montante do descarte do efluente hospitalar,
localizado no Rio Jucu, bairro Cagaroca, no municipio de
Cariacica, ES. Nesse local ocorre a captagao de agua do Rio
Jucu para a ETA de Cagaroca (Figura 1).

Figura 1 - Rio Jucu: Local de coleta (seta verde); Curso do rio (seta
amarela); ETA de Cagaroca (seta vermelha)

y . | 4 r

Fonte: Google Maps, 2013.
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Ponto 2 — Caixa d’agua do hospital localizado em Vitéria,
Espitito Santo, e abastecido pela ETA de Cagaroca (Figura 2).

Figura 2 - Coleta em caixa d’agna do hospital

Ponto 3 — Efluente hospitalar, onde todo esgoto do hospital
¢ lancado (Figura 3).

Figura 3 - Coleta em efluente hospitalar

Ponto 4 — Efluente hospitalar tratado. O hospital estudado
realiza tratamento anaerobio do efluente antes de lanca-lo na
rede de esgoto atendida pela Estagido de Tratamento de Esgoto
(ETE) de Mulemba, localizada em Vitéria, ES (Figura 4).

Ponto 5 — Jusante do descarte de efluente hospitalar,
localizada no Canal da Passagem, onde ¢ langado o esgoto
tratado pela ETE de Mulemba (Figura 5).

Coleta

Foram utilizadas as orientacbes do Manual técnico para

coleta de amostra de 4gua'.

Figura 4 - Coleta em eftuente hospitalar tratado

Figura 5 - Canal da Passagem ¢ local de coleta (seta verde); Curso do
Canal (seta amarela); ETE de Mulemba (seta vermelha)

Fonte: Google Maps, 2013.

Analise das amostras

As amostras foram transportadas ao ILaboratério de
Saneamento Ambiental da Universidade Federal do
Espirito Santo (LABSAM/UFES), anexo ao Programa de
Pés-Graduagiao em Engenharia Ambiental, para filtragem

e analise fisico-quimica.

Aliquotas de 100 ml foram filtradas em membranas de
ésteres mistos de 0,45 pm de porosidade em circuito de
filtracdo. Apds as filtracdes, a membrana foi depositada
na superficie do meio de cultura com agar cetrimide. As
andlises fisico-quimicas realizadas foram: turbidez, pH

(potencial hidrogenionico) e oxigénio dissolvido.
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Isolamento bacteriano

Para o isolamento bacteriano foi utilizado agar cetrimide — que
consiste em um meio de isolamento seletivo para a identificagiao
de P aeruginosa e verificagao da produgdo de piocianina —
distribuido em placas de Petri de 10 cm de didgmetro, incubado
a 35 1 2 °C durante 24 horas apds o indculo.

Identificagdo fenotipica e teste de susceptibilidade e a
antimicrobianos (TSA)

Apbs o crescimento das colonias suspeitas de P. aeruginosa
em 4gar cetrimide, foi realizado o teste fenotipico
confirmatério em uma placa de cada amostra de coleta.
Para isso, foi utilizado o equipamento MicroScan Walk-
Away® 96SI do setor de microbiologia do Laboratério

Tommasi de Analises Clinicas.

Além disso, por meio do mesmo aparelho, realizou-se o
teste de susceptibilidade aos seguintes antimicrobianos:
Amicacina 30 pg, Aztreonam 30 pg, Cefepime 30 pg,
Cefotaxima 30 pg, Ceftazidima 30 pg, Ceftriaxona 30 pg,
Ciprofloxacina 5 pg, Gentamicina 10 pg, Imipenem 10
ng, Levofloxacina 5 ng, Meropenem 10 pg, Piperaciclina/
Tazobactam 110 pg, Ticarcilina/K Clavulanato 85 ug e
Tobramicina 10 pg. Para o controle de qualidade do teste de
susceptibilidade foi utilizada a cepa Pseudomonas aeruginosa
ATCC (American Type Culture Collection) 27853.

Os isolados que apresentaram resisténcia a quatro

ou mais classes diferentes de antimicrobianos foram

considerados multirresistentes®.

Detecgio fenotipica de metalo-B-lactamase (MBL)

As amostras de P. aeruginosa multirresistentes foram submetidas
a avaliagdo da produciao de metalo-B-lactamase através da

técnica de sinetgismo com duplo disco'®. A solugio de EDTA
foi o inibidor utilizado. Ja os discos de Imipeném (10 pg) e
Ceftazidima (30 pg) foram usados como indicadores. As
amostras eram cultivadas em 4gar cetrimide, por 24 horas, a
35 £ 2 °C. Em seguida, passaram a set suspensas em solugiao
salina 0,9% estéril até atingirem a turvagio equivalente a 0,5 da
escala de McFatland; depois eram semeadas em placas de Petri
contendo 4gar Mueller Hinton — meio de cultura utilizado
para realizagio de teste de avaliagio da susceptibilidade aos
antimicrobianos — para obterem um crescimento confluente.
Os discos de antimicrobianos foram acrescentados nas
placas a uma distancia de 10 mm de um disco de papel-
filtro estetilizados e embebidos com EDTA (100 mm).
Apds a incubacio a 35 £ 2 °C, por 24 horas, as amostras
que apresentaram distor¢io e ampliacdo do halo de inibi¢ao
de crescimento da bactéria na regido do 4agar onde houve a
difusao do agente quelante foram consideradas positivas. As
amostras negativas nao exibiam alteracio no halo de inibicao
de crescimento. A cepa controle utilizada foi a P. aeruginosa
ATCC 27853 (para controle negativo).

Analise estatistica

Foram utilizadas frequéncia, média e desvio padrio,
respectivamente, para a andlise das varidveis categoricas e
das variaveis continuas presentes nos valores das analises

fisico-quimicas.

RESULTADOS|

Para o resultado das anlises fisico-quimicas, calculou-se
a média e o desvio padrao dos valores das duas coletas,

conforme a Tabela 1.

Em ambos os dias de coleta, houve presenca de P. aeruginosa
em quatro dos cinco pontos de coleta: no montante do
descarte do efluente hospitalar (1), no efluente hospitalar

Tabela 1 - Resultados das andlises fisico-quimicas (média desvio padrao). Vitéria-ES, 2014

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
oD 6,9 5,7 43 0 2,9
pH 6,59 6,03 6,87 6,57 7,38
Turb. 33,35 1,11 91,3 118,5 7,12

Ponto 1: Montante do descarte; Ponto 2: Caixa d’agua; Ponto 3: Efluente hospitalar; Ponto 4: Efluente hospitalar tratado; Ponto 5:

Jusante do descarte. OD: oxigénio dissolvido (mg/l); pH: potencial hidrogenidnico; Turb: turbidez (UNT).
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(3), no efluente hospitalar tratado (4) e na jusante do
descarte do efluente hospitalar (5).

Por apresentar resisténcia a quatro ou mais classes de
antimicrobianos, as cepas de P. aeruginosa isoladas dos
pontos 3 e¢ 4 da segunda coleta foram consideradas
multirresistentes (Tabela 2). As demais cepas de P. aeruginosa
dos outros pontos de coleta nio apresentaram resisténcia

multipla as classes de antimicrobianos testadas.

O perfil de resistencia de cada ponto de coleta esta
representado a seguir, no Grafico 1, o qual indica a elevacio

desse perfil nos pontos 3 e 4 da segunda coleta.

Figura 1 - Grifico demonstrando o perfil de resisténcia aos
antipicrobianos em cada ponto de coleta, 1Vitoria-ES, 2014
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Por apresentarem distor¢io e ampliagio no halo de
inibicdo de crescimento da bactéria durante o teste de
disco de aproximagao, as cepas isoladas dos pontos 1 da
primeira coleta e dos pontos 3 e 4 da segunda coleta foram

consideradas positivas.

DISCUSSAO |
Analise fisico-quimica

Os valotes obtidos pelas analises fisico-quimicas (pH,
turbidez ¢ OD) permitiram identificar as condi¢Ges
propicias e adversas para o crescimento e desenvolvimento

de P. aeruginosa nos pontos de coleta.

O pH ¢ uma grandeza que indica a intensidade de acidez!”
(pH < 7,0), neutralidade (pH = 7,0) e alcalinidade (pH >
7,0). Verificou-se que os valores da Tabela 1 encontram-
se em torno do neutro. No entanto, foram observadas
diferencas entre os desvios padroes dos pontos de coleta.
Vale ressaltar que os cinco pontos estao proximos do limite
de valores estipulados pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA)', o qual fixa os valores entre 6 ¢ 9
para todas as classes de agua doce. No entanto, o ponto 2

obteve um pH mais acido devido a reatividade da agua com

Tabela 2 - Resultado do Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (ISA) e cada ponto de coleta. Vitiria-ES, 2014

12 Coleta 2° Coleta

Antimicrobianos Ctrl* Ponto1 Ponto3 Ponto4 Ponto5 Ponto1 Ponto3 Ponto4 Ponto5
Amicacina

Aztreonam S S S R S S R R R
Cefepime S S S R S S R R S
Cefotaxima R R R R R R R R R
Ceftazidima S S S R S S R R R
Ceftriaxona R R R R R R R R R
Ciprofloxacina S S S S S S R R S
Gentamicina S S S S S S R R S
Imipenem S S S S S S R R S
Levofloxacina S S S S S S R R S
Meropenem S S S S S S R R S
Piperaciclina/Tazobactam S S S R S S R R R
Ticarcilina/K Clavulanato S S S R S S R R R
Tobramicina S S S S S S R R S

Ponto 1: Montante do descarte; Ponto 3: Efluente hospitalar; Ponto 4: Efluente hospitalar tratado; Ponto 5: Jusante do descarte.

R (resistente); S (sensivel). *Controle.
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o cloro proveniente do tratamento realizado pela ETE. Isso
retarda o aumento do pH" e contribui para a inativagio
de organismos patogénicos, justificando a auséncia de

crescimento bacteriano.

A turbidez consiste na medida indireta de quantidade de
solidos em suspensdo para obter a dispersio da luz na
dgua. O limite maximo de turbidez ¢ de 100 Unidades
Nefelométricas de Turbidez (UNT)'®. Ao observar a Tabela
1, nota-se que os 3° e 4° pontos de coleta apresentaram
maior turbidez e menores teores de OD, sugerindo a
presenca de detritos em suspensdo e um intenso processo

de decomposicio da matéria organica.

Usualmente, efluentes sanitarios nao apresentam oxigénio

dissolvido®

. Porém, como os reatores para tratamento
anaerébio estdo localizados nas proximidades do efluente
hospitalar (ponto 3), é provavel que nio tenha havido
tempo habil para os microrganismos utilizarem o oxigénio
para a degradacio do material organico, o que explica os

valores de OD no ponto 3.

O crescimento bacteriano encontrado no ponto 4, mesmo
sem a presenca de OD, pode ser explicado pelo fluxo
continuo de recebimento de efluente nesse ponto, fazendo
com que a bactéria nio permane¢a em ambiente anaerébio

durante longo perfodo de tempo.

Teste de susceptibilidade a antimicrobianos e
detecgido de MBLs

Observou-se a presenca de resisténcia em todos os pontos
de coleta aos antimicrobianos Cefotaxima e Ceftriaxona.
Mas esse fato ja era esperado, visto que a P. aeruginosa tem
apresentado perfil de resisténcia a esses antibiéticos por causa,
provavelmente, de mecanismos intrinsecos, como a destruicio
enzimatica do anel B-lactimico por enzimas {-lactamases —
principal mecanismo de resisténcia as cefalosporinas™.

Os isolados do ponto 1 apresentaram o mesmo perfil de
susceptibilidade nas duas coletas. Entretanto, nos testes
de identificagdo fenotipica de MBLs, apenas o isolado
do ponto 1 da primeira coleta se mostrou positivo,
demonstrando mecanismo de resisténcia adquirida. Esse
fato pode ser explicado pela presenca de industrias e esgoto
doméstico, por exemplo, que possibilitam a proliferacio de

bactérias e suas enzimas.

Nas amostras de ambiente hospitalar, foram observados, na
primeira coleta, isolados resistentes a cefens de 3* geragio
no ponto 3 e a cefens de 3% e 4* geracdes, monobactamicos
e B-lactamicos + inibidores de B-lactamases no ponto 4.
Contudo, na segunda coleta, em ambos os pontos, verificou-
se a presenca de resisténcia a todos os antimicrobianos
testados e positividade para o teste fenotipico de MBLs.

Esse perfil de resisténcia pode ser justificado pela elevada
quantidade de antimicrobianos utilizados e descartados
no ambiente hospitalar e pela rotatividade de cepas nesse
ambiente. Isso permite crer que a origem dos isolados
resistentes e multirresistentes em esgoto hospitalar seja o
proprio hospital.

A presenca de isolados multirresistentes no ponto 4 da
segunda coleta sugere seletividade, visto que esse ponto

recebeu tratamento anaerébio no hospital em estudo.

Com os resultados obtidos através do TSA, verificou-se
diferengas entre o perfil de resisténcia das duas coletas do
ponto 5, que indica a presenga de cepas com caracteristicas
distintas. Ndo ¢ possivel afirmar que tais cepas sao advindas
de ambiente hospitalar, visto que a contaminacao por cepas
nao ¢ proveniente apenas da ETE. O lugar recebe esgoto
doméstico e influéncia ambiental também. Por isso, é
possivel perceber que os isolados encontrados na segunda
coleta se mostraram resistentes a uma quantidade maior de

antimicrobianos quando comparados com a primeira.

Esse dado ¢é preocupante, pois a presenca de tais
microrganismos pode fortalecer, em nivel ambiental, a
disseminaciao de genes de resisténcia e o estabelecimento
de focos de contaminacdo, trazendo prejuizos a saude
humana. Vale ressaltar que, o descarte de esgoto nao
tratado se torna um problema de satde publica, pois a
contaminagdo por tais patéogenos pode influenciar o uso

de drogas B-lactimicas no controle de doencas infecciosas’.

Uma vez que as MBLs tém a capacidade de hidrolisar uma
grande variedade de agentes B-lactamicos de amplo espectro,
as linhagens produtoras de MBLs demonstram resisténcia a
multiplos agentes 3-lactimicos®, o que pode ser observado
no presente estudo. Por isso a produ¢io de MBLs tem um
papel importante no perfil de susceptibilidade de P. aeruginosa.

Virios estudos tém sido realizados com o proposito de

desenvolver um método pratico, viavel economicamente e

que facilite a detec¢ao de MBLs na rotina laboratorial®*.
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Os métodos de tipagem sio fundamentais para o
entendimento da epidemiologia das infec¢oes, pois
estabelecem o grau de similaridade entre diferentes
isolados clinicos e, assim, auxiliam a detec¢do de surtos,
a identificacdo de transmissao cruzada e das fontes de
infeccio e o monitoramento e controle da infeccido
hospitalar®. De um modo geral e especificamente
para P. aeruginosa, os métodos fenotipicos sio menos
adequados na tipagem bacteriana devido a capacidade
que possuem de expressar caracteristicas diferentes
mesmo quando se trata de um unico clone. Logo, os
métodos genotipicos sio melhores porque apresentam

maior poder discriminatério?.

CONCLUSAO |

O atributo ubiquitario da P. aeruginosa facilita o contato
com antimicrobianos de diversas classes. Porém esse fato
¢ preocupante, uma vez que genes de resisténcia podem
ser disseminados, lancados em esgoto hospitalar e,
consequentemente, alcangar corpos d’agua, trazendo riscos
de contaminagdo a populacio e tornando necessario o uso

de antimicrobianos $-lactaimicos.

A constatacao deisolados de P. aernginosamultirresistentes
apenas em ambiente hospitalar sugere eficicia no
tratamento realizado pelas esta¢oes de tratamento de
agua e esgoto, visto que os isolados encontrados em
ambiente hospitalar ndo apresentaram os mesmos
perfis de resisténcia dos isolados encontrados no corpo
receptor. Os resultados positivos para produgio de
MBLs confirmam a ideia de que ambientes que sofrem
forte pressio seletiva induzem o aparecimento de genes
de resisténcia, os quais, consequentemente, poderdo ser
transferidos para outras bactérias de mesma espécie.
Esse achado se torna um problema de satde publica
principalmente para o estado do Espirito Santo, pois
atualmente nao existem outros estudos relacionados a

producao de MBLs em cepas de P. aeruginosa.

Desse modo, estudos relacionados a caracterizacio
molecular de genes de resisténcia cepas de P. aeruginosa
se fazem necessarios para revelar se existe ou nao relagao
genética entre os isolados resistentes recuperados das
amostras de 4gua superficial e os isolados de efluente
hospitalar, para indicar possiveis rotas de contaminacio

no ambiente.
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