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RESUMO

Efluentes hospitalares representam grande risco para a saude publica, devido a sua
capacidade de disseminar patdgenos e genes de resisténcia no meio ambiente.
Pseudomonas aeruginosa € um dos principais micro-organismos recuperados desse
efluente e, devido a sua resisténcia intrinseca a multiplas drogas e de genes de
resisténcia presentes em elementos maéveis, possui a capacidade de colonizar varios
ambientes. O objetivo principal deste estudo foi determinar a estrutura taxonémica e
o resistoma de comunidades microbianas e suas altera¢des no residuo liquido tratado
de uma estacdo de tratamento de esgoto hospitalar (ETEH) na cidade do Rio de
Janeiro. Cinquenta e sete isolados de P. aeruginosa obtidos a partir da ETEH (n=29
do afluente e n=28 do efluente) foram analisados quanto a susceptibilidade aos
antimicrobianos, pelo método de difusdo de discos. Os isolados apresentaram menor
susceptibilidade aos antimicrobianos ticarcilina/acido clavulanico (48,3%), aztreonam
(44,8%) e gentamicina (27,5%) no afluente e ao aztreonam (35,7%)), ticarcilina/acido
clavulanico (28,6%), gentamicina (14,3%) e meropenem (14,3%) no efluente.
Quarenta e quatro virgula oitenta e trés por cento dos isolados de P. aeruginosa do
afluente foram classificados como multidroga resistente (MDR = 3 classes) enquanto
21,43% dos isolados do efluente apresentaram perfil MDR. A diversidade bacteriana
foi analisada pelo sequenciamento de nova geracéo da regido V4 do 16S rDNA e o
resistoma microbiano através do sequenciamento metagendmico por shotgun. As
sequéncias foram analisadas pelos programas MG-RAST, ARDB e CARD. O efluente
hospitalar revelou maior abundancia do filo Proteobacteria nas duas bibliotecas
(afluente e efluente da ETEH), sendo a maioria das sequéncias pertencentes a classe
Gammaproteobacteria. Os filos Firmicutes e Bacteroidetes foram prevalentes no
afluente. A composicgéo do resistoma revelou 33 genes de resisténcia aos antibioticos
no afluente e 29 no efluente. Destes, 75,8% (afluente) e 79,3% (efluente) foram de
genes envolvidos em sistemas de efluxo. A resisténcia a ticarcilina/acido clavulanico,
aztreonam e gentamicina nos isolados de P. aeruginosa pode ter sido mediada por
bombas de efluxo e/ou por genes de resisténcia presentes em elementos moveis,
também revelados na analise do resistoma. Nossos resultados nos permitem concluir
que a abordagem da metagendmica foi essencial na determinacdo da estrutura

taxondmica e resistoma microbiano e suas alteragfes, antes e poés-tratamento do



efluente hospitalar; e que o descarte de residuos liquidos provenientes de hospitais,
ainda que tratados, contribuem para a disseminacgéo de bactérias resistentes e genes
de resisténcia nos ambientes aquaticos. Finalmente, esses dados poderao contribuir
com a Vigilancia Sanitaria Ambiental no que se refere ao desenho de acdes

preventivas aos impactos negativos desses efluentes no ambiente e na salde publica.

Palavras-chave: Efluente hospitalar. Pseudomonas aeruginosa. Diversidade

bacteriana. Metagen6mica funcional. Resistoma.



ABSTRACT

Hospital effluents represent great risk to public health due to its ability to spread
pathogens and resistance genes in the environment. Pseudomonas aeruginosa is one
of the main microrganisms recovered from these effluents and due to its inherent
multidrug resistance and resistance genes in transposable elements and their ability
to colonize several environments. The main aim of this study was to determine the
taxonomic structure and the resistome of microbial communities and their variations in
the treated liquid waste from hospital wastewater treatment plant located in Rio de
Janeiro city. Fifty-seven isolates of P. aeruginosa from the hospital wastewater
treatment plant - HWTP (n = 29 of influent and n = 28 of effluent) were analyzed for
antimicrobial susceptibility by disc diffusion method. The isolates showed decreased
susceptibility to antimicrobial ticarcillin/clavulanic acid (48.3%), aztreonam (44.8%) and
gentamicin (27.5%) in the influent and aztreonam (35.7%), ticarcillin/clavulanic acid
(28.6%), gentamicin (14.3%) and meropenem (14.3%) in the effluent. Forty-four and
eighty-three percent of P. aeruginosa isolates from affluent were multidrug-resistant
(MDR = 3 antibiotic classes) while 21.43% of the effluent isolates showed MDR profile.
Bacterial diversity and microbial resistome were analyzed by the next-generation
sequencing for V4 region of the 16S rDNA metagenomic shotgun sequencing,
respectively. The sequences obtained were deduced by software MG-RAST, ARDB
and CARD. The hospital effluent revealed higher abundance of Proteobacteria phylum
in the two libraries (influent and effluent HWTP), the majority of the sequences belong
to Gammaproteobacteria class. The Phyla Firmicutes and Bacteroidetes were
prevalent in affluent. The composition of resistome revealed 33 genes (influent) and
29 genes (effluent) of antibiotic resistance. Of these, 75.8% (influent) and 79.3%
(effluent) were genes involved in efflux systems. The resistance to ticarcillin/clavulanic
acid, aztreonam, gentamicin in the P. aeruginosa isolates may have been mediated by
efflux pumps and/or resistance genes present in mobile elements, also revealed in the
resistome analysis. Our results allow us to conclude that metagenomic approach was
essential in the determination of the taxonomic structure, the microbial resistome, and
their behavior, before and after treatment of hospital wastewater; and that hospital
wastewater discharge, even treated, can provide the spread of resistant bacteria and

resistance genes into aquatic environments. Finally, these data could also contribute



for Environmental Health Surveillance regarding the design of preventive actions to the

negative impacts of these effluents on environment and on public health.

Key-words: Hospital effluent. Pseudomonas aeruginosa. Bacterial Diversity.
Functional metagenomic. Resistome.
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1. INTRODUCAO

A crise ambiental global tem obrigado todos os setores da sociedade a rever
conceitos e valores, revelado conflitos de interesse e evidenciado a insustentabilidade
do modelo de desenvolvimento (LEFF, 2002).

A destruicdo de ecossistemas, a contaminagao crescente da atmosfera, solo e
agua, bem como o aquecimento global sdo exemplos dos impactos das atividades
humanas sobre o ambiente. Essa conjuncao de fatores torna o Brasil e alguns outros
paises em desenvolvimento singulares na configuracdo de riscos a saude, advindos
de condigdes ambientais adversas (BARCELLOS; QUITERIO, 2006).

Saude e ambiente sdo consideradas dimensfes inseparaveis que necessitam
de uma politica nacional efetiva capaz de viabilizar as investigacdes da situacao
ambiental por meio de indicadores efetivos, através da vigilancia ambiental em salude
(PEREIRA; LACERDA; MARQUES, 2010).

Desta forma, o setor saude tem sido solicitado a participar mais ativamente
desse debate, seja pela sua atuacéao tradicional no cuidado de populacdes atingidas
pelos riscos ambientais ou pela valorizacdo das acfes de prevencdo e promocao de
saude (FRANCO NETTO; CARNEIRO, 2002; AUGUSTO, 2003). Essa tendéncia tem
apontado a necessidade de superacdo do modelo de vigilancia a saide baseado em
agravos e a incorporacdo da tematica ambiental nas praticas de salde publica
(BARCELLOS; QUITERIO, 2006).

Diversos programas, planos e praticas propostos pelo setor salde envolvem
aspectos ambientais. Historicamente as acdes de saneamento tém concentrado maior
interesse do setor entre as intervencdes de saide de cunho ambiental. E bastante
conhecida e amplamente divulgada a relacéo entre a saude e a provisdo de dgua em
guantidade e qualidade apropriadas, bem como seu respectivo destino pés-utilizacéo
(esgotamento) (BARCELLOS; QUITERIO, 2006).
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1.1. VIGILANCIA EM SAUDE AMBIENTAL

A Vigilancia Sanitaria € definida pela Lei Organica da Saude como “um conjunto
de acgdes” capaz de eliminar, diminuir, ou prevenir riscos a saude e de intervir nos
problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producdo e circulacdo de
bens e da prestacdo de servicos de interesse da salude, abrangendo: o controle de
bens de consumo que, direta ou indiretamente, se relacionem com a saude,
compreendidas todas as etapas e processos, da producao ao consumo; e o controle
da prestacdo de servicos que se relacionam direta ou indiretamente com a saude
(BRASIL, 1990a). Além disso, esse “conjunto de acgdes” engloba um leque de
atividades diversificadas, complexas, de natureza preventiva, que devem ser
executadas de maneira articulada, ordenada e sempre voltadas para a racionalidade
da eliminacéo, controle ou prevencao de riscos sanitarios que possam vir a provocar
danos a saude de consumidores de produtos e servi¢os de interesse da saude, bem
como do meio ambiente.

O uso da expresséao “eliminar, diminuir ou prevenir’ demonstra forte conotacao
relacionada ao poder de policia da Vigilancia Sanitaria ao estabelecer proibi¢cdes e
restricbes. Entretanto, o fato de “intervir nos problemas” demonstra o papel social e
interventor que o Estado deve apresentar, sendo responsavel pela protecédo da saude
da populacdo, a medida que desenvolve acdes que controlem 0s riscos sanitarios
causadores de danos e agravos a saude (SHUQAIR, 1996).

Dentre as inUmeras acdes da Vigilancia Sanitaria destacamos aquelas voltadas
as condicOes e padrdes de lancamento de efluentes de servi¢os de saude, atualizadas
no Parecer Técnico nc 003/2011 do Departamento de Vigilancia em Saude Ambiental,
Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude (BRASIL, 2011a). As
consideracdes deste Parecer reforcam a importancia da Vigilancia Sanitaria no
controle das infec¢des hospitalares, e em continuidade a isto, sua interferéncia na
preservacdo do meio ambiente no tocante a manutencédo da qualidade de recursos
hidricos (BRASIL, 2002).

A Vigilancia em Saude Ambiental é definida como um conjunto de ac¢des que
proporciona 0 conhecimento e deteccdo de qualquer mudanca nos fatores

determinantes e condicionantes do meio ambiente que interferem na saude humana,
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com a finalidade de identificar as medidas de prevencéo e controle dos fatores de
risco ambientais relacionados as doencas ou outros agravos a saude (FRANCO
NETTO; CARNEIRO, 2002). Destacamos alguns de seus objetivos, como: a) produzir,
integrar, processar e interpretar informacdes, visando a disponibilizar ao Sistema
Unico de Salde (SUS) instrumentos para o planejamento e execucdo de acdes
relativas as atividades de promocao da saude e de prevencgdo e controle de doencas
relacionadas ao meio ambiente; b) estabelecer os principais parametros, atribuicdes,
procedimentos e acfes relacionadas a vigilancia ambiental em saude nas diversas
instancias de competéncia; c) identificar os riscos e divulgar as informacdes referentes
aos fatores ambientais condicionantes e determinantes de doencas e outros agravos
a saude; d) promover, junto aos orgaos afins acdes de protecdo da saude humana
relacionadas ao controle e recuperacdo do meio ambiente; e €) conhecer e estimular
a interacdo entre saude, meio ambiente e desenvolvimento, visando ao fortalecimento
da participacdo da populacdo na promocdo da saude e qualidade de vida
(BARCELLOS; QUITERIO, 2006).

Para o desenvolvimento da Vigilancia Ambiental em Saude, alguns
instrumentos e métodos de vigilancia e controle sdo necessarios, como: Epidemiologia
ambiental que utiliza os efeitos adversos a saude relacionados a exposicéo a fatores
de risco ambientais; Avaliacdo e gerenciamento de risco; Indicadores de saude e
ambiente; Sistemas de Informacédo de Vigilancia Ambiental em Saude; e Estudos e
pesquisas (BRASIL, 2002).

E importante ressaltar que os riscos ambientais desconhecem fronteiras
politicas e econémicas. No caso de areas contaminadas, como rios poluidos ou
cidades com elevada contaminacao do ar, agua e solo ndo existem estratégias de
isolamento ou barreiras que impecam, de forma factivel, a exposicdo das pessoas aos
riscos presentes, o que exige politicas intersetoriais de &mbito nacional ou até mesmo
de ambito internacional. Por isso, 0 hovo campo da vigilancia ambiental em saude
precisa ser construido por meio de conceitos e praticas de carater interdisciplinar e
intersetorial (BRASIL, 2002).

Nesse sentido, a qualidade da agua para consumo humano, contaminantes
ambientais, qualidade do ar, qualidade do solo, notadamente em relacdo ao manejo
dos residuos toxicos e perigosos, 0s desastres naturais e acidentes com produtos

perigosos, sdo objetos de monitoramento dessa vigilancia, seja de forma direta e
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continua ou por meio de acdes em parceria com outros 6rgdos (FRANCO NETTO;
CARNEIRO, 2002).

1.2. RESIDUOS DE SERVICO DE SAUDE

Os Residuos de Servigos de Saude (RSS) sdo aqueles gerados em hospitais,
clinicas, ambulatoérios e similares e sdo definidos como “todos residuos resultantes de
atividades exercidas nos servicos de atendimento a satde humana ou animal...dentre
outros similares”, segundo Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA
(BRASIL, 2005) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa (BRASIL, 2004).
Esses residuos apresentam como principal caracteristica o potencial de serem
contaminados com agentes patogénicos (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 1989). Eles representam em torno de 1% da quantidade total de residuos
gerados no pais e tém um papel importante no cenario da saude publica por serem
fonte potencial de organismos patogénicos; pelo carater infectante de alguns de seus
componentes e pela heterogeneidade de sua composicdo, que pode conter
substéancias toxicas, radioativas, perfurantes e cortantes (SILVA, 2005).

De acordo com Silveira e Monteggia (2003), as atividades desenvolvidas nos
servicos de saude resultam na geracdo de diferentes tipos de residuos, sélidos e
liquidos, e os impactos gerados pelos mesmos dependem da forma de gerenciamento
dentro e fora da instituicdo, podendo provocar modificagdes no meio ambiente,
mesmo quando presentes em concentra¢cdes minimas.

A geracdo de residuos pelas diversas atividades humanas constitui-se
atualmente em um grande desafio a ser enfrentado pelas administracées municipais,
sobretudo nos grandes centros urbanos (BRASIL, 2006). Os RSS, por caracterizarem
um desequilibrio de carater epidemiolégico, com potencial de infeccdo altamente
conhecido, tornaram-se um assunto de interesse mundial no impacto ambiental
gradativamente acumulado (SOUZA, 2006).

Entre os diversos tipos de RSS, ressaltamos o esgoto hospitalar, que embora
represente uma pequena parcela dos residuos totais, ocupa uma posicéo de extrema
importancia pela capacidade que possuem de infectar e contaminar o meio ambiente,

impactar a saude humana e gerar implicagbes na saude publica. Os problemas
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associados a esses residuos liquidos hospitalares transcendem o campo técnico-
sanitario e envolvem aspectos sociais, econémicos, politicos e ambientais, entre
outros (LA ROSA, 2000).

1.3. EFLUENTES HOSPITALARES

Os efluentes hospitalares caracterizam-se como possiveis veiculos de
disseminagdo de inimeros micro-organismos patogénicos como virus, bactérias,
fungos, protozoarios, que ocasionam muitas doengcas com implicacbes em saude
publica (VECCHIA et al, 2009).

Uma avaliacédo de efluentes do Complexo Universitario Hospitalar de Limoges,
na Franca, demonstrou que, embora a contagem total de micro-organismos deste
efluente seja menor do que a observada em esgotos domésticos, estes sdo, em geral,
multidroga resistentes (MDR) (LEPRAT, 1999). Em muitos casos, 0s patdgenos
encontrados no meio ambiente sdo 0s mesmos agentes etiolégicos multirresistentes,
das infeccbes hospitalares. Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus s&o micro-organismos de grande interesse por estarem
geralmente envolvidos na infeccdo hospitalar (GARCIA; ZANETTI-RAMOS, 2004).
Bidone (2001) demonstrou que esses micro-organismos sao 0s mais frequentemente
encontrados em analises microbioldgicas dos residuos de servicos de saude.
Portanto, os efluentes hospitalares, quando nédo tratados adequadamente,
possibilitam a contaminacdo de mananciais de agua potavel, tanto superficiais quanto
subterraneos, o que pode representar um grande risco a saude publica (FORMAGGIA,
1995; DREMONT; HADJALI, 1997).

Os hospitais liberam, em seu esgoto, uma variedade de substéancias tais como
farmacos, antimicrobianos, desinfetantes, anestésicos, metais pesados e drogas néo
metabolizadas por pacientes (EMMANUEL et al, 2005; HERNANDO et al, 2006;
BOILLOT et al, 2008). Cerca de 30 a 60% dos medicamentos prescritos pela clinica
meédica sdo excretados no efluente hospitalar (MCQUILLAN et al, 2002). A disposi¢cao
conjunta dessas substancias nos corpos hidricos receptores pode desencadear, pela
pressdo seletiva, um aumento de populacdes bacterianas com fenoétipos de
multirresisténcia aos antibioticos (KUMMERER, 2003; HAWKSHEAD, 2008). Além

disso, presenca de pressdo seletiva aumenta a possibilidade de transferéncia



23

horizontal, uma vez que a probabilidade de bactérias doadoras de genes resistentes
encontrar cepas receptoras € maior (SMALLA et al, 2000; MARTINEZ, 2009).

Desta forma, os esgotos hospitalares devem ser tratados com objetivo de
remover e ou eliminar impurezas fisicas, quimicas e bioldgicas, principalmente micro-
organismos patogénicos. Grande parte dos tratamentos comumente adotados
incluem, tratamentos preliminares, como clarificacdo priméria, secundarios que é
biolégico e consiste geralmente em lodos ativados, e terciario que consiste na
desinfeccdo quimica ou as vezes filtracao rapida seguida de desinfeccao por raios
ultravioleta. Infelizmente, a maioria das ETEH ndo s&o totalmente eficientes na
remocao de micropoluentes como a concentracdo de farmacos, compostos organicos
adsorviveis (AOX) comumente presentes nos efluentes hospitalares (VERLICCHI,;
AUKIDY; ZAMBELLO, 2015).

Um estudo de revisdo de Verlicch e colaboradores (2015) é baseado em 48
publicacdes sobre tratamentos dedicados a efluentes hospitalares nas escalas
laboratorial, piloto e completa em plantas que possuem tratamento primario,
secundario e terciario. Essas publicacdes englobaram 24 paises diferentes em todo o
mundo entre 1995 e 2015 com objetivo de verificar a eficiéncia da remocéo de 108
farmacos pertencentes a 17 diferentes classes. Além disso, 53% dos estudos foram
realizados em paises europeus (Austria, Bélgica, Dinamarca, Franca, Alemanha,
Grécia, Italia, Luxemburgo, Paises Baixos, Suica e Turquia), 27% em paises asiaticos
(China, india, Indonésia, Ird, Iraque, Nepal, Republica da Coreia, Tailandia e Taiwan),
16% na América do Sul (Brasil) e 4% na Africa (Egito e Eti6pia).

Nos paises europeus, a principal razdo para a investigacao foi a consciéncia
do risco potencial representado pela ocorréncia de residuos farmacéuticos no efluente
secundario e a necessidade de reducao do lancamento desses residuos no ambiente
aquatico. Nos ultimos anos, vem ocorrendo um intenso debate sobre a necessidade
da adocédo de tratamentos apropriados para efluentes hospitalares baseados na
avaliacdo da estrutura oferecida pelos estabelecimentos de saude e da bacia
hidrogréafica receptora desses farmacos (ORT et al, 2010; VERLICCHI et al, 2012;
SANTOS et al, 2013). Nesses paises sao feitos esfor¢cos para melhorar a remocéao de
compostos persistentes por meio de tratamento de residuos no final do processo de
producdo e de avaliagbes ecotoxicologicas (ESCHER et al, 2011; VERLICCHI;
AUKIDY; ZAMBELLO, 2012). Diferentes ETEH de escala completa ja vem sendo
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propostas para o tratamento desses efluentes, como o tratamento preliminar como o
biorreator & membrana (BEIER et al, 2011) seguido de ozonizacdo e radiagdo
ultravioleta (VERLICCHI et al, 2010), ozonizacdo e carvdo em po6 ativado (PILLS,
2012) e ozonizacao e carbono ativado granular (GRUNDFOS BIOBOOSTER, 2012).

1.4. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é um patégeno oportunista altamente adaptavel com capacidade
de sobreviver a terapia antimicrobiana, o que contribui para o aumento da prevaléncia
de infeccOes hospitalares (LABAER et al, 2004; LAGATOLLA et al, 2004; SCHEFFER
etal, 2010; ROMAO et al, 2011). E responsavel por processos infecciosos em diversos
sitios do corpo humano, particularmente em pacientes imunocomprometidos
(OLIVEIRA et al, 2011). Produz varias exotoxinas que respondem por boa parte de
sua patogenicidade. Infec¢cbes ocasionadas por estes patdgenos estao
frequentemente associadas a alta mortalidade no ambiente hospitalar (LIVERMORE,
2002; PELLEGRINO et al, 2002; PITOUT et al, 2005). As principais infec¢des sao do
trato respiratério inferior, trato urinario e infecces da pele e dos tecidos moles
(GALES et al, 2002; RENNIE et al, 2003). A distribuicdo universal da P. aeruginosa
sugere um notavel grau de adaptabilidade fisiol6gica e genética (SPIERS; BUCKLING;
RAINEY, 2000). Estes fatores contribuem para a determinacdo das espécies do
género Pseudomonas como bons bioindicadores na avaliagdo da diversidade
bacteriana em inimeros sitios, incluindo a qualidade dos recursos hidricos, por
métodos de cultivo ou aqueles baseados somente nas sequéncias do DNA como a
metagendmica (LEE; TIN; KELLEY, 2007). E um dos principais micro-organismos
recuperados de efluentes hospitalares (FUENTEFRIA et al, 2008; LOPEZ, 2011).
Existem atualmente 135 genomas de P. aeruginosa ja sequenciados e depositados
no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome).

As infeccOes causadas por este agente tém sido particularmente desafiantes
tendo em vista que o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos deste patdégeno
vem sendo alterado ao longo do tempo em consequéncia da pressado seletiva
existente no meio ambiente hospitalar, sobretudo nas unidades de terapia intensiva.
Tais condi¢cdes fazem com que este micro-organismo se adapte ao ambiente a que

estd continuamente exposto, desenvolvendo mecanismos de resisténcia. Estas
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modificagdes fenotipicas podem ser responsaveis pelo agravamento do estado clinico
do paciente, aumento do tempo de hospitalizacdo e encarecimento do tratamento por
haver necessidade de exames complementares, do uso de drogas cada vez mais
potentes, toxicas e caras (MARTINS, 2002; NOUER et al, 2005; PITOUT et al, 2005).

A resisténcia aos antibidticos observada em P. aeruginosa € atribuida,
principalmente, a muta¢des cromossémicas ou aquisicdo de genes de resisténcia a
antibioticos e por troca genética mediada por plasmideos, transposons ou
bacteriéfagos (POOLE, 2011).

E importante ressaltar que o0s genes de resisténcia aos antibiticos
carbapenémicos blavim2 e blaspm-1, bastante disseminados entre cepas de
P. aeruginosa de origem clinica, j& foram detectados em isolados ambientais
aguaticos no Brasil e em Portugal, respectivamente (FUENTEFRIA; FERREIRA;
CORCAO, 2011).

Devido a sua resisténcia intrinseca a multiplas drogas e de genes de resisténcia
presentes em plasmideos, e sua capacidade de colonizar varios ambientes, isolados
de P. aeruginosa foram selecionados como indicador da frequéncia de resisténcia

antimicrobiana nesse estudo.

1.5. RESISTOMA

Denomina-se resistoma o conjunto de genes de resisténcia antimicrobiana
existentes em um dado local, que podem esclarecer como 0S micro-organismos
presentes interagem, tanto pela producdo de antibioticos quanto pela presenca de
genes de resisténcia antimicrobiana e que possibilitam a competicdo e a comunicacao
dos micro-organismos em um dado ambiente (DANIEL, 2005; D’'COSTA et al, 2006).

Os genes de resisténcia de patégenos compreendem uma fracdo do resistoma.
Genes de resisténcia de bactérias ndo patogénicas incluem genes de micro-
organismos produtores de antibidticos e genes ocultos de resisténcia (n&o
necessariamente expressos) (CAUMO, 2010).

O sequenciamento de genomas revelou qgue um grande nimero de genes de
resisténcia esta presente em todas as bactérias. Por exemplo, genes que codificam
proteinas de efluxo sdo comuns a todos os genomas bacterianos. Essas chamadas

bombas de efluxo provavelmente permitem ao micro-organismo uma maior
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flexibilidade para explorar diversos ambientes e promover sua patogenicidade, além
de modular sua diferenciacédo celular (STOVER et al, 2000; POOLE; SRIKUMAR,
2001; PIDDOCK, 2006).

Solo, sedimento, aguas superficiais, esgotos, lamas e residuos animais tém
sido considerados importantes reservatorios de genes de resisténcia a antibidticos
(ARG) uma vez que, abundantes ARG tém sido frequentemente detectados nesses
ambientes (LAPARA et al, 2011; ZHANG; ZHANG, 2011; KOCZURA et al, 2012; ZHU
et al, 2013; CZEKALSKI; GASCON; BURGMANN, 2014).

A resisténcia aos antimicrobianos tornou-se uma séria ameaca para a saude
humana. Ela é uma inevitavel consequéncia do uso indiscriminado de antibiéticos em
humanos e animais (YANG et al, 2014).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), de 2010, apontam que mais
de 50% das prescri¢cdoes de antimicrobianos no mundo séo inadequadas. No Brasil, o
consumo de antimicrobianos chega a 40% dos medicamentos comercializados, com
mais de 70 milhdes de unidades comercializadas, segundo relatério do Instituto IMS
Health (VILMORE, 2010).

Tendo em vista o alto consumo de antimicrobianos e a alta incidéncia de
infeccbes hospitalares causadas por micro-organismos resistentes  aos
antimicrobianos, a Anvisa publicou a RDC 20/2011 (BRASIL, 2011b) com o objetivo
de fortalecer a politica de uso racional de antimicrobianos. Com isso esperava-se uma
reducdo da administracdo de antimicrobianos e a diminuicdo dos indices de
resisténcia e impactos ao meio ambiente. No entanto, quatro anos depois da
resolucdo da Anvisa que proibe a venda de antibioticos sem receita médica, aumenta
0 numero de dendncias de venda irregular desses medicamentos ao Conselho
Regional de Farmacia de Minas Gerais (CRF-MG). Desde o fim de novembro de 2011,
0s estabelecimentos comerciais sdo obrigados a reter o receituario, que passou a ter
validade de apenas 10 dias a partir da data de prescricdo pelo médico (BORGES,
2015). Aléem de contrariar a resolucdo da Anvisa, a venda de antibidticos sem receita
fere a0 menos quatro artigos do Codigo de Defesa do Consumidor (CDC), lei n°®
8078/90 (BRASIL, 1990b), que estabelecem o respeito a saude e seguranca das
pessoas.

A maioria dos levantamentos baseados em relatorios sobre resisténcia

antimicrobiana se baseia, principalmente, em isolados clinicos, poucos estudos
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avaliaram os perfis de resisténcia antimicrobiana de bactérias isoladas do efluente
hospitalar de estacdes de tratamento (CHITNIS et al, 2004; PRADO et al, 2008;
CHAGAS et al, 2011). Essas plantas de tratamento tém sido reconhecidas como um
reservatorio de organismos resistentes e genes de resisténcia (MARTINEZ et al, 2009;
ALLEN et al, 2010).

Até mesmo os residuos liquidos hospitalares tratados apresentam
P. aeruginosa MDR, sinalizando a necessidade de implementacdo de técnicas de
tratamento mais avancadas e eficientes, no sentido de minimizar a propagacao de
bactérias e genes de resisténcia nos ambientes aquéaticos (COUTINHO et al, 2013).

As bactérias podem desenvolver resisténcia aos antimicrobianos através da
mutacdo de genes existentes (evolucdo vertical) ou através da aquisicdo de novos
genes a partir de outras cepas ou espécies (transferéncia horizontal de genes). O
compartilhamento de genes entre bactérias por transferéncia horizontal ocorre por
muitos mecanismos diferentes. Elementos genéticos modveis, incluindo fagos,
plasmideos e transposons medeiam esta transferéncia, e em algumas circunstancias
a presenca de baixos niveis de antimicrobiano no meio ambiente € o sinal chave que
promove a transferéncia de genes (SCHMIEDER; EDWARDS, 2012). Diversos
estudos demonstram fortes evidéncias de que a transferéncia horizontal de genes é
um processo comum em locais tao diversos como aguas superficiais, aguas residuais,
solo e animais (KRUSE; SORUM, 1994; OHLSEN et al, 2003; JOHNNING et al, 2013).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos pode ser causada por quatro
mecanismos gerais: inativacdo ou modificacdo do antimicrobiano; alteracdo no sitio
alvo do antimicrobiano que reduz a capacidade de ligacdo; modificacdo da via
metabdlica para dificultar a acdo do antimicrobiano; e a reducéo intracelular do
acumulo do antimicrobiano por reducdo da permeabilidade da membrana e/ou
ativacdo da bomba de efluxo (SCHMIEDER; EDWARDS, 2012).

A alteracdo da permeabilidade da membrana é o mecanismo de resisténcia
observado frente aos aminoglicosideos, a fosfomicina, quinolonas e tetraciclinas
(DELCOUR, 2009).

Ja a alteracéo do sitio alvo caracteriza-se pela diminuicdo ou mesmo auséncia
de afinidade do antibiotico ao local de ligacdo. Ocorre por alteracdo da estrutura do
peptidoglicano, pela interferéncia na sintese de proteinas ou na sintese de DNA
(FLUIT; VISSER; SCHMITZ, 2001; RICE; BONOMO, 2005). A alteracao da estrutura
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do peptidoglicano consiste na inibicdo das enzimas que participam na construcéo do
mesmo. Este mecanismo de resisténcia é observado em diversos antibitticos tais
como beta-lactamicos e glicopeptideos (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2007). Os
aminoglicosideos, tetraciclinas e macrolideos interferem na sintese de proteinas. O
mecanismo de resisténcia por interferéncia na sintese da DNA esté descrito para as
fluoroquinolonas (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2007).

As bombas de efluxo séo proteinas presentes nas membranas. Neste tipo de
resisténcia ocorre um efluxo, isto €, o transporte ativo dos antibioticos do meio
intracelular para o meio extracelular. Este mecanismo afeta todas as classes de
antibiéticos, no entanto apresenta maior eficacia na presenca de macrolideos e
tetraciclinas pois estes inibem a biossintese de proteinas, e fluoroquinolonas, pois
estas inibem a sintese de DNA (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2007).

O sistema de efluxo de multidrogas tem sido agrupado em seis familias: major
facilitator superfamily (MFS), ATP-binding cassette (ABC) superfamily, small multidrug
resistance (SMR) family, resistance-nodulation-cell division (RND) superfamily,
multidrug and toxic compound extrusion (MATE) e drug metabolite transporter (DMT)
(MARCHAND et al, 2004; VILA; MARTI; SANCHEZ-CESPEDES, 2007; SOTO, 2013).

O mecanismo enziméatico de resisténcia por inativacdo do farmaco resulta da
producéo, pela bactéria, de enzimas que degradam ou inativam o antibiético. Existem
trés grandes estratégias, tais como, hidrélise, transferéncia de um grupo ou processo
redox. A estrutura dos antibiéticos contém grupos ésteres e amidas, fazendo com que
sejam susceptiveis as hidrolases. A quebra da ligacdo destes grupos é feita na
presenca destas enzimas, que podem ser excretadas pelas bactérias, atuando na
inativacdo do antibidtico antes que este atinja o seu alvo. O caso classico sdo as
amidases hidroliticas, isto €, as beta-lactamases, que quebram o anel beta-lactamico
das penicilinas e cefalosporinas (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2007). O segundo
mecanismo de inativacao dos antibidticos é o de transferéncia de grupos, nos quais
se realcam as enzimas transferases. Os antibidticos mais afetados sdo os
aminoglicosideos, anfenicois, fosfomicina, estreptograminas e macrolideos, nos quais
ha a aquisicao dos diversos grupos quimicos, como o adenilil, fosforil ou acetil. Desta
forma a ligacéo antibidtico — alvo fica comprometida (RICE; BONOMO, 2005; DZIDIC;
SUSKOVIC; KOS, 2007). Por ultimo, também através de mecanismos enzimaticos,

pode ocorrer a inativacdo do antibiético por um processo redox, em que ocorre
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oxidacao ou reducdo induzida pela bactéria patogénica (WRIGHT, 2005). A oxidacdo
da tetraciclina pela enzima TetX é o mecanismo mais estudado (FLUIT; VISSER,;
SCHMITZ, 2001).

A producdo de enzimas beta-lactamases, tem sido relatada como um
importante mecanismo de resisténcia a antibiéticos beta-lactamicos, hidrolisando o
anel beta-lactamico pela quebra da ligacdo amida, perdendo assim, a capacidade de
inibir a sintese da parede celular bacteriana. Entre estas enzimas, destaca-se a
producdo de beta-lactamases de espectro extendido (ESBL), principalmente em
algumas espécies de bactérias Gram-negativas (MACEDO et al, 2005; LAGO et al,
2010; RUIZ, 2010).

1.6. METAGENOMICA E METAGENOMICA FUNCIONAL

Durante os ultimos 50 anos, até o advento da biologia molecular e de técnicas
da genética e de bioinformética, o estudo de micro-organismos era feito
exclusivamente pela fisiologia, morfologia e bioquimica de organismos cultivaveis,
limitada ao estudo das espécies capazes de crescer em meios de cultura no ambiente
laboratorial. Entretanto, essa abordagem limita as avaliagbes taxondmicas,
filogenéticas e a estimativa da diversidade microbiana da biosfera, porque apenas
uma pequena parcela dos micro-organismos, em torno de 1%, é cultivavel (PACE,
1997). Desta forma, foram desenvolvidos métodos independentes de cultivo, sendo o
principal deles a metagenémica, que possibilitaram acessar todo o conjunto de genes
e genomas de uma amostra ambiental (STEELE; STREIT, 2005; GILBERT; DUPONT,
2011) possibilitando conhecer melhor a diversidade genética, a estrutura das
populacbes e as fungbes ecoldgicas dos micro-organismos (RIESENFELD,;
SCHLOSS; HANDELSMAN, 2004).

O advento da metagen6mica vem proporcionando a realizacdo de analises de
comunidades microbianas em inimeros ambientes. E baseada em screening de
genes de interesse considerando-se suas sequéncias conservadas (VIEIRA et al,
2007; TURQUE et al, 2010; GONZALEZ et al, 2012). Esta abordagem também é util
para a descoberta de novos micro-organismos ambientais e genes, com aplicacdes

importantes para a biotecnologia, medicina e biorremediacdo (CARDOSO et al, 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schloss%20PD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15568985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Handelsman%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15568985
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Andlises metagendmicas tradicionais utilizam a amplificacdo, clonagem e
determinacdo da sequéncia nucleotidica de DNA ribossomal, pelo método de
sequenciamento de DNA proposto por Sanger na década de 70. Para isso, € utilizada
polimerizacdo de DNA com incorporacao de didedxinucleotideos marcados, método
que foi grandemente automatizado, permitindo a execucédo dos diversos projetos-
genoma. Porém, abordagens metagenémicas modernas aplicam distintas técnicas de
sequenciamento de segunda geracdo, que permitem estudar genomas microbianos
completos a partir de amostras ambientais, bem como identificar e pesquisar clusters
génicos funcionais codificando enzimas microbianas de interesse tecnolégico (KUNIN
et al, 2008).

Existem dois tipos de estudo de metagenomas: a) Estudo de diversidade
utilizando o gene rrs do 16S rRNA. Nesse tipo de estudo amplifica-se por reagdo em
cadeia pela polimerase (PCR) a sequéncia 16S e se compara o resultado em um
banco de dados de bactérias conhecidas. Com isso, € possivel avaliar e comparar a
diversidade de bactérias presentes na amostra b) Shotgun, onde ndo se estabelece
previamente nenhuma selecdo de alvo. Todo o DNA extraido da amostra €
fragmentado e sequenciado. A analise consiste em montar o metagenoma da amostra
para tentar identificar, além da diversidade de genomas, novos genes e rotas
metabolicas (VARUZZA, 2013).

1.7. NOVAS TECNOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO

As novas tecnologias de sequenciamento, denominadas de tecnologias de
sequenciamento de nova geracao (Next Generation Sequencing-NGS), comecaram a
ser adotadas em 2005. Essas tecnologias promovem o sequenciamento de DNA em
plataformas capazes de gerar informagéo sobre milhdes de pares de bases em uma
anica corrida (CARVALHO; SILVA, 2010). A principal vantagem dos métodos NGS
consiste na construcdo in vitro de bibliotecas gen6micas sem amplificacdo de
fragmentos de DNA e sem clonagem, como por exemplo, em E. coli (HOFF et al,
2009). Portanto, em analises metagen6micas, € viavel a utilizagdo desses

sequenciadores de segunda geragdo, pois permite a construgcdo de grandes
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bibliotecas. A segunda geracdo de NGS é representada principalmente pelos
sequenciadores: Pirosequenciamento 454 (Roche), lllumina Genome Analyzer-
HiSeg/MiSeq (Solexa) e SOLID (Applied Biosystems) (KUNIN et al, 2008).

Um dos sequenciadores bastante utilizados em analises metagenémicas € o
lllumina (HOFF et al, 2009). Esse sequenciador produzido em 2006 baseia-se no
conceito de “sequenciamento por sintese” o qual requer que as sequéncias a serem
determinadas sejam convertidas numa biblioteca de sequenciamento especial,
permitindo a amplificacdo e imobilizacdo das sequéncias para serem submetidas ao
sequenciamento (KIRCHER; KELSO, 2010). Sdo empregados quatro tipos de
nucleotideos, dotados da capacidade de terminacdo reversivel e marcados com
diferentes fluoréforos e, também, uma enzima DNA polimerase especialmente
habilitada para incorpora-los (ILLUMINA INC., 2007; ANSORGE, 2009).

Nessa tecnologia, o DNA é fragmentado aleatoriamente e, apds a
fragmentacao, dois tipos diferentes de adaptadores adicionados as terminagbes 5’ e
3’ dos fragmentos. Em seguida, esses fragmentos sdo desnaturados, distribuidos e
imobilizados (por uma das extremidades), também aleatoriamente, em uma superficie
sélida denominada Flow cell, a qual é revestida por uma camada densa de
oligonucleotideos complementares aos dois tipos de adaptadores dos fragmentos
(ILLUMINA INC., 2007; ANSORGE, 2009). Por meio de um processo conhecido como
PCR de fase solida (TURCATTI et al, 2008; CARVALHO; SILVA, 2010; METZKER,
2010), os fragmentos sdo multiplicados usando-se uma técnica de amplificacdo em
"ponte"”, a qual forma pequenos aglomerados (clusters) de fragmentos do tipo fita
simples. Tais clusters sdo formados espontaneamente, devido ao fato das novas
copias produzidas se ligarem a placa muito préxima ao fragmento original. Ao fim da
fase de amplificacdo, depois de varios ciclos de PCR, a placa fica populada por
diversos desses clusters, os quais contém por volta de 1000 copias de um mesmo
fragmento de fita simples (ANSORGE, 2009; CARVALHO; SILVA, 2010) (Figura 1).

As bibliotecas de paired-end sé&o indicadas para a determinacéo da diversidade
bacteriana e possuem a vantagem de produzir duas leituras para cada fragmento de
DNA, uma em cada extremidade, gerando mais informacao e auxiliando o processo
de montagem do genoma. Nesta biblioteca s&o ligados adaptadores nas extremidades

do fragmento de DNA, adaptador P1 na regido 5' e P2 na regidao 3'. O primeiro passo
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do sequenciamento é realizado através do adaptador P1 para gerar a leitura 5' do par,
e P2 para gerar a leitura 3' (BERGLUND; KIIALAINEN; SYVANEN, 2011).

Uma vez formados os clusters, o processo de “sequenciamento por sintese” é
iniciado. Uma mistura para as reacfes de sequenciamento é aplicada a placa,
contemplando os quatro nucleotideos terminadores reversiveis marcados, iniciadores
e a enzima DNA polimerase. Apdés a incorporacdo do nucleotideo especial, a
replicacdo é interrompida, os nucleotideos ndo usados séo lavados e um laser varre
a superficie, excitando o fluoréforo do nucleotideo terminador e permitindo a sua
identificacdo, bem como a de sua posi¢cdo no suporte soélido, por uma camera CCD
(dispositivo de carga acoplada). Tal camera registra a cor da luz sendo emitida por
cada cluster de fragmentos e é dessa forma que o sequenciamento acontece. Ao final
do ciclo, o grupo bloqueador da extremidade 3' da base e o fluor6foro sdo removidos
e o ciclo de sintese se repete. E importante ressaltar que as sequéncias de milhdes
de clusters espalhados pela placa podem ser determinadas simultaneamente,
resultando na vasta producdo de dados de sequenciamento (ANSORGE, 2009)
(Figura 2).

A leitura das bases € realizada através da andlise sequencial de cada uma das
imagens obtidas em cada ciclo de sequenciamento, para cada posi¢cdo de cluster
(CARVALHO; SILVA, 2010). A Figura 3 ilustra a sequéncia de imagens capturadas e

a consequente determinacdo da leitura de sequenciamento.
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Figura 1 — lllumina. (a) Preparo da amostra: o DNA gendmico é aleatoriamente fragmentado e
cadafragmento recebe a aplicacdo de adaptadores em ambas as suas extremidades; (b) Fixagao
do DNA a superficie: fragmentos de fita simples se ligam aleatoriamente a superficie dos canais
da Flow cell; (c) Amplificagcdo em "ponte": nucleotideos comuns, ndo marcados, e a enzima
polimerase sao fornecidos parainiciar aamplificacdo de fase sélidaem "ponte"; (d) Fragmentos
se tornam de fita dupla: a polimerase incorpora nucleotideos para formar "pontes" de fita dupla
no substrato de fase sélida; (e) Desnaturagcdo das moléculas de fita dupla: um processo de
desnaturacdo deixa os moldes de fita simples ancorados ao substrato; (f) Término da fase de
amplificacdo: milh@es de clusters de fragmentos de DNA fita simples sdo gerados em cada canal
da Flow cell. Fonte: Modificado de Illumina, Inc., 2007
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Figura 2 — lllumina. (g) Identificacdo da primeira base: para iniciar o primeiro ciclo de
sequenciamento, os quatro nucleotideos terminadores reversiveis marcados, primers e a
enzima DNA polimerase sdo adicionados a Flow cell; (h) Deteccdo da primeira base: apds a
excitacdo pelo laser, a imagem da fluorescéncia emitida é capturada de cada cluster na Flow
cell. A identidade da primeira base é registrada para cada um dos clusters; (i) Identificacdo da
segunda base: para iniciar o segundo ciclo de sequenciamento, os nucleotideos terminadores
reversiveis marcados e a enzima DNA polimerase sdo aplicados a placa. Fonte: Modificado de
Illumina, Inc., 2007
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Figura 3 — lllumina. (j) Captura de imagem do segundo ciclo da quimica de sequenciamento:
ap6s a excitagao pelo laser, aimagem é capturada tal como da vez anterior. Com isso, € feito o
registro da segunda base de cada cluster; (k) Leituras de sequéncias ao longo de vérios ciclos
da quimica de sequenciamento: a repeticdo dos ciclos de sequenciamento determina a
sequéncia de bases paraum dado fragmento, uma base de cada vez; (I) Alinhamento dos dados:
as leituras obtidas podem ser alinhadas contra um genoma de referéncia para a identificagéo de
ocorréncias de variacfes entre as sequéncias. Fonte: Modificado de lllumina, Inc., 2007
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1.8.GENE rrs 16S rRNA COMO MARCADOR MOLECULAR

Diversas ferramentas genéticas estdo sendo usadas para caracterizar
comunidades microbianas de varios ambientes sem a necessidade de cultivo
(KOWALCHUK et al, 2004), entre elas, o sequenciamento do gene rrs 16S rRNA.

Os &cidos ribonucléicos (RNA) que compdem os ribossomos (rRNA) estao
entre as macromoléculas mais conservadas evolutivamente de todos os sistemas de
vida. Os procariotos tém ribossomos 70S, constituidos de uma unidade 30S (16S RNA
e 21 proteinas) e outra 50S (5S RNA, 23S RNA e 34 proteinas) (ATLAS; BARTHA,
1998).

Os genes 16S, 23S e 5S rRNA formam um operon no cromossomo bacteriano
(Figura 4A). Baseado na diferenca entre os tamanhos, os genes do RNA dos
procariotos foram denominados de subunidade menor para o 16S rRNA, e subunidade
maior para o 23S rRNA (Figura 4A) (HURST et al, 2002). O gene 16S rRNA é
composto por um conjunto de aproximadamente 1550 nucleotideos (Figura 4B)
(DAMS et al, 1988; XU et al, 2004). As sequéncias que codificam o 16S rRNA séo
dotadas de regifes altamente conservadas que estdo alternadas entre 9 regides
variaveis (V1 a V9) (Figura 4B) (WOESE, 1987). Estas regifes variaveis sdo utilizadas
para determinacao de filogenia entre os procariotos (WOESE, 1987). A acuracia da
inferéncia filogenética é dependente ndo somente do niumero de bases comparadas,
mas também das regides da molécula que sdo comparadas (HURST et al, 2002). Com
base nestes conhecimentos, o gene 16S rRNA vem sendo amplamente utilizado na
elucidacdo da diversidade e filogenia dos micro-organismos. Este marcador € tao
seguro e aceito pela comunidade cientifica que um banco de dados curado do gene
16S rRNA, o Ribosomal Database Project (RDP) foi criado e encontra-se disponivel
para pesquisa e consulta. Com isso, 0 sequenciamento do gene rrs 16S rRNA
representa uma importante ferramenta para andlise de diversidade de comunidades
bacterianas em amostras ambientais. O uso desta técnica tem demonstrado 6timos
resultados no ambito de estimar e comparar comunidades bacterianas de diferentes
ambientes (CLEMENTINO et al, 2008; VAL-MORAES et al, 2009; TURQUE et al,
2010; PISA et al, 2011; MACEDO, 2012).
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Figura 4. (A) Organizacao estrutural dos genes do RNA ribossomal em bactérias e (B) Esquema
do gene rrs 16S rRNA com indicacdo das zonas variaveis e conservadas (adaptado de CAI;
ARCHAMBAULT; PRESCOTT, 2003)
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1.9. SITUACAO ATUAL

Varios estudos no mundo indicam que os sistemas de tratamento de residuo
liquido hospitalar podem funcionar como disseminadores de bactérias resistentes a
antibioticos no ambiente (KIM; AGA, 2007; FASIH et al, 2010; ROBLEDO; AQUINO;
VASQUEZ, 2011). Os niveis de resisténcia detectados entre os isolados clinicos e
sistemas de tratamento sugerem que estes organismos sdo uma fonte significativa de
genes de resisténcia a antibidticos.

No Brasil, a presenca de bactérias multirresistentes tem sido verificada em
diversos efluentes hospitalares. Em uma ETEH na cidade do Rio de Janeiro,
pesquisadores isolaram uma cepa de Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL e
alta concentracdo de coliformes totais e fecais do efluente e concluiram que o
tratamento foi insuficiente (PRADO et al, 2008). Outro estudo realizado no sul do Brasil
concluiu que 60% das cepas de Acinetobacter spp. isoladas de um efluente hospitalar
eram multirresistentes aos antimicrobianos testados e metade das cepas produziam
ESBL (GUSATTI et al, 2009). Picao e colaboradores (2013) isolaram bactérias MDR
como Aeromonas spp., espécies da familia Enterobacteriaceae e Pseudomonas spp.
em uma ETEH, do tipo terciario, em Sdo Paulo. Essas bactérias foram resistentes a
varios antimicrobianos, principalmente ao aztreonam, ceftazidima, cefepima e

meropenem em varios pontos de coleta dessa estacao.



37

P. aeruginosa é um dos principais micro-organismos recuperados de efluentes
hospitalares e o0s genes de resisténcia aos carbapenémicos blaviv-2 € blaspm-1,
bastante disseminados entre cepas de P. aeruginosa de origem clinica, ja foram
detectados em isolados ambientais aquaticos no Brasil e em Portugal (FUENTEFRIA
et al, 2008). Resende e colaboradores (2009) isolaram 67 bacilos Gram-negativos e 6
cocos Gram-positivos em efluentes de esgoto de 10 hospitais e da estacdo de
tratamento de esgoto da cidade situados em Goiania (Brasil), para determinar seu
perfil de susceptibilidade e investigar seus mecanismos de resisténcia. Dentre as
bactérias Gram-negativas 10 foram K. pneumoniae, 10 E. coli e 3 P. aeruginosa. Em
relacdo as amostras de P. aeruginosa, 3 (100%) apresentaram resisténcia a
ampicilina-sulbactam. Uma avaliacdo microbiolégica na estacdo de tratamento de
esgoto do complexo hospitalar Lourenco Jorge/Maternidade Leila Diniz, no Rio de
Janeiro, revelou a presenca de cepas de P. aeruginosa resistentes a varios
antimicrobianos, principalmente ao aztreonam, em varios pontos de coleta dessa
estacdo (NOVAES, 2008). Um outro estudo, nessa mesma estacédo, demonstrou a
presenca de cepas de P. aeruginosa resistentes aos varios antimicrobianos,
principalmente ao aztreonam, em varios pontos de coleta dessa estacdo (SANTORO;
ROMAOQ; CLEMENTINO, 2012).

Miranda e colaboradores (2015) detectaram isolados de P. aeruginosa MDR e
extensivamente droga resistente (XDR) em efluente hospitalar reunidos em um Unico
complexo clonal (CC244) por meio de multilocus sequencing typing analysis (MLST),
demonstrando o potencial patogénico desse clone no espalhamento de organismos
resistentes de origem clinica para o efluente e consequentemente para o meio
ambiente.

Segundo estudo realizado pela Secretaria Municipal de Meio Ambiente
(SMMA) existem 420 unidades de salude em toda a cidade do Rio de Janeiro. Destas,
361 foram vistoriadas e 197 tiveram seu efluente analisado. O resultado encontrado
revela que 148 unidades de saude ndo possuem estacdo de tratamento de esgoto e
dentre elas 83 também néo apresentam tratamento final no destino de seu efluente.
Este estudo ainda verificou que 40 unidades de saude tém seu efluente contaminado
por P. aeruginosa, oriundo de fezes e sangue de pacientes contaminados (DIARIO
OFICIAL DO MUNICIPIO DO RIO DE JANEIRO, 2002). Ndo ha dados mais recentes

sobre esse levantamento.
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Estas observagfes tém uma importancia epidemioldgica relevante e destacam
o papel da 4gua, em especial das residuérias, na circulacéo e disseminacao de micro-

organismos MDR no meio ambiente.
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2. RELEVANCIA

Até pouco tempo atras, no setor Saude, a dimensdo de ambiente era
compreendida pelo homem como externa a ele, traduzida pelas expressdes “ambiente
fisico”, “ecossistema” ou “espago geografico”. Mais recentemente, o tema foi
ganhando relevancia no SUS, que incorporou a Vigilancia Ambiental ao Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica e Ambiental em Saude (SNVA) (AUGUSTO,
2003).

Desta forma, a realizacdo deste estudo é fundamentada na necessidade de
avaliar, sob o aspecto microbiol6gico, residuo liquido hospitalar tratado, conforme
previsto na legislacdo vigente no Brasil e no estabelecimento da relacdo entre a
Vigilancia Ambiental e a Saude Publica. A prioridade dada aos poluentes
microbiolégicos é justificada pelos possiveis impactos negativos a serem gerados
devido ao lancamento de efluentes hospitalares, contendo micro-organismos e genes
de resisténcia aos antimicrobianos e farmacos nos corpos hidricos comprometendo o
meio ambiente e a saude da populacao.

No contexto da legislacao, 6rgdos como a Anvisa e 0 CONAMA tém assumido
o papel de orientar, definir regras e regular a conduta dos diferentes agentes, no que
se refere a geracdo e ao manejo dos residuos de servicos de saude, com o objetivo
de preservar a saude e o meio ambiente, garantindo a sua sustentabilidade. Este
esforco se reflete, na atualidade, nas publicacfes da RDC Anvisa n° 306/04 (BRASIL,
2004), que destaca o item 13.3.1 do Anexo: “Os residuos liquidos provenientes de
esgoto e de aguas servidas de estabelecimento de salde devem ser tratados antes
do langamento na rede coletora de esgoto...” e nas publicagcbes da Resolucéo
CONAMA n° 430/11 (BRASIL, 2011c) que destaca o Art. 16, paragrafo 3° - “Os
efluentes oriundos de servicos de saude estardo sujeitos as exigéncias estabelecidas
na Secdao lll desta Resolucéo, desde que atendidas as normas sanitarias especificas
vigentes, podendo:
| - ser lancados em rede coletora de esgotos sanitarios conectada a estacdo de
tratamento, atendendo as normas e diretrizes da operadora do sistema de coleta e
tratamento de esgoto sanitarios;

Il - ser langados diretamente apos tratamento especial”.
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No Rio de Janeiro, existe um programa criado para atender a Lei n® 2.661, de
27/12/1996 (RIO DE JANEIRO, 1996) que determina niveis minimos de tratamento de
esgotos sanitarios, antes de seu langamento em corpos d’agua, administrado pela
Subsecretaria de Aguas Municipais (Rio-Aguas) e a Secretaria Municipal de Sautde.
O Art. 8° destaca - “Os efluentes de hospitais, laboratorios, clinicas e estabelecimentos
similares, em areas que nao disponham de sistema publico de tratamento, deverdo
sofrer tratamento especial na origem, que impossibilite a contaminagéo dos corpos
receptores por organismos patogénicos”. E o seu paragrafo 2° - “Cabe aos hospitais,
laboratorios, clinicas ou estabelecimentos similares a responsabilidade técnica e
econbmica pelo projeto, construcdo e operacdo das instalacbes de tratamento
necessarias ao cumprimento do disposto no caput”. A iniciativa impede que o0s
residuos hospitalares sejam jogados sem tratamento nos rios e lagoas da cidade, o
que compromete a saude publica e desrespeita as leis ambientais.

E importante esclarecer que, a Resolugido CONAMA n° 430/2011 (BRASIL,
2011c), dispbe sobre condicdes, parametros, padrées e diretrizes para gestdo do
langamento de efluentes em corpos de agua receptores. O Art. 3 destaca: “Os
efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderéo ser langados diretamente nos
corpos receptores apds o devido tratamento e desde que obedecam as condicdes,
padrdes e exigéncias dispostos nesta Resolucdo e em outras normas aplicaveis”. E o
Art. 18 destaca: “O efluente ndo devera causar ou possuir potencial para causar
efeitos toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com 0s

critérios de ecotoxicidade estabelecidos pelo 6rgao ambiental competente”.

Devido a relevancia do tema e a auséncia de dados sobre a diversidade
associada ao resistoma microbiano em efluentes hospitalares brasileiros, a realizacao
desse estudo possibilitara uma melhor avaliacdo do resistoma desses efluentes, bem

como, a divulgacédo dados inéditos sobre o tema no Brasil.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Determinar a estrutura taxondmica e o resistoma de comunidades microbianas

e suas alteracdes no residuo liquido tratado de uma ETEH na cidade do Rio de Janeiro

3.2. ESPECIFICOS

e Realizar dosagens de parametros fisicos e quimicos dos pontos de coleta
(afluente e efluente da ETEH): pH, turbidez, condutividade, oxigénio dissolvido,
temperatura, salinidade e cloro;

e I|dentificar isolados de P. aeruginosa, determinar a susceptibilidade aos
antimicrobianos e constituir uma colecao representativa dos isolados;

e Caracterizar a diversidade bacteriana do afluente e efluente da ETEH pelo
sequenciamento de nova geracédo da regiao V4 do gene rrs do 16S rDNA,;

e Determinar o resistoma microbiano do afluente e efluente da ETEH através do
sequenciamento massivo de genes de resisténcia;

¢ Realizar analises taxondmicas e filogenéticas e calcular as coberturas do
sequenciamento pelo banco de dados MG-RAST;

e Analisar os genes de resisténcia a antibioticos pelos bancos de dados ARDB e
CARD.
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4. METODOLOGIA

4.1. AMBIENTE SELECIONADO PARA O ESTUDO

4.1.1. Hospital Municipal Raphael de Paula Souza

O Hospital Municipal Raphael de Paula Souza, localizado em Curicica, Rio de
Janeiro (latitude/longitude: 23°8'40.12"S/43°2'14.97"0), possui 602 funcionarios
(médicos e outros) e 67 leitos, distribuidos entre os setores de cirurgia geral,
ginecologia, AIDS, clinica geral, pneumologia, pediatria clinica e pneumologia
sanitaria. E um hospital de média e alta complexidade, com énfase para atividades na
area de clinica médica, com um perfil assistencial de internacdo e de tratamento
ambulatorial e com uma média diaria de 582 atendimentos (CNES, 2015). A ETEH
tem capacidade para tratar 220 mil litros de esgoto por dia, e realiza o tratamento
classificado como terciario com objetivo de evitar o lancamento de esgoto sem
tratamento no Rio Pavuninha, ou seja, além de realizar a fase primaria (remocao de
sélidos flutuantes) e a fase secundaria (controle bioldgico), completa o tratamento com
a adicdo de um produto quimico (cloro) (Figuras 5 e 6).

As coletas foram realizadas com a autorizacdo da Secretaria Municipal de
Saude (SMS) do Rio de Janeiro (Oficio S/Subg n° 317/2013).

Figura 5. Vista da estacdo de tratamento de esgoto do Hospital Municipal Raphael de Paula
Souza
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4.2. AMOSTRAS

Foram realizadas 2 coletas de esgoto na ETEH: uma em agosto de 2013 e
outra em fevereiro de 2014. Amostras de 500 mL do esgoto liquido antes do
tratamento (afluente) e 500 mL do esgoto liquido apos o tratamento (efluente) foram
recolhidas de forma asséptica, em triplicata, a intervalos de 15 minutos em frascos de
vidro estéreis. As amostras foram mantidas no gelo (4°C) e transportadas ao

laboratério em recipiente isotérmico.

Figura 6. Esquema da estacdo de tratamento de esgoto do Hospital Municipal Raphael de Paula
Souza

ESTACAO DE TRATAMENTO DE ESGOTO HOSPITALAR

Tratamento Tratamento Tratamento
Primério Secundario Terciario

Rio
Pavuninha

Efluente
Tratado

Cloragdo

de Jacarepagua

4.3. PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS

Foram analisados o0s seguintes parametros abidticos: temperatura, pH,
condutividade, oxigénio dissolvido (OD), turbidez e salinidade com o equipamento
Water Quality Checker U-10 (Horiba®), e a dosagem de cloro com o medidor de cloro

(Homis®) nos pontos (afluente e efluente), logo apés a coleta.

4.4. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO FENOTIPICA DE P. aeruginosa

Apos a coleta, aliquotas de 20 yL das amostras foram diretamente semeadas
em meio de cultura seletivo para P. aeruginosa (agar cetrimide) e incubadas em estufa
a 37°C por 24 horas. Os isolados bacterianos foram submetidos a identificacédo

fenotipica presuntiva por meio da coloracdo de Gram e teste da oxidase.
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4.5. IDENTIFICACAO MOLECULAR DE P. aeruginosa

4.5.1. Extracédo e purificacdo do DNA genoGmico

As culturas puras obtidas no agar cetrimide foram submetidas a extracao de
DNA gendmico segundo o protocolo Pretreatment for Gram - Negative Bacteria do
Dnaeasy Tissue Kit (Qiagen®). Uma alca bacteriolégica do crescimento bacteriano foi
ressuspendida no tampéo indicado e foi seguido todo o procedimento de acordo com
as instrucdes do fabricante. A integridade do DNA gendmico foi verificada em gel de
agarose em Tris-Borato-EDTA 0,5X (TBE 0,5X), corado com brometo de etidio (3

mg/mL) e revelado em um sistema de video documentacdo GE ImageQuant 300.

4.5.2. Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Foi realizada a confirmacgé&o da identificacdo das cepas de P. aeruginosa pela
PCR. A mistura de cada amostra totalizou 50 uL e foi composta pelos seguintes
reagentes: 25 pmol/uL dos iniciadores especificos para P. aeruginosa (PA-SS-F e
PA-SS-R) (SPILKER et al, 2004) (Tabela 1), 2 mM de MgClz, 200 uM de cada
deoxinucleotideo trifosfato (ANTPs - dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1U/uL de Tag DNA
polimerase, solugdo-tampdo da PCR 1X (20mM Tris-HCI-pH 8.4, 50mM KCI),
aproximadamente 50ng do DNA da amostra e agua deionizada estéril
(INVITROGEN®) g.s.p 50 puL. As cepas de referéncia P. aeruginosa
INCQS: 00027/ATCC (American Type Culture Collection) 29336 e
E. coli INCQS: 00031/ATCC 10536 foram empregadas para avaliar a especificidade
dos iniciadores (controles das amostras) e uma aliquota de agua deionizada estéril foi
empregada para avaliar a auséncia de DNA contaminante na mistura da PCR
(controle da reacéo).

A amplificacao ocorreu nas seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial 95°C por
2 minutos; 30 ciclos: 94°C por 20 segundos, 55°C por 20 segundos e extensédo a 72°C
por 40 segundos e uma extensao adicional a 72°C por 1 minuto.

Para visualizagao dos produtos amplificados, aliquotas de 10 pyL dos produtos

da reacdo foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5% (Sigma®), a 70
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volts por 50 minutos. Como tampé&o de corrida utilizou-se TBE 0,5X. Submeteu-se
também a corrida eletroforética o padrdo de peso molecular (100 pb DNA ladder
INVITROGEN®). A coloracéo do gel foi realizada com solucdo de brometo de etidio
(10 mg/mL) e foi analisada através do sistema de video documentacdo ImageQuant
300 (GE Healthcare). Os produtos da PCR foram purificados pelo Kit QIAquick PCR
Purification (Qiagen®).

Tabela 1. Iniciadores para amplificacdo do gene rrs 16S RNA utilizados neste estudo

iniciadores * Sequéncia (5°- 3’) Gene alvo Posicéo Tamanho
(bp)

PA-SS-F GGGGGATCTTCGGACCTCA SSU rRNA P. aeruginosa 189 — 206
PA-SS-R TCCTTAGAGTGCCCACCCG SSU rRNA P. aeruginosa 1124 -1144

956

* F (forward) and R (reverse) sé@o designacdes para a orientacdo do primer em relagdo ao rDNA

4.6. SEQUENCIAMENTO

Apbs a extracao e purificacdo dos DNA, quatro isolados de P. aeruginosa do
afluente e do efluente foram aleatoriamente selecionados, para a realizacdo do
sequenciamento. O DNA dos isolados foi quantificado e suas concentragdes ajustadas
para 200 ng/uL.

Utilizou-se o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing e a reacdo de
sequenciamento foi constituida de 5,5 yL de DNA (200 ng), 2 pL de iniciador
(PA-SS-F) (1,6 pmol/uL), 1 puL de reativo BigDye (Applied Biosystems), 1,5 yL de
tampao BigDye, em um volume final de 10 pyL. A reagdo de sequenciamento foi
conduzida em termociclador Apollo™ ATC 401 com as seguintes condicdes: 40 ciclos
de 94°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. A seguir, 0
produto das reacdes foi precipitado adicionando-se a cada pogo 30 pL de isopropanol
75%. A placa foi levada a agitador tipo vortex e submetida a um spin por 10 segundos
a 1000 rpm. A placa ficou em repouso sob protecao da luz por 15 minutos. A placa foi
centrifugada por 90 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi desprezado, invertendo
a placa em papel toalha. Foi colocada a placa invertida na mesa e foi realizado
movimento circular com a placa para desprezar o excesso de isopropanol. Adicionou-
se 50 pL de etanol 75% em cada poco. Centrifugou-se por 30 minutos a 2000 rpm. O

sobrenadante foi desprezado, invertendo a placa em papel toalha. Foi colocada a
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placa invertida na mesa e foi realizado movimento circular com a placa para desprezar
0 excesso de etanol. A placa foi colocada invertida na centrifuga e deu-se um pulso
até 500 rpm. A placa foi deixada a temperatura ambiente, protegida da luz, por 2 horas
para secar. Apos, o DNA presente no poco da placa, foi ressuspendido em 5,5 uL de
agua (GIBCO®). Deixou-se em repouso por 1 hora e agitou-se no vortex.

Apés, a placa foi encaminhada para o setor de sequenciamento (Plataforma
PDTIS/FIOCRUZ) para a reacdo de desnaturacdo. A reacdo de sequenciamento foi
realizada segundo metodologia padréo, por eletroforese capilar em um aparelho ABI
Prism 3700 Genetic Analyzer Sequencer usando o kit BigDye Terminator (Plataforma
PDTIS/FIOCRUZ).

4.7. SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Para verificar a susceptibilidade aos antimicrobianos foi empregado o método
de difusédo de discos em agar Mueller Hinton de acordo com as recomendacdes do
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2014). Os discos de antimicrobianos
(SENSIFAR) foram os seguintes: piperacilina/tazobactam (100/10 ug); ticarcilina/acido
clavulanico (75/10 ug); ceftazidima (30 pg); cefepima (30 ug); imipenem (10 pg);
meropenem (10 ug); polimixina B (300 Ul); aztreonam (30 ug); gentamicina (10 pg);
tobramicina (10 pg); ciprofloxacino (5 pg) e levofloxacino (5 pg). As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Apés este periodo, com o auxilio de um paquimetro,
foi realizada a leitura das placas, medindo os diametros dos halos de inibicdo (em mm)
do crescimento bacteriano presentes ao redor dos discos de antimicrobianos, e as
amostras foram classificadas em sensiveis ou resistentes, utilizando-se os limites de
sensibilidade estabelecidos pelo CLSI (2014). O controle da qualidade dos discos foi
realizado frente as seguintes cepas microbianas de referéncia: E. coli INCQS 00033
(ATCC 25922) e P. aeruginosa INCQS 00099 (ATCC 27853), sob as mesmas
condi¢cbes de meio de cultivo e incubacgéo. O critério utilizado para definir uma cepa
como MDR, foi a resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos utilizados:
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, aminoglicosideos e quinolonas
(MAGIORAKOS et al, 2012).
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4.8. PRESERVACAO DOS ISOLADOS

Logo apds o isolamento, as cepas foram preservadas em glicerol 20% e
estocadas a -70°C. ApoOs a identificacdo fenotipica e molecular, os isolados foram
preservados por liofilizacdo e armazenados na Colecdo de Micro-organismos do
INCQS/FIOCRUZ.

4.9. EXTRACAO DO DNA GENOMICO TOTAL

O procedimento usado para extracdo do DNA foi uma versdo modificada dos
protocolos descritos previamente (OGRAM; SAYLER; BARKAY, 1987; SMALLA et al,
1993; GROBKOPF; JANSSEN; LIESACK, 1998). Para a extracdo do DNA gendmico,
aproximadamente 1500 mL do residuo liquido hospitalar de cada ponto (afluente e
efluente) foi filtrado mediante presséo negativa (vacuo) através de membrana filtrante
com porosidade de 0,22 ym de didmetro. Com o auxilio da alga de Drigalski, as
membranas foram esfregadas com 1 mL de solucdo de PBS (tampé&o fosfato em
salina). Apds, o liquido foi colocado em tubos tipo eppendorfs que foram centrifugados
a 2800 rpm por 15 minutos. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS, centrifugado
a 5000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado (2 vezes). O pellet foi
ressuspendido em 1 mL de PBS para ser submetido ao choque térmico (Freeze-
Thaw): -70°C por 2 minutos; 65°C por 2 minutos (3 vezes). Foi acrescentado 125 uL
de lisozima e incubado por 1 hora a 37°C. Acrescentou-se 225 uL de SDS (dodecil
sulfato de sédio) 10%, homogeneizou-se e incubou-se por 10 minutos a 60°C. Foi
acrescentado 300 ug de pérolas de vidro ou zircone - Glass bead (0,1 mm) e o tubo
foi colocado no aparelho mini-beadbeater (Biospec Products) por 80 segundos a
velocidade maxima (3 vezes). Centrifugou-se a 13000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi recolhido. A seguir, as amostras foram submetidas a extracdo de
DNA genbémico segundo o protocolo para bactéria Gram-positiva do kit Dnaeasy ® &
Blood Tissue (Qiagen®).

Para visualizacdo da integridade do DNA gendmico, aliquotas de 10 pL dos
DNA extraidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (Sigma®), a
70 volts por 50 minutos. Como tampé&o de corrida utilizou-se TBE 0,5X. Submeteu-se
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também a corrida eletroforética o padrdo de peso molecular (100 pb DNA ladder). A
coloragédo do gel foi realizada com solucdo de brometo de etidio (10 mg/mL) e foi
realizada a analise atraves do sistema de video documentacao ImageQuant 300 (GE

Healthcare).

4.10. BIBLIOTECA DO GENE rrs 16S rRNA

4.10.1. Amplificacdo do gene rrs 16S rRNA

As amostras foram submetidas a reacdo de PCR para a amplificacdo do gene
rrs 16S rRNA (alvo a regido V4). O desenho dos iniciadores especificos foi realizado
de acordo com CAPORASO et al (2011). O iniciador forward foi o0 mesmo utilizado
para todas as amostras, mas o iniciador reverse variou (Tabela 2). Na sequéncia do
iniciador reverse € encontrada uma sequéncia adaptadora complementar de
pareamento 3' com a sequéncia contida na plataforma, uma sequéncia de cédigo de
barras (barcodes) que varia de um iniciador para outro, sequéncias estabilizadoras e
a sequéncia especifica para pareamento com o gene rrs 16S rRNA. Por se tratar de
um sequenciamento multiplex, em que todas as amostras foram agrupadas, foi
utilizado um iniciador reverse diferente para cada amostra poder ser diferenciada
durante a leitura das sequéncias.

Foi utilizado o kit AccuPrime™ Pfx SuperMix (Life Technologies™). A mistura
de cada reacao foi composta pelos seguintes reagentes: 10 pmol do iniciador forward
(515F) com a sequéncia estabelecida 5’ AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC
TATGGTAATT GT GTGCCAGCMGCCGCGGTAAZ’, 10 pmol do iniciador reverse
(806R) (Tabela 2), 22 U da enzima AccuPrime™ Pfx DNA polimerase, Mix (66 mM
Tris-SO4 (pH 8.4), 30.8 mM (NH4)2S04, 11 mM KCI, 1.1 mM MgSOa4, 330 uM dNTPs),
3 ng de DNA totalizando 25 pL. A PCR foi preparada em triplicata para cada amostra.

Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores reverse (806R) utilizados para cada amostra

Amostra Adaptador Barcode Estabilizador Especifica 16S rRNA
1 3'CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT | CTCACCTAGGAA | AGTCAGTCAG CC | GGACTACHVGGGTWTCTAAT5'
2 3'CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT | GTGTTGTCGTGC | AGTCAGTCAG CC | GGACTACHVGGGTWTCTAAT5'
3 3'CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT CCACAGATCGAT | AGTCAGTCAG CC | GGACTACHVGGGTWTCTAAT5S
4 3'CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT | TATCGACACAAG | AGTCAGTCAG CC | GGACTACHVGGGTWTCTAAT5'

Amostra 1: afluente da 12 coleta; Amostra 2: efluente da 12 coleta; Amostra 3: afluente da 22 coleta; Amostra 4: efluente da 22 coleta
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A amplificacao do gene rrs 16S rRNA foi realizada no termociclador AB Applied
Biosystems. Os ciclos de amplificacdo foram os mesmos para todas as amostras, e
programados da seguinte forma:

95°C — 2 minutos

95°C - 20 segundos *

50°C - 30 segundos ** 28 ciclos
68°C — 1 minuto 30 segundos ***

68°C — 10 minutos

*Desnaturacao; **Anelamento; ***Extensao

4.10.2. Purificacdo do DNA e Sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados pelo Kit QIAquick PCR Purification
(Qiagen®), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Apds, a concentragdo final do
produto foi realizada a quantificacdo por fluorometria no aparelho Qubit 2.0
Fluorometer (Invitrogen).

O sequenciamento do DNA dos micro-organismos foi realizado de acordo com
o protocolo Miseq Reagent Nano Kit v.2 na plataforma MiSeq (lllumina®), localizada
no Laboratoério de Genoma, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

A andlise das sequéncias, a identificacdo das unidades taxonO6micas e a
comparacao entre dois conjuntos de dados metagenémicos diferentes baseou-se no
sistema acessivel na web que fornece um conjunto de ferramentas para andlise e
visualizacéo de dados metagendmicos, 0 MG-RAST (Metagenomics Rapid Annotation
using Subsystem Technology) (http://metagenomics.anl.gov/) (MEYER et al, 2008).

4.11. SELECAO FUNCIONAL DE GENES DE RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS

4.11.1. Biblioteca gendmica (Shotgun) e Sequenciamento

As amostras obtidas no item 4.9 foram preparadas utilizando o lllumina TruSeq

Nano DNA library preparation Kit, seguindo as recomendacdes do fabricante.


http://metagenomics.anl.gov/
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O sequenciamento do DNA dos micro-organismos foi realizado de acordo com
0 protocolo Miseq Reagent Kit v.3 na plataforma MiSeq (lllumina®), localizado no

Laboratorio de Genoma da UERJ.

4.11.2. Identificagdo de genes de resisténcia a antimicrobianos

A anotacao dos genes de resisténcia aos antimicrobianos foi realizada pelo
banco de dados ARDB (Antibiotic Resistance Genes DataBase)
(http://ardb.cbcb.umd.edu/index.html) (LIU; POP, 2009) e pela base de dados CARD
(Comprehensive Antibiotic Resistance Database) (http://arpcard.mcmaster.ca/)
(MCARTHUR et al, 2013).


http://ardb.cbcb.umd.edu/index.html
http://arpcard.mcmaster.ca/
http://www.nature.com/ismej/journal/v9/n1/full/ismej2014106a.html#bib25
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5. RESULTADOS

5.1. PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS

O pH do afluente e do efluente da ETEH na primeira coleta foi 6,7 e 5,8,
respectivamente, enquanto que na segunda coleta foi 6,5 e 7,01, dentro da faixa de
pH de crescimento da maioria dos micro-organismos, inclusive a P. aeruginosa
(Tabela 3). A turbidez apresentou concentracdes mais elevadas na segunda coleta do
que na primeira coleta. A turbidez foi maior no afluente da segunda coleta,
principalmente devido a presenca de particulas suspensas na agua. A presenca de
matéria organica, micro-organismos e outros materiais diversos provocam a dispersao
e a absorcao da luz, dando a 4gua uma aparéncia nebulosa (Tabela 3).

Os niveis de oxigénio dissolvido (OD) apresentaram o maior valor no efluente
da segunda coleta, onde o pH se manteve neutro e elevou os niveis de OD que é
essencial para o0s micro-organismos biodegradadores de matéria organica. A
temperatura dos pontos da primeira coleta foi 26°C, enquanto que na segunda coleta
foi 26,7°C (afluente) e 26,9°C (efluente), favorecendo as formas mesoéfilas presentes
(Tabela 3).

A concentracao de cloro foi nula nos dois pontos das duas coletas (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros fisicos e quimicos dos pontos de coleta da ETEH
Pontos da 12 coleta Pontos da 22 coleta

Parametros Escala afluente efluente afluente efluente
pH 0-14 6,7 5,8 6,5 7,01
Condutividade (MS/cm) 0-100 0,39 0,35 0,45 0,30
Turbidez (UNT) 0- 800 17 14 107 80
OD (mg/L) 0-19,9 1,7 1,1 1,64 2,30
Temperatura (°C) 0-50 26 26 26,7 26,9
Salinidade (%) 0-4 0,0 0,0 0,0 0,0
Cloro (ppm) 0,01-10 0 0 0 0

Os valores da escala foram estabelecidos de acordo com o manual dos equipamentos Horiba® e Extech®.
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5.2. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE P. aeruginosa

Apés 24 horas de incubacao, as 2 placas de agar cetrimide (afluente e efluente
da ETEH) da primeira coleta, e as 2 da segunda coleta apresentaram crescimento
bacteriano uniforme. Foram selecionadas aleatoriamente (afluente e efluente da
ETEH) um total de 57 col6nias: 29 col6nias do afluente e 28 colonias do efluente.
Cinquenta e sete isolados apresentaram colénias com pigmento esverdeado e odor
adocicado. A coloracdo de Gram dos 57 isolados revelou a presenca de bactérias
Gram-negativas na forma de bastonetes. Todos os isolados apresentaram resultados
positivos para o teste de producdo de oxidase. Cinquenta e sete isolados foram
suspeitos de P. aeruginosa. Estes foram estocados em caldo Brain Heart Infusion

(BHI) com glicerol 20% a -20°C.

5.3. IDENTIFICACAO MOLECULAR DE P. aeruginosa

Os 57 isolados suspeitos de P. aeruginosa foram confirmados como
P. aeruginosa, apds PCR usando iniciadores especificos, e apresentando fragmentos
de 956 bp. ApGs o sequenciamento, a andlise de identidade das sequéncias foi
realizada pelo programa BLASTn e as 57 sequéncias dos isolados apresentaram

97-98% de similaridade com o gene rrs do 16S rRNA de P. aeruginosa.

5.4. AVALIACAO DOS PERFIS DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Os 57 isolados de P. aeruginosa foram suscetiveis aos antimicrobianos
polimixina B (100%) e tobramicina (100%). Os isolados de P. aeruginosa
apresentaram maior resisténcia aos antimicrobianos ticarcilina/acido clavulanico
(48,3%), aztreonam (44,8%) e gentamicina (27,5%) no afluente da ETEH e aos
antimicrobianos aztreonam (35,7%), ticarcilina/acido clavulanico (28,6%), gentamicina
(14,3%) e meropenem (14,3%) no efluente da ETEH (Gréficos 1 e 2).

Treze isolados de P. aeruginosa do afluente (44,83%) apresentaram perfil de
multidroga resistente (MDR = 3 classes) e foram classificados como MDR e seis
isolados de P. aeruginosa do efluente (21,43%) apresentaram perfil de multidroga

resistente e foram classificados como MDR (Tabela 4).



Gréafico 1. Perfil de susceptibilidade dos isolados de P. aeruginosa do afluente da ETEH
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Grafico 2. Perfil de susceptibilidade dos isolados de P. aeruginosa do efluente da ETEH
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Tabela 4. Susceptibilidade dos isolados de P. aeruginosa do afluente e do efluente da ETEH

Antimicrobianos

Penicilinas  Cefalosporinas Carbapenémicos Aminoglicosideos Quinolonas

e, e,
s “n s N

Cepas de PIP/ TIC/ CAZ | CEF | IMI | MER | POL | AZT | GEN | TOB | CIP | LEV Perfil
P. aeruginosa TAZ AC.CL

P1 MDR

P2 MDR

P3

P4

P5 MDR

P6 MDR

P7

P8 MDR

P9 MDR

P10

P11

P12

P13

afluente P14 MDR

P15 MDR

P16

P17

P18 MDR

P19 MDR

P20 MDR

P21

P22 MDR

P23

P24

P25

P26

P27

P28 MDR

P29

P30

P31

P32 MDR

P33 MDR

P34 MDR

P35

P36

P37

P38

P39 MDR

P40

efluente P41

P42

P43

P44

P45

P46 MDR

P47 MDR

P48

P49

P50

P51

P52

P53

P54

P55

P56

P57
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(PIPITAZ) piperacilina/tazobactam; (TIC/AC.CL) ticarcilina/acido clavulanico; (CAZ) ceftazidima; (CEF) cefepima;
(IMI) imipenem; (MER) meropenem; (POL) polimixina b; (AZT) aztreonam; (GEN) gentamicina; (TOB) tobramicina,
(CIP) ciprofloxacino; (LEV) levofloxacino. Quadrado preenchido — resisténcia aos antimicrobianos, quadrado vazio

— susceptibilidade aos antimicrobianos, MDR — multidroga resistente

A analise comparativa do percentual de resisténcia de isolados de
P. aeruginosa do afluente hospitalar e de isolados do efluente em relacdo as classes
de antimicrobianos mostrou que os isolados do afluente apresentaram percentuais
superiores de resisténcia a classe das penicilinas, as cefalosporinas, ao aztreonam e
aos aminoglicosideos que os do efluente. Os isolados do efluente apresentaram maior
percentual de resisténcia as quinolonas (Gréfico 3).

Grafico 3. Percentual de resisténcia dos isolados de P. aeruginosa frente as classes de
antimicrobianos
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5.5. CARACTERIZACAO DO METAGENOMA DO AFLUENTE E EFLUENTE DA
ETEH

5.5.1. ANALISE DOS DADOS GERADOS A PARTIR DA AMPLIFICACAO DO GENE
rrs 16S RIBOSSOMAL

5.5.1.1. Diversidade taxonbmica

Foi demonstrada a predominéncia do dominio Bacteria (99,9%) no afluente da
ETEH e no efluente da ETEH (99,6%) (Grafico 4), como esperado em funcédo da
metodologia utilizada. Com base no banco de dados SILVA SSU (PRUESSE et al,
2007), o dominio Bacteria foi caracterizado principalmente pela presenca dos filos
Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes no afluente e no efluente da ETEH (Gréfico
5e6).

Grafico 4. Distribuicdo dos dominios da vida no afluente e efluente da ETEH
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Grafico 5. Abundancia taxonémica do afluente da ETEH. O gréafico abaixo mostra a abundancia
de representantes dos filos dos dominios Bacteria, Eukarya e Archaea. Somente os 19 filos mais
abundantes sdo mostrados. O eixo y representa graficamente a abundéncia de anota¢cdes em
cada filo em uma escala logaritmica
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Gréafico 6. Abundancia taxonémica do efluente da ETEH. O gréafico abaixo a abundancia
taxondmica de representantes dos filos dos dominios Bacteria, Eukarya e Archaea. Somente os
18 filos mais abundantes sdo mostrados. O eixo y representa graficamente a abundéncia de
anotacdes em cada filo em uma escala logaritmica
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No afluente da ETEH, 62,7% das sequéncias derivadas do dominio Bacteria
nao foram classificadas, enquanto que no efluente, 35,3%. A elevada proporcéo de
sequéncias nao classificadas pode ser explicada pelo fato de o banco de dados nao
ser completo o suficiente para classificar a grande variedade de sequéncias obtidas
(Grafico 7). O filo Proteobacteria foi mais predominante no efluente (64,33%) que no
afluente (31,35%), enquanto que o Firmicutes e o Bacteroidetes foram mais

predominantes no afluente (Gréfico 7).

Grafico 7. Distribuicéo dos filos no afluente e efluente da ETEH
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No dominio Bacteria, a classe predominante do filo Proteobacteria foi
Gammaproteobacteria (99,73% no afluente) e (99,94% no efluente). Em menor
abundéncia, foram as classes Alphaproteobacteria (0,19% e 0,02%),
Betaproteobacteria (0,07% e 0,03%) e Deltaproteobacteria (0,01% e 0%) para afluente

e efluente, respectivamente (Gréafico 8).

Gréfico 8. Distribuicdo taxondmica de classes do filo Proteobacteria presente no afluente e
efluente da ETEH
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Considerando a classe Gammaproteobacteria, as ordens predominantes foram
Enterobacteriales (99,20% e 98,08%), Pseudomonadales (0,60% e 1,87%),
Aeromonadales (0,07% e 0%), Thiotrichales (0,02% e 0%), Alteromonadales (0,01%
e 0%) e Chromatiales (0,01% e 0%) para afluente e efluente, respectivamente (Grafico
9).

Grafico 9. Distribuicdo taxonémica de ordens da classe Gammaproteobacteria presente no
afluente e efluente da ETEH
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Considerando a ordem Enterobacteriales, a familia mais abundante foi
Enterobacteriaceae, sendo os géneros Enterobacter, Salmonella e Buttiauxella os
mais prevalentes no afluente e efluente da ETEH.

Considerando o filo Firmicutes, a classe mais abundante encontrada foi
Clostridia (61,97% no afluente) e (66,06% no efluente), e em menor abundancia,
Bacilli (24,13% e 11,86%), Negativicutes (12,09% e 20,50%) e Erysipelotrichi (1,81%

e 1,58%) para afluente e efluente, respectivamente (Grafico 10).

Grafico 10. Distribuicdo taxondmica de classes do filo Firmicutes presente no afluente e efluente
da ETEH
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Em relacdo a classe Clostridia, 99,99% das sequéncias do afluente e 100%
das sequéncias do efluente pertencem a ordem Clostridiales. Considerando a ordem
Clostridiales, as familias mais abundantes para afluente e efluente, respectivamente,
foram: Lachnospiraceae (32,85% e 36,01%), Ruminococcaceae (20,19% e 27,60%),
Clostridiaceae (17,61% e 12,70%), Peptostreptococcaceae (14,59% e 8,50%) e
Eubacteriaceae (9,14% e 7,55%) (Grafico 11). Dessas familias, os géneros mais
prevalentes no afluente e efluente da ETEH foram: Blautia, Ruminococcus,
Faecalibacterium, Clostridium e Eubacterium.
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Grafico 11. Distribuicdo taxondmica de familias da ordem Clostridiales presente no afluente e

efluente da ETEH
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Considerando o filo Bacteroidetes, a classe mais abundante foi Bacteroidia com

68,59% no afluente e 77,43% no efluente. Em menor abundancia, foram as classes
Flavobacteriia (25,30% e 20,23%), Sphingobacteriia (4,90% e 1,95%) e Cytophagia

(1,21% e 0,01%) para afluente e efluente, respectivamente (Grafico 12).

Grafico 12. Distribuicdo taxonémica de classes do filo Bacteroidetes presente no afluente e

efluente da ETEH
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Em relacdo a classe Bacteroidia, 100% das sequéncias do afluente e do

efluente pertencem a ordem Bacteroidales. Considerando a ordem Bacteroidales, as

familias mais abundantes para afluente e efluente, respectivamente, foram:
Prevotellaceae (91,26% e 43,22%), Porphyromonadaceae (1,09% e 46,73%),
Bacteroidaceae (7,31% e 8,04%) e Rikenellaceae (0,34% e 2,01%) (Gréafico 13).
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Dessas familias, os géneros mais prevalentes no afluente e efluente da ETEH foram:

Prevotella, Parabacteroides, Porphyromonas, Bacteroides e Alistipes.

Gréfico 13. Distribuicdo taxondmica de familias da ordem Bacteroidales presente no afluente e
efluente da ETEH
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A andlise realizada através da plataforma MG-RAST, utilizando como
referéncia o banco de dados SILVA SSU, permitiu a obtencéo da arvore filogenética
demonstrando também que dentro do Dominio Bacteria, os filos predominantes foram:
Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes, tanto no afluente quanto no efluente da
ETEH (Gréfico 14).
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Gréafico 14. Arvore filogenética indicando os filos e suas ordens encontradas no afluente e

efluente da ETEH. Agrupamento realizado pela plataforma MG-RAST, utilizando como referéncia
0 banco de dados SILVA SSU
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A analise por heatmap foi utilizada para organizar as sequéncias obtidas
baseadas nas semelhancas taxonémicas (Grafico 15). O heatmap foi construido na
plataforma do MG-RAST, utilizando como referéncia o banco de dados SILVA SSU, e
agrupou as sequéncias de acordo com os filos. A andlise mostrou que tanto na
biblioteca do afluente da ETEH quanto na biblioteca do efluente houve alta abundancia
de sequéncias nao classificadas derivadas do dominio Bacteria. Os grupos de maior

abundancia na biblioteca do afluente e efluente foram Proteobacteria, Firmicutes e
Bacteroidetes, no dominio Bacteria.
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Nesta analise podemos observar novamente os mesmos filos predominantes
no dominio Bacteria jA mencionados na classificacdo taxonémica do gene rrs 16S
rRNA.

Grafico 15. Heatmap mostrando o agrupamento dos filos baseado nas semelhancas
taxondmicas das sequéncias. Linhas vermelhas representam baixa abundancia do filo e linhas
verdes representam alta abundéancia do filo
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5.5.1.2. Curva de rarefacao

Curvas de rarefacédo foram construidas apés a anotacédo das sequéncias na
plataforma MG-RAST com o objetivo de se verificar a variagdo na riqueza de espécies
e na diversidade microbiana entre as amostras avaliadas (Gréfico 16). As curvas de
rarefacdo obtidas plotando a contagem de espécies encontradas na biblioteca em
relacdo ao nimero de sequéncias demonstrou tendéncia a estabilidade. As amostras
mostraram curvas de rarefagdo pouco ingremes a esquerda e quase planas a direita,

indicando que a amostragem e o0 sequenciamento foram responsaveis por uma boa
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cobertura das espécies que compdem esse ambiente. A diversidade alfa no afluente
da ETEH (3,03) foi maior que no efluente (2,27), indicando maior diversidade de
espécies.

Gréafico 16. Curvas de rarefacdo extraidas da plataforma MG-RAST, mostrando a disposicdo dos
reads do sequenciamento metagendmico entre as 2 amostras analisadas
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5.6. ANOTACAO FUNCIONAL DAS COMUNIDADES MICROBIANAS

As sequéncias obtidas nas bibliotecas gendmicas foram analisadas no banco
de dados ARDB e CARD.

A ferramenta Resistance Gene Identifier (RGI) Version 2, fornece uma
anotacao automatica de sequéncias de DNA com base nos dados disponiveis no site
CARD, proporcionando assim uma previsdo de genes de resisténcia a antibidticos. Os
contigs foram enviados para o RGI e obtivemos 33 genes de resisténcia aos
antibioticos no afluente da ETEH. A maioria dos genes de resisténcia a antibiéticos foi
do tipo efluxo (25), de resisténcia a beta-lactamicos (2) e de resisténcia a glicopeptideo
(6) (Grafico 17). A Tabela 5 mostra a relacdo das opening reading frame (orf), genes
de resisténcia e identidade bacteriana no afluente da ETEH gerados no banco de
dados CARD. No efluente, obtivemos 29 genes de resisténcia aos antibibticos. A

maioria dos genes de resisténcia a antibioticos foi do tipo efluxo (23), de resisténcia a
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beta-lactamicos (1), de resisténcia a aminoglicosideos (1), de resisténcia a
glicopeptideos (3) e de resisténcia a fosfomicina (1) (Grafico 18). A Tabela 6 mostra a
relacdo das opening reading frame (orf), genes de resisténcia e identidade bacteriana
no efluente da ETEH gerados no banco de dados CARD. Entre os genes de
resisténcia a antibiéticos, aqueles que codificam proteinas envolvidas na modulacdo
de bombas de efluxo de antibidticos foram os mais abundantes, tanto no afluente
guanto no efluente da ETEH.

Os genes oxa-59, vanrA, vanrG, vansB, vanwG, vanwB, mexC, smeE, tolC,
oprM, mexW, ogxB e amrA s6 foram encontrados no afluente hospitalar. Os genes
fosAb, vanrE, vanrB, aadA, smeD, smeA, oprA, cml e mdtC s6 foram encontrados no

efluente.

Grafico 17. Orf referentes a genes de resisténcia aos antibiéticos no afluente gerados no banco
de dados CARD

Anfibiotic Resistance
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Tabela 5. Relacdo das orfs, genes de resisténcia e identidade bacteriana no afluente hospitalar
gerados no banco de dados CARD

open Genes de BLASTp Hit in CARD e-value ID
reading | resisténcia (%)
frame
Orf32 ampC Escherichia_coli_strain_ MEV_AmpC_(ampC)_gene le-175 | 76,38
Orf13 oxa59 Burkholderia_pseudomallei_K96243 chromosome_2 2e-159 100
Orf5 vanrA Bacillus_circulans_vanR_gene 2e-127 | 92,64
Orf3 vanrG Enterococcus_faecalis_VanRG_vancomycin_resistance_operon 2e-137 100
Orf31 vansB Clostridium_hathewayi_strain_MLG661_VanSB_(vanSB)_gene 0.0 97,81
Orf12 vansG Enterococcus_faecalis_vanG_vancomycin_resistance_locus 0.0 97,55
Oorf27 vanwB Enterococcus_faecium_Aus0085 le-161 | 97,82
Orfl4 vanwG Enterococcus_faecalis_VanG_vancomycin_resistance_operon 2e-147 100
Orf9 acrA Enterobacter_cloacae_AcrA_(acrA)_gene 0.0 100
Orfo acrB Enterobacter cloacae subsp. cloacae ATCC 13047 0.0 73,54
Orfl mexB Pseudomonas putida 0.0 95,83
Orf2 mexD Pseudomonas_aeruginosa_membrane_fusion_protein_ MexD gene 0.0 100
Orf10 ceoB Burkholderia_cepacia_CeoB_(ceoB)_gene 0.0 100
Orfll mexF Pseudomonas_syringae_pv._phaseolicola_1448A 0.0 86,06
Orf20 mexY Pseudomonas_aeruginosa_gene_for_MexX_and_MexY 0.0 100
Orf28 mexC Pseudomonas aeruginosa membrane fusion protein MexC 0.0 100
Orf29 smeE Stenotrophomonas_maltophilia_D457 0.0 99,90
Orf8 tolC Escherichia_coli_strain_0919S911 TolC_(tolC)_gene 0.0 100
Orfl5 mexA Pseudomonas_knackmussii_B13_complete_genome 5e-170 | 79,78
Orf24 oprM Pseudomonas aeruginosa PAO1 0.0 100
Orf4 mexW Pseudomonas aeruginosa PAO1 1le-30 100
Orf7 ogxB Klebsiella pneumoniae strain 324-FL OgxB (ogxB) 0.0 100
Orf18 mexI| Pseudomonas_aeruginosa_PA38182 0.0 99,09
Orf25 macA Neisseria_gonorrhoeae_MacA_(macA)_gene 0.0 100
Orf6 macB Klebsiella_pneumoniae_subsp._pneumoniae_ MGH_78578 0.0 71,38
Orf21 oprd Pseudomonas_aeruginosa_membrane_fusion_protein_OprJ 0.0 100
Orfl6 mexE Pseudomonas_fluorescens_F113 7e-157 | 71,18
Orf22 oprN Pseudomonas_aeruginosa_oprN_genes_strain_ PAO1 0.0 96,61
Orfl7 mexH Pseudomonas_aeruginosa_LESB58 0.0 100
Orf30 mdtK Klebsiella_pneumoniae_str._Kp52.145 0.0 87,31
Orf26 amrA Pseudomonas_aeruginosa_transcriptional_regulator putative membrane 0.0 100
Orf19 mexX Pseudomonas_aeruginosa_gene_for_MexX 0.0 100
Orf23 mdtP Burkholderia_cenocepacia_H111_chromosome_2 2e-144 | 85,44



http://arpcard.mcmaster.ca/?q=CARD/ontology/37608
http://arpcard.mcmaster.ca/?q=CARD/ontology/39594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U57969.1
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Grafico 18. Orf referentes a genes de resisténcia a antibiéticos no efluente gerados no banco de
dados CARD
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Tabela 6. Relacdo das orfs, genes de resisténcia e identidade bacteriana no efluente hospitalar
geradas no banco de dados CARD

open Genes de BLASTp Hit in CARD e-value ID
reading | resisténcia (%)
frame
Orf12 fosA5 Klebsiella pneumoniae_str._Kp52.145, _chromosome le-77 96,40
Orf28 vansG Enterococcus faecalis_vanG_vancomycin_resistance_locus 2e-175 | 97,21
Oorfo vanRE Enterococcus faecalis_strain_N00-041 le-84 100
Orf26 vanRB Clostridium hathewayi_strain_ MLG661_VanRB_(vanRB)_gene 7e-111 100
Orf14 aadA Escherichia coli 4e-151 | 99,62
Orf19 ampC Serratia marcescens_beta-lactamase (ampC) 0.0 98,41
Orf10 mdtP Acinectobacter baumannii 4e-144 | 75,46
Orf23 smeD Stenotrophomonas maltophilia_K279a_complete genome, strain K279a 0.0 97,76
Orf24 smeA Stenotrophomonas maltophilia_multidrug_efflux_system_ SmeA 0.0 100
Orfl6 oprA Pseudomonas aeruginosa_oprA_gene_for_outer_membrane_protein 0.0 100
Orf5 mexX Pseudomonas aeruginosa_gene_for_MexX, complete_cds 0.0 100
Orf22 cml Streptomyces lividans_cml gene for chloramphenicol resistance protein 0.0 100
Orfl1 mdtK Escherichia coli, k-12 0.0 87,31
Orf27 mexH Pseudomonas aeruginosa_PA96_genome 0.0 99,73
Orf8 oprN Pseudomonas aeruginosa 0.0 96,61
Oorf21 mexE Pseudomonas fluorescens_F113,complete_genome 7e-157 | 71,78
Orf7 oprJ Pseudomonas aeruginosa_membrane_fusion_protein_MexC 0.0 100
Orf17 mdtC Escherichia coli 0.0 82,77
Orfl3 macB Neisseria gonorrhoeae_(macB)_gene, complete_cd 0.0 100
Orf25 macA Neisseria gonorrhoeae_(macA)_gene, complete_cds 0.0 100
Orf4 mex| Pseudomonas aeruginosa_PA38182, complete_genome 0.0 99,90
Orf20 mexA Pseudomonas knackmussii_B13 complete_genome 4e-172 80
Orf18 ceoB Burkholderia cepacia_CeoB_(ceoB)_genes,complete_cds 0.0 100
Orf9 mexF Pseudomonas aeruginosa 0.0 88,79
Orf6 mexyY Pseudomonas aeruginosa, gene_for MexY,_complete_cds 0.0 100
Orf3 mexD Pseudomonas aeruginosa, membrane fusion protein 0.0 100
Orf2 mexB Pseudomonas aeruginosa 0.0 86,30
Orfl acrB Enterobacter cloacae 0.0 83,76
Orf15 acrA Enterobacter cloacae 0.0 100
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6. DISCUSSAO

Os antibidticos e genes de resisténcia vém sendo disseminados em
praticamente todos os ecossistemas terrestres desde o inicio da era de antibiéticos
na metade do século XX (BERKNER; KONRADI; SCHONFELD, 2014).

Descargas criticas, como efluentes hospitalares, em recursos hidricos ocorrem
tanto em paises em desenvolvimento como em paises industralizados. Estes
efluentes sédo matrizes complexas que justificam a adocao de tratamentos adequados
antes de seu lancamento nos corpos hidricos (PAUWELS; VERSTRAETE, 2006).

Estudos tem demonstrado que determinados sistemas de tratamento de agua
residual hospitalar podem favorecer rotas que disseminam bactérias resistentes aos
antibiéticos em ambientes aquaticos (CHITNIS et al, 2004; SAYAH et al, 2005; KIM;
AGA, 2007; PRADO et al, 2008; FASIH et al, 2010; ROBLEDO; AQUINO; VASQUE?Z,
2011). De fato, Reinthaler e colaboradores (2003) verificaram que 40% de E. coli
isoladas de estacdes de tratamento de esgoto doméstico e hospitalar, foram
resistentes a mais de trés antibiéticos. O comportamento de resisténcia de linhagens
associadas a presséao de selecao de antibioticos parcialmente metabolizados e outros
compostos quimicos liberados no esgoto hospitalar facilita a aquisicao e proliferacao
de caracteristicas de resisténcia entre bactérias (KUMMERER; HENNINGER, 2003;
JACOBSEN et al, 2008).

No presente estudo, os isolados do afluente da ETEH apresentaram
percentuais superiores de resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas e aztreonam) e aminoglicosideos. No entanto, a resisténcia as
quinolonas foi superior no efluente, o que nos leva a sugerir, a presenca desse
farmaco no efluente, uma vez que esta é uma molécula estavel em ambiente aquatico.
Um trabalho recente demonstrou que a contaminacao de aguas de rio por quinolonas
favoreceram bactérias aquaticas, contendo genes qnr plasmidiais, realizando a
transferéncia deste gene para patogenos humanos (CATTOIR et al, 2008). E
importante ressaltar, que a resisténcia as quinolonas surgiu logo apos a introducao
desses farmacos na pratica clinica onde foi inicialmente observada em P. aeruginosa
e outros ndo fermentadores da glicose, onde a atividade das quinolonas foi, até certo
ponto, limitado (TURIEL et al, 2004). Muitos estudos tém reportado o isolamento de

genes gnr de fontes ambientais. O gene gnrS foi isolado de varias fontes, incluindo
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lodo ativado de estacdo de tratamento de esgoto da Alemanha, do rio Sena, na
Franca, de um lago na Suica e em um rio na Turquia (BONEMAN et al, 2006;
CATTOIR et al, 2008; PICAO et al, 2008; OZGUMUS et al, 2009).

Assim, podemos sugerir que, no presente estudo, concentracdes sub-inibitorias
de quinolonas no efluente hospitalar geraram uma pressao seletiva capaz de
promover a transferéncia horizontal do determinante da resisténcia (gene gnr) para
outras linhagens de P. aeruginosa, aumentando assim o percentual de resisténcia
encontrado no efluente hospitalar. O papel das quinolonas na inducéo da transferéncia
de genes de resisténcia a antibioticos pode ser relacionado com a indu¢ao do sistema
de reparacdo por bactérias que possuem o sistema SOS (BEABER; HOCHHUT;
WALDOR, 2004).

Até 2003 ndo havia no Brasil uma preocupacdo efetiva com relacdo ao
gerenciamento e ao descarte adequado dos residuos gerados pelos estabelecimentos
de assisténcia a saude, bem como para as aguas residuarias provenientes destes
locais. Com o0 aumento da carga poluidora nos corpos hidricos e devido as condicbes
bastante favoraveis no pais a propagacéo de doencas veiculadas pela agua, cada vez
mais vem sendo enfatizada a necessidade das agOes de vigilancia ambiental em
saude.

Micro-organismos potencialmente patogénicos (E. coli, K. pneumoniae,
Bacillus sp e P. aeruginosa) ja foram detectados em efluentes hospitalares de varias
regides do Brasil e em muitos outros paises (DEPIZZOL et al, 2006; EKHAISE;
OMAVWOYA, 2008; RESENDE et al, 2009; ABREU et al, 2010; SLEKOVEC et al,
2012).

Isolados de P. aeruginosa multi-resistentes foram identificados em estac¢des de
tratamento de esgoto de um complexo hospitalar no Rio de Janeiro, Brasil, mostrando
resisténcia a todos os antibidticos testados (gentamicina, ciprofloxacino, cefepima,
imipenem e aztreonam) (NOVAES, 2008). Rochenbach (2008) encontrou seis cepas
de P. aeruginosa resistentes em efluentes de um hospital localizado na cidade de
Itajai, Santa Catarina, Brasil, sendo uma delas resistentes a todos os antibiéticos
testados. Outro estudo foi realizado para comparar os perfis de resisténcia aos
antibioticos dos isolados de P. aeruginosa obtidos a partir dos efluentes do hospital
Vicente de Paulo (Passo Fundo, Rio Grande do Sul) e de isolados do rio Passo Fundo.

Cento e sete isolados de P. aeruginosa foram identificados a partir de aguas residuais
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hospitalares e 71 de agua de superficie do rio. A resisténcia a varias classes de
antibiéticos foi maior entre as cepas de aguas residuais do efluente hospitalar que
também revelou fenotipo multirresistente, apenas entre estas estirpes (FUENTEFRIA,;
FERREIRA; CORCAO, 2011). Linhagens de P. aeruginosa também foram isoladas
em efluentes de um hospital em Coruripe, Alagoas, onde, 9 dos 43 isolados foram
resistentes a todos os antibidticos analisados (LOPEZ, 2011).

No Brasil, o controle microbiologico para verificar a eficiéncia do tratamento de
efluentes hospitalares € realizado pela determinacdo de coliformes totais e fecais.
Além disso, alguns estudos tém utilizado outros biomarcadores para verificar a
eficiéncia do tratamento. Prado e colaboradores (2008) analisaram a eficiéncia de uma
planta de tratamento de esgoto hospitalar no Rio de Janeiro e demonstraram a
presenca de K. pneumoniae multirresistentes no efluente tratado. A planta foi
considerada ineficiente na remo¢ao de micro-organismos patogénicos, permitindo a
disseminacdo dessas bactérias no ambiente. A P. aeruginosa também vem sendo
utilizada como marcador e alguns estudos ja demonstraram sua presenca em
efluentes hospitalares nas cidades de Goiania (GO), Itajai (SC) e Rio de Janeiro (RJ)
(NOVAES, 2008; RESENDE et al, 2009; ABREU et al, 2010). Estes estudos
demonstraram cepas multidroga resistentes nos efluentes tratados reforcando a
importancia do tratamento desses residuos antes do lancamento no meio ambiente.

Neste estudo, a ticarcilina/acido clavulanico e o aztreonam foram os
antimicrobianos que apresentaram menor susceptibilidade no afluente e efluente da
ETEH, seguido da gentamicina. Altas taxas de resisténcia do aztreonam, além de
outros beta-lactamicos sugerem a presenca de beta-lactamases de espectro
extendido (ESBL) e/ou organismos produtores de ampC, enzimas capazes de
hidrolisar cefalosporinas de espectro estendido, penicilinas e aztreonam (RUPP; FEY,
2003). O aumento da taxa de resisténcia ao aztreonam ocorre pela combinagéao de
pelo menos trés mecanismos: impermeabilidade da membrana externa, aumento da
acdo de sistemas de bombas de efluxo a multidrogas e alterac6es em sitios alvo ou
degradacdo enzimatica (KARLOWSKY et al, 2003; SOARES, 2005). Resultados
similares foram observados em um estudo envolvendo uma outra planta de tratamento
de esgoto hospitalar no Rio de Janeiro onde 71% dos isolados de P. aeruginosa foram

resistentes a ticarcilina/acido clavulanico e 59% ao aztreonam (MIRANDA et al, 2015).
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Isso nos permite sugerir a possibilidade de elevada taxa de prescricao dessas drogas
nos hospitais do Rio de Janeiro.

Em relacdo as associacfes de beta-lactamicos com inibidores de beta-
lactamases, nossos resultados foram semelhantes aos mencionados em estudos com
isolados nosocomiais (SADER et al, 2000; SOARES, 2005), mostrando taxas de
sensibilidade mais elevadas para piperacilina/tazobactam quando comparadas com
as obtidas para ticarcilina/acido clavulanico. Estas diferencas podem ser explicadas
pela maior eficacia do tazobactam para inibir as beta-lactamases de Gram-negativos
em relacéo ao &cido clavulanico. A elevada resisténcia demonstrada a ticarcilina/acido
clavulanico pode ser decorrente de seu uso indiscriminado e também por apresentar
menor atividade antimicrobiana na terapéutica de infecgdes graves por P. aeruginosa
em comparacao ao beta-lactamico piperacilina/tazobactam (WILLIAM, 2006).

Nos Estados Unidos, a resisténcia da P. aeruginosa ao aztreonam tem
aumentado significativamente, de 26% em 1993 para 32% em 2002 (OBRITSCH et
al, 2004). O alto nivel de resisténcia ao aztreonam (50%) e ticarcilina/acido clavulanico
(43,7%) também tem sido mencionado em varios estudos com isolados nosocomiais
(VAN ELDERE, 2003).

Neste estudo, treze isolados de P. aeruginosa do afluente (44,8%) foram
classificados como MDR enquanto que no efluente foram seis os isolados com esse
perfil (21,4%). Em um estudo anterior, foi observado altos niveis de resisténcia nas
trés primeiras etapas da ETEH, em comparacdo com a ultima etapa do tratamento.
Este fato pode ser atribuido & mistura de aguas residuais com medicamentos,
desinfetantes e micro-organismos patogénicos resistentes aos antibiéticos ainda nas
dependéncias do hospital, onde a transferéncia de genes pode resultar no aumento
de organismos MDR (SANTORO et al, 2015). Estes dados sdo consistentes com
aqueles observados em um estudo onde néo foram encontradas aumento significativo
nas taxas de resisténcia dos isolados de E. coli, no decurso do processo de tratamento
de esgoto (REINTHALER et al, 2003). Por outro lado, em um estudo recente, n0Sso
grupo de pesquisa demonstrou que o tratamento de aguas residuais do hospital
estimulou o aumento de bactérias resistentes aos antimicrobianos, revelando a
presenca de P. aeruginosa XDR, isolada da etapa de cloracdo da ETEH (MIRANDA
et al, 2015). O mesmo foi encontrado em isolados de P. aeruginosa de efluente

hospitalar tratado contendo cepas MDR, antes de sua liberagdo para o ambiente
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aquéatico, em um hospital na Franca. Os autores concluiram que o tratamento foi eficaz
na diminuicdo de isolados de P. aeruginosa no efluente, porém nao diminuiu a
proporcdo de cepas resistentes aos antibioticos. Embora o tratamento de esgoto
liquido dos hospitais possa remover até quatro ciclos logaritmicos de bactérias, a
prevaléncia de bactérias resistentes a antibidticos normalmente nao diminui (GALVIN
et al, 2010; VARELA et al, 2014). Em vez disso, alguns perfis de resisténcia podem
até mesmo tornar-se mais prevalente apds o processo de tratamento e assim,
constituir um risco de contaminagdo ambiental com P. aeruginosa MDR de origem
hospitalar (SLEKOVEC et al, 2012; NOVO et al, 2013).

O comportamento inconstante de micro-organismos isolados de efluentes
hospitalares tratados, em relagdo ao aumento e diminuicdo nas taxas de resisténcia,
pode estar relacionados a outros fatores ambientais, uma vez que a presenca de
micro-organismos resistentes aos antibidticos no ambiente ndo € totalmente
associada a poluicao por antimicrobianos ou genes de resisténcia (MARTINEZ, 2009).
Genes de resisténcia aos antibioticos existem naturalmente no ambiente, mesmo
antes da terapia com antimicrobianos, o que € caracterizado tanto pela ocorréncia
natural dos genes resistentes a antibiéticos quanto pela contribuicdo antropogénica
(BERGLUND, 2015).

A aquisicdo de genes de resisténcia a antibioticos também pode acontecer
independente da presenca de antibioticos. Porém, a exposicdo de bactérias aos
antibioticos confere uma vantagem ecolégica as cepas resistentes quando
comparadas as cepas sensiveis, permitindo-as predominarem na populacao
bacteriana. Esta situacdo é geralmente denominada de pressao seletiva antibittica e
pode acontecer no hospedeiro em consequéncia da quimioterapia ou no ambiente,
por exemplo, pelos residuos de antibioticos que sdo lancados no esgoto (DEPIZZOL,
2006).

Sabe-se que o trato gastrointestinal de um humano adulto contém
representantes dos trés dominios da vida, Bacteria, Eukarya e Archaea, além de virus.
Porém, a maioria do seu microbioma € composta por bactérias que vivem no intestino
humano (BACKHED et al, 2005). Os principais grupos que compdem 0 microbioma
intestinal humano e logo predominam nas fezes humanas, séo: Bacteroidetes (sendo
0 género Bacteroides o mais abundante) e Firmicutes, sendo 95% das sequéncias

pertencentes a classe Clostridia (0os géneros mais prevalentes sao Clostridium,
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Ruminococcus e Eubacterium) (ECKBURG et al, 2005; GILL et al, 2006). Esses dois
grupos juntos compdem mais de 90% da microbiota intestinal humana (ECKBURG et
al, 2005).

No presente estudo, o dominio Bacteria foi o mais representado com
prevaléncia dos filos Proteobacteria e Firmicutes, além de uma grande diversidade de
bactérias ndo classificadas tanto no afluente como no efluente hospitalar. O filo
Proteobacteria € o grupo mais numeroso reconhecido no dominio Bacteria, apresenta
grande diversidade, fato este que possibilita encontrar membros deste grupo nos mais
variados ambientes (PINI et al, 2011). Em um estudo sobre a diversidade bacteriana
em sedimentos de uma estacdo de tratamento de esgoto, com altas cargas de
antibioticos, também verificou predominancia de bactérias pertencentes aos filos
Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria (KRISTIANSSON et al, 2011). Mariat e
colaboradores (2009) verificaram que na presenca de terapia com antibiéticos as
bactérias pertencentes ao grupo Proteobacteria se tornam mais abundantes,
sugerindo que apresentem um aumento relativo em seu desempenho durante o
periodo da terapia (SOMMER; CHURCH; DANTAS, 2010). Desta forma, podemos
sugerir que o0 mesmo ocorreu no efluente analisado neste estudo, onde bactérias do
filo Proteobacteria foram mais abundantes e apresentaram varias espécies contendo
genes de resisténcia aos antibibticos, revelando assim, uma possivel correlacdo entre
esses genes e as comunidades bacterianas.

No presente estudo, além dos filos Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes
verificamos, em menor abundancia, representantes do filo Actinobacteria, que € um
dos grupos bem conhecidos por conter organismos produtores de antibidticos e
portadoras de perfis MDR e também de uma das fontes mais prevalentes de ARG
(D’COSTA et al, 2006; FORSBERG et al, 2014). Juntamente com o filo Firmicutes, as
actinobactérias possuem acetiltransferases e fosfotransferases, que representam o
maior mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos (FORSBERG et al, 2014),
também detectados no efluente analisado em nosso estudo (Gréfico 5).

Chagas e colaboradores (2011) estudaram a diversidade da comunidade
bacteriana de um efluente hospitalar localizado na Zona Oeste do Rio de Janeiro (ndo
tratado e tratado) e também demonstraram, na amostra ndo tratada, uma maior
abundéancia de Proteobacteria, Firmicutes e Spirochaetes. Esse resultado difere um

pouco do encontrado no presente estudo, uma vez que o grupo Spirochaetes foi
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encontrado em uma proporgao baixissima no afluente e efluente hospitalar. J4 os altos
percentuais de Firmicutes e Bacteroidetes encontrados em nosso estudo é justificada
pelo fato de se tratar de amostras de esgoto onde membros desses filos séo
comumente encontrados, conforme resultados obtidos em outros estudos (PALMER
et al, 2007; MARIAT et al, 2009; FROES, 2013). Estudos anteriores também ja haviam
encontrado representantes dos principais grupos de bactérias gastrointestinais,
incluindo os géneros Bacteroides, Bifidobacterium e Bacillus e cocos proteoliticos
(FLUGGE, 1886; MORO, 1900; TISSIER, 1908; DISTASO, 1911). Durante este
periodo que durou até o final dos anos sessenta do século 20, Bifidobacterium e
Bacteroides spp. foram considerados os grupos dominantes no trato gastrointestinal
humano. Vale ressaltar, que a maioria das sequéncias classificadas, no presente
estudo, foi associada a géneros que compdem a comunidade bacteriana do intestino
humano de adultos saudaveis como os anaerobios Eubacterium, Clostridium,
Ruminococcus, Faecalibacterium e Blautia.

Muitos estudos tém contado com métodos dependentes de cultivo para
isolamento e analise de patdégenos e determinacao de seus padrbes de resisténcia as
drogas usando técnicas bioquimicas (KURIA et al, 2009; AL-GHAMDI et al, 2011). No
entanto, a disponibilidade de abordagens de sequenciamento de nova geracao,
juntamente com analises computacionais tém sido implementadas nos ultimos anos
para investigar a diversidade, caracterizacdo e enumeracao de seu conteudo génico
(KURIA et al, 2009; DE FILIPPO et al, 2012; ANGELAKIS et al, 2014; JALALI et al,
2015). Recentemente, a analise metagenémica baseada no sequenciamento também
tém sido usada para explorar a diversidade e abundancia de genes de resisténcia em
antibioticos em varios ambientes (ZHANG; ZHANG, YE; 2011; MA; LI; ZHANG, 2014;
LI et al, 2015).

No presente estudo, a determinacdo do resistoma pela metagendmica
funcional do afluente da ETEH revelou 33 genes de resisténcia aos antimicrobianos
enquanto o efluente tratado apresentou 29 genes. Vale ressaltar, que 75,8% e 79,3%,
respectivamente afluente e efluente, correspondem a genes envolvidos em sistemas
de efluxo (Gréficos 17 e 18).

Os sistemas de efluxo de P. aeruginosa pertencem a familia RND
(LOMOVSKAYA et al, 2001; LLANES et al, 2004; PIDDOCK, 2006). Esses sistemas

tém como base a abertura de um canal que atravessa as membranas interna e externa
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da bactéria, permitindo a remocéo de moléculas para o exterior celular. O genoma de
P. aeruginosa contém genes que codificam sistemas de efluxo da familia RND
denominados multidrug efflux pump (Mex), dos quais dez j& foram caracterizados:
MexAB-OprM (POOLE et al, 1993), MexCD-OprJ (POOLE et al, 1996), MexEF-OprN
(POOLE et al, 1996), MexXY-OprM (MINE et al, 1999), MexGHI-OpmD (AEDEKERK
et al, 2002), MexVW-OprM (LI et al, 2003), MexPQ-OpmE (MIMA et al, 2005), MexMN-
OprM (MIMA et al, 2005) e TriABC-OpmH (MIMA et al, 2007). Esses sistemas sao
denominados MDR, pois sé@o capazes de conferir resisténcia a um amplo espectro de
quimioterapicos (KRIENGKAUYKIAT et al, 2005; PIDDOCK, 2006).

Neste estudo, detectamos os genes mexB, mexD, mexF e mexY que codificam
as proteinas de transporte localizadas na membrana interna, os genes que codificam
as proteinas transmembrana, mexA, mexC, mexE e mexX e aqueles genes oprJ, oprM
e oprN, que codificam proteinas de membrana externa formadoras de porinas
(Tabelas 5 e 6). Assim, podemos sugerir que 0S micro-organismos presentes no
efluente aqui analisado apresentam resisténcia a varios antibiéticos por meio da
expressao de um ou mais sistemas de efluxo presentes em bactérias Gram-negativas
(AESCHLIMANN, 2003).

Entre as bombas de efluxo caracterizadas em P. aeruginosa, a expressao de
quatro sistemas (MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM) foram
mais relatados entre isolados clinicos e relacionados com a resisténcia a multiplos
antibioticos (MASUDA et al, 2000; AESCHLIMANN, 2003). Considerando os genes
detectados em nossas analises, a resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos,
aminoglicosideos e quinolonas revelada nos isolados de P. aeruginosa do afluente e
efluente da ETEH, também podem estar associados a esses sistemas de efluxo
(Gréficos 1 e 2).

No presente estudo, os maiores percentuais de genes revelados pela
metagendmica foram aqueles envolvidos em sistemas de efluxo. No entanto,
verificamos, em menor propor¢cdo, genes presentes em elementos moveis,
principalmente no efluente tratado, o que nos permite sugerir a presenca de
disseminagéo de ARG por transferéncia lateral de genes, assim como demonstrado
em um estudo anterior em nosso laboratério (MIRANDA et al, 2015).

Nossos resultados nos permitem sugerir que a abordagem da metagenémica,

aqui adotada, na determinagdo de comunidades microbianas e de seus resistomas
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em efluentes hospitalares tratados foi relevante, pois nos permitiu realizar a
caracterizagcdo taxonémica e funcional em relacdo a resisténcia aos antibiéticos, em
esgoto hospitalar tratado brasileiro, pela primeira vez.

Além disso, concluimos que o descarte de residuos liquidos provenientes de
hospitais, ainda que tratados, vem contribuindo para a dissemina¢do de bactérias
resistentes, uma vez que, como demonstramos, essas comunidades bacterianas
possuem genes envolvidos em varios mecanismos de resisténcia aos antibiéticos que
participam da disseminac&o de organismos e genes de resisténcia aos corpos hidricos

receptores.
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. CONCLUSAO

Os isolados de P. aeruginosa apresentaram perfis de resisténcia MDR no afluente
e no efluente da ETEH, confirmando sua relevancia como bioindicador de

resisténcia aos antibioticos;

De acordo com o0s genes detectados, a resisténcia aos antibioticos ticarcilina/acido
clavulanico, aztreonam e gentamicina pelos isolados de P. aeruginosa do afluente
e efluente da ETEH esta sendo mediada por bombas de efluxo e/ou por genes de
resisténcia presentes em elementos médveis, provavelmente via transferéncia
lateral de genes;

A prevaléncia de bactérias pertencentes aos filos Proteobacteria, Firmicutes e
Bacteroidetes e outros no efluente hospitalar pode estar relacionada a presenca
de antibiéticos e outros compostos no efluente hospitalar, com base em estudos
divulgados na literatura;

A caracterizacdo de comunidades microbianas e de seus resistomas em efluentes
hospitalares pela metagendmica foi essencial no acompanhamento de alteragdes
na diversidade bacteriana e no resistoma microbiano antes e pés-tratamento do

efluente hospitalar;

O resistoma pela metagendémica funcional do esgoto hospitalar revelou que 75,8%
do afluente e 79,3% do efluente da ETEH foram de genes envolvidos em sistemas
de efluxo;

A revelacédo de grande diversidade de bactérias nao classificadas tanto no afluente
como no efluente da ETEH sinaliza a possibilidade da presenca de linhagens ainda

nao descritas;

O descarte de residuos liquidos provenientes de hospitais, ainda que tratados,
vem contribuindo para a disseminacdo de bactérias resistentes, uma vez que,
como demonstramos, essas comunidades bacterianas possuem genes
envolvidos em varios mecanismos de resisténcia aos antibidticos que participam

da disseminacéo de organismos e genes de resisténcia;
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e Nossos resultados certamente poderdo contribuir com a Vigilancia Sanitaria
Ambiental no que se refere ao desenho de acdes preventivas aos impactos desses

efluentes no ambiente e na saude publica.
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ANEXO A - MEIOS DE CULTURA

1. Caldo Nutriente

Cloreto de sOdiO..........cuuveeeennn, 59
Peptona........cccoooevvviiiiiiiiininn, 10g
Extrato de carne ..............ee...... 39

Agua destilada g.S.p................. 1000 mL

Pesar cada um dos reagentes separadamente.

Verter os reagentes no erlenmeyer solubilizando-os com agua sob a placa de
agitacao e aquecimento, até o volume final de 1000 mL.

Ajustar o pH para 7,4 com NaOH ou HCI.

Autoclavar durante 15 minutos a 121°C.
Inoculacao e cultivo
O meio liquido sera distribuido no volume de 5 mL em tubos de ensaio 18x160mm.

A inoculacéo e semeadura serao realizadas em capela de fluxo laminar.

2. Agar Nutriente

Cloreto de sOdiO..........ccueveeeennn. 59
Peptona........ccccceeviviiiiiiiiieeeee, 10g
Extrato de carne ....................... 39
AQAr....cooiiiiiii e 20g
Agua destilada q.5.p.................. 1000 mL

Pesar cada um dos reagentes separadamente.

Verter os reagentes no erlenmeyer solubilizando-os com agua sob a placa de
agitacao e aquecimento, até o volume final de 1000 mL.

Solubilizar por ultimo o agar.

Ajustar o pH para 7,4 com NaOH ou HCI.

Autoclavar durante 15 minutos a 121°C.
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Inoculacéo e cultivo
O meio sélido sera distribuido no volume de 20 mL em placas de Petri.

A inoculagao e semeadura serao realizadas em capela de fluxo laminar.

3. Agar Cetrimide

Finalidade: O agar cetrimide € um meio seletivo utilizado para isolamento e
identificacdo de P. aeruginosa. Outras bactérias sao inibidas pelo composto cetrimide
(brometo e cetilamonio). O resultado positivo indica o crescimento da cepa com

producéo de pigmento azul, azul-esverdeado, amarelo-esverdeado ou sem pigmento.

Preparo

Peptona .....cooooveiviviii e, 209
Cloreto de magnésio.............cccuuveen. 149
Sulfato de potassio.........cccceveerernnee. 10g
Cetrimide ....ccooeevveiiieei, 0,39
AGAr oo 13,69
Glicerol.........oooiviiiiii 10 mL
Agua destilada g.5.p........cccceeveuvennnne.. 1000 mL

Suspender os componentes em agua destilada.

Dissolver por aquecimento a ebulicéo.

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Resfriar a 50°C.

Distribuir em placas de Petri (15x100mm). pH final = 7,1 + 0,2.

4. Agar Mueller Hinton

Finalidade: O &gar Mueller Hinton € um meio de cultura microbiolégico que é

frequentemente usado para testes de susceptibilidade antimicrobiana.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Meio_de_cultura
https://pt.wikipedia.org/wiki/Microbiologia

Preparo

Infusdo de carne ..........cceeeeeveeeeeeens 300 g/L
Caseina hidrolisada.............ccccce...... 17,5 g/L
Y 01T o F SRR 1,59/L

AQAr oo 17 g/L

Oxoid Lote: 767739
Preparado de acordo com as instrucdes do fabricante. pH final = 7,3 £ 0,1.

Distribuir em placas de Petri (15x100mm).
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ANEXO B - PROVAS BIOQUIMICAS

1. Método de Gram:

Finalidade: A coloragdo de Gram € muito utilizada em bacteriologia permitindo a
distincdo entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A diferenca entre os dois
tipos de células relaciona-se com a estrutura da parede celular das bactérias. Assim
a parede celular de bactérias Gram-positivas é formada por uma camada espessa de
peptidoglicano, enquanto que a parede celular de bactérias Gram-negativas € formada
por uma camada fina de peptidoglicano, rodeada por uma membrana externa de
lipopolissacarideo (LPS) e proteina. Diferencas na permeabilidade destas membranas
aos reagentes quimicos levam a diferencas de coloracao. Na técnica de Gram utiliza-
se primeiro um corante basico, o cristal violeta, seguido de um mordente, o iodo de
Gram que aumenta a afinidade da célula para o corante. O cristal violeta mais o lugol
formam um complexo insolavel (pararrosanilina) no interior das células. Apos é
adicionado um agente descolorante, o alcool a 95%, que remove o0 corante, e
finalmente um segundo corante bésico, a fucsina. As células que retém o primeiro
corante chamam-se Gram-positivas e as que descoram ficaréo coradas pelo segundo
corante, sdo as Gram-negativas. Nas Gram-negativas, o solvente alcool ou acetona
remove a membrana externa da parede destas bactérias, e como a camada de
mucocomplexo é pouco espessa ndo consegue reter o corante violeta de cristal que

é assim retirado da célula por lavagem.

Preparo dos reagentes

Cristal Violeta (Segundo Hucker)

Solucéao A:

Cristal violeta..............oooooiiiiiiiiiieee 29

Alcool etilico 0.S.P-.vcovveeeeeeeece e, 20 mL
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Solucéao B:
Oxalato de amonio.........cccccevevviiiiiiiieceie, 0,89
Agua destilada g.S.p ..cccooveveeeieie e 80 mL

Misturar as solucdes A e B.
Deixar em repouso por 24 horas.
Filtrar em papel whatman n° 1.

Armazenar em frasco escuro.

Solucéo de Lugol

1000, . 19
lodeto de POtASSIO ......cccvvvveeeeriiiiiiiieeeee, 29
Agua destilada g.5.p ..ccovvveviieeeecieee e 300 mL

Macerar o iodo e o iodeto de potassio em um gral.
Adicionar agua aos poucos e misturar bem. Completar o volume com agua
destilada.

Armazenar em frasco escuro.

Descorante
Agente intermediario: alcool - acetona (100 mL de alcool etilico 95% e 100 mL de

acetona)

Misturar e guardar em frasco escuro.

Fucsina Fenicada (Segundo Ziehl)

Fucsina basica..........ccccceeeeeieeiiiiiiii, 19
Alcool etilico 95% .......ccceeveveeeeeieeeeneae, 10 mL
Fenol fundido..........ccoooiiiiiiiiiiceee 5¢
Agua destilada g.S.P...cceveeeeeeeieeeeeeeeens 100 mL

Dissolver em um gral a fucsina no alcool.
Acrescentar aos poucos o fenol.

Homogeneizar até completa dissolucéo.
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Completar o volume com agua para 100 mL.
Filtrar apos 24 horas de repouso.

Guardar em frasco escuro.

Procedimento:
Fixar o esfregaco bem homogéneo ao calor (bico de bunsen).
Cobrir o esfregaco com solucao de cristal violeta por 1 minuto.
Escorrer o corante e cobrir durante 1 minuto com solugéo de lugol.
Lavar em agua corrente.
Descorar com alcool-acetona.
Lavar a lamina rapidamente com &gua corrente.
Cobrir o esfregaco com fucsina e deixar corar por trinta segundos com fucsina de
Ziehl.
Lavar em agua corrente.
Deixar secar.

Pingar na lamina 1 gota de 6leo mineral e observar ao microscopio.

Interpretagao:

Micro-organismos Gram-positivos: cor roxa

Micro-organismos Gram- negativos: cor rosa

2. Oxidase

Finalidade: verificar se a bactéria € produtora da enzima citocromo oxidase.

Os citocromos sao proteinas que contém ferro e agem como o elo final da
cadeia respiratoria transferindo elétrons (hidrogénio) para o oxigénio, com formacao
de agua. O teste da oxidase utiliza reagente, como o dicloridrato de tetrametil-p-
fenilenodiamina, que substitui 0 oxigénio como aceptor de elétrons. No estado
reduzido o indicador € incolor; entretanto na presenca de citocromo oxidase e oxigénio

atmosférico, forma-se um produto colorido rosa.
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As bactérias aerdbias estritas sdo oxidase positiva e as bactérias aerdbias

anaerobias facultativas sdo oxidase negativa.

Preparo

Reativo de Kovacs

Dicloridrato de tetrametil-p-fenilenodiamina............ccccccceeeiinninnnnns 19
Agua deSHIA0A G.S. Pttt 100 mL

Dissolver 1g do reagente em menos de 100 mL de agua destilada.

Aquecer para solubilizar.

Transferir para um baldo volumétrico e avolumar com agua destilada até 100 mL.
Deixar descansar por 15 minutos antes de usar.

Estocar em frasco escuro para evitar exposicao a luz.

Procedimento:
Colocar um pedaco de papel de filtro Whatman em uma placa de Petri.
Transferir a colbnia suspeita, com o auxilio de uma haste de madeira ou plastica,

para um papel de filtro.
Adicionar 2 a 3 gotas do reagente de Kovacs no centro do papel.

Observar a reagao.

Interpretacéao:

Teste positivo: cor rosa/ purpura em 10 segundos.
Teste negativo: auséncia de troca de cor.
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ANEXO C - METODOS DE PRESERVAGCAO

Liofilizacdo (Freeze-drying)

As culturas foram semeadas em meios de cultivo apropriados e apos a
incubacédo o crescimento foi coberto com "Skim Milk" (DIFCO 0001) a 10%, retirado
com o auxilio de uma alca de Drigalsky e transferido para ampolas estranguladas, em
volumes de 0,3 a 0,5 mL por ampola. Apés a distribuicdo da suspensdo em ampolas,
estas foram colocadas em um banho de gelo seco e etanol absoluto, para
congelamento rapido, aonde a temperatura do banho chega a -70 °C. Em 30 - 60
segundos de imersdo no banho gelado, a suspensédo congelou e foi transferida para
um freezer a -70°C, onde permaneceu por 24-48 horas, antes de ser liofilizada. Este
congelamento rgpido € importante para evitar a formacgéo de cristais de gelo entre as
membranas dos micro-organismos, o que poderia inviabilizar as células, levando a
ruptura de estruturas vitais das células.

Apo6s 72 horas a -70°C, as ampolas foram colocadas no liofilizador com o
objetivo de retirar toda dgua da amostra por meio do congelamento a vacuo. O
processo acontece por conta da pressao que o0 vacuo ocasiona no material fazendo
com que haja a passagem da agua em estado solido para o estado gasoso. Apés 18
horas, as ampolas foram transferidas para uma “arvore”, que permite a finalizagdo do
processo e o fechamento das ampolas com auxilio de um macarico de chama dupla.

Foram liofilizadas 5 ampolas de cada micro-organismo.
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ANEXO D - PREPARO DE TAMPOES E GEL

Tampéo Tris-Borato — EDTA 10X (TBE 10X)

TRIS DASE...ceiii e 121,19
ACIHO DOTICO .ottt 61,89
NAZ EDTA ittt a e ee e e e e 3,79
Agua MilliQ eSterilizada g.S.P......ccveeveieieieeieee e e 1000 mL

Tampédo TBE 0,5 X

TampPao TBE 10X ... 50 mL
Agua MilliQ esterilizada g.S.P....cveveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeere e, 500 mL

Gel de agarose (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989)
Agarose (SIgma A-0169).......ccceeriiiiiiiiiiiiiiiiiieee et 1,59

TBE (0,5X)..0.vveveeeeeeeeeeeeeieeeeseeeseeseee s st tenensaesensaeeesseneaeaennns 100 mL
Brometo de etidio (10 Mg/ML)......cuueiiiiiiiiiiiieeee e 3,0 L
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