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RESUMO

O gerenciamento de residuos ¢ um desafio no Brasil e no mundo, pois a cada dia ha
aumento populacional, expansao territorial e como consequéncia, um volume maior de diversos
tipos de residuos produzidos. Para minimizar os impactos ao Meio Ambiente e a Saude humana,
as Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETE) foram criadas e tém como meta principal recuperar
a qualidade das aguas residuais, diminuindo a sobrecarga da natureza na tentativa de realizar
esta tarefa. No esgoto podem estar presentes micro-organismos causadores de morbidades, in-
clusive aqueles portadores de resisténcia aos antimicrobianos utilizados no tratamento de
doencas infecciosas. Tendo como base essas informagdes, este estudo objetivou detectar
bactérias resistentes aos principais antimicrobianos em duas ETE na Fundagdo Oswaldo Cruz,
realizando a triagem de grupos diversos com o auxilio de meios cromogénicos e testes especi-
ficos. Quatro coletas realizadas na ETE Central e ETE INI entre os meses de agosto e setembro
de 2021, totalizaram dezesseis amostras divididas em esgoto bruto e tratado de cada uma das
estagdes. Foram realizadas técnicas quantitativas para bactérias totais cultivaveis, para bacilos
Gram-negativos (BGN) resistentes as cefalosporinas de terceira geragdo, assim como técnicas
qualitativas, a fim de identificar estes micro-organismos, fornecer o perfil de suscetibilidade e
apresentar possiveis mecanismos de resisténcia por testes fenotipicos e moleculares. A
quantificagio realizada resultou em crescimento bacteriano na ordem de 10° a 10° UFC/mL em
esgoto bruto, enquanto no esgoto tratado foi de 10 a 10° UFC/mL. Os BGN resistentes
compuseram de 7,1 a 36% do total de bactérias no esgoto bruto e zero a 4,7% no esgoto tratado.
Em relacdo a eficacia do tratamento na reducao de bactérias cultivaveis e resistentes, a ETE INI
apresentou resultados de mais de 99% para ambos os tipos e a ETE Central apresentou 33,6%
para reducdo de totais e 94,4% para a reducdo de BGN resistentes, apontando uma maior
eficiéncia da ETE INI neste quesito. Ainda destas amostras foram isolados 62 espécimes de
BGN dos grupos das enterobatérias (Enterobacterales), do género das Aeromonas ¢ BGN
ndo-fermentadores de glicose. Os principais géneros e espécies de importancia clinica
encontrados foram Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Citrobacter sp., Aeromonas
hydrophila, Acinetobacter sp. e Pseudomonas sp. Apoés o Teste de Sensibilidade aos
Antimicrobianos em todos os isolados, os testes fenotipicos para detec¢do de carbapenémicos
identificaram oito isolados de enterobactérias resistentes positivos para o fendtipo de
carbapenemases. Ja os testes moleculares detectaram em seis isolados o gene blaKPC em
Klebsiella pneumoniae, Citrobacter farmeri e em Citrobacter amalonaticus. Os resultados
obtidos apontam que a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos mais potentes estdo nos
organismos isolados do esgoto de origem hospitalar (INI) e que os testes fenotipicos foram
eficazes na triagem dos mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos, sendo compativeis com
resultados dos testes moleculares. Ainda assim, a eficacia do tratamento ainda € maior na ETE
INI, devido as especificidades do processo.

Palavras-Chave: Estacdo de Tratamento de Esgoto. Farmacorresisténcia Bacteriana.

Enterobactérias. Carbapenémicos. KPC.



ABSTRACT

Waste management is a challenge in Brazil and in the world, because every day there is
an increase in population, territorial expansion and, as a consequence, a greater volume of
different types of waste. In order to minimize the impacts on the Environment and Human
Health, the main objective of the Sewage treatment is to repair waste water, with quality in
order to achieve the goal of reaching nature in the task. In sewage there are microorganisms
that cause morbidity, including those that may be resistant to antimicrobials used in the
treatment of infectious diseases. Based on this information, this study or detection of defects in
two ETE at Fundag¢ao Oswaldo Cruz, performing a screening of different groups with the aid
of chromogenic means and specific tests. Ten is a sample derived from four collections, between
August and September 2021, from ETE Central and ETE INI, with a sample from one of the
raw and treated stations of each of the stations, in each collection. Quantitative techniques were
performed for total cultureable bacteria, Gram-negative bacilli (GNB) resistant to
third-generation cephalosporins. As well as qualitative techniques, in order to identify these
microorganisms, provide a susceptibility profile and present possible resistance mechanisms by
phenotypic and molecular tests. From a total of 16 analyzed samples, bacterial growth was from
10° to 10° CFU/mL in raw sewage, while in treated sewage it was from 102 to 10> CFU/mL.
Resistant GNB comprised 7.1 to 36% of the total bacteria in raw sewage and zero to 4.7% in
treated sewage. Regarding the effectiveness of the treatment in the reduction of cultivable and
resistant bacteria, the ETE INI presented results of more than 99% for both types and the ETE
Central presented 33.6% for the reduction of totals and 94.4% for the reduction of resistant
GNB, indicating a greater efficiency of the ETE INI in this regard. Also from these samples, 62
specimens of BGN from the Enterobacteriaceae (Enterobacterales) groups, Aeromonas genus
and non-glucose fermenting GNB were isolated. Among the main genera and species found and
of clinical importance were Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Citrobacter sp.,
Aeromonas hydrophila, Acinetobacter sp. and Pseudomonas sp. After the Antimicrobial
Sensitivity Test on all isolates, phenotypic tests identified eight isolates of carbapenem-resistant
enterobacteriaceae positive for the carbapenemase phenotype. Molecular tests detected the
blaKPC gene in six isolates in Klebsiella pneumoniae, Citrobacter farmeri and Citrobacter
amalonaticus. The results obtained indicate that bacterial resistance to the most potent
antimicrobials is found in organisms isolated from hospital sewage (INI) and that phenotypic
tests were effective in screening for mechanisms of resistance to carbapenems, being compati-
ble with molecular test results. Even so, the effectiveness of the treatment is still greater in TEE
INI, due to the specificities of the process

Keywords: Sewage Treatment Station. Bacterial Pharmacoresistance. Enterobacteriaceae. Car-

bapenems. KPC.
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1. INTRODUCAO

As varias atividades humanas geram residuos, que devem ser gerenciados da maneira
correta, de acordo com sua origem. Este gerenciamento, nem sempre ¢ adequado e ha décadas
vem se agravando este grande problema de satde publica, ja que alguns destes residuos podem
gerar diversas doengas, além de impacto ambiental (BRAGA et al., 2005; AMARO et al.,
2018).

De acordo com a Organizacao das Na¢des Unidas (ONU) (2017), com o desenvolvimento
humano e consequente aumento da populagado, o destino dos residuos, quantidade e modo como
sdo tratados, se tornaram grandes desafios, levando em considera¢do que a populacdo humana
atual j& contabiliza mais de sete bilhdes de pessoas e as projecdes para 2030 sdo alarmantes.
Segundo estas projecdes, grande parte da populagdo se concentrard nos grandes centros
urbanos, gerando assim uma grande dificuldade para lidar com os rejeitos produzidos.

Segundo Scarre (1995), quando a populagdao mundial era minima e nao havia fixagdo em
um lugar especifico como cidades, por exemplo, a acdo antrdpica ndo era suficiente para
degradar o meio ambiente e até mesmo esgotar os recursos naturais. Mesmo assim se existisse
algum dano, o ambiente conseguia se recuperar e voltar ao equilibrio ecoldgico e podia se dizer
que o Homem vivia em harmonia com o meio ambiente.

De acordo com Arruda e Pilletti (2007) com a fixacao de territdrio e formacao das cidades,
a matéria prima da natureza passa a ser utilizada e explorada quanto aos recursos locais, para
suprir a necessidade da populacdo. O ambiente passou entdo a ndo se recuperar mais tao
facilmente e ainda assim, a receber todos os detritos produzidos por este desenvolvimento.

Com a tecnologia e a industrializagdo, apareceram muitas patologias associadas a
contaminag¢do derivada do residuo das atividades humanas (ARRUDA; PILETTI, 2007), ja que
juntamente a evolucdo tecnoldgica e producdo de bens de consumo, aumentou
proporcionalmente a degradacdo do meio ambiente e da saude humana.

Por conta deste fato, surge a necessidade de conter esta degradacdo através de estratégias
que visam a conservagao ecoldgica e populacional. Estas estratégias visam lidar também com a
escassez de recursos naturais € com a crescente poluicio (BRAGA et al., 2005; NEVES;
MENDONCA, 2016).

Um dos principais desafios para os paises em desenvolvimento ¢ o tratamento de esgoto
sanitario. No Brasil ainda ha muitas cidades sem saneamento basico e mesmo naquelas em que
existe algum tipo de tratamento de esgoto, uma consideravel parcela apresenta problemas

estruturais e de manutengao (ITB, 2018).
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Segundo Campos (1999), a natureza tem todo o aporte para restabelecer o desequilibrio
causado por aguas residuais, porém com um limite que hd muitos anos foi ultrapassado pelas
grandes metropoles. Por conta desta dificuldade, que ocasionamos para o ambiente, foram
criadas as Esta¢des de Tratamento de Esgotos (ETE), a fim de auxiliar a natureza na recuperagao
destas dguas e diminuir o impacto gerado.

O tratamento de esgotos se baseia em niveis de complexidade e de processos, onde sdo
envolvidas diversas fases com o propoésito de retirar a maior quantidade possivel de residuo da
agua e devolvé-la com a qualidade anterior a agdo antropica. As etapas de tratamento sdo
subsequentes e nao s6 dependem uma da outra para a obtencdo do resultado desejado como
estdo sujeitas ao tipo de estratégia utilizada por cada ETE (VON SPERLING, 2014).

Um dos motivos que aumenta o indice de morbidade da populagdo ¢ a contaminagdo
humana por micro-organismos presentes no esgoto, que causam infecgdes das mais simples até
aquelas que podem levar ao 6bito (REY, 2017).

A gravidade dessas infecgdes depende de fatores como o tipo de agente etiologico, sua
quantidade e patogenicidade bem como a porta de entrada da infec¢do. Em contrapartida, o
estado imunoldgico, nutricional, fatores intrinsecos como idade, sexo e as comorbidades que o
individuo possa apresentar, também influenciam na severidade destas afec¢des (REY, 2017).

Segundo Toze (1999), as doencas infectocontagiosas podem ser causadas por virus,
bactérias, fungos, protozodrios e helmintos. Todavia os organismos bacterianos merecem
destaque tanto no tocante as doengas de contaminacdo fecal-oral, quanto na possibilidade de
controle. Entre as diversas bactérias passiveis de causar infec¢des por esse tipo de contagio, a
ordem Enterobacterales, o género Aeromonas, os bacilos Gram-negativos nao fermentadores
de glicose (BGN-NF), os enterococos e os estafilococos merecem destaque especial, ja que
normalmente ndo s6 sdo responsaveis por infecgdes intestinais, mas também podem atuar em
outros sitios do corpo humano (MURRAY et al., 2017).

Tais micro-organismos podem se apresentar resistentes aos mais variados
antimicrobianos normalmente utilizados para tratamento, o que aumenta ainda mais o problema
de Saude Publica, dificultando a terapéutica da populag¢do acometida e ocasionando importante
impacto ambiental, j& que esse tipo de micro-organismo pode se reproduzir e se disseminar no
ambiente (ANTONIO et al., 2009).

Com base neste processo ¢ de extrema importancia verificar a efetividade das estacdes de
tratamento de esgoto na remocdo destes organismos patogénicos € investigar a presenca € a
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos que podem estar sendo liberados para corpos

aquaticos urbanos (BAQUERO et al., 2008).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. SANEAMENTO BASICO E SAUDE PUBLICA.

Inicialmente, o saneamento corresponde ao conjunto de medidas realizadas para
modificar as condigdes do meio e prevenir doencas (ITB, 2018). Moraes (1993), definiu um
conceito mais elaborado, dizendo que saneamento ¢ o conjunto de acdes e medidas para a
melhoria da salubridade ambiental, junto a prevencao de doengas e promogao da satde.

De acordo com Braga e colaboradores (2005), fazem parte do saneamento basico: o
abastecimento de 4gua para assegurar a higiene e o conforto; a coleta, o tratamento e disposi¢ao
adequada dos esgotos e dos residuos solidos; a drenagem urbana de 4guas pluviais; e o controle
ambiental de vetores e reservatorios de doengas.

O saneamento bdasico surgiu com a necessidade de controle dos surtos ou epidemias
relacionada as patologias veiculadas pelo esgoto e se iniciou nas cidades onde o
desenvolvimento foi pioneiro, estimulando a urbanizagdao (LOFRANO; BROWN, 2010).

Segundo Lima e colaboradores (2015), o momento critico para a valorizagao de questoes
essenciais como o saneamento, Satide Publica e impacto ambiental, foi o da Reforma Sanitaria
na década de 70. Através desta Reforma, os movimentos comecaram a tomar um destino
promissor, desembocando na 8* Conferéncia Nacional de Saude, realizada em 1986, na
Constitui¢do Federal de 1988 e por fim na criagdo do Sistema Unico de Satide (SUS) em 1990
(PAIM, 2013).

O Saneamento Basico tenta reduzir o nimero de doencas que sdo veiculadas pela agua,
como as doencas infecciosas entéricas, que sdo a grande causa de morte por desidratagdo. De
acordo com a Organizagdo Mundial da Saide (OMS), em 2009, o nimero aproximado de
mortes derivadas dessas infecgdes chegou a 1,5 milhdes por ano, tornando vitima
principalmente as criancas dos paises em desenvolvimento. S6 no Brasil, de acordo com o
Ministério da Saude (2019), o nimero de 6bitos infantis por doengas diarreicas, representaram

mais de 20% do total de mortes desta faixa etaria.

2.2. TRATAMENTO DE EFLUENTES E PROTECAO AMBIENTAL.

Com o intuito de minimizar os impactos a saude causados pela a¢do antrdpica no destino

inadequado dos dejetos, para reduzir a polui¢do do solo e dos mananciais de abastecimento de
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agua, conscientizar a populacdo com relagdo aos bons hébitos higiénicos, evitar o contato dos
vetores com as fezes e promover o conforto, além do senso estético, a Fundagdo Nacional de

Satde recomenda a construcao de um sistema de esgotamento sanitario (BRASIL, 2015).

2.2.1 Caracterizacao do tratamento de esgoto.

De acordo com Von Sperling (2014) o tratamento de dguas residuais ¢ classificado a partir
de quatro niveis: Preliminar, Primario, Secundario, Terciario. O nivel preliminar tem como
caracteristica principal a separagdo de solidos grosseiros, sedimentaveis e flutuantes, gorduras
e areia da agua residual.

Sao utilizados nesta fase materiais especificos como grade e desarenador, conhecido
também como caixa de areia. Segundo Roque (2008), este nivel € um passo essencial para todo
o processo de tratamento de dguas residuais, pois todas as outras etapas sdo dependentes do
sucesso da primeira.

O nivel primério, assim como o nivel preliminar, se apresenta como um processo fisico,
que visa a retirada dos solidos em suspensao por floculagdo e a¢do gravitacional, gerando o
lodo como produto (VON SPERLING, 2014). H4 a utilizagdo de decantador primario, a fim
de se obter a sedimentagao de particulas de forma floculenta, em seguida ¢ utilizado um digestor
para estabiliza¢do do lodo e por fim, a disposi¢do em leito de secagem dos solidos retirados
(ROQUIE, 2008).

No nivel secundario, apds os processos fisicos dos dois niveis anteriores, um processo
bioldgico ocorre com o objetivo de reproduzir processos que ocorreriam na natureza se existisse
um equilibrio, convertendo a matéria organica em produtos mineralizados e inertes (VON
SPERLING, 2014).

Esta etapa € critica, pois existem varios tipos de estruturas e subdivisdes do processo que
Von Sperling (2014) caracterizou de acordo com sua pesquisa. Em relacdo as lagoas de
estabilizacao existem diversos tipos como por exemplo, as lagoas facultativas, anaerobias e
aeradas; quanto a disposi¢ao dos efluentes no solo, ele cita os tipos de infiltracao lenta, rapida
e superficial; ¢ discutido também sobre os reatores aerobios com biofilme, com biofiltros
aerados ou biodiscos; por fim, os sistemas de lodos ativados, que podem ser convencionais, de
aeracao prolongada ou de fluxo intermitente.

O nivel terciario, por sua vez, ¢ conduzido por um processo fisico-quimico. Neste

momento, ha a remocdo de poluentes especificos ndo removiveis pelos métodos biologicos
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convencionais (VON SPERLING, 2014). Segundo Roque (2008), estratégias e mecanismos de
aprimoramento nas metodologias de tratamento secundario como também a utilizacdo de
metodologias especificas como floculagdo quimica, nanofiltracdo e osmose reversa podem
produzir 6timos resultados finais. Ja Von Sperling (2014), acrescenta ao processo, a retirada de
organismos patogénicos por desinfeccdo do efluente através de processos como cloracao,

ozonizac¢ao, radiacdo ultravioleta e/ou desinfetantes quimicos.

2.2.2 Tratamento de esgoto nas estacoes da Fiocruz

A Estagdo de Tratamento de Esgotos da Central de Saneamento Szachna Eliasz Cynamon
(ETE Central) ¢ um sistema de tratamento bioldgico a nivel secundéario com o processo de lodos
ativados, variante aeragdo prolongada. A ETE atende a praticamente todo o Campus
Manguinhos, excetuando-se apenas o Centro Hospitalar COVID-19 e o Centro Tecnolodgico de
Vacinas, que possuem suas proprias estacdes. Ela tem como vazao média de projeto 512m?*/dia
(5,92L/s) (CORREIA, 2021).

Segundo Correia (2021) A ETE Central possui as seguintes unidades: gradeamento,
elevatdria de esgoto bruto, desarenador, tanque de aeracdo, decantador secundério, elevatoria
de recirculagdo de lodo, tanque digestor e leitos de secagem, conforme demonstrado na figura
1.

Diferenciando-se da anterior, a Estacdo de Tratamento de Esgotos do Centro Hospitalar
COVID-19, do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (ETE INI) ¢ um sistema de
tratamento bioldgico com o processo MBBR (Moving Bed Biofilm Reactors) seguido por
desinfeccdo com utiliza¢do de hipoclorito de soédio (CORREIA, 2021). Moving Bed Biofilm
Reactor — MBBR, tem sua tradugdo correspondente como Reator Bioldgico de Leito Movel, se
caracterizando por ser tecnologia de tratamento com micro-organismos, que ficam retidos no

interior de um reator, na superficie de determinado material inerte (TERAN et al., 2019).
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Figura 1- Etapas do tratamento na estacdo Central.
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Fonte: Adaptado de Correia, 2021. Legenda: E = Entrada do efluente bruto. S = Saida do efluente tratado. TQ =
Tanque

A ETE atende apenas ao Centro Hospitalar COVID-19, um hospital com 200 leitos, um
bloco técnico e um prédio administrativo, complexo que foi construido no ano de 2020 para
atender as demandas da crise sanitaria causada pela epidemia de COVID-19. Ela tem como
vazdo média de projeto 65m?3/dia (0,75L/s). A ETE INI possui as seguintes unidades: estagao
elevatdria de esgoto bruto com cesto de retencdo de solidos, tanque retentor de sélidos, reator
MBBR, decantador secunddrio e tanque de contato, conforme demonstrado na figura 2

(CORREIA, 2021):

Figura 2- Etapas do tratamento na Estacdo INI (Centro Hospitalar COVID-19).
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2.3. INFECCOES CAUSADAS DEVIDO AO SANEAMENTO PRECARIO.

A maioria dos problemas de satide nas cidades esta intimamente ligada a qualidade do
saneamento bdasico, sendo um dos fatores para degradacdo ambiental. Em paises em
desenvolvimento o indice das doencas que ocorrem como consequéncia a um saneamento
precario ¢ altissimo, levando em consideragdao a situacdo ambiental que ¢ muitas vezes,
calamitosa (GIATTI, 2007; OLIVEIRA, 2018).

As grandes cidades s3o responsaveis pela maior parcela de contaminagdo dos efluentes,
onde residéncias, industrias e estabelecimentos de saude sdo produtores de residuos
potencialmente nocivos a populagdo e ao ambiente. Os dois ultimos sdo responsaveis pela maior
parte dos micro-organismos resistentes presentes no esgoto (VECCHIA ef al., 2009;
LORENZONI et al., 2018).

Embora haja o conhecimento sobre a importancia do tratamento de esgoto por parte da
populagdo, uma grande parcela da mesma nao possui saneamento, pois ha problemas politicos
que impedem os investimentos em implantacao de projetos, regulacdo, operacdo e manutengao
do processo de coleta e tratamento do esgoto (GALVAO JUNIOR et al., 2009; SANTOS et al.,
2018).

Os dejetos humanos, devem receber um tratamento adequado, caso isso ndo seja
realizado, pode acarretar diversos agravos. Doengas bacterianas como a febre tifoide e
paratifoide, podem ser debilitantes e até mortais para um individuo, assim como as disenterias
causadas por outras enterobatérias. Algumas doencas sdo diretamente relacionadas a agua
contaminada como a leptospirose e esquistossomose, assim como as doengas que sao
indiretamente causadas pela dgua, pois através dela que ha a criagdo de vetores como no caso
da dengue e maléria (BRASIL, 2015).

A maioria dos organismos causadores de doencas transmitidas através da agua ou
esgoto € de origem entérica, ou seja, sao excretados junto com o material fecal, sendo liberados
nos esgotos e por sua vez contaminam a agua. A quantidade e os tipos de micro-organismos
presentes na dgua podem ser usados para avaliar, com seguranca, a qualidade microbioldgica
da mesma, que ¢ determinada pela auséncia de micro-organismos patogénicos € suas toxinas
ou pela sua quantidade (GIATTI, 2007; GALVAO JUNIOR et al., 2009).

Os organismos bacterianos da ordem Enterobacterales sao os principais enteropatégenos
detectados em amostras de agua residual, apresentando muitas vezes uma série de fatores de
viruléncia. Tais micro-organismos também podem possuir variedades sorologicas, como

Escherichia coli, Shigella sp. e Salmonella sp., sendo que a maioria dos patdgenos entéricos
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tém afinidade por partes distintas do sistema gastrointestinal (Figura 3) (GALVAO JUNIOR et
al., 2009; TRABULSI; ALTERTHUM, 2017).

Outros micro-organismos também estdo presentes no esgoto e podem causar diversas
doengas, como as bactérias do género Aeromonas, os bacilos Gram-negativos nao
fermentadores de glicose (BGN-NF) e os enterococos (MURRAY et al., 2017; KONEMAN et
al., 2018). Determinadas espécies de estafilococos, embora ndo sejam de origem entérica, sao
indiretamente relacionados as infeccdes causadas pelo saneamento precéario e também esgoto

hospitalar (TRABULSI; ALTERTHUM, 2017; KONEMAN et al., 2018).

Figura 3: Principais patdogenos e seus sitios anatomicos de infeccao.
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Fonte: UFJF, 2013.

2.4. ENTEROBACTERIAS.

As enterobactérias sao bacilos Gram-negativos pertencentes a ordem Enterobacterales.
Até ha pouco tempo, a familia Enterobacteriaceae agrupava praticamente todos os géneros
importantes de enterobactérias, todavia estudos filogenéticos, propuseram novas familias,
sendo que na atualidade a ordem agrupa 7 familias, Enterobacteriaceae, Erwiniaceae,
Morganellaceae, Yersiniaceae, Pectobacteriaceae, Hafniaceae e Budviciaceae (ADEOLU et
al.,2016; JANDA, J. M; ABBOTT, 2021).

Elas sdo bactérias anaerobias facultativas ou aerobias, ndo esporuladas, com motilidade

variavel, geralmente oxidase negativas e crescem em meios basicos, meios ricos ¢/ ou meios
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seletivos (ANVISA, 2005; MURRAY et al., 2017). Tém a capacidade de reduzir nitrato a
nitrito, fermentar a glicose com produgdo de 4cido ou acido e gas (MURRAY et al., 2017;
KONEMAN et al., 2018).

Estes micro-organismos estdo distribuidos amplamente na natureza, sendo encontrados
na agua, solos, plantas e no trato intestinal de seres humanos e outros animais. S0 os maiores
componentes da microbiota do intestino, mas sdo relativamente incomuns em outros sitios do
corpo (MURRAY et al., 2017, KONEMAN et al., 2018).

As enterobactérias representam 80% ou mais de todos os Gram-negativos de
importancia clinica isolados na rotina microbioldgica e sdo responsaveis por de cerca de 70%
das infecc¢des urinarias e 50% das sepses (ANVISA, 2005).

Contido no grupo das enterobactérias, estdo os coliformes. Estes, também sdo Gram-
negativos, em forma de bastonetes, aerobios ou anaerobios facultativos, que fermentam a
lactose, a 35°C-37°C, produzindo acido e gas em um prazo de 24-48 horas. Sdo oxidase-
negativos e nao formam esporos (KONEMAN et al., 2018).

Fazem parte deste grupo, predominantemente, as bactérias pertencentes aos géneros
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter ¢ Klebsiella. Podem ser encontrados nas fezes, mas
também estdo presentes em outros ambientes como na vegetagdo, no solo, entre outros
(MURRAY et al., 2017).

No género Klebsiella, K. pneumoniae ¢ encontrada com maior frequéncia em amostras
clinicas, podendo causar pneumonia, meningite, infec¢cdes urindrias e sepses (KONEMAN et
al., 2018). No género Enterobacter, as espécies mais isoladas sdo E. aerogenes e E. cloacae,
sendo associadas a uma variedade de infec¢des oportunistas (ANVISA, 2005).

Os coliformes divididos em totais e termotolerantes (fecais). Os coliformes totais
apresentam todas as caracteristicas citadas anteriormente, porém ndo sobrevivem em
temperaturas mais altas. J& os coliformes termotolerantes sdo bactérias que apresentam
capacidade de continuar fermentando lactose, com producdo de gas, quando incubadas a
temperaturas de 44°C-45°C (TORTORA et al., 2017; KONEMAN et al., 2018).

O principal representante dos coliformes termotolerantes € a Escherichia coli (Figura 4)
que ¢, exclusivamente, fecal. Em condi¢cdes normais, os coliformes ndo sdo por si so
patogénicos, embora certas linhagens possam causar diarreias e infec¢des urinarias (BRASIL,
2015; TORTORA et al., 2017).

A Escherichia coli é a espécie mais isolada em materiais clinicos, sendo o patdgeno mais
comum nas infec¢des urindrias e, além disso, pode estar relacionada a pneumonia em pacientes

imunossuprimidos, bacteremias e infec¢des intestinais (BRASIL, 2015; KONEMAN et al.,
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2018).

Figura 4: Esquema de classificacdo de bactérias Gram negativas presentes no intestino.
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ENTEROBACTERIAS

COLIFORMES TOTAIS
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Escherichia coli

Fonte: Proprio autor.

2.5. AEROMONAS.

As Aeromonas sp. sdo bacilos Gram-negativos pertencentes a familia Aeromonadaceae,
sdo anaerdbios facultativos e ndo esporulam. Sdo citocromo oxidase-positiva, entretanto
fermentam a glicose. Reduzem nitrato, porém nao conseguem desnitrificar. Dependendo da
espécie, podem ser consideradas psicrofilas ou mesofilas, em relacdo a temperatura 6tima de
crescimento. Normalmente, as espécies classificadas como mesofilas, apresentam motilidade
positiva, por conta de possuirem flagelo polar ou até¢ mesmo flagelos laterais (KONEMAN et
al., 2018).

Aeromonas sp. sdo amplamente presentes em ambiente aquatico e sdo encontradas com
maior probabilidade em 4gua doce: como lagos, rios, reservatdrios de adgua potavel, aguas

subterraneas e at¢ mesmo em esgoto. Em menor frequéncia, também estdo em aguas salgadas
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com baixa concentracdo de sal (BONIN et al., 2019; PEREIRA ef al., 2020). Espécies deste
género podem estar presentes em amostras de agua que atendam aos padrdes de qualidade para
consumo humano e em alimentos, principalmente em pescados (PABLOS et al., 2009;
CORDEIRO et al., 2020).

Determinadas espécies de Aeromonas possuem a capacidade causar infec¢des em
animais, humanos ou ndo. Tais infeccdes podem acometer o trato gastrointestinal
principalmente. Entretanto, existe uma gama de infecgdes extra intestinais causadas por
algumas dessas espécies, como infeccoes de feridas, dos tecidos subcutaneos, fascite
necrosante, sepse, infecgdes do trato respiratorio, ocular, urogenital, meningite, infecgoes
Osseas e das articulagdes (JANDA; ABBOTT, 2010; DAMER et al., 2015; SOBRAL, 2018).

As espécies com maior associacdo com infecgdes em humanos sdo A. hydrophila, A.
caviae ¢ A. sobria. Estas espécies podem apresentar uma diversidade de fatores de viruléncia,
tais como adesinas, capsula, flagelos polar e lateral, proteases, hemolisinas, citotoxinas,

enterotoxinas, leucocidina, elastase, entre outros (PEIXOTO et al., 2012; GRIM et al., 2014).

2.6. BACILOS GRAM-NEGATIVOS NAO-FERMENTADORES

Bacilos Gram-negativos nao-fermentadores (BGN-NF) sdo micro-organismos aerobios e
que ndo exibem a capacidade de utilizar a glicose como fonte de energia, fermentando-a.
Degradando-a, entdo, pela via oxidativa. A maioria dos géneros € citocromo oxidase-positiva,
possui mobilidade e ndo forma esporos. O metabolismo dessa categoria de micro-organismos
exibe uma atividade metabolica reduzida, comparados as enterobactérias. Tal fato, torna a
identificagdo bioquimica mais complexa e demorada, sendo necessario o estudo concomitante
das caracteristicas morfologicas, macroscopicas € microscopicas durante o processo de
identificacdo (KONEMAN et al., 2018).

Por ndo fermentarem a glicose, estdo adaptados a sobrevivéncia na natureza, seja em
agua, solo, alimentos, solugdes desinfetantes, medicamentos e até em superficies de instituigdes
de saude. Algumas espécies podem ser encontradas no intestino humano, fazendo parte da
microbiota local (TRABULSI; ALTERTHUM, 2017; MAYER et al., 2020).

Inicialmente, os BGN-NF eram caracterizados como oportunistas, por serem
classificados como micro-organismos ambientais. Porém, com o passar dos anos, tornaram-se
responsaveis por uma consideravel parcela de infec¢des associadas aos cuidados de saude,

principalmente em individuos submetidos a procedimento invasivo, infec¢des no trato
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respiratério de pacientes com fibrose cistica, em queimaduras e Unidades de Terapia Intensiva
(UTT). As bactérias deste grupo podem provocar inclusive, algumas infecgdes em ndo-
hospitalizados ¢ imunocompetentes (MURRAY et al., 2017, KONEMAN et al., 2018; DE
MORAES SILVA, 2021).

Determinados géneros e espécies de BGN-NF sdo conhecidos pelo seu potencial
patogénico, disseminacao e alta resisténcia a diversas classes de antimicrobianos. Tal categoria
também possui grande tendéncia em adquirir novos mecanismos de resisténcia € a0 mesmo
tempo dissemina-los. Os géneros mais conhecidos do grupo dos BGN-NF sdo: Pseudomonas
sp., Acinetobacter sp., Stenotrophomonas sp., Burkholderia sp. e Delftia sp. Os dois primeiros
géneros sao 0s maiores responsaveis por infecgdes em humanos e por contaminagdo de dgua e

alimentos (ROSSI; ANDREAZZI, 2005; TORTORA et al., 2017, KONEMAN et al., 2018).

2.7. ESTAFILOCOCOS

O género Staphylococcus sp. pertence a ordem Bacillales, da familia Staphylococcaceae.
Apresenta aproximadamente 51 espécies, sendo somente 15 espécies normalmente encontradas
em humanos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2017; KONEMAN et al., 2018). Os estafilococos
sdo cocos Gram-positivos, dispostos em forma de cachos, mas podem se apresentar
isoladamente. Sdo classificados como mesoéfilos, com um espectro amplo de temperatura de
crescimento, que varia entre 7 e 47,8° C. O pH 6timo para seu metabolismo varia entre 7 a 7,5.
Nao possuem mobilidade, sdo anaerdbios facultativos, halotolerantes, ndo formam esporos e
produzem a enzima catalase. (TORTORA et al., 2017; KONEMAN et al., 2018).

Sao micro-organismos versateis e encontrados por toda a natureza, em diversos tipos de
ambientes e condicdes fisico-quimicas. Podem colonizar superficies, sendo microbiota da pele
e mucosas do homem e de outros animais, assim como contaminar agua e alimentos. Junto a
esta capacidade, existem estruturas que conferem maior sobrevivéncia, inclusive a ambientes
indspitos, como capsula polissacaridica ou camada mucoide e a parede celular, que pode conter
substancias toxicas para outras células (TRABULSI; ALTERTHUM, 2017; TORTORA et al.,
2017).

Os estafilococos sdo divididos em dois grandes grupos de acordo com a presenca ou nao
da enzima coagulase, que confere a capacidade de coagular o plasma. Os estafilococos
coagulase negativa (ECN) sdo normalmente encontrados nas mucosas e pele de humanos e

outros animais saudaveis. Entretanto, podem causar infec¢des, pois se tratam de patdgenos
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oportunistas. Entre as principais espécies de ECN conhecidas sdo: Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus warneri,
Staphylococcus  hominis, Staphylococcus simulans, Staphylococcus lugdunensis e
Staphylococcus xylosus (TORTORA et al., 2017; KONEMAN et al., 2018).

Ja& o Staphylococcus aureus, que € coagulase positiva, coloniza diversos sitios
anatomicos, além de contaminar superficies e principalmente, apresenta grande probabilidade
de causar doencas. As infecgdes por S. aureus podem se apresentar em varios graus de
letalidade, por conta dos possiveis fatores de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos.
Inclusive, o sucesso adaptativo e de disseminagdo deste micro-organismo também no ambiente,
conta com sua habilidade em formar ou estar inserido em biofilme (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2017; ACOSTA et al., 2017).

O S. aureus pode apresentar resisténcia a oxacilina e causar infec¢des de grande
importancia clinica e epidemioldgica. Quando hé esta resisténcia, ¢ chamado de Staphylococcus
aureus Resistente a Meticilina (MRSA) e ¢ responsavel por grande parte das Infeccgdes
Relacionadas aos Servigos de Saude (IRAS) (KOURTIS et al., 2019; ALGAMMAL et al.,
2020).

2.8. ENTEROCOCOS

As bactérias do género Enterococcus sp. sao cocos Gram-positivos, apresentando-se de
maneira isolada, em pares ou em pequenas cadeias. Apresentam teste negativo para a presenca
da enzima catalase e sdo incapazes de formar esporos. Sdo anaerobios facultativos e crescem
em um largo intervalo de temperatura, que fica 10° a 45°C e tem metabolismo ativo em pH que
varia entre 5,0 e 9,6. Este género produz 4cido latico pelo consumo de glicose, sem produzir
gas, além de sobreviverem em halofilia de, em média, 6,5% de NaCl e hidrolisarem a esculina
na presenga de sais biliares (TORTORA et al., 2017; KONEMAN et al., 2018).

Os enterococos possuem o antigeno D de Lancefield, caracteristica que os alocava
anteriormente no género Streptococcus. Porém, devido as suas caracteristicas metabolicas
peculiares, foi criada uma nova nomenclatura baseada no sitio de maior afinidade deste micro-
organismos, o enteral. Embora sejam predominantemente bactérias do trato gastrointestinal,
podem também sobreviver no meio ambiente, principalmente em 4gua, solo e alimentos
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2017; MURRAY et al., 2017).

Uma vez no meio ambiente, Enterococcus sp. apresenta grande resisténcia as condigdes
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adversas, consegue colonizar diversas superficies, contaminar dgua e até mesmo humanos e
outros animais. Mesmo o género ndo sendo reconhecido como patogénico, algumas espécies
podem provocar infec¢des graves, como endocardite e sepse, sendo E. faecalis e E. faecium as
mais conhecidas. Estas duas espécies sdo encontradas com muita frequéncia nas IRAS, por
serem oportunistas e a0 mesmo tempo tem o alvo ideal, que sdo os pacientes com a imunidade
insuficiente (FREITAS et al., 2021; SILVA, J., 2021).

Entre espécies ja citadas, evidencia-se também, resisténcia a diversas classes de
antimicrobianos, inclusive a vancomicina. Quando ha a ocorréncia desta ultima, o enterococo
¢ denominado Enterococcus Resistente a Vancomicina (VRE). O VRE ¢ um grande desafio no
tratamento da infe¢dao e a0 mesmo tempo um grande disseminador de seus genes de resisténcia,

transmitindo para outras bactérias (DOS SANTOS et al., 2021).

2.9. RESISTENCIA BACTERIANA

As bactérias sdo o grupo de micro-organismos de maior adaptacdo e evolugdo, pois
tiveram origem na Terra ha cerca de 3,5 bilhdes de anos, sobrevivendo em um ambiente
totalmente hostil, com temperaturas altissimas, radiag@o ultravioleta e cosmica, tempestades e
falta de nutrientes. O sucesso evolutivo fez com que este grupo tenha representantes até os dias
de hoje, por todos os continentes e se deve, a estratégias como por exemplo, a estrutura do
material genético, que permite a troca de genes facilmente entre elas (ANTONIO et al., 2009).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos ¢ um mecanismo de defesa celular para
manter a sobrevivéncia do micro-organismo, que pode ser intrinseco ou adquirido. As cepas
resistentes aos antimicrobianos convencionais reduzem as chances de tratamento efetivo de
doencas infecciosas causadas por tais micro-organismos (NIEDERMAN, 2000; ALVES, 2018).

Segundo Martinez e Baquero (2000), proporcionalmente ao uso indiscriminado de
antimicrobianos, ha o aumento cada vez maior da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
utilizados e da concentragao ambiental dos mesmos.

A resisténcia intrinseca ¢ inerente a determinadas espécies bacterianas e faz parte da
propria genética, estrutura e fisiologia bacteriana. J4 a resisténcia adquirida, resulta de alguma
alteracdo da estrutura e fisiologia celular ou por mudangas genéticas. A resisténcia pode ser
adquirida por mutacdo genética, transferéncia de genes de outros organismos, ou ainda de uma
associacao de ambas (TENOVER et al. 1997; DZIDIC; BEDEKOVIC, 2003; MADIGAN et
al.,2016; FORBES et al., 2017).
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A transferéncia de genes entre as bactérias confere resisténcia a um determinado
antimicrobiano, a uma classe especifica deste tipo de farmaco e até a diversas classes
antimicrobianas, dependendo da localizacao do gene, tipo de transferéncia e expressao. Estes
genes de resisténcia estdo localizados no cromossomo bacteriano ou nos plasmideos
(DAVISON, 1999; DZIDIC; BEDEKOVIC, 2003; KUMMERER, 2009; KONEMAN et al.,
2018).

Segundo Tortora e colaboradores (2017), os plasmideos sdo estruturas que conferem
diversas vantagens, como transportar genes para atividades de resisténcia aos antimicrobianos,
tolerancia a metais toxicos, producdo de toxinas e sintese de enzimas. Ainda na transferéncia
destes genes, os mesmos podem ter mobilidade entre bactérias da mesma espécie ou de espécies
diferentes, por mecanismos de recombinagao e troca, denominados de transferéncia horizontal
(MUELA et al., 1994; DAVISON, 1999).

De acordo as pesquisas de Schmidt e colaboradores (2001), a transferéncia horizontal
¢ apontada como um fator relevante na presenca de cepas patogénicas no meio ambiente. A
conjugacdo ¢ o mecanismo mais comum de transmissao de genes de resisténcia, mas para isso
¢ necessario o contato entre as células bacterianas (SENGUPTA ef al., 2011).

De acordo com Luz (2008), a transposicao ¢ a transferéncia de genes dentro de uma
mesma célula através de transposons (DNA). Na transformagao, ha a captagdo de DNA solavel
no meio por células receptoras competentes. J& no mecanismo de transducao, a transferéncia
genética acontece com o auxilio de bacteriofagos.

Além da transferéncia de material genético, as bactérias podem adquirir resisténcia
aos antimicrobianos, devido a altera¢do da proteina alvo, inativacao enzimatica, alteracao da
permeabilidade da membrana e ao mecanismo de efluxo (SMALLA ef al., 2000).

Na altera¢ao da permeabilidade da membrana, h4 alteracdo dos canais de porinas, que
dificulta a penetragdo celular do fArmaco e reduz a acdo do mesmo. A alteragdo da proteina alvo
faz com que ndo haja ligagdo entre a superficie bacteriana e a molécula do antimicrobiano. Na
inativacdo enzimatica, sdo produzidas enzimas que modificam a estrutura molecular do
farmaco, inibindo a atividade antibacteriana. Um curioso mecanismo ¢ o de efluxo, onde
funciona uma bomba que expulsa o antimicrobiano do interior da bactéria (SMALLA et al.,
2000; ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

Além das estratégias bacterianas relacionadas, a exposi¢ao destes micro-organismos
aos antimicrobianos, pode favorecer a selecdo de bactérias resistentes e posteriormente havera
a reproducdo e predominio das mesmas. Porém, ndo s6 antimicrobianos podem induzir uma

sele¢dao, como também os metais-trago (GUARDABASSI ef al., 1998).
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Existe ainda um fenomeno chamado persisténcia bacteriana e ¢ determinado pela
presenca de células chamadas persisters, as quais sdo caracterizadas como uma pequena fracao
da populacao capaz de permanecer viavel apds a exposicdo a elevadas concentragdes de
antimicrobianos bactericidas, mesmo sendo fenotipicamente suscetiveis a estes farmacos
(LEWIS, 2010).

A presenca destas células estd relacionada a falha na terapia antimicrobiana,
especialmente em infecgdes cronicas e recorrentes, visto que estas sdo capazes de retomar o
crescimento apds a redugao dos niveis do antimicrobiano, o que pode levar a recidiva do quadro
infeccioso (MULCARY, 2010).

O ambiente nos esgotos ¢ altamente seletivo para os micro-organismos, tanto em
efluentes residenciais e industriais como também nos hospitalares. Tendo sido ja detectadas
bactérias resistentes, principalmente quando o tratamento ndo estd sendo eficaz (LINTON et
al., 1974).

Com base neste tipo de achado, existe grande preocupacao com os efluentes hospitalares
por conterem uma propor¢ao maior de bactérias mais resistentes, porém as mesmas podem
contaminar, em seu curso, o esgoto residencial, industrial e as Estacdes de Tratamento de
Esgotos (ETE) (MEIRELLES-PEREIRA et al., 2002; BAQUERO, 2004; RIBEIRO et al.,
2020).

2.10. DETECAO FENOTIPICA DE MECANISMOS DE RESISTENCIA EM
ENTEROBACTERIAS

Os testes fenotipicos consistem em metodologias ndo-moleculares para a detec¢ao da
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos de maior importancia terapéutica ou
epidemiologica. Os testes mais difundidos se aplicam na detec¢do de -lactamases de espectro
estendido (ESBL) (resisténcia as cefalosporinas de terceira e quarta geracdo) e as
carbapenemases (resisténcia aos carbapenémicos) (BRADFORD, 2001; KONEMAN et al.,
2018).

2.10.1 Beta-lactamases de espectro estendido.

As beta-lactamases hidrolisam o anel beta-lactamico, impossibilitando a atividade

antimicrobiana. Estas enzimas clivam o anel beta-lactimico, alterando assim a estrutura do
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antimicrobiano, que ndo consegue se ligar efetivamente as Proteinas Ligadoras da Penicilina
(PBPs), o que permite que a sintese da parede celular bacteriana continue normalmente
(FORBES et al., 2017).

A especificidade destas enzimas aos beta-lactimicos determina a eficacia da hidrolise
dos mesmos. A capacidade ou ndo da beta-lactamase de conferir resisténcia aos antimicrobianos
beta-lactamicos de amplo espectro ird depender da quantidade de enzima produzida pelo micro-
organismo, da habilidade dessa enzima em hidrolisar o antimicrobiano e da velocidade com que
o beta-lactamico penetra pela membrana externa (LIVERMORE, 1991).

As beta-lactamases foram originadas provavelmente, devido a pressao seletiva exercida
por organismos existentes no solo, produtores de compostos beta-lactimicos (BRADFORD,
2001; KONEMAN et al., 2018).

A sintese destas enzimas pode ser cromossOmica (constitutiva) ou mediada por
plasmideos (indutiva). A producdo destas enzimas pode ser induzida tanto pela presenca de
beta-lactamicos como de precursores da parede celular no meio extracelular (SAMAHA-
KFOURY; ARAJ, 2003; KONEMAN et al., 2018).

As enzimas beta-lactamases apresentam duas classificagdes: uma proposta por Ambler
em 1980; e outra desenvolvida por Bush, Jacoby e Medeiros, em 1995. A primeira est4 baseada
na estrutura molecular e na homologia nas sequéncias de aminoacidos, resultando em quatro
grupos (A, B, C e D). A Classificagdo de Bush se baseia nas propriedades bioquimicas, estrutura
molecular e sequéncias nucleotidicas, separando as enzimas em quatro grupos funcionais e

subgrupos (Quadro 1) (BUSH et al., 1995).

As ESBL estao classificadas dentro do grupo funcional 2, segundo Bush et al. (1995), e
da classe A de Ambler (1980). Estas enzimas sdo capazes de hidrolisar cefalosporinas e
monobactamicos, mas nao as cefamicinas e os carbapenémicos (BUSH et al., 1995; YGITI et
al., 2001). Sao inibidas por compostos como o 4cido clavulanico (clavulanato), o sulbactam

e/ou o tazobactam (BUSH et al., 1995; BRADFORD, 2001; PFALLER; SEGRETI, 2006).
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Quadro 1 — Classificagao de beta-lactamases.

Enzimas AmpC
(Bactérias gram-negativas)

Cefalosporinas
e
2a A I Penicilinas I +

I A Penicilinas, Cefalosporinas +

<
- I PCases gram-positivas
<

A

= TEM-1, TEM-2, SHV-1

Penicilinas, cefalosporimas
2be 2b A de amplo espectro +
e monobactans

TEM-3 a TEM-26, SHV-2
a SHV-6, Klebsiella oxytoca K1

p— e < < <
2br NI A Penicilinas I +/= e TEM-30 a TEM-36, TRC-1
. . Do . <
~ 3 Y =t 5
2c 2c I A Penicilinas (carbenicilina) ] - - PSE-1, PSE-3, PSE-4
Z N, < <
r > < <
2d 2d D Penicilinas (cloxacilina) I +- OXA-1 a OXA-11, PSE-2
2 A, 2z
— < —- <
: CSase induziveis
2e 2e A Cefalosporinas I & - do Proteus vulgaris
5 A, J b,
2 N 7 Penicilinas, cefalosporimas 5 = Enterabacter choacae (NMC-A),
e e carbapenens Serratia marcescens (Sme-1)
- LN <z
[ F T R ‘ Stenotrophomonas )
3 3 8 Maioria dos B-lactamicos d o Maltophilia (L1),

+ carbapenens
A

o s I
4 4 I N.D. I Penicilinas I =
P

Abreviaturas: Csase = cefalosporinase; Pcase = penicilinase; Cxase = cefalosporinase que hidrolisa a cefuroxima; N.I. = N&o Incluida; N.D. = Nao Determinada;
EDTA = Acido Etilenodiamino Tetra-Acético; Ac. Clav. = Acido Clavulanico

Fonte: Adaptado de BUSH et al., 1995.

Bacteriodes fragilis (Ccra)

A

? PCase - Burkolderia cepacia

/

As enzimas ESBL possuem, geralmente, localiza¢cdo plasmidial, porém podem ter sido
originadas nos cromossomos, ja que muitas enterobactérias contém enzimas cromossomicas
constitutivas. Os plasmideos que carregam os genes codificadores de ESBL podem conter
também determinantes de resisténcia para outros grupos de antimicrobiano: quinolonas,
sulfonamidas, trimetoprim, cloranfenicol, tetraciclinas e aminoglicosideos (BRADFORD,
2001; COQUE et al., 2002; SILVA; LINCOPAN, 2012).

As enzimas ESBL sdo agrupadas e denominadas de acordo com a similaridade com outras
enzimas precursoras e/ou com grupos ja conhecidos. A maioria delas ¢ derivada das beta-
lactamases dos tipos TEM e SHV. Outros tipos de ESBL, relevantes clinicamente, sdo: CTX-
M, OXA, PER, VEB, CME, TLA, SFO, GES e BES (NAAS et al., 2008; NORDMANN et al.,
2009).

As cepas produtoras de ESBL sdo encontradas em todo o mundo, inclusive no Brasil,
onde estdo disseminadas no ambiente (LIVERMORE; WOODFORD, 2006). As ESBL sao
encontradas normalmente em enterobactérias, principalmente na Escherichia coli e na
Klebsiella pneumoniae, mas podem estar presentes em todas as espécies desta familia (SADER
etal.,2001; SASAKI et al., 2010, SILVA; LINCOPAN, 2012).

As enterobactérias produtoras de ESBL ja foram detectadas em amostras fecais, em
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alimentos e esgoto, aumentando ainda mais a preocupagdo com a disseminag¢ao ambiental das
bactérias com este tipo de mecanismo de resisténcia (MESA et al.,2006; SILVA; LINCOPAN,
2012; BUSH; BRADFORD, 2020).

2.10.2 Carbapenemases.

As carbapenemases pertencem a uma familia de enzimas com ampla atividade
hidrolitica a maioria dos antibidticos beta-lactaimicos (QUEENAN & BUSH, 2007).
Distinguiveis pela conformagao do seu sitio ativo, as carbapenemases pertencem aclasse A de
Ambler (carbapenemases de classe A), classe B (metalobetalactamases) e classe D
(oxacilinases/Beta-lactamases) (DIENSTMANN et al., 2010).

Quanto as carbapenemases de classe A (serino-carbapenemases), trés grandes familias
de enzimas estdo incluidas: NMC/IMI, SME e KPC, que se caracterizam por hidrolisar uma
variedade de antibidticos beta-lactamicos, incluindo carbapenémicos, cefalosporinas,
penicilinas e aztreonam e podem ser inibidas pelo acido clavulanico e tazobactam (QUEENAN;
BUSH, 2007).

A enzima KPC ¢ uma serino-carbapenemase de grande relevancia epidemiologica. As
Beta-lactamases do tipo KPC hidrolisam penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos
(aztreonam) e carbapenémicos e sdo fracamente inibidas pelo 4cido clavulanico e pelo
tazobactam (NORDMANN et al., 2009; SILVA; LINCOPAN, 2012).

Algumas andlises genéticas dos genes blaKPC indicaram que sua mobilidade e
disseminagdo estdo relacionadas a um transposon 7n3-based, Tn4401, que € transportado por
grandes plasmideos variando em tamanho e estrutura (NAAS et al., 2008; NORDMANN et al.,
2009).

Segundo Monteiro e colaboradores (2009), Peirano e colaboradores (2009) e Ribeiro e
colaboradores (2020), a enzima KPC normalmente ¢ presente em K. pneumoniae, no entanto
ja foi encontrada em outras espécies de enterobactérias em todos os continentes.

Ainda na classe A, foi descoberta em 2015 aqui no Brasil, uma serino-carbapenemase
até entdo desconhecida, a BKC (Brasileira Klebsiella Carbapenemase). Este surgimento
demonstra a diversidade e rapida evolucao de Beta-lactamases em isolados clinicos de K.
pneumoniae. (NICOLETTI et al., 2015).

Na classe B, das metalobetalactamases, podemos encontrar os tipos VIM (Verona

Imipenemase), IMP (Imipenemase) em enterobactérias. O isolamento dos genes blaIMP e
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blaVIM ocorreram inicialmente em pacientes internados em instituicdes de saude e embora
ocorram em outros ambientes, ainda sdo predominantemente hospitalares (QUEENAN; BUSH,
2007; ANVISA, 2013; DE PAULA et al., 2017).

Janaclasse D, as oxacilinases, ainda s3o menos frequentes que as outras duas primeiras,
principalmente no Brasil. As oxacilinases podem estar associadas a outros mecanismos de beta-
lactamases, como CTX-M, que ¢ uma enzima de ESBL. Podemos citar a OXA-48 ¢ a OXA-23
como as mais relevantes no contexto epidemiologico (WANG; ZONG; LU, 2011; ANVISA,
2013).
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3. JUSTIFICATIVA

As bactérias resistentes aos antimicrobianos sdo causadoras de infecgdes de dificil
tratamento, pois as opgdes de farmacos sdo reduzidas e muitas vezes nulas. Tais micro-
organismos podem estar presentes no ambiente, inclusive no esgoto, trocando genes de
resisténcia e aumentando a morbimortalidade da populagdo, devido ao risco de contaminagao.
Ao mesmo tempo que ¢ um problema de Satde Publica, observa-se também o impacto
ambiental que bactérias resistentes podem causar, modificando as caracteristicas naturais e
desequilibrando ecossistemas.

O tratamento de efluentes ¢ essencial para a manutencao do equilibrio ambiental e saude
populacional. Por conta deste fator, levamos o foco para as Esta¢des de Tratamento de Esgotos
da FIOCRUZ, uma institui¢do de grande porte que por conta da especificidade do trabalho
realizado, foi escolhida como objeto de estudo, j4 que essa andlise mais profunda e a
comparagao entre as estagcoes nao havia ainda sido realizada.

Considerando os fatores apresentados, observa-se a grande importancia de trabalhos que
visem a vigilancia da resisténcia bacteriana através da pesquisa de micro-organismos com essa
caracteristica nas aguas residuais, o que contribui ndo s6 para as informacdes associadas
diretamente a satde publica, através da busca ativa de micro-organismos potencialmente
patogénicos, o que pode alertar para a possivel contaminagdo dos individuos expostos, como,
em paralelo, busca-se o foco ecologico e conservagdo ambiental, mesmo com a intensa agao
antropica, verificando também a efetividade do tratamento dos efluentes antes do seu retorno

aos corpos aquaticos urbanos.
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4. OBJETIVOS

4.1 - OBJETIVO GERAL

e Detectar bactérias resistentes aos principais antimicrobianos utilizados, em duas Estacdes

de Tratamento de Esgotos da FIOCRUZ comparando sua efetividade.

4.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Rastrear a presenca de enterobactérias resistentes aos antimicrobianos;

e Identificar a presenga de Aeromonas sp. e bacilos Gram-negativos ndo-fermentadores re-

sistentes as cefalosporinas, nas estacoes;

e Realizar a pesquisa de cocos Gram-positivos nas duas ETE, pela triagem de MRSA e VRE

nas amostras coletadas;

e  Caracterizar os mecanismos de resisténcia antimicrobiana das enterobactérias nao-sensi-
veis (resistentes ou intermediarias) aos carbapenémicos, por testes fenotipicos e moleculares,

buscando genes associados a este evento;

e  Verificar as possiveis diferencas entre os resultados obtidos nas culturas quantitativas e

qualitativas, nas coletas das duas ETE;
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5. METODOLOGIA

5.1. METODOS GERALIS.

O trabalho foi caracterizado inicialmente por pesquisa bibliografica documental,
exploratdria e descritiva, seguida de um estudo observacional do tipo transversal.

Foram utilizadas metodologias baseadas no American Public Health Association (APHA,
2017) para andlise de esgotos, adaptadas as praticas laboratoriais e recursos disponiveis,
embasadas nos compéndios existentes.

As demais metodologias utilizadas estdo descritas abaixo e presentes em Procedimento
Operacional Padrdao (POP) do Laboratorio de Microbiologia (Labmicro) do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas, na Escola Nacional de Satide Publica Sérgio Arouca — FIOCRUZ, onde as

amostras foram processadas.

5.2. COLETA DAS AMOSTRAS.

A técnica consiste na coleta do afluente, na entrada das ETE e efluente, na saida das
ETE. Foram realizadas quatro coletas de amostras simples, durante o periodo da manha. Os
pontos de coleta compreendem: afluente (esgoto bruto que vem da rede coletora) e efluente
tratado.

A Estagdo Central foi escolhida inicialmente para a realizacdo do trabalho,
posteriormente foi acrescentada a Estacdo INI (Instituto Nacional de Infectologia), construida
para atender ao Hospital campanha para enfrentamento da pandemia por COVID-19,
possibilitando mais pontos de coleta e comparagdes entre as ETE.

As coletas foram realizadas pelos operadores das ETE, visto que somente eles,
poderiam fazé-las no periodo pandémico. Os mesmos seguiram os protocolos de biosseguranca
(BRASIL, 2006; TEIXEIRA; VALLE, 2010; OPAS, 2021), tanto no procedimento de coleta
quanto na utilizagdo dos Equipamentos de Protecdo Individual (EPI) (Figuras 5-9). Foi
permitido apenas o acompanhamento e o registro fotografico do processo de coleta, para a

descri¢do no presente trabalho.



Figura 5 — Coleta realizada em esgoto bruto da ETE Central.

Fonte: Proprio autor.

Figura 6 — Coleta realizada em esgoto tratado da ETE Central.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 7 — ETE do Centro Hospitalar COVID-19 — INI/FIOCRUZ.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 8 — Coleta realizada em esgoto bruto da ETE INI.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 9 — Coleta realizada em esgoto tratado da ETE INI.
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Fonte: Proprio autor

Apoés autorizacdo da realizacdo do trabalho no local proposto, as coletas foram
realizadas pela manha, entre os meses de agosto e setembro de 2021, como apresentado na
tabela 1, em decorréncia da necessidade de processar rapidamente as amostras no Laboratorio
para ndo permitir a competi¢ao bacteriana in vitro.

Foram realizadas semanalmente, quatro coletas de cada local, com o intuito de
possibilitar estatisticamente, uma comparacao entre os resultados encontrados e levando em
considerac¢do que sazonalidade ndo interfere na composi¢do do esgoto. O volume coletado em
cada ponto foi de 1L, armazenado em frascos estéreis graduados (Figura 10) etiquetados de
acordo com local e horario da coleta e transportados em caixa refrigerada para o Labmicro, de
acordo com as especificagdes do Standard Methods for Examination of Water and Wastewater

(APHA, 2017).



Tabela 1 — Dados de coleta das amostras de esgoto

Dia  Horario
Coleta Local Tipo

1 10/08/21 9:05 Central Bruto
1 10/08/21 9:12 Central Tratado

1 10/08/21  10:00 INI Bruto
1 10/08/21  10:05 INI Tratado
2 17/08/21 9:10 Central Bruto
2 17/08/21 9:18 Central ~ Tratado
2 17/08/21  10:20 INI Bruto
2 17/08/21  10:28 INI Tratado
3 24/08/21 9:02 Central Bruto
3 24/08/21 9:08 Central ~ Tratado
3 24/08/21 9:50 INI Bruto
3 24/08/21 9:56 INI Tratado
4 01/09/21 9:20 Central Bruto
4 01/09/21 9:28 Central ~ Tratado
4 01/09/21  10:30 INI Bruto
4 01/09/21  10:35 INI Tratado

Figura 10 — Aspecto da amostra e armazenamento em frasco estéril graduado.

Fonte: Proprio autor
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5.3 PREPARO E SEMEADURA DAS AMOSTRAS.

As amostras de esgoto, apos recepcao no laboratorio, foram semeadas diretamente nos
meios de cultura (100 pL), sendo também realizadas diluigdes em solucdo salina estéril (NaCl

la 10'4, para esgoto tratado e de 107l a 10 para esgoto

a 0,9%), nas concentragdes de 10~
bruto (figura 11). As dilui¢gdes sdo essenciais para realizar a contagem de colonias comparando

a proporcionalidade das mesmas em cada placa.

Figura 11 — Fluxograma de semeadura das amostras de esgoto bruto e tratado provenientes das
ETE Central e INL

FLUXOGRAMA DE SEMEADURA DAS AMOSTRAS
100 pL Enriquecimento 100 uL
Esgoto em BHI Esgoto
bruto tratado

24h-3541°C
100 pL 100 uL
10 pL 10 pL 10 pL

Semeadura direta w
Diluigdes de 101 a 10+
em salina 0.9%

Dilumgdes de 107! a 10-6
em salina 0,9% CLED, EMB, CHROM

ORIENTATION, CHEOM,
ESBL, CHROM MRSA

CHROM VEE

Semeadura
CHROM ORIENTATION

Semeadura
CHROM ORIENTATION

24h-35%1°C

24h-35+1°C 24h-35+1°C

Contagem de col6mas ’ . Contagem de col6mas

Apos esse procedimento, 10uL de cada diluicdo foram semeados nos meios de cultura

seletivos-indicadores para crescimento e isolamento das bactérias presentes e também daquelas
que ja poderiam ser selecionadas como resistentes, de acordo com o meio utilizado. Todas as
semeaduras foram realizadas em duplicata.

Os meios escolhidos para o isolamento dos micro-organismos alvo, compreendem: Agar
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CLED (Cystine Lactose Electrolyte Deficient), CHROMagar Orientation e agar EMB (Eosin
Methylene Blue Agar), CHROMagar ESBL, CHROMagar MRSA e CHROMagar VRE. J4 para
enriquecimento, foi utilizado o meio BHI (Brain Heart Infusion Broth) (HSIAO et al., 2014;
WEISS et al., 2015; APHA, 2017; CEBALLOS; DINIZ, 2017; CASTRO et al., 2018; MEIRA
etal., 2018; CLSI, 2019; LIMA et al., 2021).

O 4gar CLED ¢ comumente utilizado para isolamento, indicacdo de fermentacdo da
lactose e quantificagdo de micro-organismos presentes em diversos locais, principalmente em
sitio urinario. A deficiéncia de eletrolitos inibe o fenomeno de swarming produzido por
determinadas cepas do género Proteus. Este fendmeno € possivel pela rapida mobilidade da
bactéria e se caracteriza por projecdes radiais da colonia em meio sé6lido, formando um “véu”
(MURRAY et al., 2017, KONEMAN, 2018).

O agar EMB contém corantes de eosina e azul-de-metileno que inibem as bactérias Gram-
positivas e indicam a fermentagdo ou ndo da lactose. As colonias de Escherichia coli
normalmente apresentam um reflexo verde metalizado caracteristico, devido a rapida
fermentagao da lactose (MURRAY et al., 2017, KONEMAN, 2018).

Depois de semeadas, as placas foram incubadas em estufa a 35+-1°C por 24 horas para
crescimento bacteriano e posteriormente realizou-se o repique das coldnias de interesse para o
estudo. Os resultados do crescimento de colonias foram expressos em UFCs (unidades
formadoras de colonias) nos meios de cultura utilizados, correspondentes as amostras de esgoto
dos diferentes estagios do sistema de tratamento do mesmo (APHA, 2017; CLSI, 2019).

Para uma maior recuperagdo de bactérias resistentes, objeto deste estudo, foram
utilizados meios de cultura cromogénicos contendo antimicrobianos, direto da amostra e apds
enriquecimento da mesma, em BHI.

Ap0s as primeiras 24 horas da incubagdo citada anteriormente, a partir do crescimento
em meio liquido (BHI), foi realizado o esgotamento de 10uL do indculo nos meios
cromogeénicos seletivos (Figura 11). Logo em seguida, procedeu-se novamente a incubacao em
estufa bacteriologica a 35 £1°C por 24 horas e as colonias foram de interesse foram repicadas
para os testes seguintes.

Para os selecionar os Gram-negativos resistentes a cefalosporinas de terceira geragao, foi
utilizado o meio CHROMagar ESBL (Plast Labor) (HORNSEY et al., 2013; GIRLICH et al.,
2019; LIMA et al., 2021).

Em paralelo, para os Gram-positivos, foi utilizado o CHROMagar MRSA para a pesquisa
de MRSA, e para a pesquisa de VRE, o CHROMagar VRE (Plast Labor) (HSIAO et al., 2012;
HSIAO et al., 2014; WEISS et al., 2015).
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Todas as placas utilizadas contendo meios de cultura, inclusive aquelas contendo
antimicrobiano, foram autoclavadas. Este processo visa minimizar a carga microbiana para
descarte e também inativar os antimicrobianos presentes no material. Todos os antimicrobianos
utilizados sao termolébeis, sendo facilmente inativados para reduzir o impacto ambiental e ndo

favorecer o aparecimento de mais bactérias resistentes (INSTITUTO BUTANTAN, 2012).

5.4 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA BACTERIANA.

O preparo do indculo bacteriano foi baseado na escala de turbidez de Mc Farland (tubo
0,5), que se fundamenta na turvagdo correspondente a uma determinada concentragao
bacteriana em meio liquido, que se relaciona a grandeza de aproximadamente 10% UFC
(Unidades Formadoras de Colonia) por mL (NOGUEIRA; MIGUEL, 2010; CLSI, 2019).

Dependendo do tipo bacteriano, foi alcangado este grau na escala, retirando-se de duas ou
trés colonias do micro-organismo e diluindo em aproximadamente trés mililitros de solugdo
salina a 0,9%, homogeneizando em agitador de tubos. Foi utilizada uma escala para determinar
os padroes de referéncia de turbidez por comparagado visual e, em caso de duvida, foi utilizado
o turbidimetro (DENSICHECK®) (OPLUSTIL, 2010).

A selecdo das colonias para o isolamento, foi posterior a realizagdo da coloragcdo de Gram,
seguido de testes preliminares oxidase, catalase e coagulase dependendo das caracteristicas
morfotintoriais exibidas pelas bactérias (MURRAY et al., 2017; KONEMAN, 2018).

As bactérias Gram-negativas foram submetidas aos meios de triagem: CV proposto por
Costa & Vernin (figura 12) (COSTA; HOFER, 1972), SIM (Acido Sulfidrico/Indol/Motilidade),
Agar base ureia (Christensen), agar citrato (Simmons), fermentagao da glicose com verificagio
da producdao de gis e a desaminacao dos aminoacidos lisina, arginina e ornitina. Para a
diferenciagdo entre as espécies de Aeromonas sp. foi realizado o teste de VP (Voges-Proskauer)

(CUNHA; SILVA, 2006; MURRAY et al., 2017; KONEMAN, 2018).
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Figura 12 — Meio CV proposto por Costa & Vernin.

Fonte: Pr(')rio autor.

Para os BGN-NF, foram adicionadas as seguintes provas, além das anteriores:
crescimento a 42°C, sensibilidade a polimixina, prova de DNAase, crescimento em NaCl 6,5%
e visualizagdo de pigmento em meio ndo-cromogénico (ANVISA, 2005; KONEMAN, 2018).

As bactérias Gram-positivas, apos crescimento, foram submetidas as provas de catalase,
coagulase, fermentacdo de manitol, motilidade, crescimento em NaCl 6,5% e oxidase
(KONEMAN, 2018).

Apos a semeadura, estes meios foram incubados em estufa a 35°C £ 1°C por 18 a 24
horas. A identificacdo de espécie bacteriana foi realizada através da utilizagdo de provas
bioquimicas convencionais (CUNHA; SILVA, 2006; MURRAY et al., 2017; KONEMAN,
2018). As amostras identificadas foram preservadas em agar estoque a temperatura ambiente e
a -20°C em meio de BHI acrescido de 20% de glicerol, para as futuras andlises de resisténcia
aos antimicrobianos.

Para as identificagdes bioquimicas nos meios convencionais que apresentaram duvidas
na defini¢do de espécie, foram realizadas identificagdes em método automatizado em

equipamento VITEK 2® (BioMérieux) para a confirmagcdo (figura 13).
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O equipamento ¢ constituido por um sistema de enchimento/selador de cartdes, uma
incubadora/leitora € um computador com o software. Para a identificagdo microbiana foram
utilizados cartdes projetados para identificacdo, compostos por 47 pocos (GN) que contém
substratos bioquimicos desidratados, ndo sendo necessario nenhum reagente adicional. O
sistema VITEK apresenta um software que processa e interpreta os resultados. A identificagao
realizada pelo VITEK abrange mais de 500 espécies microbianas de importancia clinica,
ambiental e da industria de alimentos (BIOMERIEUX, 2013).

As cepas bacterianas de interesse foram cultivadas em Agar triptona de soja (TSA) e
incubadas a 35°C £1°C por 24 horas. Uma suspensao homogénea foi preparada a partir dessa
cultura e a turvagdo ajustada a 0,5-0,63 da escala de McFarland por meio de um turbidimetro
(DENSICHECK®).

Os cartdes foram abertos e colocados no cassete, de forma que o canudo do cartdo ficasse
dentro do indculo e posteriormente foram levados para camara de vacuo do equipamento. Em
seguida, este cassete foi transferido para a segunda camara para leitura. Apos a leitura do codigo
de barras dos cartdes, esses foram identificados no computador. Os resultados foram obtidos

ap6s 5-6 horas (BIOMERIEUX, 2013).

Figura 13 — Vista frontal do equipamento VITEK 2® (BioM¢érieux) e seus cartdes inseridos em
cassetes.

Fonte: Adaptado de BioMérieux (2013).

5.5 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS.

A suscetibilidade dos micro-organismos isolados foi avaliada através da metodologia de

difusdo em agar (disco-difusdo). A partir do crescimento da cultura pura, uma algada das
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coldnias foi transferida para uma solucdo salina e a suspensdo comparada com o padrdo de
turvagdo 0,5 da escala de Mc Farland. Em seguida, foi realizada a semeadura no meio de agar
Miieller-Hinton e os discos de antibidticos (Oxo0id®) proprios para bactérias Gram-negativas
foram introduzidos no meio.

Na realizacdo do Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA), foram utilizados
diversos antimicrobianos com base nos compéndios (Guidelines) aceitos no pais: o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019) e o Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCAST, 2019), baseado no European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST, 2019).

Devido a impasses sobre a utilizagdo dos mesmos e as adequacdes normativas em nosso
pais, deferiu-se a favor da escolha de mais de um guideline. Os antimicrobianos utilizados
foram: ampicilina, ampicilina+sulbactam, piperacilinat+tazobactam, amoxicilina+acido
clavuldnico, cefoxitina, ceftriaxona, ceftazidima, cefepime, ciprofloxacino, gentamicina,
amicacina, imipenem, ertapenem, meropenem e polimixina B/colistina.

As placas foram colocadas na estufa a 35£1°C por 1842 horas. O resultado do teste de
difusdo em 4gar para a resisténcia aos antimicrobianos foi obtido através da medida do didmetro
do halo de inibi¢dao de crescimento provocado pelos discos de cada antimicrobiano colocados
nas placas semeadas. De acordo com a comparacao entre o didmetro do halo de inibi¢ao e os
Guidelines foi possivel verificar se a bactéria € sensivel, se apresenta resisténcia intermediaria
ou ¢ resistente aos antibioticos testados. Os didmetros da zona de inibi¢do sao particulares para
cada droga e micro-organismo e todos os critérios interpretativos foram padronizados pelo

CLSI e BrCAST (2019).

5.6 TESTES FENOTIPICOS.

5.6.1 Sinergismo por disco-aproximacio.

Para a detecgdo fenotipica da producao de ESBL nas enterobactérias, foi empregado o
teste de aproximacao de discos (JARLIER et al., 1988). No teste de aproximacao de discos, o
preparo da suspensdo e o inoculo em placa de dgar Miieller-Hinton sao realizados da mesma
maneira como no teste de suscetibilidade descrito anteriormente.

No centro da placa com agar Mueller Hinton semeada com a amostra para teste, ¢

colocado um disco contendo amoxicilina em conjunto com um inibidor de beta-lactamases, o
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acido clavulanico e, ao redor deste, colocados discos de antimicrobianos (cefotaxima,
ceftazidima e cefepime) a uma distancia de 20mm centro a centro.

As placas foram colocadas na estufa a 35°C, por 16 a 18 horas. Apos a incubagao, uma
deformacao no halo de inibi¢ao do B-lactamico préoximo ao disco contendo o acido clavulanico
¢ indicativa de um resultado positivo (Figura 14) (JARLIER et al., 1988).

Ja para o teste de deteccdo de B-lactamases do tipo AmpC, foram utilizados os discos de
meropenem e cefoxitina, que induzem uma deformacao do halo ou até mesmo um achatamento

caracteristico em caso de teste positivo (CLSI, 2019).

Figura 14 — Exemplo de teste positivo de sinergismo para confirmagdo de
organismos produtores de ESBL.

Os antimicrobianos implantados foram amoxicilina + acido clavulanico (AMC), ceftazidima (CAZ),
cefotaxima (CTX), ceftriaxona (CRO) e cefepime (CPM). Fonte: BATOOL et al., 2016.
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5.6.2 Teste de Hodge modificado.

Cepas bacterianas que apresentaram resisténcia ou sensibilidade reduzida aos
carbapenémicos, de acordo com as recomendacdes do CLSI (2019), no teste de difusdao em agar
descrito anteriormente, foram submetidas ao teste de Hodge modificado, segundo Lee et al.
(2001).

Uma suspensdo bacteriana da cepa Escherichia coli ATCC (American Type Culture
Collection) 25922 foi preparada em solugdo salina até atingir a turvagdo equivalente a escala
0.5 de Mc Farland. A suspensdo foi inoculada em placa contendo agar Miieller-Hinton em
técnica de semeadura por induto continuo. Em seguida, um disco de ertapenem, imipenem ou
meropenem (10pg — Ox0id®) foi adicionado ao centro de cada placa e, a partir da borda do
disco de antibidtico, a cepa teste foi estriada em dire¢do a extremidade da placa (CLSI, 2019).

As placas foram incubadas a 35°C, por 16 a 18 horas. Quando o crescimento da cepa
de E. coli formou uma zona distorcida no halo de inibicdo do ertapenem, meropenem ou
imipenem, o resultado foi interpretado como positivo. Ou seja, houve uma provavel producao
de carbapenemase. Quando o halo de inibi¢ao do ertapenem permaneceu inalterado, o resultado

foi considerado negativo (figura 15) (CLSI, 2015).

Figura 15 — Teste de Hodge Modificado.

1) Amostra teste; 2) Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 como
controle negativo; 3) Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 como
controle positivo (CLSI, 2015).
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5.6.3 Teste com disco de EDTA, acido fenilboronico ou cloxacilina

Os discos de carbapenémicos, meropenem e imipenem, impregnados com acido
fenilboronico (AFB) e sem ele, sdo utilizados para a deteccao fenotipica de carbapenemases
de classe A, principalmente do subtipo KPC (PASTERAN ef al, 2009; GARBATI;
GODHAIR, 2013; VALl et al., 2014).

Um teste positivo ¢ encontrado quando ha diferenca de >5 mm entre os discos de
imipenem e meropenem puros em relacdo aos mesmos discos com acido fenilbordnico. Nesse
teste o acido fenilbordnico realiza o bloqueio enzimatico deste tipo de carbapenemase (figura
16) (ANVISA, 2013).

Ja o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) tem a capacidade de quelar os ions de
zinco do sitio ativo das metalobetalactamases, como a NDM. Para a detec¢do sugestiva de
AmpC plasmidial, a cloxacilina ¢ utilizada para tal teste a fim de observar ou ndo a com
potenciacdo quando adicionada aos carbapenémicos (PASTERAN et al., 2009; GARBATTI;
GODHAIR, 2013; VALl et al., 2014).

Figura 16- Esquema para aplicacdo de discos de antimicrobianos para

deteccao de carbapenemases.

O

Sam aditivo

O

Cloomciling 10 pl de
solugdo 75 mg/mL

Acide fenilbardnica 10
de salugdo 40 mg/mL

O

EDTA
10 pl de salugio 0,1

Legenda: ERT — ertapenem; MEM — meropenem; IMI — imipenem. Fonte: ANVISA, 2013.
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Para triagem fenotipica dos mecanismos citados acima, seguimos os protocolos indicados
pela ANVISA (2013) que orientam quanto ao uso de um fluxograma basico (figura 17), a fim
de uniformizar a pesquisa.

Os testes de ESBL e AmpC foram realizados em todas as enterobactérias isoladas do meio
cromogénico com o antibidtico cefotaxima, pois a resisténcia a alguma cefalosporinas de
terceira geracgdo ¢ indicativo para tal. J4 os testes de Hodge, com AFB, EDTA e CLOXA, foram
realizados nas enterobactérias ndo-sensiveis a algum carbapenémico por ser um indicativo de

possivel produtor de carbapenemase (ANVISA, 2013; CLSI, 2019).

Figura 17- Fluxograma para detec¢do de carbapenemases no laboratorio clinico.
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5.7 TESTES MOLECULARES.

A extracao de DNA foi realizada pelo método de choque térmico. Uma colonia de cada
cepa isolada, das enterobactérias resistentes aos carbapenémicos, a partir de cultura recente e
originada do meio agar nutriente, foi suspensa em 300uL de agua ultrapura estéril. As células
foram lisadas por aquecimento a aproximadamente 100°C por 15 minutos e os restos celulares
foram removidos por centrifugagdo a 1.400 rpm por 15 segundos. Um volume de 5 pL do total
do sobrenadante foi utilizado em cada reacdo de PCR. O sobrenadante que ndo foi utilizado de

imediato foi congelado a -20°C (HASMAN et al., 2005; LIMA, 2011; FREITAS, 2015).

Tabela 2 — Iniciadores utilizados nas reagcdes de PCR para identificar a presenca de genes de
resisténcia.

Iniciadores Sequéncia nucleotidica Regiio alvo Tamanho Referéncia
KPC-F ATGTCACTGTATCGCCGTC Alelos blagpe 882 pb LOMM
KPC-R TTACTGCCCGTTGACGCC
IMP- F GAAGGCGTTTATGTTCATAC Alelos blanp 587 pb LOMM
IMP- R GTAAGTTTCAAGAGTGATGC
VIM-F GTTTGGTCGCCATATCGCAAC Alelos blavi 382 pb LGMM
VIM- R AATGCGCAGCACCAGGATAG
BKC-F ACATAATCTCGCAACGGGCG 512 ob

Alelos blagkc p Nicoletti ef al., 2015
BKC-R TCGCCGGTCTTGTTCATCAC
OXA-23-F GATGTGTCATAGTATTCGTCG GAE 3" de
blaoxa-23 1064 pb Wang; Zong; Lu, 2011
OXA-23-R TCACAACAACTAAAAAGCACTG GAE 5" de
blaoxa-23
OXA-48-R  GCGTTTTATGTCTAACAGTCC GAE 3" de
blaoxa-as
OXA-48-F AAGTAGCATCAGTCCATCC GAE 5" de 744 pb LGMM
blaoxa-as
CTX-M-F TTAATGATGACTCAGCA
Alelos blactx-m 800 pb LGMM
CTX-M-R GATACCTCGCTCCATTTAT

F (Forward) / R (Reverse) / GAE — Gene Adjacente a Extremidade / pb — pares de base/ LGMM — Laboratério de Genética Molecular de
Micro-organismos — Instituto Oswaldo Cruz (I0C — FIOCRUZ).
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Foram realizadas reacdes de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) no equipamento
termociclador Eppendorf AG® para a detecgdo das seguintes sequéncias génicas: blaKPC,
blaIMP, blaVIM, blaBKC, blaOXA23, blaOXA48 e blaCTX-M (tabela 2). (YGITI et al., 2001;
HASMAN et al., 2005; NICOLETTI et al., 2015).

A reagdo de PCR foi realizada em um volume final de 50 pL. As reac¢des individuais
foram compostas de agua ultrapura, tampao de reacdo 1X (Promega®), 3 mM de MgCl2
(Promega®), 0,2 mM de dANTP (ultrapure dNTP set [dATP, dCTP, dGTP, dTTP] —
Amersham®), 200 ng de cada iniciador, 1,5 U da enzima Taq DNA polimerase (Promega®) e
5 uL do DNA que foram obtidos por choque térmico, conforme exposto anteriormente (LIMA,
2011; FREITAS, 2015).

O DNA foi, inicialmente, desnaturado por aquecimento a 94°C por 5 minutos. Em
seguida, o material foi submetido a 40 ciclos térmicos: 30 segundos a 94°C para desnaturagao,
30 segundos a 50°C para anelamento e 72°C para extensdo, com duragdo variando de acordo
com o tamanho do alvo, considerando a relagdo 1 min/1Kb. A amplificacdo pela reagdo de PCR
foi visualizada através de corrida do amplicon em gel de agarose (MULVEY et al., 2003;

HASMAN et al., 2005; LIMA, 2011).

5.7.1. Eletroforese em Gel de Agarose

Os géis foram preparados dissolvendo a agarose padrio (AGARGEN®) em tampdo TAE
1X (BIO-RAD®) de modo a obter uma concentragio de 1,5%. Foram aplicados 10 pL do
produto da PCR com 2 pL do Loading buffer (bromofenol blue + sucrose em agua destilada)
em cada pogo. A eletroforese foi realizada em tampao TAE 1x sob corrente de 70 volts por 120
minutos. O peso molecular utilizado foi o NORGEN® (300pb-10.000pb) (LIMA, 2011;
FREITAS, 2015).

Apos a corrida, o gel foi corado com brometo de etidio (10 mg/mL) por 20 minutos e
descorado em agua destilada por mais 20 minutos. O gel foi observado sob luz ultravioleta e
registrado utilizando ferramenta de fotodocumentacao (Kodak Gel Logic 112) (LIMA, 2011).
Os registros foram comparados com o padrdo e analisados posteriormente para a associagao

dos achados moleculares aos fenotipicos.
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5.8. ANALISES DE DADOS

A andlise de dados foi realizada em trés etapas: a pré-analise, a exploragdo do material e
o tratamento dos dados, inferéncia e interpretagao. Na pré-analise, os dados foram coletados,
registrados e organizados. Na exploracdo do material e tratamento dos dados, os mesmos foram
tabulados em Microsoft Excel®, classificados e estratificados em formato de tabelas e graficos.
Ja na fase de inferéncia e interpretagdo, foram apresentadas as varidveis descritivas, tanto
qualitativas quanto quantitativas (porcentagem, média e desvio-padrao). Posteriormente, foram
realizadas as possiveis correlagdes para comparar os achados nas estagdes, comprovando ou

nao as hipoteses levantadas.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. ANALISE QUANTITATIVA DAS BACTERIAS ENCONTRADAS

A contagem de coldnias foi realizada tanto para bactérias totais, como para as resistentes,
que cresceram em meio seletivo. Podemos observar na tabela 3, os dados quantitativos. O
crescimento de coldnias foi observado em determinadas dilui¢des, dependendo se a amostra era
do esgoto bruto ou tratado.

De acordo com a figura 18, temos um exemplo de crescimento de um grande niimero de
coldnias (resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo), nas diluicdes 102 e 10~} em esgoto
bruto. Em contrapartida, nas amostras de esgoto tratado (figura 19), houve crescimento de
colonias até a diluicdo de 10 somente.

Além da contagem, a utilizagdo dos meios cromogénicos a fim de otimizar o
rastreamento, facilitou para isolar uma colonia, aloca-la em um grupo distinto ou até mesmo
identificar presuntivamente. Tais resultados serdo abordados no seguimento do trabalho,

durante a avaliagdo qualitativa das culturas.

Figura 18 — Placas de meio seletivo ESBL com crescimento de duas dilui¢des (102 ¢ 107)
em esgoto bruto.

7

Fonte: Proprio autor.
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Figura 19 — Placas de meio seletivo ESBL com crescimento de duas dilui¢des
(107" e 10?) em esgoto tratado.

Fonte: Proprio autor.

A grandeza do crescimento bacteriano foi de 10° a 10° UFC/mL no esgoto bruto, para

bactérias heterotroficas totais. J4 no esgoto tratado, houve uma variagio de 10>a 10° UFC/mL

para o mesmo tipo bacteriano (tabela 3).

Tabela 3 — Quantidade de UFC/mL de bactérias totais cultivaveis e resistentes, obtidas em

cada amostra de esgoto.

Totais (UFC/mL) BGN resistentes* (UFC/mL) % de BGN

Coleta Tipo Local (log1) (log10) resistentes*

1 Bruto Central  600.000 (6 x 10%) (5,78) 120.000 (1,2 x 10) (5,08) 20 %

1 Tratado Central 430.000 (4,3 x 10%) (5,63) 20.000 (2 x 10%) (4,3) 47%

1 Bruto INI  2.000.000 (2 x 10% (6,30) 400.000 (4 x 10%) (5,60) 20%

1 Tratado INI 500 (5 x 102) (2,70) AUSENCIA** 0%

2 Bruto Central  500.000 (5 x 10) (5,70) 180.000 (5 x 10%) (5,25) 36%

2 Tratado Central  380.000 (5 x 10%) (5,58) 4.000 (4 x 10%) (3,6) L,1%

2 Bruto INI  2.800.000 (2,8 x 109 (6,45) 600.000 (6 x 10%) (5,78) 21,4 %

2 Tratado INI 800 (8 x 107) (2,90) 30 (3 x 10) (2,48) 3,8%

3 Bruto Central 1.000.000 (1 x 105 (6,00) 80.000 (8 x 10%) (4,90) 8%

3 Tratado Central  650.000 (6,5 x 10%) (5,81) 300 (3 x 10?) (2,48) 0,05%

3 Bruto INI  4.000.000 (4 x 10) (6,60) 800.000 (8 x 10%) (5,90) 20 %

3 Tratado INI 1.200 (1,2 x 10%) (3,08) 50 (5 x 10) (1,70) 4,2%

4 Bruto Central 850.000 (8,5 x 10) (5,93) 60.000 (6 x 10%) (4,78) 7.1%

4 Tratado Central  500.000 (5 x 10°) (5,70) 200 (2 x 10%) (2,3) 0,04%

4 Bruto INI  2.300.000 (2,3 x 109 (6,36) 650.000 (6,5 x 10%) (5,81) 28,3%

4 Tratado INI 300 (3 x 102) (2,48) AUSENCIA** 0%

*Com crescimento em meio ChromESBL**N&o houve crescimento na menor dilui¢do. / Os nameros 1, 2, 3 ¢ 4
referem-se aos dias das coletas realizadas. / BGN — Bacilos Gram-Negativos
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Para fins comparativos, os valores de UFC/mL foram convertidos para a base logaritmica
de 10, conforme resultados apresentados em outros trabalhos (MUNIR; WONG;
XAGORARAKI, 2011; ZHANG et al., 2015; MACHADO et al., 2020).

Os achados para o esgoto bruto variaram de 5,7 a 6,6 logio UFC.mL™!, sendo na ETE INI
6,3 a 6,6 logio UFC.mL"! e na ETE Central 5,7 a 6,0 logio UFC.mL"'. Tais resultados
corroboram com a pesquisa de Zhang e colaboradores (2015), que tiveram no esgoto bruto
valores de 5,7 a 6,5 logio UFC.mL"!. Munir, Wong e Xagoraraki (2011), apresentaram valores
discretamente mais elevados para o mesmo tipo de esgoto, que variaram de 6,0 a 7,0 logio
UFC.mL!. Em contrapartida, Machado e colaboradores (2020), tiveram valores mais baixos,
de 4,5 a 5,6 logio UFC.mL.

No esgoto tratado, Machado e colaboradores (2020) encontraram valores de 3,0 a 5,0
logio UFC.mL!. Tal achado é de menor grandeza e de maior intervalo de variagio em relagio
a presente pesquisa na ETE Central, com achados de 5,58 a 5,81 logio UFC.mL"!. Na ETE INI,
os achados ficaram na faixa de 2,48 a 3,08 logio UFC.mL™!, exibindo valor maximo préximo a
faixa minima do trabalho citado e também na pesquisa de Zhang e colaboradores (2015), que
encontraram 3.01 a 5.26 logio UFC.mL"".

Com relagdo a pesquisa de Bacilos Gram-Negativos (BGN) resistentes (cultivados em
meio seletivo com cefalosporinas de terceira geracdo), foi observado no esgoto bruto uma
contagem de 10* a 10° UFC/mL. No esgoto tratado, esta contagem variou da auséncia na menor
diluigdo até 10*. Ou seja, em duas amostras as placas ndo apresentaram crescimento, enquanto
em uma amostra o crescimento apresentado foi da grandeza de 10*,

Acerca da concentragdo de BGN resistente em cada amostra em relacdo ao total de
bactérias cultivaveis, houve uma variacdo em relacao ao tipo de esgoto. No esgoto bruto, esta
porcentagem foi de 7,1 a 36%, sendo que a média da Estacdo Central foi de 17% e na Estag¢ao
INI foi de 22%, apontando uma presenca em maior quantidade de BGN resistentes no esgoto
bruto da Estagao INI.

Quando comparado ao esgoto tratado, a Estagdo INI apresenta uma média de 2% desses
micro-organismos, frente a 1,5% da Estagdo Central. Entretanto, em duas das quatro amostras
da Estag@o INI, os meios ndo apresentaram crescimento em sua menor dilui¢do.

Embora as concentracdes de BGN resistentes ndo apresentem uma diferenga significante
entre as ETE, o nimero total destas bactérias no esgoto bruto da ETE INI € muitas vezes maior
que o numero encontrado no esgoto bruto da ETE Central. Como por exemplo na quarta coleta,

a contagem da ETE INI foi de 650.000 UFC/mL, frente a apenas 60.000 da ETE Central.
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Figura 20 — Grafico de crescimento bacteriano por estacao e tipo de amostra de esgoto.
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Podemos observar na figura 20, o grafico de crescimento bacteriano total, onde a ETE
INI apresenta uma quantidade UFC/mL de coldnias superior ao encontrado na ETE Central, nas
quatro coletas realizadas para o esgoto bruto. Na segunda coleta por exemplo, a quantidade de
UFC/mL foi de quase 6 vezes maior do que a encontrada na ETE Central.

Tal fato pode ser atribuido a dois fatores: primeiramente, pela ETE INI receber
exclusivamente esgoto hospitalar e posteriormente pelo fato dos laboratérios de pesquisa
atendidos pela ETE Central, ndo estarem funcionando com 100% de sua capacidade, pois na
época da coleta do material (agosto e setembro de 2021), o cenério pandémico ndo permitia a
maioria das atividades presenciais.

O esgoto hospitalar direcionado a ETE INI, por conta da concentragao de pacientes e pelo
tipo de assisténcia prestada, contém um namero maior de bactérias. Inclusive, a exposi¢ao
destas bactérias aos antibioticos presentes neste esgoto, submetem a estes micro-organismos ao
efeito de pressdo seletiva, aumentando também o nimero de bactérias resistentes, além da troca
de plasmideos e outras estratégias de aquisi¢ao de genes de resisténcia (CAIRNS et al., 2018;
SILVA, T., 2021).

Em contrapartida, o Hospital montado para o enfrentamento do Covid-19, estava
funcionando com capacidade maxima e liberando para a ETE INI uma grande quantidade de

agua residual (2000 L/hora), contendo uma quantidade elevada de micro-organismos devido a
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sua procedéncia (CORREIA, 2021).

Apoés o tratamento da agua residual, a propor¢do se inverteu e na ETE Central foi
encontrado um nimero muito maior de bactérias em comparacao a ETE INI. Na quarta coleta
por exemplo, foram contabilizadas 500.000 UFC/mL na ETE Central, frente a 300 UFC/mL na
ETE INI, que contabiliza um valor 1600 vezes menor da segunda em relagdo a primeira. Em
todas as coletas esta proporcao foi superior a 450 vezes.

Baseado nesses resultados, presume-se que quantitativamente, o tratamento realizado
pela ETE INI foi mais eficaz na redugdo de bactérias totais quando comparada a ETE Central.
Conforme citado anteriormente, os tipos de processo sdo diferentes e provavelmente houve
mais sucesso no tratamento da ETE INI, devido a associagdo do tratamento bioldgico com a
desinfeccdo com cloro (CORREIA, 2021).

Outra hipotese a ser levantada ¢ a da arquitetura da ETE Central ter contribuido para que
o namero total de bactérias apos o tratamento permanecesse com baixa redugio. E possivel que,
por apresentar um sistema aberto de tratamento e pelo esgoto tratado ficar exposto ao ambiente,
o0 mesmo pode ter sido posteriormente contaminado por bactérias diversas.

Quando analisamos a deteccao de BGN resistentes as cefalosporinas de terceira geragao
em esgoto bruto, foi possivel visualizar através do grafico construido a partir da estacao e do
tipo de esgoto (Figura 21), que também entre os resistentes, a ETE INI apresentou um nimero
muito elevado de UFC/mL em relacao a ETE Central. Esta propor¢ao variou de 3 a 10 vezes
mais UFC/mL da primeira comparada a segunda ETE. A andlise mostrou ainda na terceira
coleta, a deteccdo de 80.000 UFC/mL na ETE Central e 800.000 UFC/mL na estacao INI,
indicando uma propor¢ao de 10 vezes mais BGN resistentes encontrados.

Presume-se que este achado se deve a origem hospitalar do esgoto da ETE INI. Tais
bactérias sdo responsaveis por inimeras infec¢cdes em pacientes atendidos por esta modalidade
de servico de satide, assim como evidenciado em diversos estudos em ambiente hospitalar
(PICAO et al., 2013; LOPES et al., 2016; ANVISA, 2017).

No esgoto tratado, assim como no bruto esta propor¢cdo também se inverte, tendo uma
reducao drastica de BGN resistentes na ETE INI. O nimero de UFC/mL destas bactérias foi até
20.000 vezes menor na primeira coleta, onde a ETE Central apresentou 20.000 UFC/mL em
comparagdo a auséncia de crescimento na menor dilui¢do realizada. Esses resultados
corroboram os estudos realizados em esgoto por Machado e colaboradores (2020), onde
também foi observada uma grande eficacia na redu¢do no nimero de bactérias resistentes apos

0 tratamento.
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Figura 21 — Grafico de crescimento de BGN resistentes, por estacao e tipo de amostra de
esgoto.
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E importante ressaltar que o niimero zero nio significa que a amostra estava livre de BGN
resistentes, pois se ao invés de diluicao, fosse realizado um procedimento de concentracao,
talvez a cultura apresentasse algum crescimento. Em contrapartida, também foi realizado no
processo, o enriquecimento em meio liquido e posterior semeadura em meio seletivo em razao
da cultura qualitativa. Mesmo assim, ndo foi observado crescimento deste tipo bacteriano nem
na amostra da primeira, nem da tltima coleta.

Tal resultado, assim como no crescimento das bactérias totais, permite a inferéncia de que
a eficacia da ETE INI para eliminagdo de BGN resistentes, foi ainda melhor do que a da estagcdo
Central na eliminag¢@o do mesmo tipo de bactérias, provavelmente pela etapa de tratamento com
a desinfec¢do pelo cloro.

A verificacdo desta eficacia pode ser observada nas tabelas 4 e 5, onde sdo apresentados
os dados de reducao das bactérias totais e resistentes, tanto da ETE Central como o da ETE INI

respectivamente.



Tabela 4 — Reducgao de UFC/mL de bactérias totais cultivaveis e resistentes, em amostras da
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ETE Central.
% de % de
Coleta Tipo Totais (UFC/mL) reducio BGN resistentes (UFC/mL) reducao de
(log1o) de (log1o) BGN
Totais resistentes
1 Bruto 600.000 (5,78) - 120.000 (5,08) -
1 Tratado 430.000 (5,63) 28,3% 20.000 (4,3) 83,3%
2 Bruto 500.000 (5,70) - 180.000 (5,25) -
2 Tratado 380.000 (5,58) 24,0% 4.000 (3,6) 97,8%
3 Bruto 1.000.000 (6,00) - 80.000 (4,90) -
3 Tratado 650.000 (5,81) 35,0% 300 (2,48) 99,6%
4 Bruto 850.000 (5,93) - 60.000 (4,78) -
4 Tratado 500.000 (5,7) 41,2% 200 (2,3) 99,7%
Média (dp) Bruto 737.500 (228.673) (5,87) - 110.000 (52.915) (5,04) -
Média (dp) Tratado 490.000 (117.473) (5,69) 33,6% 6.125(9.417) (3,79) 94,4%

Os numeros 1, 2, 3 ¢ 4 referem-se aos dias das coletas realizadas. / BGN — Bacilos Gram-Negativos/ dp —

Desvio-padrao

Tabela 5 — Redugao de UFC/mL de bactérias totais cultivaveis e resistentes, em amostras da

ETE INL
% de % de
Coleta Tipo Totais (UFC/mL) reducio BGN resistentes (UFC/mL) reducao de
(log1o) de (log10) BGN
Totais resistentes
1 Bruto 2.000.000 (6,30) - 400.000 (5,60) -
1 Tratado 500 (2,70) 99.97% AUSENCIA* 100%
2 Bruto 2.800.000 (6,45) - 600.000 (5,78) -
2 Tratado 800 (2,90) 99,97% 30 (1,48) 99,99%
3 Bruto 4.000.000 (6,60) - 800.000 (5,90) -
3 Tratado 1.200 (3,07) 99,97% 50 (1,70) 99,99%
4 Bruto 2.300.000 (6,36) - 650.000 (5,81) -
4 Tratado 300 (2,48) 99,98% AUSENCIA* 100%
Meédia (dp) Bruto 2.775.000 (880.814) (6,44) - 612.500 (165.201) (5,79) -
Meédia (dp) Tratado 700 (392) (2,84) 99,97% 20 (24) (1,30) 99,99%

*Nao houve crescimento na menor dilui¢do. / Os nimeros 1, 2, 3 e 4 referem-se aos dias das coletas realizadas. /

BGN — Bacilos Gram-Negativos/ dp — Desvio-padrao

Na estagdo Central houve uma discrepancia entre a porcentagem de reducao de bactérias

totais e BGN resistentes, onde observa-se uma média de 33,6% para o primeiro grupo € uma

média de 94,4% para o segundo. Sendo que nas trés ultimas coletas, a reducdo de BGN

resistentes foi maior que 97%. Segundo os estudos de Oliveira, Azevedo e Cavalcanti (2021),

valores acima de 85% sdo considerados como ideais em relagdo a eficacia do tratamento

microbiologico. Entretanto, valores maiores que 55% ja sdo considerados satisfatorios. Baseado

nesses parametros, mesmo sabendo que originalmente as ETE sao destinadas a reduzir matéria
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organica, a ETE Central obteve uma eficacia abaixo do esperado na redu¢do de bactérias totais,
mas muito satisfatoria se considerarmos somente o grupo das resistentes.

Jana ETE INI, a reducdo foi homogénea para os dois tipos analisados (bruto e tratado),
tanto para bactérias totais quanto para BGN resistentes. A porcentagem de reducdo para
bactérias totais apresentou uma média de 99,97. Enquanto que para a reducdo de BGN
resistentes foi de 99,99%, sendo duas coletas com 100% de reducao.

Para melhor entendimento, podemos observar na figura 22, o grafico de eficdcia na
reducdo de crescimento de bactérias totais e dos BGN resistentes, nas duas ETE pesquisadas.
A reducio das bactérias totais na ETE Central € bem discrepante dos outros dados apresentados
e como falado anteriormente, pode ter sido causada por uma contaminagdo ambiental ou mesmo

pelo tipo de tratamento realizado nesta ETE.

Figura 22 — Grafico de eficacia na redugdo de bactérias totais e BGN resistentes apds
tratamento, por estacao.
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6.2. ANALISE QUALITATIVA DAS BACTERIAS ENCONTRADAS

As quatro coletas realizadas, geraram 16 amostras, de onde foram isolados, apds
semeadura nos meios escolhidos para detecgao de micro-organismos resistentes, 62 espécimes
bacterianos Gram-negativos, selecionados inicialmente por diferencas morfoldgicas das
colonias crescidas em meio seletivo para BGN, o CHROMagar ESBL. De maneira
concomitante, foi realizada triagem para bactérias Gram-positivas resistentes a oxacilina e a
vancomicina respectivamente, também nos meios cromogénicos. Ou seja, todas as bactérias
isoladas apresentam algum tipo de resisténcia devido a caracteristica seletiva dos antibidticos
presentes nos meios escolhidos para a pesquisa.

Na tabela 6 podemos observar a frequéncia dos micro-organismos encontrados de acordo
com o grupo bacteriano, o local e o tipo de esgoto, assim como o resultado de rastreamento de

MRSA e VRE.

Tabela 6 — Numero de espécies encontradas em cada grupo bacteriano por amostra.

Nao-

Coleta  Tipo Local Enterobactérias Aeromonas sp. fermentadores VRE MRSA
1 Bruto Central 1 4 2 Ausente Ausente
1 Tratado  Central 0 1 0 Ausente  Ausente
1 Bruto INI 2 2 0 Ausente Ausente
1 Tratado INI 0 0 0 Ausente  Ausente
2 Bruto Central 0 5 2 Ausente Ausente
2 Tratado  Central 3 1 1 Ausente  Ausente
2 Bruto INI 2 4 2 Ausente Ausente
2 Tratado INI 1 0 0 Ausente  Ausente
3 Bruto Central 3 1 1 Ausente Ausente
3 Tratado  Central 1 1 0 Ausente  Ausente
3 Bruto INI 1 4 1 Ausente Ausente
3 Tratado INI 1 1 1 Ausente  Ausente
4 Bruto Central 1 2 2 Ausente Ausente
4 Tratado  Central 1 1 2 Ausente  Ausente
4 Bruto INI 2 1 1 Ausente Ausente
4 Tratado INI 0 0 0 Ausente  Ausente

Total 19 28 15
- (%) - (30,6%) (45,2%) (24,2%)

Todas as amostras no meio seletivo para MRA e VRE foram consideradas negativas, por
auséncia de crescimento na diluicdo de semeadura. Esses resultados se contrapdem aos
encontrados por Ferreira (2015) e Terra e colaboradores (2015). Ferreira que trabalhou com

esgoto hospitalar e residencial, observou resisténcia a varios antimicrobianos nas amostras de
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S. aureus que isolou, inclusive evidenciando isolados com resisténcia & vancomicina. J& Terra
e seus colegas, pesquisaram o lodo de uma ETE, e conseguiram recuperar percentuais
significativos de Enterococcus multirresistentes, inclusive foram capazes de detectar VRE.

Essas diferencgas se justificam nao sé por serem ETE com perfis diferentes, como as
metodologias aplicadas para coleta e isolamento também terem sido distintas. Considerando a
auséncia desses micro-organismos nesse estudo, admite-se a possibilidade de que tal resultado
também possa ser derivado da competicdo com os Gram-negativos, que nesse caso foram
predominantes.

Em relacdo a composi¢do de Gram-negativos no esgoto, em geral, as bactérias do género
Aeromonas, representaram 45,2% de todos os BGN crescidos em meio cromogénico com
cefotaxima. As enterobactérias (bactérias da ordem Entrobacterales) representaram 30,6% da
populagdo microbiana detectada e os BGN-NF 24,2% da composi¢ao dos BGN.

Zagui (2019), em sua pesquisa com efluente hospitalar e urbano, encontrou 75,6% de
enterobactérias, 24,4% de BGN-NF e ndo encontrou bactérias do género Aeromonas. Estes
resultados, em relacdo aos BGN-NF, coincidem com os da presente pesquisa, inclusive com
porcentagem similar. Em contrapartida, foram discrepantes pela auséncia de Aeromonas sp.
frente a 45,2% deste trabalho.

Essa alteracao poderia ser justificada pela metodologia do trabalho de Zagui (2019), que
se baseou apenas na semeadura direta do material em meios diversos, sem enriquecimento ou
dilui¢do da amostra, mas em contrapartida, Rocha (2004), por meio também de semeadura
direta, em estudo da Universidade de Sao Paulo, sobre género Aeromonas em esgoto, detectou
a bactéria em até 72% das amostras, corroborando com os nossos achados, onde foi detectado
0 mesmo género em aproximadamente 81% das amostras coletadas. Portanto no caso de Zagui
(2019), acreditamos que a forma de coleta ou o perfil da amostra seja diferenciado, ou mesmo
sua analise qualitativa possa ter apresentado alguma falha no momento da identificacdo dos
géneros envolvidos.

O género Aeromonas, apesar de nem sempre ser detectado em alta percentagem ¢ bastante
comum nesse tipo de amostra, Machado e colaboradores (2020), em estudo mais recente em
Belo Horizonte - Minas Gerais, obtiveram em amostras de esgoto doméstico, 65,5% de
enterobactérias, 27% de BGN-NF e apenas 7% de Aeromonas sp. Neste estudo foram realizadas
diluicdes e a partir delas, procederam as semeaduras em meio solido.

Em um estudo italiano, em esgoto de matadouros da Sicilia, foram encontrados 55% de
isolados de enterobactérias, 27,5% de BGN-NF e 17,5% de Aeromonas sp. (FACCIOLA etal.,

2021). O isolamento foi realizado a partir de concentragdao em filtro com posterior semeadura e
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enriquecimento paralelamente ao primeiro procedimento. As diferengas entre as porcentagens
podem ser explicadas pelo perfil de cada local, que apresenta sua propria prevaléncia de micro-
organismos ou até mesmo pelas diferencas metodologicas.

Na figura 23 ¢ apresentado um Grafico de nimero de espécies bacterianas por grupo,
coleta, tipo de esgoto e estacdo. Nele, podemos visualizar a presenga das enterobactérias,
Aeromonas sp. ¢ BGN-NF em todas as amostras da ETE Central, no esgoto bruto. Com excec¢ao
para a amostra da segunda coleta, que ndo apresentou crescimento para enterobactérias. O
mesmo se observa para a ETE INI, no esgoto bruto, com crescimento dos trés grupos
pesquisados, exceto pela amostra da primeira coleta em relagao aos BGN-NF.

A quantidade de isolados de Aeromonas sp. foi maior que os outros grupos, chegando a
cinco isolados na amostra da segunda coleta, no esgoto bruto ETE Central, seguido por quatro
isolados na amostra da primeira coleta, no esgoto bruto da mesma estagdo e nas amostras da
segunda e terceira coleta, no esgoto bruto da ETE INI. Com menor quantidade de isolados, as
enterobactérias tiveram no maximo trés representantes ¢ os BGN-NF, no maximo, dois isolados
diferentes na mesma amostra.

Para cada isolado foi atribuido um cédigo verificador, onde € possivel identificar algumas
caracteristicas do mesmo, como a coleta, tipo de esgoto, local ¢ nimero do isolado. Por
exemplo, no identificador “1EBC1”, o nimero “1” estd designando que ¢ uma amostra da
primeira coleta, as letras “EB” indicam que a amostra € proveniente de esgoto bruto, a letra “C”
apresenta o local, que no caso foi a ETE Central e por fim, o segundo niimero “1” identifica o
nimero do isolado, dentro desta amostra. Ou seja, o identificador “1EBC1” significa que a
bactéria encontrada € o primeiro isolado, do esgoto bruto, da ETE Central, na primeira coleta.
Estes isolados estdo descritos na tabela 7, com todas as informagdes de coleta e com o nome de

género e espécie.
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Figura 23 — Grafico de nimero de espécies bacterianas por grupo, coleta, tipo de esgoto e
estacdo.
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Tabela 7 — Espécies de bacilos Gram-negativos encontrados por amostra com crescimento
em meio seletivo.

Coleta Tipo de Esgoto  Localizacéio Isolado Identificador Espécie
1 Bruto Central 1 1EBC1 Escherichia coli
1 Bruto Central 2 1EBC2 Aeromonas hydrophila
1 Bruto Central 3 1EBC3 Acinetobacter baumannii
1 Bruto Central 4 1EBC4 Aeromonas hydrophila
1 Bruto Central 5 1EBC5 Pseudomonas putida
1 Bruto Central 6 1EBC6 Aeromonas caviae
1 Bruto Central 7 1EBC7 Aeromonas caviae
1 Bruto INI 1 1EBINI1 Aeromonas caviae
1 Bruto INI 2 1EBINI2 Klebsiella pneumoniae
1 Bruto INI 3 1EBINI3 Klebsiella pneumoniae
1 Bruto INI 4 1EBINI4 Aeromonas hydrophila
1 Tratado Central 1 1ETCl1 Aeromonas hydrophila
2 Bruto Central 1 2EBC1 Aeromonas sobria
2 Bruto Central 2 2EBC2 Pseudomonas putida
2 Bruto Central 3 2EBC3 Pseudomonas putida
2 Bruto Central 4 2EBC4 Aeromonas hydrophila
2 Bruto Central 5 2EBC5 Aeromonas hydrophila
2 Bruto Central 6 2EBC6 Aeromonas caviae
2 Bruto Central 7 2EBC7 Aeromonas sobria
2 Bruto INI 1 2EBINI1 Aeromonas caviae
2 Bruto INI 2 2EBINI2 Acinetobacter baumannii
2 Bruto INI 3 2EBINI3 Citrobacter farmeri
2 Bruto INI 4 2EBINI4 Klebsiella pneumoniae
2 Bruto INI 5 2EBINIS Aeromonas sobria
2 Bruto INI 6 2EBINI6 Delftia acidovorans
2 Bruto INI 7 2EBINI7 Aeromonas caviae
2 Bruto INI 8 2EBINI8 Aeromonas hydrophila
2 Tratado Central 1 2ETCl1 Escherichia coli
2 Tratado Central 2 2ETC2 Pseudomonas fluorescens
2 Tratado Central 3 2ETC3 Aeromonas hydrophila
2 Tratado Central 4 2ETC4 Kluyvera cryocrescens
2 Tratado Central 5 2ETCS Kluyvera cryocrescens
2 Tratado INI 1 2ETINI1 Kluyvera cryocrescens
3 Bruto Central 1 3EBC1 Aeromonas hydrophila
3 Bruto Central 2 3EBC2 Enterobacter asburiae
3 Bruto Central 3 3EBC3 Citrobacter freundii
3 Bruto Central 4 3EBC4 Escherichia coli
3 Bruto Central 5 3EBCS Acinetobacter Iwolffii
3 Bruto INI 1 3EBINII Klebsiella pneumoniae
3 Bruto INI 2 3EBINI2 Acinetobacter lwoffii
3 Bruto INI 3 3EBINI3 Aeromonas hydrophila
3 Bruto INI 4 3EBINI4 Aeromonas hydrophila
3 Bruto INI 5 3EBINIS Aeromonas caviae

69
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Continuacdo da tabela 7 - Espécies de bacilos Gram-negativos encontrados por amostra com crescimento
em meio seletivo.

Coleta Tipo de Esgoto  Localizacéio Isolado Identificador Espécie
3 Bruto INI 6 3EBINI6 Aeromonas hydrophila
3 Tratado Central 1 3ETCl1 Aeromonas hydrophila
3 Tratado Central 2 3ETC2 Citrobacter freundii
3 Tratado INI 1 3ETINII Citrobacter freundii
3 Tratado INI 2 3ETINI2 Aeromonas hydrophila
3 Tratado INI 3 3ETINI3 Pseudomonas putida
4 Bruto Central | 4EBCI Kluyvera intermedia
4 Bruto Central 2 4EBC2 Aeromonas hydrophila
4 Bruto Central 3 4EBC3 Aeromonas caviae
4 Bruto Central 4 4EBC4 Acinetobacter baumannii
4 Bruto Central 5 4EBC5 Acinetobacter Iwoffii
4 Tratado Central 1 4ETC1 Aeromonas hydrophila
4 Tratado Central 2 4ETC2 Acinetobacter baumannii
4 Tratado Central 3 4ETC3 Pseudomonas aeruginosa
4 Tratado Central 4 4ETC4 Kluyvera intermedia
4 Bruto INI 1 4EBINI1 Klebsiella pneumoniae
4 Bruto INI 2 4EBINI2 Citrobacter amalonaticus
4 Bruto INI 3 4EBINI3 Aeromonas caviae
4 Bruto INI 4 4EBINI4 Acinetobacter Iwoffii

No grupo das enterobactérias, entre os 19 isolados, foram identificadas 8 espécies. 26%
de Klebsiella pneumoniae (5), 16% de Escherichia coli (3), 16% de Citrobacter freundii (3),
16% de Kluyvera cryocrescens (3), 11% de Kluyvera intermedia (2), 5% Enterobacter asburiae
(1), 5% Citrobacter farmeri (1) e 5% Citrobacter amalonaticus (1) do total deste grupo
pesquisado.

A Klebsiella pneumoniae foi isolada em todas as amostras de esgoto bruto da ETE INI,
entretanto nao foi encontrada na ETE Central e também em nenhuma amostra de esgoto tratado
de ambas as ETE. Este achado corrobora com a frequéncia de K. pneumoniae em institui¢des
que prestam assisténcia em saude, assim como nos seus residuos. Como a ETE INI recebe
esgoto hospitalar, ja era esperado a ocorréncia desta espécie no esgoto bruto (PICAO et al.,
2013; NICOLETTI et al., 2015; ZAGUI, 2019; RIBEIRO et al., 2020).

A Escherichia coli também esté entre as bactérias de maior frequéncia em esgoto, com a
diferenca de ser facilmente encontrada também em esgoto doméstico. A importancia desta
espécie, como citada anteriormente, faz com que seja pesquisada em varios reservatorios, assim
como alimentos e agua para consumo humano (LOPES et al., 2016; MENDONCA et al., 2017,
ZHANG et al., 2020; FACCIOLA et al., 2021). No presente trabalho, um isolado de E. coli foi
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encontrado em esgoto tratado (a partir do meio CHROMagar ESBL), na segunda amostra da
ETE Central. Em consonancia com este achado, Puljko e colaboradores (2022), em um estudo
croata, detectaram E. coli em ETE municipal, mesmo apds o tratamento do esgoto.

Espécies de Citrobacter sp., estiveram presentes nas amostras com trés representantes:
Citrobacter freundii, Citrobacter farmeri, Citrobacter amalonaticus. O género foi encontrado
nas duas ETE, mesmo no esgoto tratado (a partir do meio CHROMagar ESBL). No estudo de
Facciola e colaboradores (2021), Citrobacter sp. esteve presente em 7,5% do total das bactérias
pesquisadas, enquanto no presente estudo, o género representou 9% do total pesquisado, como
pode ser observado na figura 24.

Citrobacter sp. ¢ um género de importancia clinica, lembrando que pertence ao grupo dos
coliformes, pesquisados principalmente para qualidade de dgua e alimentos (MARTINS, 2021;
GONZALEZ-ROMERO et al., 2022). Ao mesmo tempo pode causar diversas infecgdes,
inclusive as IRAS, como demonstrado nos estudos de Cabego e Colombo (2019) sobre infec¢ao
urindria e na pesquisa de Marson e colaboradores (2020), com isolados de secrecdo traqueal e
cavidade oral.

Kluyvera cryocrescens e Kluyvera intermedia somam 27% entre os achados de
enterobactérias. Kluyvera sp. ndo € um género tdo conhecido como os outros citados
anteriormente, contudo ¢ igualmente importante no que diz respeito a patogenicidade. Na
China, Li e colaboradores (2019), detectaram em sua pesquisa, importantes genes de resisténcia
a carbapenémicos em cepas de Kluyvera cryocrescens isoladas de esgoto hospitalar.

Wang e colaboradores (2018), isolaram Kluyvera sp. em infec¢ao do trato gastrointestinal,
demonstrando que as bactérias deste género podem, assim como qualquer outra enterobactéria,
causar infecgdes diversas. Em pesquisa realizada na Espanha, no mesmo ano, Hernandez-
Garcia e colaboradores isolaram seis cepas hospitalares de K/uyvera sp. que apresentavam
genes de resisténcia a antimicrobianos. Tal estudo corrobora com a premissa de que mesmo as
espécies menos conhecidas podem ser reservatorios de genes de resisténcia, aumentando o risco

de transmissao destes para outras espécies e/ou géneros (SILVA, T., 2021)
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Figura 24 — Grafico de distribui¢do de BGN resistentes com crescimento em meio seletivo e a
porcentagem por espécie.
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Entre as enterobactérias, o ultimo representante isolado foi o género Enterobacter, com
detec¢do da espécie Enterobacter asburiae em apenas uma amostra de esgoto bruto, na ETE
Central. Este género, esta relacionado de maneira semelhante a Klebsiella sp. as IRAS ¢ a
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos (GIRLICH et al., 2019; SALIMIYAN, et al., 2020;
LIMA et al., 2021).

Wu e colaboradores (2021), detectaram Enterobacter sp. em amostras de sangue em
pacientes com sepse. Ja Baker e Gardner (2021) relataram uma lesdo de pele infectada

concomitantemente por E. asburiae ¢ Aeromonas hydrophila. Estes dois micro-organismos
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também foram encontrados juntos na terceira amostra de esgoto bruto da ETE Central e podem
agir sinergicamente para o desenvolvimento e agravamento de uma infeccio (BAKER;
GARDNER 2021).

Com relacdo as Aeromonas spp., foram detectados 28 isolados que representam 45,2% do
total de BGN, identificados em trés espécies: Aeromonas hydrophila (16), Aeromonas caviae
(9) e Aeromonas sobria (3). Estas trés espécies sdo, de acordo com Rodrigues e Ribeiro (2004),
umas da principais e primeiras descritas na literatura. Foram isoladas em todas as amostras de
esgoto bruto das duas ETE, como também em todas as amostras de esgoto tratado da ETE
Central e em uma amostra (terceira) de esgoto tratado da ETE INL

A espécie Aeromonas hydrophila esta associada a contaminagdo de pescado e agua,
todavia ¢ também relatada em muitas infecgcdes. Estes agravos acometem principalmente o
sistema tegumentar e gastrointestinal, por conta de lesdes e consumo 4gua e alimentos
contaminados, respectivamente (GRIM er al., 2014; DAMER et al., 2015; BAKER;
GARDNER, 2021; FRANCO-MONSREAL et al., 2022).

A Aeromonas caviae aparece nos estudos de maneira coadjuvante, em menor frequéncia,
como apresentado na pesquisa de Sekizuka e colaboradores (2019), que isolaram esta espécie
em esgoto doméstico no Japao. Esta bactéria também foi isolada em residuos de cria¢do de aves
na China, por Chen e colaboradores (2019).

Ja a Aeromonas sobria, assim como na presente pesquisa, exibe uma frequéncia muito
reduzida nos estudos sobre o género. Porém ha um niimero grande de relatos em infecgdes em
humanos, como no trabalho de Song e colaboradores (2019), onde esta espécie foi isolada em
liquido peritoneal em dialise. Valcarcel e colaboradores (2021) isolaram A. sobria em amostras
de sangue em pacientes adultos e pediatricos portadores de distirbios hematoldgicos. Nestes
estudos, a maioria dos isolados sdo de origem hospitalar, entretanto alguns sdo de origem
ambulatorial.

A 1identificagdo das espécies de Aeromonas pode ser bem dificil pelos métodos
convencionais. At¢ mesmo os métodos automatizados apresentam limitacdes, sendo necessario,
em muitos casos, métodos moleculares para correta identificagio (SOBRAL, 2018). Entre as
provas bioquimicas realizadas neste estudo, o teste de Voges Proskauer ¢ essencial para a
classificagdo das espécies de Aeromonas sp. € pode apresentar resultados onde a reagao positiva
se apresenta fraca, como apresentado na figura 25 (MAILAFIA; NABILAH; OLABODE,
2021). Portanto, neste tipo de anélise, € preciso um olhar atento e experiente de quem interpreta

o resultado do teste.
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Figura 25 — Teste de VP (Voges Proskauer) para identificagdo das espécies de Aeromonas sp.

Legenda: Da esquerda para a direita um teste positivo com a formagdo de um anel vermelho, teste fraco
positivo com o anel de cor mais clara e teste negativo, com a auséncia de anel. Fonte: Proprio autor

Entre os BGN-NF foram isoladas as seguintes espécies: Acinetobacter baumannii (4),
Acinetobacter Iwoffii (4), Pseudomonas putida (4), Pseudomonas fluorescens (1),
Pseudomonas aeruginosa (1) e Delftia acidovorans (1). O gé€nero Acinetobacter e o género
Pseudomonas foram responsaveis por 93% dos isolados, esse dado corrobora com a literatura,
onde estes géneros compdem a maioria dos estudos em BGN-NF (LEE et al., 2001 PULIDO
BELTRAN; RODRIGUEZ; MENDEZ, 2017; CANGUSSU, 2020).

Os BGN-NF foram detectados no esgoto bruto em todas as amostras da ETE Central. Na
ETE INI, apenas na primeira amostra de esgoto bruto ndo foram encontrados. Este fato pode
ser explicado pela metodologia utilizada, ja que os isolados foram derivados de meio seletivo
com antibiotico. Ou seja, no esgoto bruto deve existir provavelmente uma série de espécies de
BGN-NF, porém nao cresceram nos meios de cultura utilizados em nossa pesquisa, pois eram
sensiveis as cefalosporinas de terceira geracdo. J4 no esgoto tratado, este grupo foi detectado
em duas das quatro amostras da ETE Central (segunda e quarta coleta). Por fim, na ETE INI
foi isolado um BGN-NF do esgoto tratado apenas na terceira coleta.

Acinetobacter sp., género encontrado em nossa pesquisa de micro-organismos resistentes
(Figura 24) estd presente no ambiente de maneira difusa, assim como nas infec¢des
oportunistas, principalmente em instituigdes de saude. Este género possui grande resisténcia

por sobreviver no ambiente, pela possibilidade de apresentar diversos fatores de viruléncia e
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até mesmo possuirem genes de resisténcia aos principais antimicrobianos (CANGUSSU, 2020).
Sua presenca em aguas residuais ¢ um risco para infecgdes diversas, desde gastrointestinais,
pneumonia e até sepse (RIBEIRO et al., 2020).

Segundo Karakonstantis e seus colaboradores (2020), Acinetobacter baumannii ¢ a
espécie mais conhecida e mais isoladas em todos as pesquisas relacionadas ao género.
Detectado em 6% dos nossos achados, este micro-organismo, pode causar infec¢des severas e
levar o individuo ao Obito, principalmente aqueles com a imunidade reduzida
(KARAKONSTANTIS et al., 2020). Pesquisas recentes sugerem que a infec¢do por
Acinetobacter baumannii associada a COVID-19, potencializa os efeitos deletérios que cada
uma teria isoladamente (RANGEL; CHAGAS; DE-SIMONE, 2021; RUSSO et al., 2022).

De maneira semelhante, o Acinetobacter Iwolffii, encontrado em 6% dos nossos isolados
Gram-negativos, ¢ relacionado as IRAS, porém ¢ também encontrado contaminando alimentos
e até mesmo em infec¢des em diversos animais, além dos humanos (CAMPOS et al., 2019).
Na pesquisa conduzida por Ioannou, Mavrikaki e Kofteridis (2021), foi observado que entre os
casos de endocardite infecciosa causados por Acinetobacter sp., Acinetobacter Iwolffii ficou em
segundo lugar em frequéncia entres as espécies do género, perdendo apenas para Acinetobacter
baumannii.

Em relacdo ao género Pseudomonas, encontramos trés espécies: quatro isolados de
Pseudomonas putida, um de Pseudomonas fluorescens € um de Pseudomonas aeruginosa.
Estas espécies sdo encontradas na natureza € ao mesmo tempo podem causar iniimeras
infec¢des, como do trato urinario, do sistema respiratorio, do sistema tegumentar e até mesmo
infeccdes generalizadas (HASSUNA, et al., 2020).

Estudos apontam que Pseudomonas putida estad presente em muitos processos de
contamina¢do alimentar, causando grande risco de infeccdo pelo consumo dos mesmos.
Podemos citar, por exemplo, a pesquisa de Fanelli, Caputo e Quintieri (2021), encontrando esta
espécie em vegetais na Italia, inclusive formando biofilme. Georgakopoulou e colaboradores
(2021), apontaram Pseudomonas putida como fator complicador na COVID-19, agindo com
sinergismo na destrui¢ao de bronquios de grosso calibre causada pela infec¢do e inflamagao
cronicas.

A espécie Pseudomonas fluorescens, assim como as outras bactérias do mesmo género,
estao amplamente disseminadas pelo ambiente e de maneira oportunista pode causar maleficios
a animais, inclusive os humanos (LIU et al., 2021). Hardi e colaboradores (2018), isolaram
Pseudomonas fluorescens e Aeromonas hydrophila de infeccdo de tildpia, assim como no

presente estudo isolamos a mesma combinagdo no esgoto tratado da ETE Central, na segunda
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amostra. A permanéncia da contaminagao do esgoto, mesmo apos o tratamento, aumenta o risco
da contaminagdo de animais aquaticos, ou indiretamente com o contato com a 4gua e também
do consumo por humanos de peixes infectados (HARDI ef al., 2018).

A Pseudomonas aeruginosa ¢ a espécie mais conhecida do género e a mais citada na
literatura, porém somente um isolado foi detectado em nosso estudo, na quarta amostra de
esgoto tratado da ETE Central. A bactéria em questdo estd associada a diversas infecgoes,
inclusive as IRAS, principalmente potencializando as complicagdes respiratorias cronicas
(GARCIA et al., 2020).

Ja a espécie Delftia acidovorans foi isolada do esgoto bruto da ETE INI em uma tnica
amostra (segunda). Esta ndo ¢ tdo comum de ser isolada e bem menos relatada em estudos de
satide e ambiente. Porém, apesar de raros, ha relatos de infeccdes e também da ocorréncia da
mesma como contaminante em superficies (VIJAY; WILCOX, 2018; PATEL et al., 2019). Em
contrapartida, essa espécie aparece em diversos estudos sobre biotecnologia e biorremediagao,
inclusive no tratamento de esgotos. Harris e colaboradores (2022), utilizaram enzimas
produzidas por Delftia acidovorans, para a biorremediagdo de solos contaminados,
demonstrando grande potencial de uso de micro-organismos para esse fim.

A otimizacao do rastreio dos BGN resistentes (figura 26), assim como o isolamento
secundario das coldnias para posterior identificagdo (figura 27) foi possivel gracas a utilizagdo
de meios cromogénicos seletivos. Os meios cromogénicos ja estdo no mercado ha mais de dez
anos e sdao amplamente utilizados na Microbiologia Clinica (MIMICA; MENDES, 2007;
MAESTRI et al., 2020).

Figura 26 — Placas de meio seletivo com replaqueamento de espécies isoladas
em esgoto bruto e tratado.

L
Fonte: Proprio autor
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27 — Isolamento de colonias em meios cromogénicos.

L c

Figura

Fonte: Proprio autor

O uso destes meios em Microbiologia Ambiental, principalmente para a analise de esgoto,
ainda ndo ¢ muito difundido, embora tenha se mostrado muito satisfatorio neste estudo para os
bacilos Gram-negativos, ndo detectou a presenca de Gram-positivos resistentes. Em
contrapartida, Hsiao e colaboradores (2012), utilizaram CHROMagar MRSA para verificar a
presenga de MRSA no ar hospitalar e o mesmo autor, com outra equipe de pesquisa (HSIAO et
al., 2014), utilizou o CHROMagar VRE para analise de ar em ETE e em instalagdo de criagdo
suina. Fato que corroborou para que escolhéssemos implementar essa metodologia em nosso
estudo, pois segundo esses pesquisadores, a utilizacdo dos meios cromogénicos, diminuiu o
tempo entre semeadura e identificagdo e ajudou a selecionar as provas bioquimicas necessarias

para o isolado.

6.3 PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Os resultados dos TSA foram divididos pelos grupos pesquisados, assim como nas
identificacdes. Inicialmente € exibido o perfil das enterobactérias, de acordo com a tabela 8. As
categorias utilizadas foram: Sensivel (S), Intermediario (I) e Resistente (R). E importante
lembrar que as bactérias que foram submetidas ao TSA, previamente ja tinham passado pela
triagem do meio cromogénico com antimicrobiano, sendo teoricamente ja resistente a
cefotaxima (extrapolando para as cefalosporinas de terceira geracao). O TSA além de confirmar

a resisténcia, possibilitou a testagem também de outros antimicrobianos.
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Tabela & — Perfil de sensibilidade das enterobactérias isoladas aos antimicrobianos.

ID ESpécie AMP ASB PIT CFO CAZ CPM CRO ETP IMI MEM AMI GEN CIP COL
1EBC1 Escherichia coli R R R S R I R S s S S S R S
1EBINI2  Klebsiella pneumoniae R R R R R R R S R S
1EBINI3  Klebsiella pneumoniae R R R R R R R R R R R S R S
2EBINI3 Citrobacter farmeri R R R R R R R R R R S S R S
2EBINI4  Klebsiella pneumoniae R R R R R R R R R R R S R S
2ETC1 Escherichia coli R S S S R I R S S S S S R 8
2ETC4  Kluyvera cryocrescens R S S R S S R S s S S S R S
2ETCS Kluyvera cryocrescens R S S S S S S S S S S S S S
2ETINI1  Kluyvera cryocrescens R S S S S S R S S S S S S S
3EBC2 Enterobacter asburiae R R I R R S R S S S S S R S
3EBC3 Citrobacter freundii R R S R I I R S S S S S R S
3EBC4 Escherichia coli R I S S S S R S S S S S S S
3EBINI1  Klebsiella pneumoniae R R R S R R R R R R R S R S
3ETC2 Citrobacter freundii R R S R I I R S s S S S R S
3ETINII Citrobacter freundii R R R R R R R R R R R R R S
4EBCI1 Kluyvera intermedia R R S R S S S S s S S S S S
4ETC4 Kluyvera intermedia R R S R S S S S S S S S S S
4EBINI1  Klebsiella pneumoniae R R R R R R R R R R S S R S
4EBINI2 Citrobacter amalonaticus R R R 1 R I R R R R S R R S

AMP (Ampicilina), ASB (Ampicilinat+sulbactam), PIT (Piperacilinat+tazobactam), CFO (Cefoxitina), CAZ
(Ceftazidima), CPM (Cefepime), CRO (Ceftriaxona), ETP (Ertapenem), IMI (Imipenem), MEM (Meropenem), AMI
(Amicacina), GEN (Gentamicina), CIP (Ciprofloxacino), COL (Colistina) / Categorias: S (Sensivel), I (Intermediario)
e R (Resistente).

Todos os isolados foram resistentes a ampicilina, em contrapartida foram em unanimidade
sensiveis a colistina. Podemos observar na figura 28 o grafico de distribuicdo das
enterobactérias ndo-sensiveis.

O termo nao-sensivel ¢ utilizado para designar as categorias R e I juntas (CLSI, 2019).
Dentro do grupo dos beta-lactimicos com inibidores de beta-lactamase, as enterobactérias
apresentaram uma nao-sensibilidade de 79% para ampicilina+sulbactam e 53% para
piperacilina+tazobactam.

A cefoxitina apresentou 68%, frente a 84% de ceftriaxona, 68% de ceftazidima e 63% de
cefepime. Aos carbapenémicos, as enterobactérias apresentaram 42% para ertapenem,
imipenem e meropenem igualmente, diante de 26% para amicacina e 11% para gentamicina. O

ciprofloxacino exibiu um perfil de 74% de ndo-sensibilidade.
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Figura 28 — Grafico de distribuicao das enterobactérias ndo sensiveis.
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Legenda: Nao-sensiveis = Resistentes + Intermediarios

Em estudo de Soriano-Moreno e colaboradores (2021), realizado em esgoto hospitalar, as
enterobactérias apresentaram um perfil de resisténcia de 77% para ampicilina+sulbactam, 100%
para ampicilina e 64% para ciprofloxacino, corroborando com os achados da presente pesquisa.
Por outro lado, esses autores, no tocante a resisténcia dos micro-organismos isolados, para
cefepime (94%), ceftazidima (94%) e gentamicina (40%), apresentaram valores maiores em
relacdo aos achados das ETE Central ¢ ETE INI.

Em contrapartida, para imipenem (27%), meropenem (13%) e piperacilina+tazobactam
(13%), os valores deste estudo peruano foram significativamente menores que o nosso estudo,
sugerindo que a dispersdao dos genes e a epidemiologia destas bactérias no local de estudo,

podem influenciar diretamente o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos.
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Tabela 9 — Perfil de sensibilidade das Aeromonas sp. aos antimicrobianos.
Identificador Espécie PIT CFO CAZ CPM CRO IMI MEM AMI GEN CIP

1EBC2 Aeromonas hydrophila S S R S R S S S S R
1EBC4 Aeromonas hydrophila S S R S S S S S S
1EBC6 Aeromonas caviae S R S I R 8 S S R R
1EBC7 Aeromonas caviae S R R R R S S S R R
1EBINI1 Aeromonas caviae R R R R R S S S S R
1EBINI4 Aeromonas hydrophila R S R S R S S S S R
1ETC1 Aeromonas hydrophila R S S I R S S S R R
2EBC1 Aeromonas sobria R S I S R S S S S S
2EBC4 Aeromonas hydrophila S S S S R S S S S R
2EBCS Aeromonas hydrophila S R R S R S S S S S
2EBC6 Aeromonas caviae S R R R R S S S S R
2EBC7 Aeromonas sobria S R R S R S S S S S
2EBINI1 Aeromonas caviae R R R R R S S S S R
2EBINI5 Aeromonas sobria R R R R R S S S S R
2EBINI7 Aeromonas caviae S S S S S S S S S R
2EBINI8 Aeromonas hydrophila S S S S S S S S S S
2ETC3 Aeromonas hydrophila S R R S R S S S S S
3EBCI Aeromonas hydrophila S S S S R S S S S R
3EBINI3 Aeromonas hydrophila S R R R I S S S S R
3EBINI4 Aeromonas hydrophila R R R R R S S S S R
3EBINI5 Aeromonas caviae S S S S S S S S S R
3EBINI6 Aeromonas hydrophila S S S S S S S S S R
3ETCI Aeromonas hydrophila S S R S R S S S S S
3ETINI2 Aeromonas hydrophila S S S S S S S S S R
4EBC2 Aeromonas hydrophila S S S S S S S S S R
4EBC3 Aeromonas caviae S R S S S S S S S R
4ETCI Aeromonas hydrophila S R S S R S S S S R
4EBINI3 Aeromonas caviae S S R I S S S S S

PIT (Piperacilinattazobactam), CFO (Cefoxitina), CAZ (Ceftazidima), CPM (Cefepime), CRO
(Ceftriaxona), IMI (Imipenem), MEM (Meropenem), AMI (Amicacina), GEN (Gentamicina), CIP
(Ciprofloxacino) / Categorias: S (Sensivel), I (Intermediario) e R (Resistente).

No grupo das Aeromonas sp., os isolados testados frente aos antimicrobianos foram todos
sensiveis aos carbapenémicos (meropenem e imipenem) € a amicacina, como ¢ apresentado na
tabela 9. Os isolados foram 75% nao-sensiveis a ciprofloxacino, 71% a ceftriaxona, 57% a
ceftazidima, 46% a cefoxitina, 36% a cefepime, 28% a piperacilina+tazobactam e 11% a
gentamicina.

A distribuicdo das Aeromonas sp., em relagdo a ndo-sensibilidade aos antimicrobianos,
pode ser melhor observada de maneira grafica na figura 29. Em comparagdo ao TSA das
enterobactérias, as Aeromonas sp. apresentaram um perfil mais sensivel em praticamente todos

os antimicrobianos, com exce¢do do ciprofloxacino e da gentamicina que apresentaram a
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mesSma porcentagem.

Figura 29 — Gréfico de distribuicao das Aeromonas sp. ndo-sensiveis.
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Legenda: Nao-sensiveis = Resistentes + Intermediarios.

Corroborando com nossos achados, que detectaram 11% em relagdo ao mesmo
antimicrobiano, Fauzi e colaboradores (2021), isolaram Aeromonas sp. em peixes na Maldsia e
obtiveram uma resisténcia de 9,8% a gentamicina. Ainda no mesmo estudo, foi detectada uma
resisténcia de 9,8% destes micro-organismos ao ciprofloxacino, valor muito abaixo dos 75%
encontrados em nossa pesquisa para o0 mesmo antimicrobiano. Uma possivel explicagdo para
esse fato seria o uso difundido deste antimicrobiano no Brasil, aumentando consideravelmente
a presenca do mesmo no ambiente, ainda mais quando se trata de proximidade ao ambiente
hospitalar, ja que no esgoto, os genes de resisténcia presentes estdo mais concentrados que em
peixes e podem estar sendo disseminados entre os micro-organismos com mais facilidade
(SILVA, T., 2021).

Na pesquisa de Eid e Hanafy (2019), 7% dos isolados de Aeromonas spp. foram ndo -
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sensiveis a gentamicina, o que esta em consonancia com nossos resultados. Ja para a amicacina,
os isolados apresentaram 21% de ndo-sensibilidade, de encontro ao achado de total
sensibilidade nesta pesquisa. As diferencas encontradas, tem como possiveis explicagdes, o sitio
de isolamento destas bactérias, assim como o perfil de cada localidade.

Para os BGN-NF, os isolados testados foram todos sensiveis a gentamicina e apenas um
isolado, do esgoto tratado da ETE INI, foi resistente a amicacina. Logo, assim como nos outros
grupos, os aminoglicosideos obtiveram um desempenho satisfatorio frente aos isolados

testados.

Tabela 10 — Perfil de sensibilidade dos BGN-NF aos antimicrobianos.

ID Espécie ASB PIT CAZ IMI MEM AMI GEN CIP COL
1EBC3 Acinetobacter baumannii S R S S S S S I S
1EBC5 Pseudomonas putida NA I I S I S S R S
2EBC2 Pseudomonas putida NA R I S I S S I S
2EBC3 Pseudomonas putida NA R I S S S I R

2EBINI2 Acinetobacter baumannii R R R R R S S R S
2EBINI6 Delftia acidovorans NA NA NA NA NA NA NA NA NA
2ETC2 Pseudomonas fluorescens ~ NA R I R R S S R S
3EBCS Acinetobacter Iwolffii R R R R R S S R S
3EBINI2 Acinetobacter Iwolffii R R R S R S S R S
3ETINI3 Pseudomonas putida NA R R S R R S R S
4EBC4 Acinetobacter baumannii R R R S I S S I S
4EBCS Acinetobacter Iwolffii R R S S S S I S
4ETC2 Acinetobacter baumannii S S R S S S S I S
4ETC3 Pseudomonas aeruginosa NA I I 1 S S S I S
4EBINI4 Acinetobacter Iwolffii R R R S R S S R S

ASB (Ampicilinat+sulbactam), PIT (Piperacilinat+tazobactam), CAZ (Ceftazidima), IMI (Imipenem), MEM
(Meropenem), AMI (Amicacina), GEN (Gentamicina), CIP (Ciprofloxacino), COL (Colistina) / Categorias: S
(Sensivel), I (Intermediario) e R (Resistente). NA (Nao Aplicavel).

O perfil de susceptibilidade de cada isolado de BGN-NF estd apresentado na tabela 10. O
unico isolado ndo testado foi a bactéria Delftia acidovorans, que ndo apresenta informagdes
para a realizacdo de TSA nos compéndios utilizados (BrCAST, 2019; CLSI, 2019; EUCAST,
2019).

Quanto a distribuicdo dos BGN-NF ndo-sensiveis aos antimicrobianos, podemos observar
na figura 30, que os isolados foram de maneira unanime, nio-sensiveis a ciprofloxacino.
Apresentando também alta nao-sensibilidade para piperacilina+tazobactam e ceftazidima, com

93% para ambos.
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Figura 30 — Grafico de distribuicdo dos BGN-NF nao-sensiveis.
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Legenda: Nao-sensiveis = Resistentes + Intermediarios

Ainda avaliando o perfil ndo-sensivel destes isolados, observa-se uma taxa para
meropenem e ampicilina+sulbactam de 64 e 63% respectivamente. Com uma porcentagem mais
baixa, imipenem com 29%, amicacina com 7% e colistina com 7%. Um achado importante foi
a deteccdo da resisténcia de um isolado a colistina, de uma bactéria identificada como
Pseudomonas putida, derivada de amostra de esgoto tratado da ETE INI (terceira amostra).

A resisténcia a colistina pelos BGN-NF ¢ um grande problema para o tratamento de
infecc¢oes, principalmente em hospitais. Pois a colistina/polimixina em muitos casos € a Unica
opcdo na terapéutica de infeccdes por Gram-negativos multirresistentes (HIGUITA-
GUTIERREZ; JIMENEZ-QUICENO, 2017).

A Pseudomonas sp. ¢ um dos principais micro-organismos que podem expressar esta

resisténcia e complicar ainda mais o processo terapéutico, por minimizar as opgoes
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antimicrobianas (ZARATE et al., 2021; ROSA et al., 2021). Aguiar (2020), em esgoto
hospitalar e em ETE de Boa Vista — Roraima, isolou Pseudomonas sp. com uma sensibilidade
reduzida para diversos antimicrobianos, inclusive para os carbapenémicos.

E importante salientar que os BGN-NF ja apresentam resisténcia intrinseca a alguns
antimicrobianos, reduzindo assim as opgoes terapéuticas e fazendo com que sejam classificados
como multirresistentes mais facilmente (DA SILVA, 2021). Por este motivo, entre 0s grupos
analisados, os BGN-NF apresentaram maior resisténcia em relagdo as enterobactérias, assim
como os dois anteriores apresentaram maior resisténcia em relagao as Aeromonas sp.

No presente trabalho, oito isolados de enterobactérias apresentaram resisténcia aos
carbapenémicos imipenem e meropenem e foram submetidas posteriormente aos testes
fenotipicos para carbapenemases. Todos foram derivados de amostras da ETE INI (sete de
esgoto bruto e uma amostra de esgoto tratado). Destes oito, cinco isolados foram de Klebsiella
pneumoniae, um de Citrobacter freundii, um de Citrobacter farmeri ¢ um de Citrobacter
amalonaticus. Tal resultado corrobora com diversos estudos onde apontam a Klebsiella
pneumoniae como principal enterobactéria resistente aos carbapenémicos (DIENSTMANN et
al., 2010; WEISS et al., 2015; LORENZONI et al.,, 2018; DE SOUSA; RAMALHO;
CAMARGO, 2020).

Entre os critérios interpretativos, nenhum dos isolados apresentou alguma discrepancia
entre os dois compéndios utilizados, ndo existindo a necessidade de interpretacao para cada um
deles. Entre as bactérias pesquisadas, apesar de todas serem resistentes as cefalosporinas de
terceira geracdo devido a sele¢do em meio com antimicrobiano, ndo foi detectado em nenhum
1solado a pan-resisténcia (onde nenhuma das classes de antimicrobianos ¢ ativa contra o micro-
organismo testado). Todavia, dos 62 isolados, 20 foram considerados multirresistentes por
apresentarem resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos (MAGIORAKOS et al.,

2012).

6.4 DETECCAO FENOTIPICA DE ESBL, AMPC E CARBAPENEMASES

As enterobactérias resistentes as cefalosporinas foram submetidas ao teste de disco-
aproximacao para a deteccdo de ESBL e AmpC constitutiva. J4 as que apresentaram nao-
sensibilidade aos carbapenémicos, foram adicionalmente submetidas aos testes fenotipicos para

carbapenemase, conforme apresentado na tabela 11.
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Tabela 11 — Testes fenotipicos e sensibilidade a carbapenémicos nas enterobactérias.

ID Espécie ESBL AmpC AFB EDTA CLOXA HODGE ETP IMI MEM
1EBC1 Escherichia coli POS  NEG NA NA NA NA S S S
1EBINI2  Klebsiella pneumoniae POS NEG POS NEG NEG POS R R R
1EBINI3  Klebsiella pneumoniae POS NEG POS NEG NEG POS R R R
2EBINI3 Citrobacter farmeri POS NEG POS NEG NEG POS R R R
2EBINI4  Klebsiella pneumoniae POS NEG POS NEG NEG POS R R R
2ETC1 Escherichia coli POS  NEG NA NA NA NA S S S
2ETC4 Kluyvera cryocrescens NEG  NEG NA NA NA NA S s S
2ETCS Kluyvera cryocrescens NEG  NEG NA NA NA NA S S S
2ETINII Kluyvera cryocrescens NEG  NEG NA NA NA NA S S S
3EBC2 Enterobacter asburiae POS  NEG NA NA NA NA S S S
3EBC3 Citrobacter freundii POS POS NA NA NA NA S s S
3EBC4 Escherichia coli POS  NEG NA NA NA NA S s S

3EBINI1  Klebsiella pneumoniae POS NEG POS NEG NEG POS R R R

3ETC2 Citrobacter freundii POS  NEG NA NA NA NA S s S
3ETINI1 Citrobacter freundii POS NEG NEG POS NEG NEG R R R
4EBC1 Kluyvera intermedia NEG  NEG NA NA NA NA S s S
4ETC4 Kluyvera intermedia NEG  NEG NA NA NA NA S S S

4EBINI1 Klebsiella pneumoniae NEG NEG POS NEG NEG POS R R R

4EBINI2  Citrobacter amalonaticus ~ POS NEG POS NEG NEG POS R R R

ESBL (Beta-lactamases de espectro estendido), AmpC (Ampicilinase de classe C de Ambler), AFB (Acido
fenilboronico), EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético), CLOXA (Cloxacilina), ETP (Ertapenem), IMI
(Imipenem), MEM (Meropenem) / Categorias: POS (Positivo), NEG (Negativo), S (Sensivel), R (Resistente) e
NA (Nao aplicavel).

As frequéncias de positividade dos testes fenotipicos podem ser observadas na figura 31.
E importante salientar que os testes de ESBL ¢ AmpC foram realizados nos 19 isolados,
enquanto que os testes de CLOXA, EDTA, AFB e HODGE foram realizados somente em oito
isolados, os quais apresentaram um perfil de resisténcia a algum carbapenémico.

Em relacdo ao teste fenotipico para ESBL, obtivemos resultado positivo para 13 dos 19
isolados (68,4 %). Entre os seis negativos para este teste, cinco isolados foram do género
Kluyvera e um isolado da espécie Klebsiella pneumoniae, derivada do esgoto bruto da ETE INI.
Embora este isolado tenha sido negativo para ESBL, apresentou testes fenotipicos positivos
para carbapenemases. O teste de AmpC foi positivo apenas para um isolado da espécie
Citrobacter freundii, proveniente do esgoto bruto da ETE Central. Os testes positivos de ESBL

e AmpC podem ser visualizadas na figura 32.



Figura 31 — Grafico de frequéncia de positividade dos testes fenotipicos para as
enterobactérias.
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Legenda: CLOXA (Cloxacilina), AmpC (Ampicilinase de classe C de Ambler), EDTA (Acido

etilenodiamino tetra-acético), ESBL (Beta-lactamases de espectro estendido), AFB (Acido
fenilboronico).

Figura 32 — Testes fenotipicos de AmpC e ESBL.

P———

Legnda: Teste fenotipico positivo de AmpC constitutivo com
formagdo do teste D em A e teste positivo para ESBL com distor¢ao
de halo em B.
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Para os isolados de enterobactérias que ndo foram sensiveis a um dos carbapenémicos
testados (imipenem, meropenem e ertapenem), procedeu-se os testes fenotipicos para
carbapenemase. Inicialmente foi realizado o Teste de Hodge, utilizado para triagem inespecifica
deste tipo de resisténcia (ANVISA; 2013). Sete dos oito isolados (87,5 %) foram positivos para
o teste, com exce¢ao de um isolado de Citrobacter freundii, derivado de uma amostra de esgoto
tratado da ETE INI.

O teste foi realizado com os trés carbapenémicos, no intuito de aumentar a sensibilidade
do mesmo (CLSI, 2019). Os resultados foram os mesmos nos trés antimicrobianos testados
(figura 33 e 34).

O teste com CLOXA (cloxacilina) se apresentou negativo para todas as amostras,
indicando que ndo ha indicio de perdas de porinas associadas a AmpC. O teste de EDTA foi
positivo apenas para um isolado de Citrobacter freundii, derivado de uma amostra de esgoto
tratado da ETE INI. Tal resultado indica que a bactéria seja portadora de uma
metalobetalactamases, sendo necessario o teste molecular para designar qual o gene produtor

desta (ANVISA, 2013).

Figura 33 — Teste de Hodge com os trés carbapenémicos: imipenem, meropenem e
ertapenem.

Fonte: Proprio autor
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Figura 34 — Teste de Hodge com ertapenem.

Legenda: Na parte inferior e também a esquerda, verifica-se o teste positivo
pela distor¢do do halo, na parte superior um teste negativo e na esquerda ndo
houve inoculagdo. Fonte: Proprio autor

Na figura 35, podemos observar as placas com os discos de imipenem e meropenem nao
impregnados, os impregnados com as substincias utilizadas e seus respectivos halos de

inibicao.

Figura 35 — Testes fenotipicos com Aacido fenilborénico (A ou AFB), Acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA ou E) e cloxacilina (CL ou C).

e __W:,, R

Fonte: Proprio autor
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Ja o teste com acido fenilboronico (AFB) foi positivo em sete dos oito isolados (87,5 %).
O tnico negativo, foi o isolado de Citrobacter freundii, o unico positivo para o teste de EDTA,
como citado anteriormente. Um teste positivo para AFB, indica a presenga de serino-
carbapenemases, sendo a KPC o tipo mais conhecido e frequente desta classe (ANVISA, 2013).

Um exemplo de resultado positivo para o teste de AFB, como visto na figura 36, foi o
isolado “1EBINI2”, proveniente do esgoto bruto da ETE INI. O halo de inibi¢do para imipenem
ndo-impregnado foi de 16mm, ja o disco impregnado com AFB foi de 24mm. O teste entdo
apresentou uma diferenca de 8mm entre os dois discos, classificando-o como positivo para
carbapenemase do tipo serino, pois apresentou diferenca de halo de inibi¢cdo de >5mm. Para o
meropenem o halo foi de 15mm, frente a 20mm do impregnado com AFB, sendo também um

teste positivo pela diferenca de exatamente Smm (ANVISA, 2013).

Figura 36 — Teste positivo para AFB, com diferenga de halo de
mais de Smm entre o disco com antibiotico puro e o impregnado.

Legenda: Acido fenilboronico (A ou AFB), Acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA ou E) e cloxacilina (CL ou C) Fonte: Proprio autor
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Santos (2018), realizou em sua pesquisa, os testes de disco-aproximacao para ESBL, o
teste de Hodge para deteccdo de carbapenemases e de bloqueio enzimatico para
metalobetalactamases em enterobactérias, corroborando com a metodologia utilizada em nosso
estudo. Entretanto, no teste de bloqueio enzimatico, o quelante utilizado foi o 2-acido
mercaptopropidnico (2-MPA) e ndo o EDTA, conforme preconizado pela ANVISA (2013).

Ja Do Nascimento e colaboradores (2019) utilizaram o bloqueio enzimatico com EDTA
para a detec¢ao de metalobetalactamases em enterobactérias isoladas de hemoculturas. Batista
(2020) utilizou CLOXA, EDTA e AFB, conforme preconizado pela ANVISA (2013) e
igualmente utilizados na presente pesquisa. As enterobactérias estudadas derivaram de um
Hospital em Foz do Iguagu, no Parana. Em todos os trabalhos citados, a bactéria Klebsiella
pneumoniae foi a mais frequente associada ao teste fenotipico com AFB, indicando a provavel
presenca de carbapenemases do tipo KPC.

E importante frisar que todos os isolados resistentes aos carbapenémicos foram de origem
da ETE INI, onde ha o recebimento de esgoto hospitalar. Tal fato contribui de maneira
significante o isolamento de Klebsiella pneumoniae e Citrobacter sp. com algum teste
fenotipico positivo para carbapenemases (PICAO et al., 2013; NICOLETTI et al., 2015;
ZAGUI, 2019; RIBEIRO et al., 2020).

Os testes fenotipicos sao uma importante ferramenta de triagem para tais mecanismos de
resisténcia, haja visto que a maioria dos laboratorios de Microbiologia ainda ndo possuem a
metodologia de biologia molecular, para a deteccdo dos genes produtores das enzimas em

questdo (ABRANTES; NOGUEIRA, 2017).

6.5. PESQUISA DOS GENES DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS BETA-
LACTAMICOS

Os testes moleculares realizados para pesquisar os genes: blaKPC, blaIMP, blaVIM,
blaBKC, blaOXA23, blaOXA48 e blaCTX-M em oitos isolados, que apresentaram resultados
positivos no teste fenotipico. Com excegdo de blaKPC, todas as outras sequéncias génicas nao

foram detectadas, conforme observado na tabela 12.
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Tabela 12 — Testes moleculares realizados nas enterobactérias resistentes a

carbapenémicos.

ID Espécie IMP VIM BKC CTX-M O0XA48 OXA23 KPC
1EBINI2  Klebsiella pneumoniae NEG NEG NEG NEG NEG NEG  POS
1EBINI3  Klebsiella pneumoniae NEG NEG NEG NEG NEG NEG  POS
2EBINI3 Citrobacter farmeri NEG NEG NEG NEG NEG NEG  POS
2EBINI4  Klebsiella pneumoniae NEG NEG NEG NEG NEG NEG  POS
3EBINI1  Klebsiella pneumoniae NEG NEG NEG NEG NEG NEG  POS
3ETINII Citrobacter freundii NEG NEG NEG NEG NEG NEG  NEG
4EBINI1  Klebsiella pneumoniae NEG NEG NEG NEG NEG NEG  NEG
4EBINI2  Citrobacter amalonaticus NEG ~ NEG  NEG NEG NEG NEG  POS

IMP -Imipenemase /VIM - Verona Imipenemase/ BKC — Brazilian Klebsiella carbapenemase/ CTX-M
— Cefotaximase isolada em Munich / OXA — Oxacilinase/ KPC - Klebsiella pneumoniae carbapenemase

Seis isolados (75 %), dos testados, tiveram a presenga de h/aKPC. Quatro isolados de
Klebsiella pneumoniae (1EBINI2, 1EBINI3, 2EBINI4 e 3EBINI1), um isolado de Citrobacter
farmeri (2EBINI4) e um de Citrobacter amalonaticus (4EBINI2), todos originarios do esgoto
bruto da ETE INI, em todas as coletas.

Tal fato indica que o gene blaKPC esta presente de maneira constante no esgoto bruto da
ETE INI, sugerindo também a presenga deste no Centro Hospitalar COVID-19. Podemos
observar o produto de amplificacio do gene b/aKPC na figura 36, com as seis amostras
positivas para tal.

Relacionando estes resultados aos fenotipicos, todos os isolados com detec¢ao de blaKPC
foram também positivos para os testes com AFB e HODGE, indicando que os testes em questao
foram 100% sensiveis e podem ser utilizados para a triagem deste mecanismo. Este resultado
corrobora com os estudos prévios de nosso grupo (ABRANTES; NOGUEIRA, 2017), que
indicaram a utilizacdo desses testes como valiosa orientagdo presuntiva para avaliacdo da
presenca de carbapenemases em enterobactérias.

Dois isolados, Citrobacter freundii (3ETEININ) e Klebsiella pneumoniae (AEBINI1) ndo
apresentaram nenhuma das sequéncias pesquisadas. Tal fato pode ter como explicacdo a
presenca de outro gene diferente daqueles pesquisados neste estudo.

Na amostra 3ETEINII1, o teste de EDTA foi positivo e as sequéncias blaVIM e blaIMP
(metalobetalactamases) ndo foram detectadas. E possivel que algum outro gene de
metalobetalactamases esteja presente, fazendo-se necessario testes adicionais com outras
sequéncias. Ja o isolado 4EBINII, apresentou teste positivo para AFB e HODGE, sugerindo
que mesmo que ndo haja deteccdo para blaKPC e blaBKC, ¢é provavel a presenga de algum
outro gene do grupo serino. Da Silva, Magano e Picao (2018), relatam outras carbapenemases

deste grupo, como GES, NMC, IMI e SME.
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Ainda na figura 36, podemos observar a amplificagdo de bandas com valores de pares de
base abaixo do padrdo b/aKPC nos isolados 3ETEINI1 e 4EBINIL. Apds o sequenciamento
destas cepas, a presenca do gene blaKPC foi descartada.

Soares e colaboradores (2021) detectaram os genes blaKPC (57,5%), blaVIM (30,2%),
blaGES (17%), blaNDM (15%) e blaSPM (2,4%) em BGN resistentes aos carbapenémicos,
isolados em um hospital pernambucano. Embora os isolados derivassem de amostras clinicas,
a frequéncia de blaKPC ¢ significante, assim como em nosso estudo. Entretanto, b/aVIM com
30,2% de frequéncia no estudo citado, em nossa pesquisa tal gene nao foi detectado. Os genes

blaGES, blaNDM e blaSPM nao foram pesquisados.

Figura 36 — Produto de amplificacdo do
gene blaxpc obtido através da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) em diferentes

amostras de enterobactérias.

o = PR

Legenda: Linha 1: Padrdo de peso molecular; Linha
2: 1EBINI2 (K. pneumoniae); Linha 3: 3ETEINII
(C. freundii); Linha 4: 41EBINI3 (K. pneumoniae);
Linha 5: 2EBINI3 (C. farmeri); Linha 6: 2EBINI4
(K. pneumoniae); Linha 7: 4EBINI1 (K
pneumoniae); Linha 8: 3EBINI1 (K. pneumoniae);
Linha 9: 4EBINI2 (C. amalonaticus)
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Batista (2020), corroborando com este estudo, obteve em sua maioria (81%) genes
blaKPC isolados de Klebsiella pneumoniae. Antes dos testes moleculares foram realizados os
testes fenotipicos segundo a ANVISA (2013) e obtiveram positividade para o AFB em 165
isolados. Logo em seguida, o gene blaKPC foi detectado em 162 isolados, demonstrando que
ha sensibilidade de 100%, como no nosso estudo. A especificidade ndo chega a esse nimero,
porém chega a 98% no estudo citado e 85% em nossa pesquisa.

Segundo Abrantes e Nogueira (2017) os métodos fenotipicos, apesar de nao serem a
metodologia mais moderna e nem definitiva, como as analises moleculares para diagnostico
final das carbapenemases, contribuem de forma muito positiva e econdmica no ambito
laboratorial, auxiliando indiscutivelmente na percep¢do da resisténcia bacteriana em cepas
pesquisadas.

Os dados fornecidos pelos estudos aqui citados e os apresentados por esta pesquisa,
corroboram com a literatura, que apresenta o tipo KPC como predominante em nosso pais
(DIENSTMANN et al., 2010; ANVISA, 2013; BATISTA, 2020; DE SOUSA; RAMALHO;
CAMARGO, 2020; SOARES et al., 2021). Tais informagdes sao essenciais para relacionar aos
estudos epidemioldgicos, ratificando a presenga deste tipo de resisténcia e o risco para a Satde
Publica. J4 no contexto ambiental, as presencas de bactérias portadoras de genes de resisténcia
causam risco de transferéncia dos mesmos para outras bactérias, promovendo um desequilibrio
do meio pela modificag¢do de ecossistemas (SILVA, T, 2021).

Os resultados obtidos chamam a atencdo para a dissemina¢do de micro-organismos
potencialmente patogénicos e resistentes a antimicrobianos, no meio ambiente a partir dos
efluentes finais (provenientes do tratamento secundario) das ETE, independentemente do tipo
de sistema adotado. Fica evidente que para reduzir significativamente essa liberacdo, este
deveria passar por tratamento adicional e desinfecgao.

Na ETE INI ja ¢ realizada a desinfec¢do com o cloro, sendo eficaz na redugdo da carga
microbiana do esgoto, inclusive das bactérias resistentes aos principais antimicrobianos.
Entretanto ha a necessidade de avaliar o impacto ambiental que a presenga desta substancia
possa causar ao longo do tempo, mesmo que hajam beneficios inegéveis em sua utilizagdo e

que o cloro tende a se ligar a matéria organica.
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CONCLUSOES

e Foram detectadas bactérias resistentes e multirresistentes a variados antimicrobianos.
Entre elas, Aeromonas sp., BGN-NF e enterobactérias nas duas ETE analisadas.

e As Aeromonas sp. foram os micro-organismos mais frequentes nas amostras de esgoto
e com um perfil de sensibilidade a antimicrobianos de resisténcia reduzida sugerindo
origem ambiental,

e O isolamento de BGN-NF apresentou a predominancia dos géneros Acinetobacter e
Pseudomonas, com resisténcia aumentada as cefalosporinas e aos carbapenémicos.

e MRSA e VRE nao foram detectados nas amostras de esgoto, tanto no tratado como no
bruto;

e As enterobactérias apresentaram um perfil elevado de ndo-sensibilidade (resistente +
intermediario) a maioria dos antimicrobianos testados, com destaque para as
cefalosporinas de terceira geragao, quinolonas e carbapenémicos;

e Os testes fenotipicos foram eficazes na triagem dos mecanismos de resisténcia aos
carbapenémicos, sendo compativeis com os testes moleculares;

e O gene blaKPC foi o unico detectado entre os pesquisados e reflete a predominancia
deste nas enterobactérias em nosso pais;

e A enterobactérias resistentes aos carbapenémicos foram isoladas somente no esgoto
bruto e tratado da ETE INI, ratificando a origem hospitalar destes micro-organismos;

e A ETE INI contém uma contagem superior de bactérias no esgoto bruto em relagdo ao
esgoto bruto da ETE Central. Ainda assim, a eficicia do tratamento na remocao de
bactérias nos efluentes tratados ainda ¢ maior na ETE INI, devido as especificidades do
processo.

e Estudos posteriores serdo necessarios para obtencao de dados mais robustos e também
sobre o impacto ambiental. Assim como, o desenvolvimento de novos tratamentos que
assegurem o nado lancamento de bactérias resistentes a antimicrobianos nos corpos

aquaticos receptores.
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8. DIFICULDADES/SOLUCOES ENCONTRADAS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A pandemia por COVID-19 foi o principal fator limitador do estudo, impedindo o
prosseguimento da pesquisa em fluxo normal, dentro do cronograma. A ETE Central
somente permitiu as coletas em meados de 2021, retardando a finalizagdo em tempo
habil da tese dentro doa objetivos antes delimitados. Por outro lado, tivemos a
oportunidade de adicionar ao estudo outra ETE (ETE INI), que por seu perfil

nosocomial, acabou tornando-se crucial para o estudo.

Existiram limitacdes de materiais, técnicas e outros recursos, que implicaram em
dificuldades de realizacdo dos experimentos necessarios para a pesquisa molecular que
seria realizada no ambito do DCB/ENSP. Entretanto, esse problema foi contornado

através das colaboragdes realizadas entre laboratorios.

As identificagdes bioquimicas de algumas espécies bacterianas foram verdadeiros
desafios, assim como a falta de pardmetros padronizados de sensibilidade microbiana
para algumas espécies. A confirmag¢do da identificacdo por método automatizado foi de

suma importancia para a melhora da acuracia desta etapa.

A partir deste trabalho, estreitamos as colaboragdes com as ETE da FIOCRUZ, criando

a possibilidade de novas propostas de trabalho nesta linha de pesquisa.

Os isolados positivos fenotipicamente para carbapenemases € negativos para os genes
pesquisados, foram criopreservados para futuramente submetermos a pesquisa de outros

genes nao contemplados neste estudo.

Com base nos achados deste trabalho, pretende-se realizar posteriormente, um estudo
ambiental mais aprofundado, relacionado ao tratamento microbioldgico diferenciado de

cada ETE e o impacto causado por ele no corpo hidrico receptor.
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9. RECOMENDACOES

Das ETE pesquisadas no presente estudo, a ETE INI apresenta maior risco bioldgico pela
presenca das bactérias Gram-Negativas resistentes aos carbapenémicos. Em contrapartida, o
tratamento realizado na estagdo INI ¢ fechado, minimizando o contato com o esgoto
propriamente dito. Enquanto que na Estagdo Central, h4 a geragao de muitos aerossois por conta
do fato que a maioria dos processos ocorrem expostos ao ambiente, as vezes limitados apenas
por grades.

Qualquer uma das bactérias resistentes, encontradas nas ETE pode provocar infecgdes
nos colaboradores expostos ao esgoto de ambas as estacdes. Tais micro-organismos podem
causar principalmente infecgdes gastrointestinais, desencadeando diarreia como principal
sintoma. Entdo, além da eficdcia da estacdo em eliminar essas bactérias, a seguranca do pessoal
ao operar e manipular direta ou indiretamente qualquer material é de suma importancia.

E imprescindivel reforgar o uso de Equipamentos de Protegdo Individual
(principalmente 6culos de protegao devido aos aerossois), assim como a observagao das praticas

de Biossegurangca (modo de manipular amostras, desinfec¢do de superficies e a propria

higienizacdo do operador apos cada processo).
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INTRODUGAO Os mecanismos de resisténcia podem se apresentar

de maneira infrinseca, quando as bactérias ja possuem, em

As infecgbes bacterianas, em todo o mundo, sdo res-
ponsaveis pelo uso difundido de medicamentos da categoria
antimicrobiana. Tais bacténas, relacionadas aos diversos
tipos de infecges existentes, podem apresentar resisténcia
ao0s antimicrobianos mais utilizados e, assim, prejudicar na
terapéutica deste processo.!"

Os microrganismos sdo capazes de desenvolver
mecanismos para que os farmacos ndo produzam o efeito
desejado. Atualmente, é possivel observar a existéncia de
diferentes espécies bacterianas que produzem efeitos locais
e sistémicos, que tém ampliado seu espectro de resisténcia
com o passar dos anos, como cocos Gram-positivos, bacilos
Gram-negativos, bacilos alcool-acido resistentes (BAAR),
bacilos fermentadores ou ndo de glicose e bactérias de
diversos outros grupos heterogéneos. =+

sua constituicdo, infformagbes para apresentar o mecanismo
responsavel pela ineficicia do antimicrobiano, como tam-
bém de maneira adquirida, onde o microrganismo recebe
de outra célula, da mesma espécie ou ndo, informagdes
que podem causar esta resisténcia. Esta informagao
recebida pode ser, por exemplo, um fragmento de material
genético, que futuramente expressard uma enzima que
degrade a molécula do farmaco utilizado contra a bactéria
em questdo =%

Em contrapartida, na célula bacteriana as moléculas
dos antimicrobianos se comportardo de acordo com os
sitios de agdo especificos de sua classe, assim como a
prépria bactéria agira de acordo com a sensibilidade ou o
tipo de resisténcia que esta apresenta. Essa capacidade é
expressa laboratoriaimente através de um perfil fenotipico
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RESUMI)

O gerenciamento de residuos deve ser realizado corretamente, caso contriéno, ha o
aumento de casos de doengas infectocontagiosas e até mesmo o impacto ambiental.
Micro-orgamsmos  polencialmente patogénicos podem estar presentes no  esgoto,
causando uma série de infecebes e como consequéncia, efeitos deletérios 4 saide humana
e até o dbito. E o caso do género deromonas, que embora seja tolerdvel dentro dos padrbes
de potabilidade da dgua, pode causar diversas doencas em homens € ammais e ainda
disseminar genes de resisténcia nesse po de ambiente. O objetivo do presente trabalho
foi identificar a presenca de deromonas sp. isoladas em Estagbes de Tratamento de
Esgoto (ETE), utilizando meio cromogénico com cefalosporina de terceira geragio e
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realizando posteriormente o Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA). A
Estaglio Central ¢ a Estagio INI (Instituto Nacional de Infectologia), ambas localizadas
na Fundaglio Oswaldo Cruz, foram eleitas para a realizaclio do estudo. A semeadura foi
diretamente da amostra em CHROMagar ESBL e apés enriquecimento da mesma em
BHI, foi realizada nova semeadura no meio cromogénico citado. A identificaciio, apos
trnagem, foi baseada em provas bioquimicas, seguida pelo TSA baseado nos compéndios
atualmente aceitos. Foram identificados 28 isolados Aeromonas hydrophila (16).
Aeromonas caviae (9) e Aeromonas sobria (3), resistentes a cefotaxima (presente no meio
seletivo), porém 75% ndo-sensiveis a ciprofloxacino, 71% a ceftnaxona, 57% a
ceftazidima, 46% a cefoxitina, 36% a cefepime, 28% a piperacilina+tazobactam e 11% a
gentamicina. Os resultados apresentaram baixa resisténcia dos isolados testados apesar
de ja crescerem em meio seletivo com antimicrobiano. Entretanto, apresentou frequéncia
aumentada em praticamente todas as amostras, ressaltando a preocupaciio com infecgdes
relacionadas a este género. O meio cromogénico utilizado otimizou a triagem de
Aeromonas sp., fazendo com que 0 mesmo seja de grande importincia também em
amostras ambientais.

Palavras-chave: Aeromonas, cromogénico, antimicrobianos, farmacorresisténcia
bacteriana.

ABSTRACT

Waste management must be carried out correctly, otherwise there is an increase in cases
of infectious diseases and even the environmental impact. Potentally pathogenic
microorganisms can be present in sewage, causing a series of infections and, as a
consequence, deleterious effects on human health and even death. This is the case of the
genus Aeromonas. which, although tolerable within the standards of potability of water,
can cause several diseases in humans and animals and also disseminate resistance genes
in this type of environment. The objective of the present work was to identify the presence
of Aeromonas sp. 1solated in Sewage Treatment Stations (STS), using chromogenic
medium with third-generation cephalosporin and later performing the Antimicrobial
Sensitivity Test (AST). The Central Station and the INI Station (National Institute of
Infectious Diseases), both located at the Oswaldo Cruz Foundation, were chosen to carry
out the study. Sowing was carried out directly from the sample in CHROMagar ESBL
and after enrichment in BHI, a new sowing was carried out in the aforementioned
chromogenic medium. Identification, after screening, was based on biochemical
evidence, followed by AST based on currently accepted textbooks. We identified 28
isolates deromonas hydrophila (16), Aeromonas caviae (9) and Aeromonas sobria (3).
resistant to cefotaxime (present in the selective medium), but 75% non-sensitive to
ciprofloxacin, 71% to ceftriaxone, 57% to ceftazidime , 46% cefoxitin, 36% cefepime,
28% piperacillinttazobactam and 11% gentamicin. The results showed low resistance of
the tested isolates despite already growing in selective medium with antimicrobial.
However, it showed an increased frequency in practically all samples, highlighting the
concern with infections related to this genus. The chromogenic medium used optimized
the screening of Aeromonas sp., making it of great importance also in environmental
samples.

Keywords: deromonas, chromogenic, antimicrobials, bacterial pharmacoresistance.
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