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RESUMO

O saneamento é fundamental para uma vida saudavel e produtiva, e a prestagao deste
servico para populacdes urbanas e rurais € um desafio permeado por dificuldades
politicas de gestdo e interesses. O objetivo desse estudo foi avaliar a diversidade
bacteriana e o resistoma microbiano em efluentes de sistemas alternativo e
convencional de tratamento por meio de abordagem microbiolégica e genémica. Para
isso, foram realizadas 2 coletas dos pontos de entrada e saida de estacao
convencional de tratamento de esgoto (ECE) e alternativa (ESA). Foram obtidas 147
linhagens a partir de meios de cultivo contendo antimicrobianos. Em seguida, foram
identificadas pelos sistemas Vitek Il e Maldi-TOF. Na coleta 1 foram identificados 62
isolados (15 ECE e 47 ESA), 43,5% (27/62) da ordem Enterobacteriales (16% de
Enterobacter cloacae) e 56% (35/62) de diferentes espécies, incluindo um isolado de
Elizabethkingia anophelis (ESA/entrada). Na coleta 2 foram identificados 28 isolados
(9 ECE e 19 ESA), 35% (10/28) de Pseudomonas spp. sendo 32% P. aeruginosa. Dos
27 isolados de Enterobacteriales, 15 (55%) apresentaram resisténcia aos antibioticos,
64,2 % perfil de resisténcia nao-MDR, 21,4% MDR e 14,35% XDR. Elizabethkingia
anophelis apresentou perfil de resisténcia PDR (resisténcia a 14 antimicrobianos). Os
isolados de Pseudomonas spp. apresentaram perfis de resisténcia Sensivel e MDR
(P. putida (ESA/saida)). Os 2 isolados selecionados para o sequenciamento
genbmico, E. anophelis (entrada da ESA) e P. putida (saida da ESA) apresentaram
conteudo GC entre 35,5-62% e tamanho médio de 4,2-5,8 MB, respectivamente. O
genoma de E. anophelis apresentou 256 subsistemas. Foram revelados genes de
resisténcia antimicrobiana consistentes com seus fendtipos de resisténcia, incluindo
fluoroquinolonas (gene adefF), metalo-B-lactamase (blacos-1 € blas-1) e desinfetantes
(gacG). De acordo com o perfil do cgMLST gerado pelo software GrapeTree, este
isolado derivou diretamente da sublinhagem 15 associada a um surto em Wisconsin,
EUA (2016). O genoma de P. putida resultou em 81 contigs e 5375 sequéncias
codificadoras, incluindo 71 RNAs. Apresentou 369 subsistemas, incluindo resisténcia
a antibidticos e compostos toxicos, como genes cutE e corC (homeostase do cobre)
operon czc (resisténcia ao cobalto, zinco e cadmio), gyrA e gyrB (fluoroquinolonas),
blasLi (Beta-lactamase) e creA e creD (colicina e outros antibitticos). De acordo com
o agrupamento MLST pertence ao ST154, derivado diretamente do ST192 (EUA) e,
assim como os STs 78, 216 e 150, é originario do ST central 69 (origem clinica e



ambiental). Os resultados obtidos no presente estudo sinalizam a importancia de
investigacbes do microbioma e do conjunto de genes de resisténcia em efluentes de
estacbes de tratamento de esgoto. Além disso, reafirmam a necessidade de maior
cobertura na captacdo e tratamento de esgotos que serdo descartados em corpos
hidricos receptores e poderao promover a disseminagdo de contaminantes

emergentes, danos ao meio ambiente e a saude humana.

Palavras-chave: Tratamento de efluentes. Resistoma microbiano. Elizabethkingia

anophelis. sequenciamento genoma



ABSTRACT

Sanitation is essential for a healthy and productive life, and the provision of this service
to urban and rural populations is a challenge permeated by political difficulties of
management and interests. The objective of this study was to evaluate bacterial
diversity and microbial resistome in effluents from alternative and conventional
systems using a microbiological and genomic approach. For this, 2 collections were
carried out at the input and output points of a conventional (ECE) and an alternative
(ESA) sewage treatment plants. 147 strains were obtained from culture media
containing antimicrobials. Then identified by the Vitek Il and Maldi-TOF systems.

In first collection, 62 isolates (15 ECE e 47 ESA), were identified, 43.5% (27/62)
belonging to the order Enterobacteriales (16% of Enterobacter cloacae) and 56%
(35/62) of different species, including Elizabethkingia anopheles (ESA/input).
Collection 2 had 28 isolates identified (9 ECE e 19 ESA), 35% of Pseudomonas spp.
(10/28) being 32% P. aeruginosa. Of these 27 Enterobacteriales isolates, 15 showed
resistances to at least one antibiotic. Of these, 64.2% non-MDR resistance profile,
21.4% MDR and 14.35% XDR. Elizabethkingia anophelis showed PDR resistance
profile (resistance to the 14 antimicrobials). Pseudomonas spp. isolates presented
Sensible resistance profile, and MDR (P. putida (ESA/ output)). The 2 isolates selected
for genomic sequencing, E. anophelis (ESA input) and P. putida (ESA output)
presented GC content between 35.5-62% and mean size of 4.2-5.8 MB, respectively.
In the E. anophelis genome revealed 256 subsystems. Antimicrobial resistance genes
consistent with their resistance phenotypes were revealed, including fluoroquinolones
(adeF gene), metallo-B-lactamase (blacos-1 and blas-1) and disinfectants (qacG).
According to the cgMLST profile generated by GrapeTree software, this isolate was
directly derived from subline 15 associated with an outbreak in Wisconsin, USA (2016).
The P. putida genome resulted in 81 contigs and 5375 coding sequences, including 71
RNAs. It revealed 369 subsystems, including resistance to antibiotics and toxic
compounds, such as cutE and corC genes (copper homeostasis), czc operon (cobalt,
zinc and cadmium resistance) gyrA and gyrB (fluoroquinolones), blas. (Beta-
lactamase) and creA and creD (cholicin and other antibiotics). According to the MLST
cluster, this isolate belongs to ST154, derived directly from ST192 (USA) and, like STs
78, 216 and 150, originates from central ST69 (clinical and environmental origin). The

results obtained in the present study indicate the importance of investigations into the



microbiome and the set of resistance genes in effluents from wastewater treatment
plants. In addition, they reaffirm the need for greater coverage in the capture and
treatment of sewage that will be discarded in receiving water bodies and may promote

the dissemination of emerging contaminants, damage to the environment and human

health.

Keywords: Effluent treatment. Microbial resistoma. Elizabethkingia anopheles.

Whole genome sequencing.
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1. INTRODUGAO

1.1 Poluigao hidrica

O desenvolvimento da vida humana em civilizagdo com qualidade de vida
sempre esteve intrinsicamente ligado a disponibilidade de agua, e a poluigdo desse
recurso afeta diretamente as populagdes. A poluicdo e a degradagao dos recursos
hidricos sao realidades recorrentes do acelerado crescimento demografico,
especialmente nas regides metropolitanas (ANDRADE, 2019), resultando na
escassez dos recursos hidricos (MACHADO, 2022).

A agua doce é um recurso natural renovavel, porém para seu processo de
regeneragao € necessario o equilibrio de diversos fatores ambientais. Apesar de a
agua doce ser um recurso renovavel, é finita, e a auséncia do equilibrio ecolégico
compromete o seu processo de renovagao. Inumeros sdo os exemplos de acdes
humanas que geram efeitos extremamente danosos aos recursos hidricos e
comprometem o processo de regeneragdo da agua. Dentre essas formas estdo a
impermeabilizacdo, ndo planejada, dos solos nos centros urbanos (comprometendo a
infiltracdo de aguas pluviais no solo), a poluicdo da agua por residuos solidos e
liquidos, como efluentes domeésticos, industriais ou hospitalares, o desmatamento das
nascentes e das matas ciliares, as altas taxas de desperdicio no uso da agua e a
perda elevada no sistema de abastecimento hidrico, a poluicdo da atmosfera, entre
outras (GOMES, 2020).

Conhecer a importancia da disponibilidade de agua, preservar o ecossistema,
fazer uso racional dos recursos hidricos e buscar solucdes que evitem a escassez sao
aspectos fundamentais para enfrentar os desafios da crise hidrica, intensificada a
cada ano (MACHADO, 2022). Um dos riscos associado a poluigado hidrica é a
possibilidade de transmissao de doencgas pelos organismos patogénicos ali presentes
(SPERLING, 2005), além do risco indireto relacionado a presenga de residuos de
antimicrobianos em aguas poluidas, o que pode conduzir ao aparecimento de
resisténcia antimicrobiana (GASTALHO, 2014). Doengas de veiculagao hidrica estao
relacionadas as taxas de mortalidade. Em 2019, segundo o Ministério da Saude, foram
notificadas mais de 273 mil internacdes por doencgas de veiculacao hidrica no Brasil
(TRATA BRASIL, 2021).
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Uma das formas de combate a essas doencgas € o tratamento adequado dos
esgotos sanitarios antes que atinjam o solo ou corpos d’agua (LEONEL, 2013). E a
partir da implementagdo do saneamento basico de qualidade que ocorre a melhoria
na qualidadede vida da populagdo e o aumento da expectativa de vida (FUNASA,
2019).

1.2 Saneamento basico no Brasil

No Brasil, grande parte da populagdo ainda ndo tem acesso ao tratamento
convencional de esgoto. Nesse mesmo ano somente 49,1% dos esgotos gerados
receberam tratamento adequado (SNIS, 2019). As regides Norte e Nordeste do pais
sdo as que mais sofrem com a falta de servigos de esgotamento sanitario adequado,
também s&o as mesmas que apresentam as maiores taxas de mortalidade em
criangas menores de cinco anos de idade por doengas diarreicas agudas (PRADO,
2014).

Existe uma desigualdade em relagdo aos percentuais de tratamento de esgoto
nas regides brasileiras, enquanto algumas regides apresentam percentuais maiores
de 90% de tratamento de esgoto, outras possuem somente 30% de esgoto tratado,

ou nao possuem tratamento (SNIS, 2019) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa do indice de tratamento de esgoto coletado dos municipios brasileiros distribuido por faixas percentuais.
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Fonte: SNIS, 2021.

O aumento da densidade populacional e os desafios socioecondmicos criam
barreiras para o tratamento adequado de efluentes (MANAIA, 2018). Em localidades
onde as redes de coleta de esgoto ndo existem ou sao insuficientes, ocorre a adogao
de solucdes precarias, como o langcamento do efluente bruto a céu aberto, ou em
corpos d’agua nos arredores (TONETTI, 2018). As desigualdades no acesso aos
servicos de saneamento basico causam impacto negativo a saude publica,
principalmente nas populagdes de baixa renda ou vulneraveis que vivem na periferia
das grandes cidades (PRADO, 2014).

O governo em suas trés esferas, é responsavel por adotar medidas que visem
a melhoria da vida e da saude da populagdo (TAVARES, 2019). A Constituicao
Federal de 1988 estabelece que o saneamento basico € um direito assegurado a
populagéo e de responsabilidade da Unido (BRASIL,1988). A Lei do Saneamento
Basico de 2007, n° 11.455, é pioneira ao defini-lo como conjunto dos servigos,
infraestrutura e instalagdes operacionais de abastecimento de agua, esgotamento
sanitario, limpeza urbana, drenagem urbana, manejos de residuos sélidos e de aguas
pluviais, nos principios de universalidade, da integralidade do acesso, e da eficiéncia
e sustentabilidade econémica (BRASIL, 2007).
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Recentemente, em 15 de julho de 2020, foi aprovada a Lei n° 14.026, que
altera a alguns pontos lei n° 11.455, reune leis anteriores referentes ao tema, e é
considerado o novo marco legal do saneamento basico. Além disso, define padrdes
de atividades regulatérias e da formagao de politicas publicas, e da a Agéncia
Nacional de Aguas e Saneamento Basico (ANA) competéncia para editar normas de
referéncia e legislar sobre servigos de saneamento (BRASIL,2020). A aprovagao da
lei tem a finalidade de combater o déficit no quadro de servigos de saneamento basico,
contudo esse novo marco pode representar um retrocesso sobre o ponto de vista dos
direitos sociais, uma vez que estimula logicas mercantilistas na gestido dos servigos
de agua e saneamento (LEITE, 2021).

O novo dispositivo legal prevé prestagéo de servigo regionalizado, abrangendo
mais de um municipio, reunindo municipios com maior € menor capacidade técnica e
financeira (GONCALVES, 2020). O art. 7 da lei atual altera o art. 3 da lei anterior, no
que se refere a modalidade de prestagdo integrada de servigos publicos de
saneamento basico em determinada regido cujo territério abranja mais de um
municipio (Brasil, 2020). Isso abre margem para uma empresa, publica ou privada,
assumir regides ricas e pobres de um mesmo territério, mas ndo garante na pratica
que a alocagao de recursos ocorra segundo os principios de justica e equidade
(SOUSA, 2020).

As experiéncias de universalizagao do saneamento no mundo evidenciam que
esta ndo é possivel sem uma gestdo democratica e aporte de recursos publicos
(LEITE, 2021). A competicdo na producdo de bens que exigem elevados
investimentos fixos e efeitos de escala pode ser contraproducente, quando nao
inviavel, no caso do saneamento urbano (SOUSA, 2020).

O planejamento de melhorias no sistema de saneamento deve estar baseado
no entendimento de necessidades da comunidade, dos usuarios, disponibilidade de
gastos e necessidades da regido (PARKINSON, 2014). O envolvimento das proprias
comunidades € um ponto fundamental na discussdo e escolha de melhores
alternativas para o tratamento, disposi¢cao do esgoto tratado e da gestdo adequada
dos sistemas, a partir de estratégias diferenciadas que respeitem a diversidade
cultural e ambiental das comunidades (TONETTI, 2018). O saneamento é
fundamental para uma vida urbana saudavel e produtiva, e a oferta de servicos
apropriados para populacdes urbanas em rapido crescimento € um dos desafios mais

urgentes do mundo (ANDERSSON, 2016). O tema do saneamento basico € ponto
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imprescindivel para efetivacdo do direito social a saude, e repercute também na
efetivacdo de outros direitos, como o direito ao meio ambiente, a educagao e ao
desenvolvimento (LEITE, 2021).

1.3 Esgotos domésticos e Estacoes de Tratamento de Esgoto (ETEs)

O tratamento de esgoto é fundamental na protecdo do meio ambiente, em
especial de corpos d’agua (MANAIA ET AL, 2018). O tratamento de esgoto foi uma
das maiores conquistas do ultimo século, pois permite o retorno para o ambiente da
agua com qualidade (LEONEL ET AL,2013).

Os processos de tratamento de esgotos visam principalmente a remogao de
matéria organica dissolvida, que é realizada por uma variedade de microrganismos
que convertem a matéria organica em gas carbdnico, agua, material celular e metano
em condigdes anaerobias (LEONEL, 2013). O esgoto doméstico contém
aproximadamente 99,9% de agua; o restante é a fragdo que inclui sélidos organicos,
inorganicos e microrganismos (MELLO, 2007). O tratamento de esgotos tem por
finalidade separar a fase liquida da fase sdlida, tratando-se separadamente cada uma
destas fases. O efluente é depois devolvido aos corpos hidricos (COMUSA, 2015).

Existem duas variantes dos sistemas de esgotamento sanitario: sistema
individual ou estatico, e sistema coletivo ou dinamico. O primeiro € solugao no local,
individual ou para poucas residéncias, enquanto o segundo é a solugdo com
afastamento do esgoto da area servida (SPERLING, 2005).

Os sistemas coletivos ou centralizados sao considerados uma alternativa
consolidada para o tratamento de esgotos sanitarios. Dentre as vantagens destes
sistemas esta a efetividade desses em areas urbanas e com elevada densidade
populacional, pois podem coletar e tratar grandes volumes de efluentes (SPERLING,
2005). Esses sistemas podem possuir extensas tubulagbes e estagdes elevatorias,
que encaminham o esgoto para ETE em local afastado do centro urbano (Mesquita,
2019). Desse modo, uma das principais desvantagens do sistema centralizado sao os
custos de implementacdo, operacdo e manutencdo (OTTERPOHL, 2002). O

tratamento realizado nessas ETEs é usualmente classificado nos niveis preliminar,
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primario, secundario e terciario. A Figura 2 apresenta esses niveis e 0s processos

unitarios realizados em cada um deles.

Figura 2. Niveis em tratamento convencional de esgoto.
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Fonte: TONETTI, 2018.

O tratamento preliminar constitui na remocado de sdlidos grosseiros, como
pedacos de madeira, tecidos, areia, plastico, papel, cabelo etc. A remogao ocorre
utilizando meios fisicos como gradeamento e desarenadores. O material retido deve
ser levado a disposicdo adequada, como aterros sanitarios ou outros. Na fase primaria
ocorre a remogao de sélidos sedimentaveis e de materiais flutuantes, como 6leos e
graxa. Esse material removido também € direcionado para unidades de tratamento
adequado (TONETTI, 2018). A fase secundaria utiliza tratamento biolégico, de modo
que bactérias e outros microrganismos sao responsaveis pelas reagdes de conversao
da matéria organica e inorganica presente no efluente, favorecendo a remocao da
carga organica (SPERLING, 2005). No tratamento terciario ocorre a desinfecgéo do
efluente. Dependendo do processo de tratamento empregado, o esgoto doméstico
pode chegar a fase terciaria com concentragbes elevadas de micro-organismos
patogénicos (MEDEIROS, 2018).

No Brasil, as ETEs que realizam o tratamento terciario utilizam principalmente
o cloro como agente oxidante na desinfecgdo do esgoto, tendo em vista seu baixo

custo e eficiéncia na inativagdo de microrganismos patogénicos e na oxidagao de
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compostos que causam sabores e odores (BARONI, 2019). Os derivados do cloro séo
os desinfetantes mais utilizados no mundo para tratamento de agua de abastecimento
e aguas residuarias. A hidrélise do cloro, formadora do acido hipocloroso (HOCI),
promove a ruptura celular nos microrganismos, por meio da alteracdo da
permeabilidade na membrana plasmatica (MEDEIROS, 2018). Contudo, o uso do
cloro viabiliza a formacgao dos trihalometanos, como o cloroférmio, compostos volateis
téxicos para os seres humanos, produtos da reagao do cloro com a matéria organica
presente no esgoto, ou remanescente no efluente tratado (BARONI, 2019).

Outras tecnologias disponiveis para a remogao de microrganismos patogénicos
em ETEs incluem o uso de lampadas ultravioleta, processos oxidativos avangados, a
o0zonizagao, processos de adsor¢ao em carvao ativado, entre outros. Esses processos
geralmente demandam custos elevados de investimento e apresentam operagao mais
onerosa e/ou sofisticada em relacdo a desinfecgdo por cloracdo (AQUINO,2013).
Dentre essas, a luz UV causa bloqueio da replicagao e transcricdo do DNA, obtendo
a atividade germicida por meio da radiagdo emitida. O bom funcionamento dessa
tecnologia envolve a constante manutencgéao e limpeza das lampadas e baixa turbidez
e solidos em suspensao do efluente (MEDEIROS, 2018).

Tratamentos adicionais no tratamento terciario podem envolver a remogéo de
nutrientes como Nitrogénio e Fésforo (AQUINO, 2013), protegendo os corpos d’agua
do processo de eutrofizagcdo, ou a remocao de micropoluentes, como residuos de
antimicrobianos, outros farmacos e desreguladores enddcrinos, que geralmente néo
sao removidos pelos processos tradicionais de tratamento de agua, e acabam sendo
acumulados em lencgdis freaticos, outros corpos hidricos ou no solo (EMBRAPA,
2018).

Um dos métodos bastante utilizados no tratamento biolégico de esgoto é o
sistema de lodos ativados (OLIVEIRA, 2007). Esse tipo de tratamento apresenta
vantagens como eficiéncia na remog¢ao de demanda bioquimica de oxigénio (DBO),
necessidade de pequena area de instalagcéo e possibilidade de remogéo bioldgica de
nitrogénio e fosforo (SPERLING, 2005). Em um tanque, uma cultura suspensa de
microrganismos aerébios € responsavel pelo tratamento de esgotos. Esses
microrganismos sao favorecidos por aeradores, otimizando a formagao de flocos que
degradam a matéria organica (GEHLING, 2017). Pode ser feita a adigao de floculantes
organicos e polimero para forgar a formacgao de flocos e a decantagao do restante dos

solidos sedimentaveis (FIN, 2018).
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A Figura 3 apresenta o esquema de uma ETE por lodos ativados. Os polimeros
aglomeram-se aos varios constituintes do floco e sdo separados do efluente no
decantador secundario. Devido a recirculagdo dos sélidos sedimentados do
decantador secundario, uma parcela significativa dos microrganismos retorna para o

tanque de aeracao, favorecendo a eficiéncia do tratamento (GEHLING, 2017).

Figura 3. Configurag@o do Tratamento de Esgoto por Lodos Ativados.
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Fonte: PORTAL, 2019

Dentre as desvantagens dos sistemas de lodo ativados esta a complexidade
operacional. E importante definir o periodo ideal para que o lodo possa ser recirculado,
favorecendo o ciclo de vida dos microrganismos presentes. Uma vez estabilizado, o
lodo perde a capacidade de decomposicao da matéria organica. Quando a idade do
lodo, tempo em que o lodo fica no sistema, atinge os limites projetados, deve ser
retirado do sistema para tratamento posterior e destinacdo final da fase solida
(LOGICAMBIENTAL, 2020). A produgdo de lodo excedente pode ser uma
desvantagem no sistema, assim, o gerenciamento do lodo e manejo do lodo
estabilizado sédo fatores fundamentais para que o sistema de saneamento seja
sustentavel.

Outros tratamentos bioldgicos mais complexos como biorreatores de
membrana (MBR), reator de biofilme de leito mével (MBBR) ou biorreatores de leito
fixo (FBR) estdo comegando a ser usados em modernas ETEs municipais (PADZA,
2019). Essas tecnologias favorecem a degradag¢ao da matéria organica e mineral, ao
mesmo tempo em que membranas separam as fases liquidas e sdlidas. Apresentam
baixo consumo de energia e area reduzida de instalagdo, pois sdo eficientes com

concentracio alta de biomassa. Esses sistemas podem ser incorporados ao tanque
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de aeragao por exemplo, otimizando o tratamento por lodos ativados (BATISTA,
2020).

Outros tipos de métodos biolégicos de tratamento utilizados sédo lagoas
facultativas (LF), lagoas anaerdbias seguidas por lagoas facultativas (LAN+LF),
reatores UASB e reatores UASB seguidos de pods-tratamento (UASB+POS), entre
outros (OLIVEIRA, 2007). Esses sistemas sado considerados sistemas mistos, pois em
geral havera necessidade da aplicagcédo de pos-tratamento para que o efluente obtenha
caracteristicas que permitam o reuso ou a descarga em aguas superficiais. As
vantagens de uso sao simplicidade de operagao e construgdo e baixos custos e as
desvantagens sdo que geralmente necessitam de grandes areas para implantacao e
possivel liberagdo de maus odores (HAANDEL, 2021).

Para a decisdo do método de tratamento a ser empregado nas ETEs devem
ser levados em consideragdo: as condigdes do curso d'agua receptor e da
caracteristica do esgoto bruto gerado, a eficiéncia, confiabilidade do tratamento,
disposicdo do lodo, requisitos de area, impactos ambientais, custos de operacgao,
custos de implantacao, sustentabilidade e simplicidade, e adotando-se a melhor
alternativa técnica e econémica (SPERLING, 2005). As ETEs normalmente empregam
processos bioldgicos como principal tecnologia e, em poucos casos, utilizam técnicas
complementares de tratamento (AQUINO, 2013). A maioria das ETEs atualmente em
operagao inclui somente alguma etapa adicional, como a desinfeccédo do efluente
secundario antes do langamento no meio ambiente (MANAIA, 2018).

A falta de incentivo para o estabelecimento de tecnologias mais avangadas se
deve aos custos de investimento necessarios para a expansdo das redes de
tratamento, para a implementacdo, a operacdo e manutencao dos sistemas,
principalmente nas fases terciarias de tratamento (PRADO, 2014). A maior parte dos
custos financeiros esta associada a implementacao de redes coletoras de esgotos,
que representam mais de 60% dos custos no orcamento total da implantagcao de
sistemas das ETEs. Desse modo, a utilizagdo desses sistemas € inapropriada em
areas com baixa densidade populacional e/ou domicilios dispersos (MESQUITA,
2019). As dificuldades técnicas e financeiras n&o deveriam representar barreiras, mas
incentivos para o desenvolvimento mais equitativo e sustentavel para o meio

ambiente, buscando o bem-estar e saude publica (PRADO,2014).
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1.4 Tratamento alternativo de esgoto

Os sistemas individuais, ou locais, sdo aqueles cuja coleta, tratamento e
disposigao ou reutilizagdo de aguas residuarias sao realizadas proximas da fonte de
geragao (MESQUITA, 2019). Sao usualmente adotados para atendimento unifamiliar,
embora também possam atender a um certo numero de residéncias proximas entre si
(SPERLING, 2005). Se bem projetados, construidos e operados sistemas individuais
podem ser uma boa alternativa para promover a saude da populagdo € ao mesmo
tempo manter a integridade ambiental destas localidades (FIGUEREDO, 2019).

Dentre as vantagens econdmicas desses sistemas estdo os baixos custos de
instalagao, baixo consumo de energia e insumos externos, a possibilidade de gerar
subprodutos com valor comercial como biogas, plantas ornamentais, e possibilidade
de geragao de adubos. Podem contribuir para a saude da populagéo, gerar trabalho e
renda, e melhoras as condigdes ecoldgicas locais (TONETTI, 2018).

Dentre as desvantagens desses sistemas esta o planejamento e projecao
dessas unidades. E necessario que a escolha da tecnologia de tratamento de esgoto
seja a mais adequada para cada situagédo, sendo avaliadas variaveis locais, como
disponibilidade de agua, e caracteristicas do solo, entre outros. Em locais com solos
muito adensados, dependendo da escolha do tipo sistema pode haver a sobrecarga e
contaminagao de solos. Caso o sistema seja construido muito préximo a reservas de
agua superficiais ou subterraneas, pode ocorrer a contaminagéo da agua por nitratos,
fosfatos, patdgenos, entre outros provenientes do sistema. A escolha da tecnologia
deve assegurar protecdo da qualidade do meio ambiente, necessitando em muitos
casos a promogao a um tratamento em nivel avangado (COURY, 2020). Além disso,
sistemas descentralizados ndo sado regulamentados e ainda sao pouco difundidos
(TONETTI, 2018).

Uma das diferengas marcantes em relagdo as ETEs convencionais e as
tecnologias individuais é a possibilidade de segregacao do esgoto doméstico em duas
fragcOes distintas, aguas cinza (provenientes de pias, maquinas de lavar e chuveiros,
e as aguas negras (provenientes do vaso sanitario) (TONETTI, 2018). Quando a
separagao de efluentes é adotada, as aguas negras podem ser direcionadas para o
tratamento anaerobio e as aguas cinzentas podem ser submetidas a tratamento e

posterior reutilizagdo. Essa pratica, difundida no continente europeu, € adotada em
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virtude da possibilidade de recuperac¢ao de nutrientes e da agua advindos dos esgotos
domésticos (MESQUITA,2019).

Um exemplo usado desde os anos 1950 s&o os sistemas alagados construidos
(constructed wetlands), usados para o tratamento de aguas cinzas e reuso da agua.
Sao sistemas de plantas semiaquaticos que realizam a depuragdo da agua em
terrenos inundados, podendo ser naturais ou construidos (VERHOEVENA,1999). A
Figura 4 apresenta um modelo de wetland de fluxo horizontal subsuperficial. As
wetlands sao pouco profundas (< 1,0 m) e normalmente possuem material particulado
em seu interior, que auxiliam o crescimento das plantas e microrganismos. As plantas
aquaticas atuam na remocao de poluentes e favorecem a fixagdo dos microrganismos
degradadores de matéria organica (TONETTI, 2018).

Figura 4. Modelo de tratamento de aguas cinzas por wetland.
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Fonte: TONETTI, 2018

Outras tecnologias alternativas locais podem auxiliar a populagéo nao atendida
por sistemas centralizados de tratamento. Como o circulo de bananeira, que utiliza as
aguas cinzas da residéncia na produgao de alimento pelo reuso da agua, geralmente
seguidos de processos fisicos de filtragdo, ou o0 “banheiro seco” que nao utiliza agua
para a descarga e pode ser uma alternativa de tratamento simplificado para locais
com escassez hidrica ou sem atendimento da rede publica de abastecimento de agua.
(TONETTI, 2018)

No Brasil, a Lei 14.026/20 legitima a adogao de métodos, técnicas e processos
que considerem as peculiaridades locais e regionais. Contudo, a abordagem
descentralizada € pouco discutida no nivel federal. A auséncia de uma clara definigao
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da responsabilidade de gestao desses sistemas em legislagao tende a criar falhas e
setores descobertos, prejudicando a implementagdo bem-sucedida de tais sistemas
(MESQUITA, 2019).

Sistemas descentralizados sdo muitas vezes tidos como sinbénimos de
precariedade e subdesenvolvimento, sendo considerados inferiores a outras solugdes
disponiveis para os grandes centros urbanos, contudo a estratégia de
descentralizacdo se mostra cada vez mais complementar e ndo oposta a de
centralizagdo do tratamento de esgotos para a universalizagdo desses servigos
(TONETTI, 2018).

O tratamento local de esgoto € muito difundido e incentivado dentro da
permacultura. Permacultura € uma linha de conhecimento que estuda designs
sustentaveis de aproveitamento e preservacdo de recursos e energia nos
ecossistemas terrestres. Pode-se comparar ao principio de Lavoisier “nada se cria,
tudo se transforma”’, nessa ciéncia os ecossistemas sao vistos de maneira
permanente, nada sai do ciclo da natureza, e tudo pode retornar as cadeias da vida
contribuindo de alguma forma. Com a urbanizagdo houve uma ruptura da sociedade
com os ciclos hidrolégicos, energéticos e de recursos que a cercam, distante do
conceito de Permacultura, sendo um dos motivos para a falta de prioridade dada ao
saneamento, e a terceirizacdo do manejo dos residuos e dos proprios dejetos, fontes
de nutriente (ANDERSSON, 2016).

1.4.1 Tanque de Evapotranspiracao

Um sistema alternativo aos métodos convencionais de tratamento de esgoto
doméstico que parece ser eficiente no controle da dispersao de poluentes emergentes
€ o Tanque de Evapotranspiragao (TEvap), e que foi utilizado como sistema sanitario
alternativo avaliado. Este sistema foi criado pelo permacultor Tom Watson, nos EUA,
com nome de “Watson Wick” e adaptado por varios permacultores brasileiros.
Diversos deles ja foram implantados com sucesso nos Estados Unidos e no Brasil
(GALBIATTI, 2009).

Esse sistema deve receber somente o efluente do vaso sanitario, as aguas
negras, por apresentar volume limitado para a disposicdo e n&o ocorrer

extravasamento de agua do sistema. Trata-se de um sistema fechado, em que o
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efluente retorna a atmosfera em forma de evapotranspiragao (GALBIATTI, 2009). O
sistema é composto por um tanque impermeabilizado, preenchido com diferentes
camadas de substrato, uma camara anaerobia construida com material permeavel e
plantas. A camara anaerobia pode ser feita com pneus usados e recebera diretamente
o efluente dos vasos sanitarios (VELOSO, 2020). Ao longo do tempo, a agua do
efluente biodegradada na camara anaerdbia ascende por capilaridade pelo solo,
sendo filtrada pelas camadas de substrato, ou é absorvida pelas raizes das plantas
que utilizam essa agua para seus processos biolégicos. Sdo cultivadas na parte
superficial do sistema espécies vegetais com folhas largas como bananeiras e taioba,
para obter maior indice de transpiragao das plantas (TONETTI, 2018).
Evapotranspiragéo € a transferéncia da agua para o meio atmosférico que se
da pelos mecanismos de evaporacao e transpiragcao. A evaporagao € a transferéncia
da agua superficial do estado liquido para o gasoso. A transpiragao € a evaporagao
da agua pelas folhas das plantas retirada do solo pelas raizes (SPERLING, 2005).
Como o tanque TEvap preserva o efluente dentro da cdmara isolada e elimina a agua
por evapotranspiragao, ndo ha necessidade de pds-tratamento ou de contato direto
dos usuarios com o efluente (SABESP, 2019). A Figura 5 apresenta as vistas

longitudinais e transversais de um sistema de evapotranspiragao.

Figura 5. Esquema de Tanque de Evapotranspiragao.
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Sao muitas as vantagens de utilizacdo deste sistema, dentre elas estdo a
possibilidade de alta eficiéncia no tratamento, principalmente em relagdo aos
parametros fisico-quimicos (Tabela 1), os baixos custos de implementagédo e facil
manejo, que consiste basicamente na poda das espécies vegetais utilizadas e baixo
consumo de energia. E tolerante a variabilidade de carga com o uso, ndo utiliza
produtos quimicos no efluente, promove harmonia paisagistica e aplicagao
comunitaria (EMATER, 2022). Ha recomendacéo de se evitar hortalicas que tenham
raizes consumidas cruas e hortaligas rasteiras para cultivo nesse sistema (VELOSO,
2020).

Tabela 1. Média e desvio padrdo da andlise fisico-quimica de amostras retiradas na entrada e saida de uma Estagao de

Tratamento por Evapotranspiragéo.

Parametros fisico-quimicos

Entrada da TEvap

Saida da TEvap

Turbidez (NTU)

481 + 291

88 + 44

Coliformes Totais (NMPx100mL"")

1.7 x 107 £ 1.5 x 107

3.2x107+£6.9 x 107

E. coli (NMPx100mL")

52 x 105+ 4.7 x 108

3.7 x 108+ 5.3 x 108

DQO (100mL") 723 + 363 406 * 257
PO, 3 (mg-PL™) 54.5 + 20.3 43.2+30.7
NH3 (mg-N L™) 326.9+81.0 46.2 + 96.7
Nitrogénio total (mg-N L") 335.4 +£89.3 227.0 £ 145.4
DBO (100mL") 361 + 237 72.8+24.9
Solidos totais (mgL-1) 1138 + 249 747 + 205
Sdlidos totais em suspensdo (mg L-1) | 386 + 200 38+12
Alcalinidade (mg L-1) 816 £ 341 1062 + 251

1.5 Antibidticos e resisténcia antimicrobiana

Fonte:PAULO, 2013

Os microrganismos (bactérias, fungos, virus e parasitas) desempenham

fungcdes de fundamental importancia no meio ambiente, principalmente as
relacionadas com a transformacgao da matéria dentro dos ciclos biogeoquimicos, como

a degradagao de matéria organica nos esgotos (SPERLING, 2005). A resisténcia
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antimicrobiana (RAM) é a capacidade de microrganismos de resistirem aos
antimicrobianos, tornando-os inefetivos (SILVA, 2020).

Antimicrobiano se refere a qualquer substancia utilizada no tratamento de
doencas infecciosas, quer pela inibigdo, ou morte do patdégeno. Podem ser de origem
natural ou semissintéticas, de origem natural e modificada quimicamente
(CARRAMASCHI, 2019). A RAM pode constituir uma propriedade intrinseca de uma
especie bacteriana ou uma capacidade adquirida, pela alteragdao do DNA da bactéria,
por mutagcdo no DNA nativo, ou pela introducdo de um DNA entre espécies diferentes
de bactérias (ANVISA, 2007).

Propriedades intrinsecas de resisténcia antimicrobiana sao transmitidas
verticalmente a prole (TVG), tais como mutagbes que atribuem resisténcia
antimicrobiana no DNA nativo de uma bactéria (ORTEGA, 2019). Para adquirir
resisténcia, a bactéria pode ter seu DNA alterado por transferéncia horizontal de
genes (THG), seja de genes de resisténcia (GRAs), ou elementos genéticos moveis
(EGM) entre bactérias (NASCIMENTO, 2022).

E conhecido que a disseminacdo da RAM pode ocorrer devido a pressdo
seletiva exercida pela presenca de poluentes quimicos, como a presenca de
moléculas de antimicrobianos no ambiente (KNIGHT, 2021). Estudos indicam que
apenas 15% dos antibidticos sdao metabolizados pelo organismo, o restante é
descartado no ambiente, além disso a maioria dos antibiéticos € soluvel em agua,
assim residuos de antimicrobianos podem contribuir com a pressao seletiva no
ambiente (PEI, 2019). Os GRAs presentes em patégenos humanos podem ter surgido
em diferentes seres vivos, a partir da participacdo do ambiente como reserva ou local
de transmissao desses genes (LIRA, 2020).

E conhecido que a disseminacdo da RAM pode ocorrer devido & pressao
seletiva exercida pela presenca de poluentes quimicos, como a presenca de
moléculas de antimicrobianos no ambiente (KNIGHT, 2021). Estudos indicam que
apenas 15% dos antibidticos sdo metabolizados pelo organismo, o restante é
descartado no ambiente, além disso a maioria dos antibiéticos € soluvel em agua,
assim residuos de antimicrobianos podem contribuir com a pressao seletiva no
ambiente (PEI, 2019). Os GRAs presentes em patdégenos humanos podem ter surgido
em diferentes seres vivos, a partir da participacdo do ambiente como reserva ou local

de transmissao desses genes (LIRA, 2020).
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Na THG, a bactéria pode adquirir resisténcia por meio de EGMs, seja por
conjugacao pelo uso de plasmideos, pela transdugcdo com a participacédo de
bacteriéfagos (virus que utilizam material genético de bactérias), pela transformagao
com DNA livre (Figura 6), ou por meio de elementos genéticos transponiveis
(transposons e sequéncias de insercao), que sao pedacos de DNA que codificam
enzimas pra clivagem, remontagem, sitio de reconhecimento, ou extremidade com
sequéncias de inser¢do do DNA, podendo levar a resisténcia antimicrobiana (PAZDA,
2019).

Figura 6. Mecanismos de transferéncia de genes de resisténcia
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Fonte: Do autor,2022

Os antibioticos diferem entre si nas suas caracteristicas fisicas, quimicas,
farmacoldgicas, no espectro e mecanismo de acao, podendo se diversificar quanto ao

alvo seletivo (Figura 7), velocidade em chegar ao alvo, espectro de acao, entre outros.
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Figura 7. Principais mecanismos de acéo e de resisténcia aos antimicrobianos
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Fonte: PADZA, 2019.

Nesse estudo, os antibibticos que foram usados para o isolamento bacteriano
foram: ceftazidima, meropenem, colistina, oxacilina e vancomicina. A resisténcia a
ceftazidima, meropenem pode estar relacionada a produgao de R-lactamases ESBL e
KPC (POGUE, 2019; SHIELDS,2017), os antimicrobianos oxacilina e vancomicina
foram utilizados para a avaliagdo da RAM por bactérias Gram positivas (NOGUEIRA,
2019) , e a colistina foi utilizada por ser considerado um antimicrobiano de ultimo
recurso (SILVEIRA, 2019).

A ceftazidima pertence ao grupo das cefalosporinas de terceira geracao,
também uma subclasse dos R-lactdmicos. S&do mais potentes contra bacilos gram-
negativos facultativos. O meropenem € incluido na classe dos carbapenémicos, uma
subclasse de R-lactdmicos que possui um anel beta-lactdmico que os difere das
demais (ANVISA, 2022). Suas peculiaridades estruturais garantem um amplo espectro
de atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (GUGLIERI, 2020). A
oxacilina pertence a classe dos B-lactdmicos com atividade de amplo espectro,
incluindo agao contra Gram negativos, sao penicilinas semissintéticas.

A vancomicina pertence a classe dos glicopeptideos, que atuam no ultimo

estagio de sintese da parede celular de peptideoglicano, exclusivamente em bactérias
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Gram positivas. A colistina, da classe das lipopeptideo ciclicos, forma um grupo de
antimicrobianos ativo contra diversas bactérias Gram negativas. Interage com a
molécula de polissacarideo da membrana externa dessas bactérias, sem necessidade
de entrar na célula, também possui atividade antiendotoxina, neutralizando o lipideo
A da molécula de lipossacarideo, a endotoxina da bactéria GN (ANVISA, 2022).
Algumas espécies como: Proteus spp., Providencia spp. e Serratia spp. apresentam
resisténcia intrinseca as polimixinas (CARRAMASCHI, 2019).

1.5.1 Resisténcia antimicrobiana em ETEs

Os esgotos estdo entre os mais relevantes reservatérios de resisténcia
antimicrobiana (RAM) nos ambientes urbanos. A abundancia de carbono, fosforo e
outros nutrientes, uma variedade de aceptores de elétrons como oxigénio ou nitrato,
a presenga de particulas nas quais as bactérias podem se adsorver, pH e
temperaturas estaveis sao fatores que fazem do esgoto um ambiente favoravel para
o desenvolvimento da diversidade de microrganismos (MANAIA, 2018).

As ETEs séo provaveis pontos criticos para a disseminacédo da resisténcia a
antimicrobianos, pois oferecem condicdes convenientes para a proliferagcdo de
bactérias resistentes a antimicrobianos (BRA) (PADZA, 2019). A microbiota desses
efluentes € composta por bactérias de origens diferentes e muitas delas abrigam
GRAs. Assim, ETES tém papel fundamental na protecdo do meio ambiente, em
especial corpos hidricos (MANAIA, 2018). Ja foram detectados EGMs em ETEs de
diferentes paises (PAZDA, 2019).

Estudos desenvolvidos em ETEs com processos de desinfecgao mais
sofisticados, com UV, ozonizagdo, processos oxidativos avangados ou com o0s
biorreatores de membrana (MBRs) estdo apresentando eficiéncias na remogao de
genes de resisténcia e de plasmideos carreadores de GRAs (LIRA, 2020). Em
especial o esterilizador de radiagao ultravioleta, pela sua capacidade de inativar os
microrganismos através da alteracdo de seu DNA ao absorver a luz (VOLTOLINI,
2021). Nesse sentido, a implementagdo de tecnologias avangadas adicionais ao
tratamento convencional das ETEs pode ser fundamental na protecdo do ambiente
aquatico contra a disseminagdo de RAM (PADZA, 2019).

No contexto brasileiro, ainda ha a falta de incentivo para o estabelecimento de

tecnologias mais avancadas, devido aos custos de investimentos necessarios, a
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necessidade de recursos para a implantagao, operagao e manutencao dos sistemas
(ESTRELA, 2019). A agua reutilizada pode constituir um veiculo de transmissao de
doencas e dessa maneira se tornar um problema de saude publica e/ou animal (ARY,
2018). Em alocagbes onde o esgoto nao é tratado, as BRAs podem se disseminar
facilmente, por exemplo, por meio de agua reutilizada (LIRA, 2020). A detecgcao
desses poluentes nos corpos hidricos e aguas subterraneas evidencia a necessidade
de tomadas de ac¢des preventivas (HOLMES, 2016).

1.6 Saude Unica e a resisténcia antimicrobiana (RAM)

Desde 1800, cientistas perceberam a similaridade de processos de
adoecimento entre animais e humanos, no entanto, a medicina veterinaria e humana
tem sido tratada separadamente desde o século XX (CDC, 2016).

Com a crise sanitaria do virus Influenza A (A/H5N1), a gripe aviaria, as
autoridades sanitarias e cientistas de todo o mundo reconheceram a necessidade da
colaboracéo interdisciplinar para prevenir zoonoses, de maneira a incluir médicos e
veterinarios, além de ambientalistas, antropologistas, economistas, socidlogos, entre
outros, denominado essa unido de Salude Unica. O conceito foi aceito com grande
entusiasmo por agéncias ambientais internacionais, como a Organizagao das Nagdes
Unidas para a Alimentagado e a Agricultura a Organizacao Mundial da Saude e a
Organizacdo Mundial da Saude Animal (GIBBS, 2014).

A Satde Unica relaciona a satide humana, animal, ambiental e do ecossistema,
de modo a fornecer uma estrutura util para a pesquisa, analise e abordagem de
interagcbes complexas como a resisténcia antimicrobiana. Essa abordagem requer
maior comunicagao e colaboragao entre epidemiologistas e diferentes profissionais da
saude, colaborando com os sistemas de Vigilancia em Saude (KAHN, 2019).

O consumo de antimicrobianos tem crescido mundialmente nas ultimas
décadas. A maioria das classes de antimicrobianos e utilizada tanto para tratamento
humano quanto animal. Nas pessoas, 0s antimicrobianos sao empregados
prioritariamente para o tratamento individual de pacientes com doencas, assim como
em animais domésticos. Na producdo de alimentos no setor animal, os
antimicrobianos sdo utilizados na agua ou na ragao para grupos grandes de animais,

seja como promotores de crescimento, para profilaxia, em animais com risco de
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infeccbes, compensando a falta de manutengao da qualidade de vida do animal no
ambiente, ou metafilaxia, para animais que tiveram contato com animais doentes
(COLLIGNON, 2019).

O uso de antimicrobiano como promotor de crescimento é controverso, pois é
administrado para animais saudaveis, utilizado por periodos prolongados e
geralmente em doses sub-terapeuticas, para favorecer a produgdo. Isso expde os
animais ao desenvolvimento de resisténcia a esses antimicrobianos e
consequentemente a dispersao da resisténcia aos antimicrobianos ao longo da cadeia
alimentar e dos ciclos da natureza, conforme ilustra a figura 8 (MCEWEN, 2018).
Foram detectados residuos de antibiéticos em uma multiplicidade de matrizes,

incluindo aguas superficiais(PEI, 2019).

Figura 8. Vias de disseminagao de resisténcia aos antibidticos entre os potenciais reservatorios: 0 homem, os animais e o

ambiente

Fonte: AMARO, 2020.

A Saude Unica se aproxima desse problema, no que se refere a adogdo de
medidas para a continuidade da eficacia de antimicrobianos existentes, a partir da
eliminacao do uso indiscriminado desses farmacos e da limitacdo da propagacao de
infecgdes (MCEWEN, 2018). As iniciativas que vém sendo tomadas pelas instituicoes

multilaterais internacionais, e o proprio Ministério da Agricultura, Pecuaria e
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Abastecimento (MAPA), revelam o caracter interdisciplinar propostas pela abordagem

da Saude Unica.

1.6.1 Vigilancia Ambiental em Saude e RAM

A Vigilancia Ambiental em Saude (VAS) € o conjunto de ag¢des que buscam
monitorar mudangas ambientais que possam interferir na saude humana. Tem
finalidade de prevenir e controlar fatores de risco, disponibilizando ao SUS
informacgdes e indicadores para o planejamento e execugao de agdes relativas as
atividades de promocido da saude e controle de doengas relacionadas ao meio
ambiente (BRASIL, 2002).

A VAS foi regulamentada em 2001, pela Instrugdo Normativa n.° 1, de 25 de
setembro, pela Funasa. Integra informagdes e acdes de diferentes o6rgaos e
instituicdes nacionais, especialmente das secretarias estaduais e municipais de saude
(BUSATO, 2019). Para a viabilizacéo da Vigilancia Ambiental em Saude é importante
a realizagao de estudos e analises sobre potenciais riscos ambientais a saude antes
mesmo que os efeitos possam surgir, de modo a criar um Sistemas de Informacgao de
Vigilancia Ambiental em Saude (BRASIL, 2002). O servigo de VAS no SUS apresenta
caracteristicas complementares as praticas da Vigilédncia Epidemiologica e Vigilancia
Sanitaria (BUSATO, 2019).

Uma das estratégias para reduzir a disseminagao e desenvolvimento de RAM
€ diminuir a pressao seletiva no ambiente, eliminando os usos inapropriados,
estimulando o uso racional, entre outros (HOLMES, 2016). Algumas medidas tém sido
tomadas pelas autoridades sanitarias nesse sentido.

O marco inicial no controle da RAM foi o “Programa de Controle de Infeccbes
Hospitalares”, pelo Ministério da Saude, que preconiza o uso racional de
antimicrobianos,germicidas e materiais médico-hospitalares, em 1998. Em 2005, o
Ministério da Saude e a Anvisa estabeleceram a “Rede Nacional de Monitoramento
da Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude”, como forma de controle da
disseminagao de RAM nos servigos de saude no pais (ESTRELA, 2019). A Diretoria
Colegiada da Anvisa publicou a RDC n.° 20, em 5 de maio de 2011, que dispde sobre
o controle de medicamentos a base de substéncias classificadas como
antimicrobianos, que inclui a obrigatoriedade da venda desses medicamentos sob

prescricdo médica.
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O uso de antibidticos na criagdo de animais como estimulador de desempenho
esta sendo banido em diversos paises, com vista ao combate da RAM. Na Uniao
Europeia o uso de antimicrobianos como promotores de crescimento na agropecuaria
foi banido em 2016 (ESTRELA, 2019), e alguns paises como Suécia, Alemanha e
Dinamarca ja haviam banido algumas classes desde 1995 (SILVA, 2020).

No Brasil, os antimicrobianos utilizados e autorizados como promotores de
crescimento atualmente sdo em numero bastante restrito. Foram proibidos no Brasil,
pela Instrucdo Normativa (IN) n° 1 de 2020 pelo MAPA, antimicrobianos como a
tilosina, lincomicina, tiamulina e a fabricagao e importagcéo do sulfato de colistina, pela
IN n° 45 de 2016, com a finalidade de aditivos no desempenho em animais produtores
de alimentos (BRASIL, 2018).

Em 2015 foi aprovado o Plano de Acéo Global em RAM, assinado por 117
paises no ano de 2019, dentre eles o Brasil, para o enfrentamento da RAM com
uma interface multissetorial numa perspectiva de Saude Unica (MAPA, 2022).
Diversas instituicdes multilaterais participaram do processo de formulagdo do
Plano Global, como o Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente
(PNUMA), Organizagao das Nag¢des Unidas para Alimentagéo e Agricultura (FAO),
Organizagao das Nacdes Unidas (ONU), Organizagao Mundial da Saude (OMS),
Organizagao Mundial do Comércio (OMC), Organizagdo Mundial de Saude Animal
(OIE). O Plano de Acado Global sugere que as orientagcbes e iniciativas
relacionadas ao uso de antibidticos na agropecuadria, a pesquisa, ao
desenvolvimento e a inovagao de novos antimicrobianos devem ser consideradas
“bens publicos globais” (SILVA, 2020).

De modo a conscientizar a populagdo, a Organizacdo Mundial de Saude
Animal, no ambito da resisténcia aos antimicrobianos langcou uma campanha mundial
para uso racional de antimicrobianos em infec¢gées animais, a Regra dos cinco
"somentes" em que se descrevem recomendag¢des do uso, como “somente use
antimicrobianos quando prescritos por um(a) veterinario(a)” e “somente adquira
antimicrobianos de fontes e distribuidores autorizados”, além disso recomendacgdes a
respeito do tempo de uso, a adequacao daquele antimicrobiano, boas praticas de
manejo e higiene. O MAPA lancgou o lema "Todos temos um papel a desempenhar, e
vocé como usuario de antimicrobianos pode ajudar!" para apoiar a OIE na campanha
(MAPA, 2022).



37

Além disso, o MAPA instituiu o Programa de Vigilancia e Monitoramento de
RAM no ambito da Agropecuaria, também conhecido como AgroPrevine para
prevencdo e controle da resisténcia aos antimicrobianos na agropecuaria,
considerando o conceito de Saude Unica (MAPA, 2019), e o Monitora Alimentos
(Pronamas) da Anvisa, que esta em estruturagédo para o controle da disseminagao da
RAM, que envolve a aplicagdo de critérios de priorizacdo como risco a saude,

consumo, notificagdes de nutrivigilancia (ANVISA, 2021).

1.7 Metodologias gendmicas na resisténcia antimicrobiana

A implementacdo da Vigilancia Ambiental em Saude, requer que as
ferramentas de monitoramento sejam aptas a identificar os perfis de resisténcia e a
similaridade entre eventos de resisténcia antimicrobiana. Além disso, é fundamental
que elas possam prever e rastrear surtos das bactérias resistentes aos
antimicrobianos e monitorar a presenga de GRAs. Estudos com metodologias
genbmicas, como o sequenciamento completo do genoma (SCG) vém se mostrado
eficientes na investigagdo da RAM, demonstrando a capacidade de rastrear cepas
individuais em surtos (SUKHUM, 2019).

As metodologias genémicas comegaram a ser conhecidas no comego da
década de 70. Sao técnicas que permitem identificar, na ordem correta, a sequéncia
de nucleotideos de uma molécula de DNA ou RNA, para conhecer a informacéao
genética contida nessas estruturas. No ano de 1977 surgiram duas tecnologias, o
sequenciamento quimico de Maxam-Gilbert e o método de Sanger. Uma das
diferencas € que a primeira marcava diretamente o DNA a ser sequenciado, o DNA
alvo, enquanto a de Sanger marcava os fragmentos de DNA sintetizados a partir da
fita molde, baseado em reagbes enzimaticas. Estas metodologias revolucionaram as
pesquisas cientificas e se difundiram rapidamente pelo mundo, sendo a base da
Genbmica (FIETTO, 2016).

O sequenciamento completo do DNA é uma técnica mais simples por utilizar
menos etapas e por ser um método automatizado. O DNA total do organismo, é
fragmentado, clonado e sequenciado, sendo utilizada com sucesso no

sequenciamento do primeiro genoma bacteriano (Haemophilus influenzae) e



38

posteriormente, no sequenciamento de diversos outros genomas, destacando o
humano (FIETTO, 2016).

Um avango no estudo da Genbmica sdo as novas tecnologias de
sequenciamento (SNG) ou “sequenciadores de segunda geragédo”. Sdo tecnologias
voltadas para o sequenciamento do DNA em larga escala, que a partir da construgao
in vitro de bibliotecas gendmicas, sao capazes de gerar informagao sobre milhdes de
pares de bases. Um dos sequenciadores bastante utilizados em analises genémicas
€ o lllumina, produzido em 2006, e que se baseia no conceito de “sequenciamento por
sintese” (CARVALHO, 2016).

A Figura 9 apresenta passo-a-passo a metodologia NGS pela técnica lllumina.
O principio desta metodologia é similar ao método proposto por Sanger, pois também
ocorre a sintese de uma fita complementar ao DNA alvo utilizando a DNA polimerase
e nucleotideos terminadores marcados com diferentes fluoréforos (A). Durante a
preparagdo das bibliotecas, o DNA é clivado, e adaptadores sao ligados as
extremidades 5’ e 3’, que sao fixados a flowcell (B) distantes o suficiente para que,
apo6s a amplificagdo “em ponte” (C - G), exista somente um tipo de fragmento dentro
do cluster (H), contém por volta de 1000 cépias de um mesmo fragmento de fita
simples (FIETTO, 2016).

A flowcell (plataforma) € uma placa de vidro revestida por uma camada densa
de oligonucleotideos complementares aos adaptadores dos fragmentos. Apds a
formacéo dos cluster por amplificagao, inicia-se o sequenciamento em sintese. Ocorre
a incorporagao do nucleotideo (H-J), um laser varre a superficie(J), excitando o
fluoréforo do nucleotideo terminador e emite uma luz que permite sua identificagao (K)
e sua posicao no suporte solido, por uma camera CCD (dispositivo de carga acoplada)
em que as imagens registradas em cada ciclo sdo decodificagao para determinar a
sequéncia de bases de cada cluster na placa (L) (CARVALHO, 2016).
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Figura 9. Principio da técnica lllumina
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Fonte: FIETTO, 2016

Apesar de tecnologias de sequenciamento genbémico se tornarem cada vez
mais rapidas e mais acessiveis, essas tecnologias ainda sdo onerosas e requerem
maior aporte computacional que outros métodos de identificagao e caracterizacao de
patogenos (SUKHUM, 2019).

Atualmente, as abordagens metagendmicas tém possibilitado acessar todo o
conjunto de genes e genomas microbianos completos de uma amostra,
independentes de cultivo bacteriano, aplicando técnicas distintas de sequenciamento
de segunda geragédo (CARVALHO, 2016).
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1.8 Relevancia

A ANVISA ¢é o 6rgao responsavel por exercer o controle sanitario, de modo a
garantir a satde publica no Brasil. E incumbida de gerenciar a¢cdes sobre o meio
ambiente (ANVISA, 2019). O saneamento ambiental pode ser incluido no ambito de
responsabilidade da vigilancia sanitaria. A evolugdo da preocupagdo com
disseminagao da resisténcia aos antimicrobianos indica a aproximagao da Vigilancia
Sanitaria com os servicos de saneamento basico, na perspectiva de Saude Unica e
da VAS.

A participacdo da Vigilancia Ambiental pode ser uma ferramenta crucial no
combate a RAM. Instrumentos da Vigilancia Ambiental em Saude podem ser utilizados
na regulagéo de eficiéncia dos tratamentos de esgoto, na desinfecgdo de efluentes,
bem como na universalizagdo dos servigos de saneamento, reduzindo a dispersao de
antimicrobianos e de microrganismos resistentes no ambiente. Sistemas de
Informagao em saneamento urbano podem ser usados como gerenciadores de riscos,
como definidores de estratégias de prevengao de riscos, que promovam a melhoria
das condigbes de meio ambiente e de saude das populagdes (BRASIL, 2002).

O modelo convencional de tratamento de esgotos contribui para a remocéao de
genes de resisténcia (LIRA, 2020), no entanto, os altos custos associados ao sistema
centralizado de esgotamento podem limitar o acesso da populagdo a esses (SNIS,
2018). Por outro lado, sistemas alternativos de esgotamento apresentam custos mais
baixos que o sistema convencional, de instalacido, operacao e manutencao e colabora
na autonomia do usuario gerador de esgoto (TONETTI, 2018). Eles podem auxiliar na
redugdo na demanda pelo sistema de esgotamento central (OTTERPOHL, 2002), e
podem se apresentar como ferramentas de controle da disseminacao da resisténcia
aos antimicrobianos.

A resisténcia antimicrobiana é um dos principais desafios a medicina
contemporanea, pois ameacga a eficiéncia do tratamento de infecgbes bacterianas,
pode ser a causa de epidemias e/ou altas taxas de mortalidade (PAZDA, 2019). No
ano de 2019 foi feita a estimativa de que cerca de 700 mil mortes sejam causadas
anualmente por BRAs (ESTRELA, 2019).

A Saude Unica permite o entendimento dessa questdo a partir de uma

integracao coerente entre diferentes niveis espaciais, envolvendo diferentes atores e
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setores, como humano, veterinario, agricola, ambiental e financeiro (SILVA, 2020).
Objetiva desenhar uma abordagem interdisciplinar para solucionar problemas, a partir
das interacées entre essas diferentes esferas da saude global (ONE HEALTH
BRASIL, 2021).

Considerando o cenario brasileiro de desigualdades na oferta do servigo de
saneamento, e a resisténcia antimicrobiana como um risco a saude publica, este
projeto busca a abordagem da Saude Unica para evidenciar uma alternativa de
tratamento de esgoto domeéstico para a populagéo que nao tém o sistema centralizado
a disposicdo. A partir da avaliacdo do funcionamento de uma estagao sanitaria
alternativa de tratamento de esgoto, o estudo pretende validar um sistema alternativo
de tratamento de esgoto para as regides sem cobertura de esgotamento sanitario,
auxiliando na erradicacdo de doencas de veiculagdo hidricas e no controle da
dispersao de RAM. A partir desse trabalho, sistemas locais sustentaveis de tratamento
de esgoto serao divulgados, politicas publicas poderao surgir para a implementagao
desse tipo de tratamento em regides excluidas dos sistemas centrais de esgotamento
sanitario no Brasil, e novos estudos relacionados a microbiologia e a correlagdo com

a RAM nesses sistemas poderao surgir.
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2. OBJETIVOS

Geral
Avaliar a diversidade bacteriana e o resistoma microbiano em efluentes de
sistemas alternativo e convencional por meio de abordagem microbiologica e

gendmica

Especifico

e |solar e identificar microrganismos a partir de meios de cultivo seletivos
(antimicrobianos) em efluentes ndo tratados e tratados nos sistemas

convencional e alternativo;
e Determinar a susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados dos 2 sistemas;
o Estabelecer os perfis de resisténcia aos antimicrobianos de acordo com
susceptibilidade aos antimicrobianos e comparar os perfis dos isolados dos 2

sistemas de tratamento de esgoto;

¢ Analisar as sequéncias gendmicas de bactérias resistentes isoladas do sistema

de tratamento alternativo de esgoto.
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3. METODOLOGIA

3.1Local do estudo

ETE Convencional (ECE): ETE do campus Manguinhos. Fundagdo Oswaldo
Cruz,Manguinhos, Av. Brasil, 4365, Rio de Janeiro — RJ.

A estacao atende ao Campus, como estacao central de tratamento. A Estagao
possui tratamento primario e secundario, promovendo a remogao das particulas em
suspensao e parte dos microrganismos contidos no efluente. O tratamento biolégico
€ do tipo Lodo Ativado. Em seguida,o efluente tratado € langado no corpo hidrico
préximo (jusante ou montante). Populagao rotativa média diaria de:15.489 pessoas.

A figura 10 apresenta a vista aérea da estacéo ECE.

Figura 10. Vista aérea da ETE Fiocruz, campus Manguinhos

ETE Alternativa (ESA): ETE de uma residéncia unifamiliar, localizada em
Condominio Solar da Serra Il Lago Sul, Brasilia — DF.

E um sistema local de tratamento do tipo Tanque de Evapotranspiragdo. A
estacao atende a uma familia de 4 pessoas. A construgao do sistema de tratamento
TEvap foi realizada em fevereiro de 2012, e seguiu os critérios estabelecidos por
Galbialti (2009). Utilizando-se area de 1,5 metros quadrados para cada usuario do

sistema, possui 2 metros de largura, 4 metros de comprimento e 1,5 metro de
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profundidade, totalizando um volume de 9 metros. Possui 10 anos de tempo de uso e
nao apresentou extravasamento em nenhum momento, apresentando funcionamento

adequado (Figura 11).

Figura 11. Etapas de construgéo da TEvap.

U

egenda: Vala no solo e estrutura da estacéo 'II'Evap (A), Cano de entrada do efluente em encaixe com pneu (B),
Vala impermeabilizada e cAmara de pneus (C), Cobertura de entulho na camara de pneus (D), Estagdo pronta
para funcionamento com bananeiras ja plantadas (E).

3.2 Amostragem

8 amostras de esgoto foram coletadas (200ml), em garrafas plasticas, nos
pontos da entrada e saida da ESA e ECE, em outubro de 2020 e outubro de 2021, na
mesma estagao climatica. As amostras foram refrigeradas até serem encaminhadas
ao Setor de Bactérias e Arqueas onde foram realizadas analises microbiolégicas de
cultivo, isolamento bacteriano, suscetibilidade aos antimicrobianos e analises

genbmicas.

3.3 Processamento das amostras para isolamento bacteriano

As amostras foram concentradas por filtragdo em membrana de acetato de

celulose com porosidade de sistema 0,22 ym (Millipore, EUA). As membranas com o
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concentrado das amostras foram inoculadas em meios de cultivo liquido brain heart
infusion (BHI) e manitol salgado acrescidos de antimicrobianos de diferentes classes
(EUCAST, 2020) e incubadas a 37°C durante 24-48 horas (Tabela 2). Apos esse
periodo, os caldos com crescimento foram semeados em agar BHI e incubadas a 37°C
durante 24-48 horas para isolamento bacteriano. Posteriormente, os isolados obtidos
foram submetidos a identificagao fenotipica por meio da coloragao de Gram (DUQUE,
2012) e sistemas automatizados Vitek® Il e Maldi-TOF-.

Tabela 2. Conjuntos de meios de cultura contendo antimicrobianos

Conjuntos de meio de cultura e de antimicrobianos

A | BHI Ceftazidima (4 mg/L) + Meropenem (8 mg/L)
B | BHI Meropenem (8 mg/L) + Colistina (2 mg/L)

C | BHI Colistina (2 mg/L)

D | Manitol salgado Vancomicina (2 mg/L)

E | Manitol salgado Oxacilina (2 mg/L)

F | Manitol salgado Vancomicina (2 mg/L) + Oxacilina (2 mg/L)

3.4 Identificagao dos isolados

A identificacao fenotipica dos isolados foi realizada pelo sistema VITEK 2. Os
isolados nao identificados por esse sistema foram submetidos espectrometro de
massas Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time Of Flight (Maldi-TOF). O
equipamento VITEK Il foi utilizado no setor de microbiologia do Instituto Nacional de
Controle e Qualidade em Saude (INCQS), Fiocruz.

Foi utilizado o equipamento Maldi-TOF localizado no Instituto Nacional de
Infectologia (INI), Fiocruz e o programa MBT Compass para a comparagdo de
diferentes espectros de massa dentro de um banco de dados, com os espectrogramas

obtidos, obtendo a identificagao microbiana.
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3.5 Determinagao da suscetibilidade aos antimicrobianos

A analise de suscetibilidade aos antimicrobianos foi determinado pela técnica
de disco-difusdo (método de Kirby-Bauer), segundo os critérios estabelecidos pelo
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2020). Houve

a repeticao do teste, sendo realizado em triplicata.

3.5.1 Perfis de Resisténcia aos antimicrobianos

Os perfis de resisténcia foram estabelecidos de acordo com a susceptibilidade
aos antimicrobianos. Os isolados que apresentaram resisténcia somente a um
antimicrobiano foram classificados como non-MDR (ndo multidroga resistentes a
antimicrobianos), resisténcia a pelo menos um antimicrobiano de trés classes distintas
como MDR (Multidroga resistentes a antimicrobianos), resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano em todas as classes, exceto <2 como XDR (Extensivamente resistente
a antimicrobianos) e resisténcia a todos os antimicrobianos testados como PDR (Pan-
resistentes a antimicrobianos) (MAGIORAKOS, 2012). Além disso, os isolados que
apresentarem resisténcia a ceftazidima e cefepima foram classificados como
possiveis produtores de ESBL (Extended spectrum [-lactamases), aqueles
resistentes a imipenem ou meropenem como possiveis KPC (Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase) e a ceftazidima e imipenem ou meropemem como possiveis MBLs
(Metallo-B-lactamases) (MIRANDA, 2015).

3.6 Sequenciamento de nova geragao

Dois isolados resistentes a varios antibiéticos recuperados da ESA foram
selecionados para sequenciamento completo do genoma, por NGS. Foram escolhidos
aqueles que apresentaram maior perfil de resisténcia e possibilidade de producao de
B-lactamases. Apds a extracao e purificacdo dos DNAs, O DNA dos isolados foi
quantificado e suas concentragdes ajustadas para 0,4 ng/uL.

A biblioteca foi preparada utilizando Nextera XT kit (lllumina Inc, EUA) e o

sequenciamento foi realizado na plataforma automatizada lllumina MiSeq (lllumina,
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EUA). A reacao de sequenciamento foi constituida de 2,5 uL. de DNA, 5 pL de iniciador
(Tagment DNA Buffer- TD), 2,5 pL de reativo (ATM), 2,5 uL de tampao NT (Neutralize
Tagment Buffer), em um volume final de 10 pyL. A reagdo de sequenciamento foi
conduzida em termociclador com as seguintes condi¢des: 12 ciclos de 94°C por 10
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Para limpar as bibliotecas,
foram adicionados 6 L de esferas (beads) AMPure XP a 10 yL de biblioteca. Os tubos
foram colocados em estante magnética, e sem encostar nos beads, contendo o DNA,
foi removido o sobrenadante; esse processo foi realizado duas vezes. Depois foram
adicionados 27 uL de RSB (Tampao de ressuspensao) para recuperar o sobrenadante
com o DNA em novos microtubos identificados. Para quantificar a biblioteca foi
utilizado o fluérometro Qubit™.

Os nucleotideos ambiguos com base no indice de qualidade e nas sequéncias
do adaptador foram entdo aparados usando a ferramenta Fastp (Chen et al, 2018), as
sequéncias com um Phredscore inferior a 30 foram removidas. A montagem de
leituras aparadas e sequéncias de alta qualidade foi realizada em Unicycler (WICK et
al., 2017). A qualidade dos genomas montados foi avaliada usando QUAST 2.0. A
avaliacdo gendmica da resisténcia antimicrobiana foi realizada utilizando o RGI do
CARD para investigar a presenca de GRA adquiridos e o ResFinder para avaliar as
mutacdes que induzem a resisténcia. Os plasmideos foram avaliados usando
PlasmidFinder v2.1 (CARATTOLI E HASMAN, 2020) e ViralVerify (ANTIPOV et al.,
2020). Elementos genéticos mobveis também foram avaliados usando
MobileElementFinder v1.0.3 (JOHANSSON et al., 2021). Para verificar os fatores de
patogenicidade e viruléncia (VFs) foram utilizados PathogenFinder v1.1 (COSENTINO
et al., 2013) e VirulenceFinder 2.0 (MALBERG et al., 2020), respectivamente.
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4. RESULTADOS

4.1 Isolamento e identificagao

Foi verificado crescimento microbiano nos 6 meios de cultivo seletivos
utilizados. A coleta 1 realizada em 2020 resultou no isolamento 78 microrganismos,
sendo 54 Gram-negativos (GN) e 24 Gram-positivos (GP). Ja a coleta 2 realizada em
2021 resultou no isolamento de 69 organismos, destes 34 GN e 35 GP. Na coleta 1
foi verificada a prevaléncia de isolados Gram-negativos, ja na coleta 2 nao foi
observado grupo predominante.

Na primeira coleta foram identificados 62 isolados, sendo 40 desses pelo
sistema Vitek Il, e os 22 restantes pelo sistema Maldi-TOF, ambos identificados a nivel
de espécie. Destes, 43,5% (27/62) pertencentes a ordem Enterobacteriales, sendo
16% de Enterobacter cloacae e 35 isolados de diferentes espécies, incluindo a

Elizabethkingia anophelis (Figura 12).
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Figura 12. Percentual de microrganismos identificados na coleta 1
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Legenda: Estagéo Alternativa de Tratamento (ESAe - entrada e ESAs - saida); Estacdo Central de Tratamento de
Esgoto (ECEe - entrada e ECEs - saida)

Na coleta 2 foram identificados 28 isolados pelo sistema Maldi-TOF, houve
prevaléncia de Pseudomonas spp. 35% (10/28), sendo 32% (9/28) de Pseudomonas

aeruginosa (Figura 13).



Figura 13. Percentual de microrganismos identificados na coleta 2
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Tratamento de Esgoto (ECEe - entrada e ECEs - saida)

4.1 Resisténcia antimicrobiana
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Foi realizada a avaliacdo da suscetibilidade de 38 isolados da primeira e

segunda coletas. Como critério de selegéo, aqueles que apresentaram prevaléncia na

identificacdo, sendo, Enterobacteriales (n=27), na primeira coleta e Pseudomonas

spp. (n=10) na segunda coleta (Figuras 14 A e B). Além desses, uma espécie

pertencente a classe Flavobacteriaceae (n=1), Elizabethkingia anophelis, recuperada

da entrada da estacao, que foi selecionada para a avaliagdo da suscetibilidade por

sua relevancia no estudo da resisténcia aos antimicrobianos, E. anophelis esta

relacionada a surtos clinicos, tanto nos EUA (2016), quanto recentemente no Brasil,

em Sao Paulo. Um estudo anterior realizado por nosso grupo de trabalho revelou a

presenca de isolados XDR e PDR dessa espécie.
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Figura 14. Suscetibilidade aos antimicrobianos de Enterobacteriales e Pseudomonas spp. das 2 coletas
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ECE- Estagao Central de tratamento — FIOCRUZ; ESA- Estagéo Alternativa de Esgoto

Na primeira coleta, dos 27 isolados de Enterobacteriales (9 ECE 18 ESA),15
apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiético, os outros 12 foram sensiveis
aos 9 antibidticos analisados. Dos 15 isolados que apresentaram resisténcia, 60 %
(9/15) apresentou perfil de resisténcia ndo MDR, 20% (3/15) perfil de resisténcia MDR
e 13,3 % (2/15) perfil XDR (Tabela 3).

Tabela 3. Perfis de suscetibilidade de Enterobacteriales das duas estagdes de tratamento de esgoto.

Isolados Ponto | Perfil ATM CPM CAZ IMP PIT MER | CIP AMI NIT

Serratia marcescens ECEe YDR

Enterobacter cloacae ECEe | MDR

Klebsiella pneumoniae ECEs YOR

Providencia stuartii ECEs MDR

Klebsiella pneumoniae ECEs |ndoMDR

Providencia alcalifaciens ESAe MDR

Klebsiella pneumoniae ESAe |ndoMDR

Enterobacter xiangfangensis | ESAe | ndo MDR

Serratia marcescens ESAe |ndoMDR
Enterobacter cloacae ESAe |naoMDR
Enterobacter bugandensis | ESAe [ ndoMDR
Providencia stuarti ESAs | ndoMDR
Serratia marcescens ESAs | nao MDR

Enterobacter cloacae complex | ESAs | ndo MDR

Klebsiella pneumoniae ESAs | ndo MDR

Legenda: Estagdo Alternativa de Tratamento (ESAe - entrada e ESAs - saida); Estacédo Central de Tratamento de Esgoto (ECEe
- entrada e ECEs - saida); Aztreonam (ATM), Cefepime (CPM), Ceftazidima (CAZ), Imipenem, (MP), Piperacilina-Tazobactam
(PIT), Meropenem (MER); Ciprofloxaxina (CIP), Amikacina (AMI); Nitrofurantoina (NIT).
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A susceptibilidade de E. anophelis aos antimicrobianos foi avaliada frente a 14
antimicrobianos, incluindo agentes como beta-lactamicos (cefalosporinas, penicilinas
e carbapenémicos), quinolonas, aminoglicosideos, (glicilciclinas e polimixinas,
apresentando resisténcia a todos os antimicrobianos testados e perfil de resisténcia

PDR (Tabela 4).

Tabela 4 Perfil de suscetibilidade de E. anophelis recuperada da entrada da estag&o alternativa.

Piperacilina-Tazobactam >=128
2 Cefuroxima >= 64
.‘é Cefoxitina >= 64
% Ceftazidima >= 64
§ Ceftriaxona >= 64
S Cefepima >= 64
g Imipenem >=16
§ Meropenem >=16
g Amikacina >= 64
g Gentamicina >=16
o Ciprofloxacina 2
Tigeciclina 4
Colistina >=16

Na segunda coleta, os 09 isolados de Pseudomonas aeruginosa testados
apresentaram sensibilidade aos antimicrobianos testados, e o isolado P. putida, foi
resistente a ceftazidima, cefepime e ciprofloxacina, apresentando perfil de resisténcia
MDR.

De modo geral, os isolados da ECE (n=5) apresentaram resisténcia a 88% (8/9)
dos antimicrobianos analisados na entrada e saida da estagdo, enquanto na ESA (n=
12) os isolados apresentaram resisténcia a 88% (8/9) dos antimicrobianos na entrada
e 44% (4/9) na saida da estacao (Figura 15).
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Figura 15. Relagéo de isolados resistentes aos antimicrobianos na entrada e saida das estagdes
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Legenda: Estagdo Alternativa de Tratamento (ESAe - entrada e ESAs - saida); Estacédo Central de Tratamento de Esgoto (ECEe
- entrada e ECEs - saida);

Na primeira coleta foram obtidos 4 isolados provaveis produtores de ESBL,
Klebsiella pneumoniae (saida da ECE), Providencia stuartii (saida da ECE) e Serratia
marcescens (entrada da ECE) e Elizabethkingia anophelis (Entrada ESA). Os isolados
de K. pneumoniae e S. marcescens e E. anophelis também foram considerados
possiveis produtores das enzimas KPC e MBL. Na segunda coleta foi observado um
possivel produtor de ESBL, P. putida (saida da ESA).

1.9 Sequenciamento gendémico

Inicialmente foram selecionados 2 isolados para o sequenciamento genémico,
da ESA (E. anophelis (entrada da ESA) P. putida (saida da ESA)). E. anophelis
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apresentou maior perfil de resisténcia observado (PDR), e foi classificada como
possivel KPC, ESBL e MBL. A P. putida aparentou ser produtura de ESBL. Os
genomas dos 2 isolados apresentaram teor de C+G entre 35,5% - 62% e comprimento
meédio dos genomas 4,2 - 5,8 MB (Tabela 5).

Tabela 5 Caracteristicas dos genomas obtidos

Elizabethkingia anophelis Pseudomonas putida
Tamanho médio do
genoma (MB) 4.2 58
Conteudo GC 35,5% 62%
N50 58.896 132536
Contigs 141 81
NuUmero de
sequencias 4122 5375
codificadoras

1.9.1 Elizabethkingia anophelis

ApoOs a remogao de contigs curtos (<500 pb) e sequéncias com potencial
contaminagao, o genoma de E. anophelis resultou em 141 contigs com um N50 de
58.896 pb. Esse compreende 4,2MB com um teor de G+C de 35,5%. Possui 4122
sequencias codificadoras, incluindo 41 RNAs.

A partir da anotagdo genbmica na plataforma RAST foi realizada uma
reconstrugdo combinando genes a categorias funcionais de subsistemas metabdlicos
predefinidos. O gréafico gerado pelo RAST mostra a diversidade de genes anotados e
classificados em subsistemas para grupos funcionais encontrando 256 subsistemas.
Dentre eles, destacamos os Subsistemas de Resisténcia e o Subsistema de Fagos,
Profagos, Elementos transponiveis e Plasmideos (Figura 16).

A resisténcia as fluoroquinolonas foi representada pelo gene adefF. Foram
revelados genes de resisténcia antimicrobiana consistentes com seus fendétipos de
resisténcia, incluindo metalo-B-lactamase (blacos-1 € blas-1) e gene de resisténcia a
agentes desinfetantes, gacG. De acordo com as analises do PathogenFinder, este

isolado né&o foi previsto como patégeno com probabilidade de 0,30.



Figura 16. Representagéo grafica da distribuigdo de Subsistemas no genoma de El.anophelis
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A partir do MLST do core genoma (cgMLST) de E. anophelis (1546 genes

altamente conservados da espécie) foi construida uma minimum-spanning tree

usando o software GrapeTree (versdo 1.5.0). O perfil cgMLST do isolado foi

comparado no banco de dados Institut Pasteur com aqueles disponiveis publicamente.
(http:// bigsdb.pasteur.fr/elizabethkingia/) (NIELSEN, 2018) (Figura 17)

Como apresentado na arvore, este isolado derivou diretamente da sublinhagem

15, de origem clinica, associada a um surto que ocorreu em Wisconsin, nos EUA, em

2016 (NIELSEN, 2018). O isolado € o unico do cluster, e dele ndo deriva nenhuma

sublinhagem. No entanto, em um outro estudo realizado pelo nosso grupo, foram

encontrados 4 isolados de E. anophelis, de origem ambiental, derivadas da mesma

sublinhagem 15 (NIELSEN, 2018). Os antecedentes a eles também eram de origem

clinica (Figura 17 e 18).



Figura 17. Minimum-spanning tree baseada no cgMLST de E. anophelis distribuidos nos paises
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Figura 18. Minimum-spanning tree baseada no cgMLST de E. anophelis e fonte de isolamento
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["] Equine Stall [1]
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1.9.2 Pseudomonas putida

Apos a remocdo de contigs curtos e sequéncias com potencial de
contaminagao, o genoma de P. putida resultou em 81 contigs com um N50 de 132566
pb. Esse compreende 5.785.771 pb com um teor de G+C de 62,0%. Possui 5375
sequéncias codificadoras, incluindo 71 RNAs.

A partir da anotagdo genbmica na plataforma RAST foi realizada uma
reconstrugdo combinando genes a categorias funcionais de subsistemas metabdlicos
predefinidos. O grafico gerado pelo RAST mostra a diversidade de genes anotados e
classificados em subsistemas para grupos funcionais encontrando 369 subsistemas.
Dentre eles, destacamos o subsistema Resisténcia a antibidticos e compostos toxicos
como: Homeostase do cobre (cutE e corC); Cobalto- resisténcia ao zinco-cadmio
(operon czc); Resisténcia as fluoroquinolonas (gyrA e gyrB); Homeostase do cobre -
tolerancia ao cobre (2); Beta-lactamase (blasLi); Resisténcia aos compostos de cromo
(gene chrA). No subsistema Fagos, Profagos, Elementos transponiveis e Plasmideos
foi revelada ilha de patogenicidade de Listeria LIPI-1 estendida (Figura 19).

A partir do MLST do PubMLST foi gerada uma minimum spanning tree usando
o software GrapeTree (versdo 1.5.0). Como apresentado na arvore, este isolado
pertence ao ST 154 que derivou do ST 192 (EUA) que juntamente os STs 78 (China
de origem clinica; 216 do Canada, de origem ambiental e ST 150 (Espanha, origem
clinica) sao originarios do ST central 69 da Polénia com linhagens de origem clinica e

ambiental (Figura 20 e 21).



Figura 19. Representacgéo grafica da distribuicdo de Subsistemas no genoma de P. putida
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Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (193)
Cell Wall and Capsule (45)

Virulence, Disease and Defense (60)
Potassium metabolism (11)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (37)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (8)
Membrane Transport (109)

Iron acquisition and metabolism (25)
RNA Metabolism (54)

Nucleosides and Nucleotides (102)
Protein Metabolism (216)

Cell Division and Cell Cycle (0)

Motility and Chemotaxis (68)

Regulation and Cell signaling (46)
Secondary Metabolism (5)

DNA Metabolism (89)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (104)
Nitrogen Metabolism (13)

Dormancy and Sporulation (2)
Respiration (114)

Stress Response (106)

Metabolism of Aromatic Compounds (94)
Amino Acids and Derivatives (470)

Sulfur Metabolism (34)

Phosphorus Metabolism (28)
Carbohydrates (256)

Figura 20. Minimum-spanning tree baseada no MLST de P. putida distribuidos nos paises.
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5. DISCUSSAO

O saneamento é fundamental para uma vida saudavel e produtiva, e a
prestacdo de servicos de saneamento para populagdes urbanas e rurais com rapido
crescimento € um dos desafios mais urgentes do mundo. Atualmente, mais de 700
milhdes de residentes urbanos carecem de acesso ao saneamento em todo o mundo,
incluindo 80 milhdes que praticam a defecagao a céu aberto (UNICEF, 2015). Mais de
80% da populacdo ndo atendida vive na Africa Subsaariana, Sul da Asia ou Leste
Asiatico. As lacunas de saneamento sao particularmente criticas em areas urbanas,
exacerbando desigualdades e processos de desenvolvimento insustentaveis
(UNESCO, 2016). A populacgao brasileira que vive nas zonas rurais € muitas vezes
alheia as solugdes coletivas ou empreendidas pelo poder publico, tal qual a populagao
das periferias das cidades (SANTOS, 2020).

Ao mesmo tempo, os sistemas de saneamento em centros urbanos de alguns
paises desenvolvidos estdo comegando a se deteriorar. De 2000 a 2030, a populagao
urbana nos paises em desenvolvimento devera dobrar (ANGEL, 2022). Sendo assim,
serdo necessarios grandes investimentos para fornecer e manter sistemas de
saneamento adequados para atender as cidades em crescimento e alterar a realidade
de saneamento basico no mundo é um desafio permeado por dificuldades politicas de
gestao e interesses.

No presente estudo foi observado maiores niveis de resisténcia antimicrobiana
nos isolados da ECE do que naqueles isolados da ESA. A maioria dos isolados da
ESA apresentaram perfil non-MDR e alguns MDR, enquanto na ECE os isolados
apresentaram apenas perfis MDR e XDR. Isso pode estar relacionado a varios fatores,
como o fato da ESA ser um sistema unifamiliar onde as aguas negras possuem baixos
niveis de poluentes emergentes quimicos. Desta forma, a estagao alternativa pode
estar proporcionando menor presséo seletiva na comunidade microbiana e, com isso
menor disseminacao de genes de resisténcia (KNIGHT, 2021).

No presente estudo foi verificada a presenca de BRAs nos efluentes nao
tratados e tratados da TEvap, o que nos leva a sugerir que o consumo de alimentos
desse sistema deveria ser evitado, visto que os genes de resisténcia existem nao
apenas na natureza e em humanos, mas também em animais e vegetais como um

reservatorio desses genes que podem ser transferidos para patégenos humanos por
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contato direto ou indiretamente através do consumo de alimentos contaminados
(ROLAIN, 2013). Vale ressaltar que os isolados da TEvap apresentaram redugédo nos
niveis de resisténcia aos antimicrobianos. Enquanto, no inicio do tratamento
verificamos resisténcia aos [-lactdmicos, quinolonas, aminoglicosideos e
nitrofurantoina, no final s6 foi observada resisténcia as classes das quinolonas e
aminoglicosideos, mais uma vez, pode indicar que a ESA proporciona menor pressao
seletiva na comunidade microbiana (KNIGHT, 2021). Ao contrario da TEvap, os
isolados provenientes da ECE nao apresentaram diferengas significativas nos niveis
de resisténcia aos antimicrobianos, demonstrando isolados n&o suscetiveis a 3
classes de antimicrobianos analisadas (B-lactamicos, quinolonas e aminoglicosideos).
Embora se reconhega que as ETEs reduzam a quantidade e a diversidade de GRAs
e, portanto, as chances de disseminagéo da resisténcia, alguns estudos afirmam que
essas sao fontes relevantes de BRAs (AMOS, 2014), contribuindo para a
disseminagao de GRAs (HULTMAN,2018). A agua negra pode conter substancias que
estimulam a disseminacdo de GRAs, como a presenca de EGM (GUO, 2021). Outro
estudo demonstra que agua cinza nao tratada pode abrigar ARBs e ARGs de origem
humana, inclusive, relatando a presenca de bactérias MDR produtoras de ESBL
nesses efluentes (POROB,2020).

Foi observada a presenga de organismos resistentes aos antimicrobianos na
entrada das duas estac¢des avaliadas, o que pode sinalizar que esses microrganismos
ja chegaram as estagdes portando genes de resisténcia. Esses resultados evidenciam
a importancia do saneamento e a necessidade urgente da implementagcdo de
estratégias eficazes de gestdo de aguas residuais, a fim de evitar a disseminagao de
bactérias MDR (POROB,2020).

Dentre os microrganismos resistentes aos microbianos, o presente estudo
revelou a presenca de E. anophelis com perfil PDR na saida do efluente da TEvap
(ESA). Pertencente a familia Flavobacteriaceae, E. anophelis tem emergido nos
ultimos anos como um relevante patdégeno humano, envolvido em meningite e sepse
neonatal, bem como em surtos nosocomiais. Foi inicialmente isolada do intestino
médio do mosquito Anopheles gambiae, no entanto ndo ha evidéncias de a
transmissao aos humanos pelo mosquito, suas vias de transmissao também sao
pouco conhecidas. Evidéncias indicam que E. anophelis é o patégeno predominante

em humanos, e ndo E. meningoseptica, como se acreditava (KAMPFER, 2011).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=K%C3%A4mpfer+P&cauthor_id=21169462
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No presente estudo, a arvore baseada no cgMLST de E. anophelis demostrou
que esse isolado derivou diretamente da sublinhagem 15, de origem clinica, associada
a um surto que ocorreu em Wisconsin, nos EUA, em 2016 (NIELSEN, 2018). Durante
o surto os pacientes foram testados em um periodo de 21 dias, em mais de 4 regides
diferentes. O locus cgMLST desses isolados foi praticamente idéntico, indicando que
os pacientes foram infectados por uma populacdo de patdégenos de uma mesma
variante genética (PERRIN, 2017). O isolado de E. anophelis, recuperado na ESA,
derivou diretamente dessa mesma sublinhagem, sendo observada a transicdo da
origem clinica para a ambiental, ilustrando a complexidade da resisténcia
antimicrobiana e a importancia do sequenciamento gendmico no entendimento da
disseminagao da RAM.

E importante ressaltar que, embora os niveis de resisténcia aos antimicrobianos
tenha sido menor na ESA que da ECE, foi revelada nessa estagdo a presenca de
resisténcia a nitrofurantoina. O estudo de Ho e colaboradores (2015) mostrou que
embora a prevaléncia de resisténcia a nitrofurantoina ter permanecido baixa, um
aumento exponencial no consumo deste antimicrobiano destaca a necessidade de
manter a vigilancia da resisténcia a essa droga. No presente estudo, foi observada
resisténcia a nitrofurantoina (ESA) em K. pneumoniae (saida ETE), P. alcalifaciens
(saida ETE) e E. bugandensis (entrada da ETE). A resisténcia a nitrofurantoina em
Escherichia coli foi atribuida principalmente a mutagdes nos genes cromossdmicos de
nitrorredutase (nfsA e nfsB) que estdo envolvidos na conversdo da droga em
compostos intermediarios téxicos (SANDEGREN, 2008). No entanto, a resisténcia a
nitrofurantoina também pode ser codificada por plasmideo (BREEZE, 1983). Em 2003,
uma bomba de efluxo codificada por plasmideo OgxAB, foi detectada em um isolado
de E. coli multirresistente originario de esterco suino de uma fazenda dinamarquesa
que usava olaquindox (OLA) como aditivo alimentar (SORENSEN, 2003). Além disso,
genes 0gxAB, flanqueados por elementos IS26, foram encontrados em plasmideos de
E. coli e Salmonella 63 entérica e no cromossomo nativo de Klebsiella spp. sem os
elementos 1S26 (GUILLARD et al, 2015). A alta prevaléncia do gene ogxAB foi
relatada entre isolados de E. coli e Salmonella de origem animal ou carne na China
(CHEN et al,2012)

Outro estudo documentou que a aquisicao de genes ogxAB em E. coli poderia
mediar a resisténcia a nitrofurantoina enquanto a cura do plasmideo causou redugdes

acentuadas de MIC. Ainda nesse estudo foi verificado que a bomba de efluxo também
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facilitou o desenvolvimento de niveis clinicamente importantes de resisténcia a
nitrofurantoina. Segundo os autores, a resisténcia emergente a nitrofurantoina em
isolados clinicos de E. coli é preocupante, pois este medicamento € um medicamento
fundamental para o tratamento de infec¢do urinaria ndo complicada (Ho et al, 2015)

No presente estudo, dentre os 22 fatores no sub-sistema de resisténcia, foi
encontrado o operon MAR, regulador que controla a expressao de mais de 60 genes,
incluindo a regulagéo positiva de sistemas de efluxo de drogas. Em E. coli, este locus
foi identificado como determinante para a resisténcia cruzada a tetraciclinas,
quinolonas e B-lactamicos (GEORGE e LEVY, 1983), o que pode ter contribuido para
a resisténcia a esses farmacos conforme demostrado no perfil fenotipico da E.
anophelis, no presente estudo Além disso, foi revelado também a presenca de genes
de metalo-B-lactamase (MBL) blas-1 e blacos-21, codificados cromossomicamente e
presentes somente nesse género bacteriano (GONZALEZ e VILA., 2012; BELLAIS et
al., 2000). Alguns estudos relatam a existéncia de padrdes distintos de genes MBL em
diferentes espécies de Elizabethkingia (BELLAIS et al., 2000, Yum et al., 2010). Os
genes blas e blacos de Elizabethkingia foram funcionalmente expressos em E. coli
DH5a e aumentaram a resisténcia da E. coli a cefalosporinas (cefuroxima, ceftazidima
e cefoxitina), carbapenémicos (meropenem, imipenem) e todos os tipos de inibidores
B-lactdmicos, em comparagédo com o controle negativo (HU et al., 2020). Em relagao
as fluoroquinolonas, a presenga dos genes gyrA e gyrB foi compativel com o perfil de
susceptibilidade a ciprofloxacina observado no presente estudo. Esse dado também
foi demonstrado entre os isolados de Elizabethkingia spp., onde 91% e 77% foram
resistentes a ciprofloxacina e levofloxacina, respectivamente. As alteracbes mais
prevalentes foram duas mutagdes simples no gyrA, Ser83lle e Ser83Arg, detectadas
em 76% dos isolados exibindo MIC de fluoroquinolona entre 8 e 128 mg/mL e que
nenhum dos isolados apresentou alteragdes nos genes gyrB, parC ou parE (JIAN et
al, 2020).

Compostos nao antibiéticos, como biocidas antibacterianos e metais, também
podem contribuir para a promog¢ado da resisténcia a antibidticos por meio da co-
selecdo. No presente estudo foi revelado o gene qacG que confere resisténcia ao
quaternario de aménio. Ainda no genoma de E. anopheles observamos os genes czcB
e czcR envolvidos na co-resisténcia do fenétipo de resisténcia a antibiéticos e metais,
em isolados clinicos e ambientais (DAVIS et al., 2005; BTHATTACHARYA et al., 2000)
A proteina sensora de dois componentes CzcS de P. aeruginosa foi considerada
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responsavel pela resisténcia tanto ao zinco quanto ao imipenem. Conejo e
colaboradores (2003) descobriram que o zinco eluido do latex de silicone de cateteres
urinarios exerceram um efeito negativo sobre a expressdo de OprD2, uma porina de
membrana responsavel pela resisténcia aos carbapenémicos o que
consequentemente aumentou a resisténcia geral a esta classe de antibidtico. Em um
exemplo de co-resisténcia em isolados clinicos, as espécies de Staphylococcus foram
resistentes a multiplos metais e antibidticos: a co-resisténcia mais comum envolveu
cromo, chumbo e penicilina G (UQ e CEYLAN, 2003). Potenciais preocupagdes de
saude publica para a co-resisténcia de metais e antibiéticos foram levantadas por
Pettibone e colaboradores (1996) e Pathak e Gopal (2005), que observaram que
isolados bacterianos obtidos de tecidos de peixes comumente consumidos por
humanos apresentavam resisténcia a multiplos metais e antibidticos.

Outro microrganismo que teve seu genoma sequenciado foi a P. putida,
recuperada da saida da ESA. Trata-se de uma bactéria saprofita onipresente na
rizosfera que atrai consideravel atengdo como uma célula hospedeiro para biologia
sintética e engenharia metabdlica, devido ao versatil metabolismo que possui; evoluiu
para suportar condi¢des ambientais adversas e estresse fisico-quimico (VOLKE et al,
2020). Tem potencial consideravel para aplicacbes biotecnoldgicas na agricultura,
biocatalise, biorremediacdo e producdao de bioplasticos (NELSON, 2002). Entre
Pseudomonas spp., a resisténcia intrinseca € principalmente conferida por
mecanismos de co-ocorréncia, como baixa permeabilidade da membrana, sintese de
B-lactamases, e os sistemas de efluxo. No entanto, devido a plasticidade notavel de
seu genoma, os membros de Pseudomonas spp. aparentam capacidade de adquirir
quase todos os conhecidos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
(LIVERMORE, 2002).

No presente estudo foram encontrados 44 fatores de resisténcia aos
antibioticos e compostos téxicos no subsistema viruléncia, doenca e defesa nesta
espécie. Apesar de apresentar perfil de resisténcia aos antimicrobianos ndo-MDR, a
cepa apresentou resisténcia a cefepime, ceftazidima e ciproflaxacina e a analise do
genoma revelou a presenga dos genes gyrA e gyrB em conformidade ao perfil
fenotipico observado, assim como demostrado no estudo de Jian e colaboradores
(2020). Além disso, foi encontrado o gene adef, também vinculado a resisténcia as
fluoroquinolonas e tetraciclinas (LAMA, 2021). Foi revelada também a presenca da

enzima metalo-B-lactamase (BLI), que pode estar associada a resisténcia as
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cefalosporinas de espectro estendido (ceftazidima e cefepima) (HU et al, 2020). Trata-
se de um fenémeno natural desenvolvido para proteger bactérias produtoras de
antibioticos de seus proprios produtos e para aumentar sua sobrevivéncia em
ambientes microbianos altamente competitivos (ROLAIN, 2013). Em um outro estudo
realizado com Pseudomonas spp. isolados de ETEs e de um emissario marinho
resultou no isolamento de 60% de P. putida (87/146) e demonstrou resisténcia a
cefepima em efluentes brutos (9,5 % (2/21)) e no efluente tratado (23,9 % (11/46).
Todos os pontos analisados apresentaram isolados com perfil de resisténcia aos
antimicrobianos MDR. Um fato relevante foi o aumento da taxa de resisténcia a todos
os B-lactdmicos e fluoroquinolonas entre os isolados de P. putida durante o curso de
aguas residuais, o que levou os autores a sugerirem que esta espécie pode ser um
reservatério de resisténcia antimicrobiana ao longo do curso de aguas residuais
(LUCZKIEWICZ, 2015).

Um outro resultado obtido a partir da analise do genoma da P. putida, isolada
no presente estudo, foi a presengca dos genes creA e creD que participam do
mecanismo de resisténcia a biocidas, especificamente a colicina E2. O gene creA
codifica uma ORF (open reading frame) hipotética, e o creD uma proteina de
membrana interna de funcdo desconhecida, relacionada a resisténcia a colicina e
outros antibidticos (AVISON, 2001). Um outro estudo avaliou o potencial da proteina
CREC, codificada pelo gene creC que faz parte do mesmo operon (creABCD), como
uma nova ferramenta para o projeto de cepas bacterianas adequadas para a sintese
de diferentes bioprodutos em E. coli, como o succinato (GODOY, 2015).

No presente estudo, o sequenciamento do genoma de P. putida também
revelou 18 genes potencialmente envolvidos na resisténcia simultdnea ao cobalto,
zinco e cadmio, incluindo multiplas copias dos genes czcD, e czcR e do regulador
histidina quinase de resposta aos metais HmrR e cusR e o sensor histidina quinase
codificado pelo gene cusS. As proteinas CzcC, constituem um sistema de efluxo que
transporta ativamente os cations para fora da célula bacteriana, enquanto a proteina
CzrR sao proteinas de regulagdo, semelhantes aos CopS/CopR e PcoS/PcoR
envolvidos na regulacdo de determinantes resistentes ao cobre transmitidos por
plasmideo. Outrossim, o estudo de Hassan (1999) indicou forte conservagao do gene
czr em isolados ambientais e clinicos de P. aeruginosa, a partir da hibridizagcdo DNA-
DNA.
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Sugere-se que poluentes em aguas residuais, como residuos de
antimicrobianos, metais, desinfetantes, entre outros, podem resultar na selegao de
bactérias resistentes a antibiéticos (ZHANG et al., 2011; KOTLARSKA et al., 2015) e
afetar positivamente a transferéncia de determinantes de resisténcia (MERLIN et al.
2011). Ja foi observado que a transferéncia de plasmideos entre cepas de P. putida
pode ocorrer, pois bactérias ativas em processos de aguas residuais parecem ter alto
potencial como portadoras de plasmideos. No entanto, essa transferéncia € limitada
pela disponibilidade de nutrientes e pela atividade fisioldgica do receptor (TSUJI et al.
2005). No presente estudo nao foi observada presenga de plasmideo no isolado P.
putida.

Embora tenha sido demonstrada queda nas taxas de resisténcia aos
antimicrobianos no final do tratamento da ESA, no presente estudo, a recuperagao de
um isolado de E. anophelis pan-resistente da entrada da ESA,um sistema que inclui o
cultivo de hortalicas e outros vegetais, sugere a necessidade de avaliacdo da
microbiota e do resistoma do solo e no entorno dessa ETE, incluindo folhas e frutos
cultivadas nesse sistema. Considerando que vegetais também podem ser fonte de
genes de resisténcia via contaminacao de frutas e vegetais frescos nao higienizados
adequadamente (RUIMY et al, 2010). Por exemplo, cepas de P. aeruginosa
resistentes a diferentes classes de antibidticos foram isolados de alface fresca,
cenoura, tomate e pepino dos mercados da Jamaica (ALLYDICE-FRANCIS e
BROWN, 2012).

O sistema TEvap se apresenta como uma metodologia de desenvolvimento
sustentavel para a promoc¢ao da inclusao socio-produtiva. Apesar deste sistema se
apresentar como alternativa na resolu¢ao de problemas como a falta de saneamento
urbano e rural, os resultados obtidos neste estudo sinalizam a necessidade de
aprimoramentos, como por exemplo, na avaliagdao do microbioma e do conjunto de
genes de resisténcia, bem como de sua disseminagao no que se refere a preservacao

do meio ambiente, manutengao do solo, de recursos hidricos e da saude publica.
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6. CONCLUSOES

A queda nos niveis de resisténcia aos antimicrobianos na ESA quando
comparadas com o comportamento dos niveis de resisténcia demonstrados na ECE,
pode estar relacionada a varios fatores, como o fato da ESA ser um sistema unifamiliar
com baixos niveis de poluentes emergentes, 0 que gera menor pressao seletiva na
comunidade microbiana e, com isso menor disseminagao de genes de resisténcia.

Estudos com metodologias gendmicas, como o sequenciamento completo do
genoma, vém se mostrando eficientes na investigacdo de muito aspectos como
identificacdo epidemioldgica, perfil de resisténcia, perfil de viruléncia, entre outros. E
importante ressaltar que os 5 isolados de E. anophelis do cgMLST que foram
depositados pelo nosso grupo de pesquisa, todos foram de origem ambiental e
apresentaram perfis XDR e PDR de resisténcia aos antimicrobianos. Todos derivaram
de sublinhagens de origem clinica, evidenciando a abordagem da saude unica.

Em paises com tratamento precario de esgoto € provavel que a agua atue
como um relevante veiculo na transmissdo de BRAs e/ou GRAs. O presente estudo
reforga a necessidade de uma maior cobertura na captacéo e tratamento de esgotos,
bem como de tratamentos eficientes na desinfeccdo de efluentes que serao
descartados nos corpos hidricos receptores, uma vez observada presenca de BRAs
na saida dos efluentes de ambas as estacgdes.

Solugdes seguras de tratamento local de esgoto podem ser uma alternativa de
universalizagdo desses servicos, nas regides urbana e rural, com objetivo de
preservar 0 meio ambiente e a saude humana. Esse estudo colabora para a
continuidade na investigacao de sistemas alternativos de saneamento para auxiliar na
universalizagao dos servigos de esgotamento no Brasil, no combate a dispersao de
resisténcia antimicrobiana na perspectiva da Saude Unica e na conscientizacdo do
consumo sustentavel de antimicrobianos, uma vez que o uso racional de

antimicrobianos é dever de todos.
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