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RESUMO

O uso intensivo e irracional de antimicrobianos na saude humana, animal, na
agricultura e a presenca destas substancias nos efluentes domeésticos, hospitalares
e industriais, levaram a um cenario em que bactérias se tornaram resistentes pelo
frequente contato com baixas concentracdes destes antimicrobianos. Com isso, as
bactérias langam mao de mecanismos de resisténcia a estes agentes, podendo
também disseminar resisténcia a antimicrobianos pelos ambientes. Assim, as
Estacdes de Tratamento de Efluentes (ETE) podem ser consideradas hot-spots de
transferéncia de genes de resisténcia a antimicrobianos (GRA) entre bactérias
resistentes a antimicrobianos (BRA). Para este propésito, este estudo foi conduzido
em uma ETE e no corpo receptor do efluente localizados no municipio de Belo
Horizonte — MG. As analises objetivaram avaliar a dindmica da resisténcia
bacteriana a farmacos antimicrobianos em efluentes domésticos. As amostragens
foram realizadas quinzenalmente, de Agosto a Dezembro de 2022, em que amostras
de Efluente Bruto, Efluente de UASB, Efluente Tratado, agua do Rio a Montante e do
Rio a Jusante do local de deposi¢cdo do efluente foram coletadas. Estas amostras
foram semeadas em PCA para avaliacdo da densidade de BHT; em Agar Hicrome
ESBL, Hicrome KPC, Hicrome MRSA, Hicrome VRE para a avaliacdo da densidade
de BRA; e em Agar Cromoclin US para a obtencdo de isolados pertencentes ao
grupo ESKAPEE, que foram testados quanto a suscetibilidade a diversos
antimicrobianos recomendados pelo BrCast. P6de-se observar que a ETE reduziu a
carga microbiana apds o tratamento e que a deposicdo do efluente tratado no corpo
receptor aumentou a densidade de bactérias do rio a jusante em relacdo ao rio a
montante. Em geral, a remocéao de BHT pela ETE foi de 0,42 log UFC/mL e de BRA
foi 0,48 log UFC/mL. A deposicéo de efluente tratado no corpo receptor aumentou
em 0,66 log a densidade de BHT e 0,32 log UFC/mL de BRA do rio. De todos os
isolados estudados, 19,5% faziam parte do grupo ESKAPEE e apresentaram
resisténcia a poucos antimicrobianos, sendo que somente dois isolados foram
classificados como multirresistentes. Os resultados mostram que mesmo diminuindo
a carga organica de poluentes, ainda séo liberadas grandes densidades de bactérias
para o ambiente aquatico, reafirmando que as ETE podem contribuir com a

disseminagéo de resisténcia a antimicrobianos para o ecossistema.



Palavras-chave: Efluentes domésticos; Bactérias resistentes a antimicrobianos,

Resisténcia microbiana

ABSTRACT
The intensive and irrational use of antimicrobials in human, animal and agricultural
health and the presence of these substances in domestic, hospital and industrial
effluents, led to a scenario in which bacteria became resistant due to frequent contact
with low concentrations of these antimicrobials. As a result, bacteria make use of
mechanisms of resistance to these agents, and may also disseminate resistance to
antimicrobials in environments. Thus, Wastewater Treatment Plant (WWTP) can be
considered antimicrobial resistance gene transfer (GRA) hot-spots from antimicrobial
resistant bacteria (ARB). For this purpose, this study was conducted in an WWTP
and in the receiving body of the effluent located in the city of Belo Horizonte - MG.
The analyzes aimed to evaluate the dynamics of bacterial resistance to antimicrobial
drugs in domestic effluents. Samplings were carried out fortnightly, from August to
December 2022, in which samples of Raw Effluent, UASB, Treated Effluent, water
from the River upstream and from the River downstream of the effluent deposition
site were collected. These samples were seeded in PCA for evaluation of THB
density; in Hicrome ESBL Agar, Hicrome KPC, Hicrome MRSA, Hicrome VRE for the
evaluation of ARB density; and on Cromoclin US Agar to obtain isolates belonging to
the ESKAPEE group, which were tested for susceptibility to several antimicrobials
recommended by BrCast. It was possible to observe that the WWTP reduced the
microbial load after treatment and that the deposition of the treated effluent in the
receiving body increased the density of bacteria in the downstream river in relation to
the upstream river. Overall, WWTP removal of THB was 0.42 log CFU/mL and ARB
was 0.48 log CFU/mL. The deposition of treated effluent in the receiving body
increased the THB density by 0.66 log and 0.32 log CFU/mL of ARB in the river. Of
all the isolates studied, 19.5% were part of the ESKAPEE group and showed
resistance to a few antimicrobials, with only two isolates being classified as
multiresistant. The results show that even reducing the organic load of pollutants,
large densities of bacteria are still released into the aquatic environment, reaffirming
that WWTP can contribute to the spread of resistance to antimicrobials in the

ecosystem.
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1. INTRODUCAO

1.1. ABASTECIMENTO DE AGUA E SANEAMENTO

A agua € um elemento essencial para a vida no planeta. O homem carece
de 4gua para sobrevivéncia, portanto necessita deste recurso com boa qualidade e
quantidade, a fim de satisfazer suas necessidades de nutricdo, higiene, protecao da
salude e para seu desenvolvimento de forma geral (FUNASA, 2019). Por isso, ela é
considerada um patriménio comum da humanidade e um bem de interesse coletivo
que deve ser protegido pelo poder publico, sociedade e pelo cidadéo. Para atingir
essa meta, o governo deve investir no abastecimento de 4gua de qualidade para a
populacdo como acdo de saude publica, além de implementar sistemas de captacéo
e destinacdo correta de esgotos domésticos, hospitalares e industriais (FUNASA,
2019).

Conforme a Lei de Saneamento n°® 9.984, de 17 de Julho de 2000, o
saneamento basico € o conjunto de servi¢os publicos, infraestruturas e instalacdes
operacionais de abastecimento de agua potavel, esgotamento sanitario, limpeza
urbana e manejo de residuos soélidos, drenagem e manejo das aguas pluviais
urbanas, compreendendo desde a manutencdo até monitoramento destes sistemas
(BRASIL, 2000). No Brasil, no ano de 2021, 5312 municipios brasileiros (95,4%)
foram atendidos com abastecimento de agua e 2787 municipios (50,05%) atendidos
com esgotamento sanitario. Nestes municipios, a populacdo urbana soma 210,4
milhdes de habitantes (98,6%) que possuem abastecimento de agua e 202,8 milhdes
de pessoas (95,1%) com esgotamento sanitario publico (SNIS, 2023). J4 a
populacdo que € atendida com servigos de redes de esgotos publicas abrangem
117,3 milhdes de habitantes (55,8%), em que 0 Sudeste aparece com a maior
cobertura com 81,7% de abrangéncia e a regido Norte aparece como a mais carente
em servigos de esgotamento sanitario, com valores de 14,0% (SNIS, 2022).

No Brasil, do total de esgotos gerados, 51,2% sao tratados. Dos esgotos
gerados que sao coletados, 80,8% séao tratados, Nas macrorregides, o menor indice
é registrado no Sudeste, com 77,4% e o maior no Centro-Oeste, com 94,8%. Minas
Gerais, sendo o0 segundo estado mais populoso do pais, aparece com a maior
parcela da populacdo atendida com coleta de esgoto, cerca de 83%. Minas Gerais
aparece com 44,1% de tratamento dos esgotos gerados e 57,9% de tratamento de
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esgotos coletados (SNIS, 2022). Merece destaque 0 municipio de Belo Horizonte —
MG, que possui 95% da populacdo atendida com abastecimento de &gua tratada,
93,89% do esgoto é coletado e deste total, 97,68% é tratado (ABES, 2021).

A estimativa de investimentos para universalizar os servicos de
esgotamento sanitario no Brasil até o ano de 2035 é de R$149,5 bilhdes, sendo as
regides nordeste e sudeste as com maior demanda, considerando o0s baixos niveis
de cobertura e grande numero de aglomerados urbanos densamente habitados
(ANA, 2017).

O aumento da populagcédo e o avango tecnoldgico impactam diretamente
no aumento do consumo de agua e no volume de esgoto produzido. Com isso, ha a
necessidade de criar solu¢des para essa agua residuaria, em que ha a incorporacao
de substancias quimicas recalcitrantes, microrganismos e matéria organica, para
que nao sejam descartadas no ambiente e levem a uma série de prejuizos a
natureza (SNIS, 2019). O langamento destes efluentes diretamente nos corpos
hidricos é um fator que contribui para a disseminacdo de microrganismos
patogénicos e ao comprometimento da qualidade da agua de forma geral (SANTOS,
2014).

Para Mota (2008), as medidas cruciais para controlar a poluicdo da agua
sao: definir exigéncias para o lancamento de efluentes nos corregos e rios, implantar
sistemas de coleta e tratamento de esgoto e residuos solidos, reutilizacdo de agua,
controlar o uso de fertilizantes quimicos e defensivos agricolas e regular o uso do
solo. O déficit de coleta e tratamento de esgotos € responsavel por quantidades
importantes de poluigdo chegando aos corpos d’agua, impactando negativamente na
gualidade hidrica e na sua possibilidade de uso (ANA, 2017).

A crescente procura por novas fontes de agua, para uso humano e
industrial, demanda a busca de processos que reduzam a poluicdo dos recursos
hidricos, garantindo a qualidade das aguas de abastecimento, sustentabilidade
ambiental e desenvolvimento socioecondmico (BILOTTA, DANIEL, 2012). Para a
selecdo dos processos de tratamento de esgotos, devem ser consideradas as
caracteristicas do corpo receptor (capacidade de depuracdo natural), legislacao
vigente, exigéncias ambientais, saude publica, aspectos econdmicos, sociais e
regionais, viabilidade técnica e disponibilidade de area para funcionamento, até

mesmo variaveis juridicas e administrativas (ANA, 2017).
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O lancamento da agua residuaria em corpos hidricos sem tratamento
efetivo pode ser um fator de disseminacdo de microrganismos potencialmente
patogénicos e/ou resistentes a agentes antimicrobianos. A presenca de tais
organismos na agua tratada representa um risco relevante ao meio ambiente e a
saude da populacdo (FERREIRA, 2015). Com a ampliacdo do implemento de
Estacbes de Tratamento de Efluentes (ETE) nas infraestruturas urbanas no dltimo
século, houve uma acentuada diminuicdo nos surtos de doencas de veiculacéo
hidrica, que consequentemente elevou a qualidade da saude publica (HONG et. al.,
2018).

1.2.ESTACOES DE TRATAMENTO DE ESGOTOS

De acordo com Jorddo e Pessoa (2011), o termo esgoto é usado para
caracterizar os dejetos provenientes das diversas modalidades do uso e da origem
das aguas, tais como uso domeéstico, comercial, industrial, as de utilidades publicas,
de areas agricolas, de superficie, de infiltracdo, pluviais e outros efluentes sanitarios.
Para Metcalf e Eddy (2016), esgoto € a agua de abastecimento que apds sua
utilizacdo em variados servicos, torna-se imprépria para consumo devido a
incorporacdo de constituintes, como organismos patogénicos, matéria organica,
compostos toxicos, potencialmente mutagénicos ou carcinogénicos.

O esgoto doméstico provém principalmente de residéncias e
estabelecimentos comerciais e é constituido basicamente de agua de banho,
excretas, papel higiénico, restos de comida, sabao, detergente e aguas de lavagem.
Assim, estdo presentes matéria organica, gordura, proteinas, sais € microrganismos
(VON SPERLING, 2014).

Ja os efluentes hospitalares sdo uma mistura de diferentes compostos,
incluindo produtos farmacéuticos, antimicrobianos, bactérias resistentes a
antimicrobianos (BRA), genes de resisténcia a antimicrobianos (GRA), substancias
usadas como agentes de diagndstico, desinfetantes e metabdlitos de farmacos, e
sao altamente perigosos devido sua capacidade de causar danos a saude. Por isso,
€ conveniente que estes efluentes passem por um pré tratamento antes da
disposicdo nos esgotos municipais (SANTOS et al., 2013, TIMRAZ, et al., 2017;

PETROVICH et al., 2020). O esgoto proveniente de industria farmacéutica também
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pode carrear varios compostos quimicos, como horménios, analgésicos, anti-
inflamatorios e antimicrobianos (PRADO et al., 2019).

Nos centros urbanos, o tratamento de esgoto € realizado visando a
reducdo da matéria organica, de bactérias patogénicas, solidos em suspenséo,
nutrientes, farmacos e residuos toxicos (ANA, 2017). Os processos de tratamento
podem ser classificados entre fisicos, biolégicos e quimicos. A escolha das
tecnologias de tratamento deve ser pensada conforme as caracteristicas do efluente
bruto, de forma a alcancar a remocéo dos constituintes alvos e a qualidade desejada
com base nos parametros de lancamento em corpo receptor preconizados pelas
agéncias reguladoras (ANA, 2017; METCALF, EDDY, 2016).

As ETEs podem ser compostas por diversas configuracdes, tendo em
comum etapas de tratamentos fisicos e biolégicos. O tratamento preliminar consiste
em remover material particulado, como galhos, plastico, trapos, cabelos, areia, que
possam causar problemas aos equipamentos nas etapas de tratamento
subsequentes. Esta etapa possui o gradeamento, para fragmentos maiores, e 0
desarenador, para a decantacdo de particulas maiores de 0,2mm (ANA, 2017,
ROCHA, 2020). Apés esta etapa, o efluente segue para o tratamento primario, que
remove parte dos sOlidos suspensos, a matéria organica do esgoto e material
flutuante, majoritariamente por processos fisicos. JA& no secundario, em que se
encaixam as etapas bioldgicas, é retirado o material biodegradavel em solucdo e em
suspensao, por reacdes bioquimicas realizadas por microrganismos. No tratamento
terciario, ou etapa de polimento, sdo removidos sélidos residuais, geralmente por
filtracdo, e podem visar também a diminuicdo da carga microbiana (METCALF,
EDDY, 2016; VON SPERLING, 2014).

Os processos biologicos sdo baseados no uso da atividade de
microrganismos para a transformacao ou remocéo de matéria organica, nutrientes,
bactérias patogénicas e compostos toxicos. As etapas bioldgicas de tratamento de
efluente doméstico estdo relacionadas aos tratamentos secundario e terciario e
fazem uso de sistemas anaerébios ou aerdbios de tratamento (METCALF, EDDY,
2016; ANA, 2017; ROCHA, 2020).

O tratamento usando reatores aerobios tem a vantagem de ser um
método com alta eficiéncia de retirada de nutrientes, reducdo da Demanda
Bioquimica de Oxigénio — DBO e Demanda Quimica de Oxigénio - DQO, ser mais

rapido e menos sensivel a variaveis. A DBO mede o oxigénio molecular consumido
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para degradar o material organico e inorganico em agua residuais e efluentes. J4 a
DQO refere-se a quantidade de oxigénio necessaria para degradar quimicamente a
matéria organica por meio da acdo de um agente oxidante. Apesar disso, devido a
necessidade de aeracdo do sistema, o consumo de energia é aumentado (ANA,
2017; ROCHA, 2020). O sistema anaerobio € menos eficiente na remocéo de DBO e
DQO, por isso necessita de uma etapa de polimento do efluente antes de sua
deposicdo no ambiente. Em contrapartida, oferece menor producéo de lodo, menor
gasto energético em relacdo ao aerobio, e tem como subproduto o biogas, que pode
ser utilizado para geracdo de energia através da combustdo (APHA; AWWA; WEF,
2012; ANA, 2017; AZIZ, et al. 2019). A combinacdo de processos de tratamento
bioldgicos aerdbios e anaerdbios pode ser feita de forma a obter um sistema mais
compacto, maior eficiéncia na remocao de carga organica e reducdo no consumo de
energia (SILVA et al., 2015).

No tratamento anaerobio, existem quatro etapas bioquimicas principais de
transformacao do efluente: hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese,
cada uma realizada por uma espécie exclusiva de microrganismos (POMPEO et al.,
2015). Na hidrélise, as bactérias secretam enzimas que degradam o material
organico em substancias de menor peso molecular. Na acidogénese ou
fermentacao, bactérias especificas metabolizam as substancias produto da hidrélise,
gerando substancias ainda mais simples, como acidos graxos e hidrogénio. Depois,
ocorre a acetogénese, onde essas substancias sdo oxidadas por bactérias
sintréficas e transformadas em substratos para a metanogénese que resulta na
producdo de gas carbbnico e metano. Pode ocorrer um processo alternativo
dependendo da composicdo do esgoto, a chamada sulfetogénese: nela sulfato,
sulfito e outros compostos de enxofre funcionam como aceptores de elétrons durante
a oxidacdo de compostos organicos e reduzidos a sulfeto pela acdo de bactérias
redutoras de sulfato (CHERNICHARO, 2007; SOARES, FEIDEN, TAVARES, 2017).

A presenca de nitrogénio no efluente estd em forma de nitrogénio
organico, amoénia, nitrito, nitrato ou na sua forma gasosa (JORDAO, PESSOA,
2011). O langamento de algumas dessas formas nos corpos d’agua pode levar a
danos ambientais como crescimento de algas e intoxicacdo de peixes. O processo
de retirada de nitrogénio do efluente se da pela conversdo de amdnia (NH; e NH, )
em Nitrito (NO, -) e apdés em Nitrato (NO3 -). Este processo é chamado de

nitrificacdo e € mediado por bactérias quimioautotréficas, como as dos géneros
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Nitrococcus e Nitrospira, em presenca de oxigénio dissolvido (OD); portanto deve
ocorrer em tanque aerado. ApOs esse processo, 0 efluente segue para reator
anoxico, em que ha a presenca de grande quantidade de nitrito e auséncia de
oxigénio dissolvido. Nele, ocorre a acdo das bactérias desnitrificantes heterotroéficas,
que utilizam nitrito e matéria organica para a producéo de nitrogénio gasoso (N, ), o
qual sera liberado para a atmosfera sem prejuizo ambiental (JORDAO, PESSOA,
2011; METCALFY, EDDY, 2016).

No processo Anammox (Oxidagdo Anaerdbia de Amobnia), ocorrem duas
etapas: a nitritacdo parcial da aménia, e apds, a oxidacdo anaerdbia de amobnia e
nitrito a gas nitrogénio. Essa conversao é feita por bactérias autotroficas da ordem
Planctomycetales, sem a necessidade de consumo de carbono organico para o
crescimento celular, diferente do processo de nitrificacdo e desnitrificacdo classicos.
Como somente uma porc¢édo da amonia no processo de desamonificacdo da corrente
de alimentacdo é oxidada a nitrito, uma quantidade de energia muito menor é
necessaria em aeracdo, em comparacdo ao processo convencional de remocao
bioldgica de nitrogénio, que a maior parte da amonia disponivel é oxidada a nitrato
(MULDER et al., 1995; METCALFY, EDDY, 2016). Nozhevnikova, Simankova e Litti
(2012), apontaram uma reducdo de 25% nos custos de aeracdo com processo
Anammox no tratamento de efluentes, em relacdo a um processo de nitrificacdo
completo. Houve também uma reducdo de 40% nos custos por ndo adicdo de
carbono organico e diminuicdo de emissfes de dioxido de carbono de 20%. Para
obter um 6timo desempenho com esse método, o efluente deve conter alta taxa de
amonia, baixa carga organica e condicfes anaerdbias adequadas no sistema.

Os tratamentos quimicos, por sua vez, utilizam da adicdo de produtos
guimicos, como tratamento complementar, normalmente quando é necesséaria a
producédo de efluente de alta qualidade, como exemplo para remocéo de particulas
coloidais, nutrientes, metais e microrganismos (ANA, 2017). Na precipitacao
quimica, utiliza-se a adicdo de algum agente quimico, coagulante e/ou floculante,
gue aumenta o contato entre as particulas dos soélidos dissolvidos formando flocos.
Esses podem ser removidos por sedimentacao, flotacédo e diversos tipos de filtracéo,
incluindo os que fazem uso de membranas (SANCHES, 2019). Dentre os nutrientes,
a remocdo de fosforo € muito desejada e pode ser realizada pela adicdo de

composto quimicos que contenham aluminio [Al (lll)], ion férrico [Fe (ll)], ferro ferroso
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[Fe (I)] e célcio [Ca (l)], e pode ocorrer a associacdo destes compostos com
polimeros (METCALF, EDDY, 2016).

A adicao de oxigénio a agua para manter reac0es aerodbicas e a utilizacao
de cloro para desinfeccédo do esgoto também sdo exemplos de processos quimicos.
A cloracdo € um dos métodos de desinfeccdo de aguas residuais mais utilizados,
apesar de existirem bactérias que podem sobreviver ao processo. Altas
concentracfes de cloro podem levar a geracdo de subprodutos téxicos, causando
riscos a saude (GARNER, et al., 2016; ZHANG et al., 2017). A desinfeccao pelo uso
de radiacdo ultravioleta (UV) é uma alternativa ao cloro, pois ndo produz compostos
toxicos e apresenta bons resultados para combate a bactérias (MCKINNEY;
PRUDEN, 2012).

As estacles de tratamento de efluentes recebem grandes cargas de BRA
e GRA, além de antimicrobianos, metais, saneantes e outros poluentes que devem
ser acompanhados para o entendimento da sua proliferagdo no processo de
tratamento e a criacdo de barreiras para evitar sua disseminagdo (HONG et al.,
2018). Em geral, a eficiéncia na remocédo destes compostos € maior quando ha a
combinacao de reatores anaerébios e aerébios quando comparado com 0 processo
aerobio isolado. Esta eficiéncia ainda pode ser melhorada quando se combinam
tecnologias adicionais apés os tratamentos convencionais (BARANCHESHME,
MUNIR, 2018).

As tecnologias de tratamento avancado de &guas residuais, como
fotocatdlise, filtracdo por membrana, adsorcdo em carvao ativado e processos de
oxidacdo avancados (POA), tém se mostrado eficientes na remocédo de
contaminantes emergentes, que incluem produtos farmacéuticos, produtos de
cuidados pessoais, compostos de desregulacdo enddcrina, surfactantes, pesticidas e
retardantes de chama (AHMED et al., 2017). Eles tém sido muito utilizados na
geracdo de agua de reluso para uso como fonte de agua potavel (HONG et al.,
2018).

A fotodegradacdo também auxilia na remocdo de contaminantes, mas
possui fatores limitantes com a elevada presenca de soélidos suspensos no esgoto e
a variagdo do espectro da luz solar, em periodos noturnos ou dias nublados. Para
gue ela ocorra de forma natural, devem ser empregadas grandes areas superficiais
para a incidéncia solar, como ocorre nas lagoas de estabilizacdo, ficando mais

expostos a radiacdo UV, que degrada estes compostos (IWA, 2010, AQUINO,



23

BRANDT, CHERNICHARO, 2013). A ozonizagdo de efluentes demonstrou uma
eficiéncia na remocéo de 98,4% de bactérias patogénicas facultativas e seus genes
de resisténcia a antimicrobianos (JAGER et al., 2018).

Existem também processos naturais de disposicdo no solo, porém sao
pouco utilizadas devido a necessidade de grande area de implantacdo, risco de
contaminacdo do solo e lencol freatico, e proliferacdo de insetos (ANA, 2017).
Apesar disto, esta disposicdo de efluente no solo pode ser usada para o
fornecimento de nutrientes na agricultura. Desse modo, o processo de tratamento
pode ser simplificado e o efluente final, ainda rico em fésforo e potassio, é utilizado
para fertirrigacdo de plantas (RIBAS, NETO, 2008; DUARTE et al., 2008). Esta
também € uma alternativa para os residuos oriundos da criacdo animal, que quando
tratados, constituem um insumo valioso e uma solucdo sustentavel na gestdo dos
recursos hidricos (SILVA et al., 2012, PRADO et al., 2019).

1.3. DINAMICA DA DISSEMINACAO DE FARMACOS ANTIMICROBIANOS E BRA
NO AMBIENTE VIA EFLUENTES

Na natureza, os ambientes estao interligados, com isso o impacto do uso
de farmacos antimicrobianos (FAM) em diversos setores, como industria, efluentes
hospitalares e domeésticos, fazendas de agricultura, pecuaria e aquacultura, é
potencializado a medida que os residuos de FAM, BRA e GRA interagem e se
espalham para os ambientes adjacentes, como rios e efluentes, o que pode
contribuir para a disseminacdo de BRA e GRA (ASHBOLT et al., 2013; BAQUERO
et al., 2019).

1.3.1. Disseminacéo de farmacos para o ambiente

O crescimento acelerado no consumo mundial de antimicrobianos traz
uma preocupacao acerca da disseminacdo ambiental destes farmacos (CARVALHO
et al.,, 2021). A maioria dos antimicrobianos consumidos por seres humanos e
animais ndo é completamente metabolizada pelo organismo; assim, cerca de 40-
90% da substancia ativa é excretada na urina e/ou fezes na forma inalterada. Essas
moléculas sdo descarregadas na agua e no solo por meio de aguas residuais,
esterco animal e lodo de esgoto (MICHAEL et al., 2013; ALMEIDA et al., 2014).
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Dentre os medicamentos mais regularmente encontrados em ambientes
aquaticos estdo os anti-inflamatérios ndo esteroides (16%), antibidticos (15%),
reguladores lipidicos (12%) e horménios sintéticos (9%) (SANTOS et al., 2010). Os
antimicrobianos, juntamente com metais como cobre, zinco e arsénio, mesmo em
concentracbes infimas podem fornecer pressdo seletiva sobre as bactérias
ambientais. Esta exposicdo pode favorecer o aparecimento de fendtipos de
multirresisténcia e a transferéncia de plasmideos contendo GRA entre as bactérias
(GULLBERG et al., 2014).

Alguns compostos farmacéuticos, como eritromicina, ciclofosfamida,
naproxeno e sulfametoxazol podem persistir no meio ambiente por mais de um ano,
engquanto outros, como acido clofibrico, podem persistir por varios anos e podem
bioacumular até concentracbes biologicamente ativas (RIVERA-UTRILLA et. al.,
2013). Assim, produtos quimicos farmacéuticos, especialmente antimicrobianos,
estdo sendo reconhecidos como contaminantes ambientais emergentes,
classificados como compostos bioacumulativos recalcitrantes (CHEN, ZHOU, 2014).

As ETE s&o configuradas para reduzir a carga bacteriana e
contaminantes das aguas residuais, mas, devido as limitacbes técnicas, alguns
antimicrobianos, BRA e GRA néo sao totalmente removidos do efluente e acabam
sendo langcados nos corpos d'agua receptores a jusante (ALEXANDER, HEMBACH,
SCHWARTZ, 2020; MAHANEY, FRANKLIN, 2022). Alguns estudos mostram que o
tratamento convencional de lodo ativado apresenta menor eficiéncia para a remocéao
de micropoluentes como antimicrobianos, que podem ficar adsorvidos no lodo,
enquanto o processo anaerdbio/andxico/6xido com um reator de biofilme de leito
movel alcangou a maior remocédo dessas substancias (BEN et al., 2018). Um estudo
em amostras de efluentes de duas ETE no norte da China, mostrou correlagbes
significativas entre as concentracdes residuais de antimicrobianos e a abundancia de
GRA correspondentes no efluente final, sugerindo que alguns antibiéticos
contribuem com presséo seletiva para manutencéo e proliferacdo de GRA em ETE
(MAO et al., 2015).

1.3.2. Disseminagéo ambiental de BRA atraves de efluentes

Residuos como FAM, BRA e GRA gerados em atividades conduzidas

pelo homem podem ser liberados nos rios mediante varios residuos, provenientes de



25

efluentes domésticos e hospitalares, clinica humana e veterinéria, industriais, de
agricultura e pecuéria. O fluxo desses poluentes quimicos e biologicos pode levar a
contaminacdo do homem direta ou indiretamente através da agua (VIKESLAND et
al., 2017; LIAO et al., 2018).

Uma estratégia ideal para manejar a resisténcia de bactérias a
antimicrobianos € controlar fatores que levam a pressdo seletiva desses
microrganismos, como 0 uso irracional e a disseminacao de FAM, e assim diminuir
sua dispersado pelos ambientes (HILTUNEN, VIRTA, LAINE, 2017). Dentre elas, o
monitoramento ambiental é de suma importancia para a deteccdo de possiveis
reservatorios de GRA e BRA (ASHBOLT et al., 2013).

Existem bactérias ambientais ndo patogénicas, resistentes a
antimicrobianos, que sdo capazes de realizar transferéncia de GRA para bactérias
patogénicas, tornando as infec¢cbes causadas por elas mais dificeis tratar com o0s
antimicrobianos de uso corrente nos hospitais, levando a maior morbidade e
mortalidade. Essas bactérias ambientais podem funcionar como reservatério para
genes de resisténcia. Varios estudos mostram que os mecanismos de resisténcia
apresentados pelas BRA podem ter origem nas bactérias presentes nos ambientes
aguaticos e solos (SINGER et al., 2016; KORVENIEWSKA, HARNISZ, 2018).

A falta de controle de infeccbes, condi¢cdes sanitarias inadequadas,
maior carga de doencas, auséncia de gestdo e o uso ndo regulamentado de
antimicrobianos sao fatores criticos que intensificam a disseminacéo da resisténcia
antimicrobiana em paises em desenvolvimento (ROUSHAM, UNICOMB, ISLAM,
2018, YADAV, KAPLEY, 2021). Diversos estudos tém evidenciado que 0s paises
gue apresentam alto consumo de antimicrobianos possuem alta prevaléncia de BRA
enquanto paises com baixo consumo possuem menor prevaléncia destes
microrganismos (COSTELLOE et al., 2010; WHO, 2014; BERENDONK, et al., 2015;
GUO et al., 2021).

A resisténcia microbiana aos antimicrobianos é considerada um dos
problemas mais graves que atingem o0s pacientes e servicos de saude. Isso é
resultado principalmente do aumento na emergéncia de mecanismos de resisténcia
e seu potencial de disseminacdo. Dentre os fatores que contribuem para a aquisi¢cao
de resisténcia a antimicrobianos estdo interacdes patdgeno-FAM e patdgeno-

hospedeiro, taxas de mutacdo nos patdgenos, transmissdo de patdgenos entre
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humanos, animais e o ambiente, resisténcia cruzada e sele¢cdo de multirresisténcia a
FAM (GRIJALVA, 2014).

Outro ponto de preocupacao é que, apesar do aumento da ocorréncia de
bactérias patogénicas resistentes a drogas, o ritmo de exploracdo e descoberta de
novos agentes antimicrobianos € insuficiente para acompanhar o surgimento das
BRA, com a possibilidade de dificuldade de tratamento de infecgbes associadas a
esses patogenos no futuro (HOFFMAN, 2020).

O uso macico e indiscriminado de antimicrobianos requer a adocdo de
medidas urgentes para o combate ao surgimento de novas cepas bacterianas
multirresistentes, inclusive a novos farmacos comercializados, consequentemente
agravando as infeccOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) (ANVISA, 2007).
Algumas projecoes realizadas pela OMS demonstraram que, a partir de 2050, a
resisténcia bacteriana acarretara cerca de dez milhdes de mortes a cada ano,
superando o numero atual de O&bitos causados por céancer e outras doencas,
podendo considera-la uma epidemia com graves consequéncias. Isto pode levar a
uma reducdo de 2% a 3,5% do PIB, custando cerca de 100 trilhGes de dodlares ao
mundo todo (ONEILL, 2014).

As bactérias e seus GRA podem ser transmitidos para os seres humanos
por via alimentar pela ingestao de vegetais e proteinas animais contaminados, além
da agua e contato com o solo contaminado, uma vez que estes microrganismos
estdo continuamente circulando no ambiente (XIONG et al., 2015a, 2015b). Assim, a
resisténcia a antimicrobianos (RAM) precisa ser vista sob uma abordagem “One
Health” (Saude Unica), ja& que a salide humana esté diretamente associada & satde
de animais e dos ecossistemas (HARBARTH et al., 2015).

As BRA sé&o conhecidas por estarem onipresentes na natureza, mesmo
em ambientes que ainda ndo foram expostos aos FAM, que desempenham um papel
essencial na evolucao bacteriana (YADAV, KAPLEY, 2021; AHMED et al., 2021).
Seja no hospedeiro ou no ambiente, as bactérias estdo em constante contato com
diferentes substancias que agem como estressores a sua sobrevivéncia, incluindo
metabolitos secundarios de plantas, fungos, outras bactérias, citocinas e células de
defesa dos hospedeiros, metais pesados, além de condi¢cdes abidticas e climaticas
desfavoraveis. Com isso, elas podem adquirir mecanismos de resisténcia para se
estabelecerem e adaptarem nesses habitats mesmo sem contato prévio com
antimicrobianos (CHRISTAKI, MARCOU, TOFARIDES, 2020; MUNITA, ARIAS,
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2016). Para alguns compostos, como 0s metais, as vias de resisténcia se
assemelham ou respondem aos antimicrobianos, resultando em eventos de
resisténcia cruzada (CHATTOPADHYAY, GROSSART, 2011).

O desenvolvimento e a disseminacdo de bactérias da ordem
Enterobacteriales produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), por
exemplo, ndo sao apenas promovidos pelo uso de B-lactamicos, mas também
facilitados por eventos de co-resisténcia e resisténcia cruzada aos desinfetantes,
metais pesados e outros antimicrobianos, uma vez que 0S genes correspondentes
estdo comumente localizados no mesmo plasmideo (CHENG et al., 2019).

Sabe-se que devido as densas populacdes microbianas pertencentes a
uma ETE, este ambiente constitui cenario ideal para a transferéncia horizontal de
genes (THG). Por isso, € importante avaliar a resisténcia em bactérias patogénicas e
nao patogénicas presentes nesse ambiente e 0s genes envolvidos nesse processo,
para o entendimento da persisténcia das BRA e GRA nas diferentes etapas de
tratamento e no efluente final, para uma avaliagao impacto ambiental (RIZZO et al.,
2013; DEVARAJAN et al., 2015; HONG et al., 2018; YOO et al., 2020). Ademais, as
BRA podem ser mais resistentes ao tratamento de 4gua do que 0s organismos nao
resistentes, prolongando sua sobrevivéncia no meio ambiente. (MAO et al., 2015,
HONG et al., 2018).

As BRA patogénicas sdo a maior preocupacdo, visto que podem levar
diretamente a resultados negativos a saude, como aumento da duracédo e falhas no
tratamento médico e aumento do risco de morte. Contudo, as BRA nao patogénicas
podem atuar como reservatorio de GRA e transferir estes genes para organismos
patogénicos (ASHBOLT et al., 2013; HONG et al., 2018).

Bactérias que podem tanto viver no meio ambiente quanto colonizar
humanos s&o relevantes para a disseminacdo da resisténcia a antimicrobianos
desses locais para a clinica. Dentre as bactérias que podem causar sérias infeccbes
nosocomiais e serem encontradas no meio ambiente, destacam-se membros dos
géneros Acinetobacter spp., Aeromonas spp., Enterococcus spp., Escherichia spp.,
Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp., Shigella sp., Campylobacter
sp., Clostrioides difficile (NOVO, MANAIA, 2010; CZEKALSKI et al., 2012, NAIDOO,
OLANIRAN, 2014, MANAIA, 2017). Patébgenos oportunistas presentes no ambiente,

como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., Burkholderia spp. e
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Stenotrophomonas spp. além de terem resisténcia intrinseca, também podem
adquirir GRA a outros FAM (POPOWSKA et al., 2010).

1.3.3. Bactérias de importancia clinica.

A OMS publicou em 2017 uma lista de "patdégenos prioritarios" que
representam a maior ameaca a saude humana, dividida em trés categorias de
acordo com a urgéncia da necessidade de novos antimicrobianos: critica, alta e
média prioridade (WHO, 2017). Para a elaboracédo desta lista, a OMS juntamente
com a Divisdo de Doengas Infecciosas da Universidade de Tubingen, Alemanha,
utilizaram critérios como: o risco de morte causado pela infeccdo; longa permanéncia
na internacdo; frequéncia de resisténcia a antimicrobianos; facilidade de
disseminagdo entre animais, de animais para humanos e entre individuos;
possibilidade de prevencéo (higiene e vacinacdo); quantidade de tratamentos ainda
efetivos; e se existem novos antimicrobianos para trata-los em desenvolvimento
(WHO, 2017). A lista considera de Prioridade 1: Critica, as bactérias Acinetobacter
baumannii, resistente a carbapenémico; Pseudomonas aeruginosa, resistente a
carbapenémico; Enterobacteriaceae, resistente a carbapenémico e produtora de
ESBL. Como Prioridade 2: Alta, as bactérias Enterococcus faecium, resistente a
vancomicina; Staphylococcus aureus, resistente a meticilina, intermediario e
resistente a vancomicina; Helicobacter pylori, resistente a claritromicina,;
Campylobacter spp. resistente a fluoroquinolona; Salmonella, resistente a
fluoroquinolona; e Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporina e
fluoroquinolona. Ja como Prioridade 3: Média, as bactérias Streptococcus
pneumoniae, nao suscetivel a penicilina; Haemophilus influenzae, resistente a
ampicilina; e Shigella spp., resistente a fluoroquinolona.

Segundo dados epidemiolégicos mundiais, o grupo bacteriano com maior
importancia clinica € ESKAPEE, um acronimo representado por E. faecium, S.
aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa, Enterobacter spp. e
Escherichia coli. Esses microrganismos possuem a habilidade de adaptacdo a
mudancas ambientais e podem ser encontrados em diversos sitios, como a
microbiota humana e animal, além de ambientes aquaticos e terrestres. Ademais,
apresentam potencial para adquirir e disseminar GRA e alta prevaléncia em casos
de infec¢bes hospitalares (PENDLETON; GORMAN; GILMORE, 2013, SAVIN et al.,
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2020). Além disso, também podem ocorrer mutacbes espontaneas em genes
cromossOmicos, que posteriormente serdo transmitidos verticalmente com a
replicacdo bacteriana (COX, WRIGHT, 2013).

Os mecanismos de resisténcia desses microrganismos incluem a
inativacdo do farmaco por clivagem enzimatica, modificacdo do sitio de acéo,
reducdo da permeabilidade da parede celular, utilizagdo de bombas de efluxo, além
da formacdo de biofilme (MUNITA, ARIAS, 2016; CHRISTAKI, MARCOU,
TOFARIDES, 2020, KAKOULLIS et al., 2021; PI1ZZOL, 2022).

As bactérias ESKAPEE Gram negativas, consideradas as mais
ameacadoras desse grupo, apresentam amplo espectro de resisténcia,
principalmente devido a produgao de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e
de Carbapenemases (KPC) (SANTAJIT, INDRAWATTANA, 2016; PI1ZZOL, 2022). Ja
as ESKAPEE Gram positivas apresentam mais opc¢des de tratamento, entretanto hi
relatos de isolados resistentes a antimicrobianos de ultima linha, como S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) e Enterococcus resistente a vancomicina (VRE), que
vém se disseminando (RUEKIT et al., 2022).

ApOGs a descarga no meio ambiente através de fezes e aguas residuais,
Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamase de espectro estendido (ESBL) (E.
coli, K. pneumoniae, Enterobacter spp.) e Enterococcus spp. podem permanecer no
solo, plantas e aguas superficiais e oferecer risco para a colonizacdo de humanos,
animais de estimacdo e de producdo. A interacdo de bactérias com poluentes
ambientais, bem como ambientes rurais contaminados e produtos alimenticios, pode
influenciar a composicdo da comunidade microbiana de humanos e animais,
colonizando-os com bactérias ESKAPEE resistentes (WEINER et al., 2016;
SUETENS et al., 2018).

As ESBL sao enzimas capazes de inativar drogas, por meio da hidrolise
de uma ampla gama de FAM, como penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda
e terceira geracdo, e aztreonam. Este mecanismo € comumente detectado em P.
aeruginosa e A. baumannii e em membros das Enterobacteriales, incluindo E. coli e
K. pneumoniae. Entre as ESBL, CTX-M é enzima predominante (NAAS, POIREL,
NORDMANN et al. 2008; WILSON, 2014; ADEKANMBI, 2020; YEWALE, 2020).

Os carbapenémicos sdo uma classe de antimicrobianos de ultima escolha
para infeccoes hospitalares, pois em algumas infecgcdes as opcgdes de tratamento

disponiveis sdo muito limitadas. Com isso, a emergéncia de Enterobacterales
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produtoras de carbapenemases (EPC) foi classificada como uma das principais
preocupacdes de saude publica da ultima década, pois infec¢des associadas a estes
organismos atingem taxas de 40% de mortalidade (LOGAN, WEINSTEIN, 2017). A
enzima KPC é largamente distribuida no mundo, e embora majoritariamente
encontrada em K. pneumoniae, também foi identificada em bactérias como
Enterobacter spp, Salmonella spp, P. aeruginosa e A. baumannii (JEON et al., 2015,
NAAS, DORTET, IORGA, 2016).

A resisténcia de bactérias Gram-negativas a carbapenémicos acontece
pela aquisicdo de carbapenemases ou producao de cefalosporinases, relacionadas
com mudancas na permeabilidade da parede celular a entrada de antimicrobianos
(QUEENAN, BUSH, 2007). A resisténcia a carbapenémicos também pode acontecer
por porinas associadas a hiperexpresséao de enzimas AmpC e/ou ESBLs, bombas de
efluxo e mutagbes nas proteinas de ligacdo a penicilinas (PBP) (FERNANDEZ,
HANCOCK, 2012; LI et al. 2012; YAMACHIKA, S. et al. 2013; MOUBARECK,
HALAT, 2020).

Apesar de serem predominantemente encontradas em ambientes de
saude, as EPC ndo estdo restritas a estes locais, podendo ser encontradas em
diversos nichos ecoldgicos, como em aguas fluviais (LOUDERMILK et al., 2022,
PALMEIRA et al., 2023). Esta contaminacdo ambiental pode estar associada ao
descarte de efluentes hospitalares sem tratamento, que podem conter bactérias
produtoras de KPC provenientes de dejetos de pacientes colonizados durante a
assisténcia a saude (PALMEIRA et al., 2023).

Assim como bactérias de origem fecal, Enterococcus multirresistentes,
como Enterococcus Resistente a Vancomicina (VRE), podem entrar nos ambientes
aguaticos, especialmente em rios, através de aguas residuais hospitalares e
municipais (EKWANZALA et al., 2020; GOTKOWSKA-PYACHTA, 2021). Por serem
membros da microbiota intestinal de uma ampla variedade de hospedeiros e por
sobreviverem a condi¢bes adversas, sua presenca pode ser detectada em altas
densidades em ETEs (BYAPPANAHALLI et al., 2012).

Os genes que codificam resisténcia a glicopeptideos em Enterococcus
sdo o vanA, vanB e descrito mais recentemente o vanC (WERNER, G. et al. 2018).
A expressao destes genes leva a sintese de precursores de peptideoglicanos com
menor afinidade a molécula de vancomicina, alterando seu efeito antimicrobiano
(ARIAS et al., 2012).
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A espécie S. aureus é causadora de muitas infecgdes, tanto IRAS como
comunitarias. Um grande numero de casos de infecgdes nosocomiais relacionadas a
S. aureus resistentes a uma gama de antimicrobianos vem se tornando uma
realidade, podendo ter um impacto maior em pacientes imunocomprometidos, idosos
e criancas, requerendo um tratamento especializado e aumentando
significativamente os gastos com saude (RAHIMI et al. 2021).

A presenca de isolados de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) no
esgoto € uma das potenciais maneiras de disseminagcdo de resisténcia bacteriana.
Por estar localizado em um elemento genético moével, o gene mecA pode ser
disseminado por meio de transferéncia horizontal de genes (TSAI et al., 2020). Este
gene codifica a PBP2a, que € uma PBP mutante e possui baixa afinidade a ligacéo
de beta-lactamicos como a meticilina (MORELL, BALKIN, 2010).

E importante ressaltar que os ecossistemas fluviais sdo muito relevantes,
desempenhando papéis fundamentais nas funcdes do ecossistema, como agua
potavel, alimentacdo, agricultura, producdo animal e atividades de lazer (GRENNI,
2022). Portanto, compreender a situacdo atual da poluicdo das aguas é de suma
importancia para planejar medidas que visam reduzir ou conter 0s riscos ambientais
causados por BRA e GRA (AZUMA et al., 2022).
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2. JUSTIFICATIVA

Em virtude da estreita relacdo entre auséncia de saneamento adequado
(incluindo a falta de higiene) e os significativos impactos negativos a saude da
populacdo, as Nacdes Unidas definiram na Agenda 2030 para o Desenvolvimento
Sustentavel, em que um dos objetivos € assegurar a disponibilidade e a gestédo
sustentavel da adgua e saneamento para todos, passando pelo acesso universal a
agua potavel e ao saneamento de forma geral e também a melhoria da qualidade da
agua (ONU, 2017).

O langcamento de efluentes no ambiente pode ser uma rota de
contaminacdo dos recursos hidricos, uma vez que estas aguas residuarias podem
conter grande variedade de farmacos, incluindo antimicrobianos (AQUINO,
BRANDT, CHERNICHARO, 2013). No ambiente, esses micropoluentes fornecem
pressao seletiva sobre as bactérias, o que pode gerar fenétipos de resisténcia a
antimicrobianos.

A disseminacédo de bactérias e GRA esta criando um cenario de escassez
de recursos para tratamento de infec¢gdes. Compreender a RAM € essencial para
combater essa ameaca a saude publica e requer o desenvolvimento de politicas de
intervencao adequadas (ALAM et al., 2019).

Estratégias para reduzir a resisténcia antimicrobiana devem considerar o
papel e o efeito de muitos fatores, incluindo os mecanismos de resisténcia, as
espécies de microrganismos, 0 antimicrobiano particular, bem como o ambiente e o
contexto. A perspectiva de Saide Unica combina varias estratégias sobrepostas e
sinérgicas olhando a saude humana, animal e ambiental de maneira integrada (KIM,
CHA, 2021).

Nos ultimos anos, as taxas de resisténcia bacteriana a antimicrobianos
atingiu um nivel preocupante, sendo cada vez mais comum encontrar patdbgenos
multirresistentes. A OMS referiu a preocupagao com uma “era pos-antibioticos” em
que infec¢des antes facilmente trataveis, podem se tornar um problema grave e fatal.
Esta preocupacao é atribuida também a reducdo drastica no desenvolvimento de
novos FAM, complicando o cenario mundial (WHO, 2014) Embora novos
antimicrobianos possam ser capazes de combater 0s mecanismos estabelecidos de
resisténcia, o uso irracional desses agentes pode levar ao desenvolvimento de

novos mecanismos de resisténcia pelas bactérias (KAKOULLIS et al., 2021).
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Visto que a presencga de antimicrobianos em efluentes leva a pressao
seletiva para BRA e GRA nas ETEs e no ambiente e que estes organismos podem
ser extremamente prejudiciais a saude em geral, € necessario o estudo das

disseminacéo e o impacto destes fatores no ambiente.
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar a dindmica de bactérias de relevancia clinica resistentes a
farmacos antimicrobianos em efluentes domésticos brutos, em uma ETE e no corpo

receptor que recebe esse efluente tratado.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a densidade de bactérias heterotroficas totais (BHT) em
amostras de efluente tratado e nao tratado e no corpo receptor do efluente.

Avaliar eficiéncia da ETE na remog¢é&o de microrganismos e a influéncia da
deposicdo do efluente tratado no corpo receptor, como agente disseminador de
BRA.

Conhecer a diversidade de bactérias de importancia clinica em amostras
de efluente secundario e agua do corpo receptor, bem como os seus perfis de
resisténcia a farmacos antimicrobianos.

Caracterizar parametros fisico-quimicos de efluentes secundérios da ETE

em estudo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.LOCAL DE ESTUDO

Este estudo foi conduzido na Estacdo de Tratamento de Esgoto - ETE
Onga, vinculada a Unidade Territorial Estratégica Ribeirdo Onc¢a (UTE-O), que faz
parte da Bacia Hidrografica do Rio das Velhas e fica localizada na regido nordeste
do municipio de Belo Horizonte, estado de Minas Gerais, regido Sudeste do Brasil.
Os principais cursos d’agua que compdem a bacia sao o Ribeirdo do Ong¢a, Ribeirdo

da Pampulha, Ribeirdo do Cabral, Ribeirdo

Isidora, Corrego da Ressaca e Corrego Sao Joéao
(CBHRYV, 2015).

Figura 1 — Bacia Hidrografica do Rio das Velhas, localizada
na Bacia Hidrogréfica do Rio S&o Francisco, em Minas
Gerais. Em verde delimitamos o estado de Minas Gerais, em
branco, a Bacia Hidrografica Rio S&do Francisco e em verde-
fluorescente a Bacia Hidrogréafica Rio das Velhas. As linhas
em azul representam 0s corregos e rios que fazem parte das

bacias citadas.

A ETE-Onca atende a populacdo de Belo Horizonte e Venda Nova,
totalizando em torno de 1,3 milhdes de habitantes, quando atua em sua vazéo
maxima (2400L/s) (CBHRV, 2015). Ela é considerada a maior estacdo de tratamento
de esgotos da América Latina a adotar o sistema de tratamento biolégico por
reatores UASB (COPASA, 2018). E composta pelo tratamento preliminar fisico no
qual o efluente bruto chega por uma elevatéria, com gradeamento automatizado e
mecanizado, com grades grossas e finas, no qual ocorre a retirada do material
particulado maior e lixo e depois segue para o desarenador e decantador primario,
que retiram as particulas menores em suspensao. A primeira fase do tratamento
bioldgico se inicia em 24 reatores UASB. O esgoto entdo € distribuido para os 24
tanques UASB para a primeira etapa de tratamento bioldégico. Nessa etapa, o
efluente entra pelo fundo dos tanques, passando por uma manta de biofilme
suspenso (granulos) composto por bactérias anaerobias estritas e facultativas que
consomem grande parte das substancias presentes. Esta etapa gera metano

direcionado para um queimador, onde sua combustdo gera CO,, que é menos
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poluente para a atmosfera. A manta de lodo € sempre monitorada para manter a
eficiéncia do tratamento, e quando necessario, é feita a retirada desse lodo, que
apos ser desidratado, é levado para o aterro municipal. O efluente segue entéo para
outra etapa de tratamento biologico, os biofiltros percoladores. Nesta fase, o efluente
€ aspergido sobre uma malha de brita de diversas granulometrias, fazendo com que
haja incorporacdo de oxigénio na agua e degradacdo dos componentes organicos
pelas bactérias sésseis presentes no biofilme aderido a superficie desse leito. Na
etapa final, o efluente segue para um decantador secundario, que serve para a
retirada do material particulado residual e do material flotado, que podem ter se
desprendido do biofiltro.

Os pontos de coleta selecionados para o estudo foram: tanque de entrada do
afluente antes do gradeamento (Efluente Bruto); saida do tratamento anaerébio
(UASB); saida do decantador secundario (Efluente Tratado); corpo receptor antes do
local de deposicdo do efluente tratado (Rio a Montante); corpo receptor apés o local

de deposicdo do efluente tratado (Rio a Jusante). Eles podem ser visualizados na

imagem aérea da ETE mostrada na Figura 2.
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Estacdo de Tratamento de Esgoto do Ribeirdo Onca V|sta de cima e pontos de

Figura 2 -
amostragem. Imagem de satélite, Google Maps. Ponto 1: Tanque de entrada - EB. Ponto 2; Saida do

tratamento anaerdbio - UASB. Ponto 3: Saida do decantador secundario - ET. Ponto 4: Corpo
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receptor antes do local de deposicdo do ET - RM. Ponto 5: Corpo receptor apds o local de deposicéo
do ET - RJ.

O estudo foi realizado no periodo de Agosto a Dezembro de 2022,
totalizando 11 coletas, compreendendo o periodo seco (inverno) e a mudanca para o
periodo chuvoso (primavera e inicio do verao).

Foram coletadas quinzenalmente, amostras de cada um dos pontos de
amostragem em frascos de vidro ambar e bombonas esterilizadas. O volume de
material coletado foi de 500 mL para as andlises microbioldgicas e trés litros para as
andlises fisico-quimicas. As amostras foram transferidas imediatamente para o
Laboratério de Microbiologia Aplicada e Laboratério de Fisico-Quimica (DESDA) da
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG e mantidas sob refrigeracdo até o

momento de seu processamento.

4.2. CARACTERIZACAO DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS AMOSTRAS
DE ESGOTO.

As amostras em estudo foram caracterizadas segundo métodos padrbes
descritos pelo Standard Methods For the Examination of Water and Wastewater
(2005). O pH e a condutividade foram realizados por potenciometria; a Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO) por oximetria e a Demanda Quimica de Oxigénio por
colorimetria; a analise de Solidos Suspensos Totais (SST) foi realizada por
gravimetria (APHA, 2005).

4.3. CARACTERIZACAO DE PARAMETROS BIOLOGICOS NAS AMOSTRAS EM
ESTUDO.

4.3.1. Avaliacdo da densidade de bactérias heterotréficas totais nas amostras

Aliguotas de 1mL de cada amostra foram transferidas para frascos
contendo 9mL de solucao salina estéril (NaCl 0,85%) e diluidas em série na razédo
de 10 até 10®°. Em seguida, aliquotas de 100uL de cada diluicdo foram semeadas
em placas contendo PCA (Agar de Contagem em Placas) para a determinacéo da
densidade de bactérias heterotroficas totais (BHT). As placas foram incubadas por

24 h a 36 °C/+1°C e apés esse tempo, placas contendo de 30 a 300 unidades
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formadoras de colonia (UFC) foram contadas. Esta contagem foi multiplicada pelo
fator de diluicdo e dividida pelo volume adicionado na placa para a obtencdo da

densidade expressa em UFC/mL.

4.3.2. Avaliagdo da densidade de bactérias resistentes a farmacos antimicrobianos

Aliguotas de 100 pL das diluicbes anteriormente preparadas foram
transferidas para placas contendo os seguintes meios de cultura suplementados
com antimicrobianos: Agar Hicrome ESBL, Hicrome KPC, Hicrome MRSA e
Hicrome VRE (Himedia) e incubadas em estufa a 36°C/£1°C por 24-48 horas,
visando quantificar diferentes grupos microbianos resistentes a FAM de interesse.

O &gar Hicrome ESBL foi utilizado para quantificar bactérias produtoras
de ESBL. As col6nias rosas e roxas sao sugestivas de E. coli, colénias verde-
azuladas sugestivas de Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp.,
Citrobacter spp. (grupo KESC), colonias incolores a marrom claras sugestivas de
Proteus spp., Providencia spp. e Morganella spp. (grupo PPM).

O agar Hicrome KPC foi usado para quantificar bactérias produtoras de
Carbapenemase. As colbnias com cor rosa a magenta sao sugestivas de E. coli,
colénias verde azuladas sugestivas de espécies de Klebsiella, Enterobacter e
Serratia, colbnias incolores sugestivas de Acinetobacter e Salmonella e col6nias
verde amareladas sugestivas de Pseudomonas. O agar Hicrome Rapid MRSA foi
utilizado para quantificar colénias amarelo-esverdeadas sugestivas de S. aureus e
colénias verde escuras sugestivas de Staphylococcus epidermidis resistentes a
meticilina. Por sua vez o agar Hicrome VRE foi usado para quantificar colénias
azuis pequenas sugestivas de Enterococcus resistente a Vancomicina.

Apols o periodo de incubacao, placas contendo de 30 a 300 colbnias
foram escolhidas para a determinacdo da densidade expressa em UFC/mL, obtida
multiplicando-se o numero de colbnias pelo fator de diluicdo, seguida por divisdo
pelo volume da aliquota adicionada da amostra espalhada na placa.

Os dados obtidos foram usados nos calculos de eficiéncia de remocéao
de bactérias resistentes aos diferentes FAM ao longo das etapas do tratamentos

realizados na ETE Oncga por meio das equagdes abaixo:

Eficiéncia de remocao relativa (%) = [(1- UFC/mL ET) / UFC/mL EB] x100.
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Eficiéncia de remocao em Log = Log10 (UFC/mL EB / UFC/mL ET).

Para calcular a influéncia da deposicéo do efluente no corpo receptor e

qual o seu impacto, utilizou-se as equacdes abaixo:

Impacto no corpo receptor (%) = [(1- UFC/mL RM) / UFC/mL RJ] x100.
Impacto no corpo receptor em Log = Log10 (UFC/mL RJ / UFC/mL RM).

4.3.3. Avaliacdo da densidade e identificacdo de bactérias do grupo ESKAPEE.

Aliguotas de 100 pL das diluicbes seriadas foram espalhadas na
superficie de placas contendo Agar Cromoclin US (Laborclin) e incubadas em
estufa a 36°C/+1°C por 24 horas.

No Agar Cromoclin US, de acordo com o fabricante, colénias rosa ou
magenta sdo sugestivas de E. coli; coldnias verde escura a azul metalico, médias e
grandes sugestivas de Klebsiella spp., Enterobacter spp. e Citrobacter spp.;
colénias azuis metalicas, pequenas, brilhantes com aspecto seco, sugestivas de
Enterococcus spp.; colbnias incolores a brancas sugestivas de Staphylococcus
spp., Streptococcus spp., Candida spp. e Acinetobacter spp.; colénias amarelas a
marrom sugestivas de Staphylococcus spp., Proteus, Providencia e Morganella e
colbnias cinza, creme e levemente esverdeadas sugestivas de Pseudomonas spp..

As colbnias caracteristicas de cada grupo microbiano em estudo foram
purificadas em meio TSA (Triptic Soy Agar, BD, EUA) por meio de estrias
compostas seguindo incubacdo por 24 horas a 36°C/+1°C. Coldnias puras foram
estocadas a -80°C em criotubos contendo Caldo Brucella com 10% de Glicerol e
usadas nas etapas de identificacdo e caracterizacdo da susceptibilidade a
antimicrobianos.

Para a identificagcdo, os isolados foram ativados em meio TSA e
incubados por 24 horas a 36°C/+1°C. Posteriormente uma coldnia de cada isolado
foi transferida para pocos da placa de ago inoxidavel de Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization - MALDI (Bruker, Alemanha). Em seguida, 1 pyL de acido
férmico (P.A) foi adicionado em cada amostra e as mesmas foram mantidas a
temperatura ambiente até secar. Os pocgos receberam 1 pyL de matriz acido a-ciano-

4-hidroxicinamico (HCCA, Sigma-Aldrich, Polonia) e foram mantidos a temperatura
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ambiente para, posteriormente, serem analisadas em espectrometro de massa. Os
espectros de massa obtidos foram analisados pelo Software Bruker Daltonik MALDI
Biotype (Bruker, Alemanha) e as identificacdes realizadas com base em um ranking
contendo as 20 melhores correspondéncias entre a amostra e o banco de dados
junto ao valor de confianga variando de 0 a 3. A identificacao final foi realizada de
acordo com os critérios recomendados pelo fabricante. A andlise foi feita no
Laboratério de Doencas de Animais Aquaticos (Aquavet) do Departamento de

Medicina Veterinaria Preventiva da UFMG.

4.4. CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS ESKAPEE QUANTO AOS PERFIS DE
SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS.

A caracterizacdo fenotipica dos microrganismos anteriormente
identificados como ESKAPEE, foram realizadas de acordo com as recomendacdes

do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing - BrCast 2022.

4.4.1. Teste de suscetibilidade a antimicrobianos por disco difusao (Kirby-Bauer).

Para o teste de disco difusdo, foram utilizadas placas de Agar Mueller-
Hinton com espessura de aproximadamente 4mm. O inoculo foi preparado,
transferindo de 3 a 5 col6nias de cultivo recente (24 horas) para tubos com 3 mL de
solucéo salina (NaCl 0,85%) e ajustados para a turbidez 0,5 de McFarland. Para a
inoculacdo, o swab foi umedecido nessa suspensdo e pressionado nas paredes
internas do tubo para retirar 0 excesso de liquido. Em seguida, procedeu-se a
semeadura passando o swab por toda a superficie do meio de cultura, em trés
direcOes, para obtencédo de cobertura uniforme da placa com a suspensao celular.
ApoOs a absorcao do inoculo, os discos dos diferentes FAM foram aplicados na
superficie do meio com auxilio de um pinga estéril. As placas foram incubadas por
18 horas a 36°C/+£1°C, e para Enterococcus, Vancomicina foi lida com 24 horas.

Apos isso, as placas foram inspecionadas quanto a presenca de halos de
inibicdo de crescimento em torno dos discos, que quando presentes foram
mensurados e as medidas usadas para categorizar os isolados como Sensivel,
Intermediario e Resistente, segundo os critérios definidos no BrCast (BrCAST
2022).
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O BrCast tem um enfoque na clinica laboratorial e tratamento de
infecgdes relacionadas a saude, dessa forma, com o BrCast houve uma releitura na
interpretacdo dos antibiogramas e considera: sensivel dose padrédo (S), que diz
respeito alta probabilidade de sucesso terapéutico ao utilizar a dose padrdo do
antimicrobiano para tratamento da infec¢cdo pelo microrganismo avaliado; sensivel
aumentando a exposicdo (l), que diz respeito alta probabilidade de sucesso
terapéutico ao modificar e adequar a dose do antimicrobiano para tratamento da
infeccdo pelo microrganismo avaliado, modificando o regime de dosagens ou
aumentando a concentragao do antimicrobiano no local da infecgéo; e resistente (R)
quando existe alta probabilidade de falha terapéutica, mesmo aumentando a
exposicao, com ajuste de doses, tempo de administracdo e concentragao.

Isolados de E. coli, K. pneumoniae e Enterobacter spp. foram testados
para os antimicrobianos Ampicilina 10ug, Amoxicilina+Clavulanato 20+10ug,
Amicacina 30ug, Imipenem 10pg, Meropenem 10ug, Ertapenem 10ug, Cefepime
30ug, Ceftazidima 10ug, Ciprofloxacino 05ug, Gentamicina 10ug e Sulfametoxazol
+ Trimetoprim 23,75+1,25u9.

Isolados de P. aeruginosa foram testados para Amicacina 30ug,
Cefepime 30upg, Ceftazidima 10upg, Ciprofloxacino 05ug, Gentamicina 10ug,
Imipenem 10ug, Meropenem 10ug, Piperacilina+Tazobactam 30+6ug, Aztreonam
30ug.

Isolados de A. baumannii foram testados para Amicacina 30ug,
Ciprofloxacino 05ug, Gentamicina 10ug, Imipenem 10ug, Meropenem 10ug,
Sulfametoxazol +  Trimetoprima  23,75+1,25ug, Ceftazidima 30pg e
Piperacilina+Tazobactam 100+10ug.

Isolados de E. faecalis e E. faecium foram testados para Ampicilina 02ug,
Ciprofloxacino 05ug, Norfloxacino 10ug, Eritromicina 15ug, Gentamicina 30ug,
Linezolida 10ug, Teicoplanina 30ug e Vancomicina 05ug.

Isolados de S. aureus foram testados para Oxacilina (Cefoxitina 30ug),
Ciprofloxacino 25ug, Clindamicina 02ug, Eritromicina 15ug, Gentamicina 10ug,
Sulfametoxazol + Timetoprim 23,75+1,25ug e Doxiciclina 30ug.

4.4.2. Determinacdo de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) por microdiluicdo em

caldo.
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Para o teste de microdiluicdo em caldo para Colistina, foram utilizadas
microplacas de 96 pogos contendo 100 pL de Caldo Mueller-Hinton cation ajustado
em cada cavidade. Na coluna 12 foram adicionados 200 pL de solucdo de
antimicrobiano com o dobro da concentracdo da maior diluicdo a ser testada. A
partir dai, foram realizadas diluicbes em série retirando aliquotas de 100uL de
solucéo preparada e dispensadas na coluna adjacente, repetindo esse processo até
a coluna 2. A coluna 1 contém apenas meio e suspensao bacteriana (controle
positivo). A placa foi tampada, devidamente identificada e armazenada em freezer
até o momento do uso. Para a inoculacao, utilizou-se o mesmo inéculo preparado o
método de Kirby-Bauer diluido 1:100 usando Caldo Mueller-Hinton, dispensando-se
100pL da suspensédo em todas as colunas. As placas foram incubadas a 35+1°C,
18+2h e apds, realizadas as leituras para a determinacao da CIM.

Esta metodologia foi utilizada em isolados de Enterobacter spp., E. coli,

K. pneumoniae e P. aeruginosa para Colistina, e em S. aureus para Vancomicina.
4. 5. ANALISE DE DADOS
Andlise multivariada de componentes principais usando o software Past foi

conduzida para avaliar o efeito desses parametros fisico-quimicos sobre os dados

biolégicos.
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5. RESULTADOS

5.1. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

O plano de amostragem incluiu coletas em periodo seco (08 de Agosto a
03 de Outubro de 2022) e chuvoso (17 de Outubro a 26 de Dezembro de 2022)
(Tabela 1), o que resultou em vazbes diferentes na ETE e consequente alteracdes
nos parametros fisico quimicos pH, condutividade, DBO, DQO e SST (Figura 3).
Durante o estudo, foi detectado que no periodo de agosto, havia grande parte de
efluente bruto caindo diretamente no rio devido uma obra em dois dos bragos
coletores do efluente e transporte até a ETE. Com isso, foi possivel avaliar também
a influéncia do esgoto bruto nos parametros fisico quimicos e biologicos das

amostras coletadas no rio.

Data T (°C) Clima Periodo Observacoes
08/08/2022 17,3 Ensolarado Seco Braco coletor em obra
22/08/2022 18,1 Ensolarado Seco Volta parcial da vazéo
05/09/2022 20,5 Ensolarado Seco Normalizacéo da vazao total
19/09/2022 19,6 Ensolarado Seco -
03/10/2022 20,2 Ensolarado Seco -
17/10/2022 22,0 Ensolarado Chuvoso -
31/10/2022 20,3 Chuvoso Chuvoso Enchente no rio
14/11/2022 23,2 Nublado Chuvoso -
28/11/2022 22,0 Ensolarado Chuvoso -
12/12/2022 21,6 Parcialmente Chuvoso -

Nublado
26/12/2022 22,7 Nublado Chuvoso -

Tabela 1- Datas de cada coleta com as informagcBes de clima e observacbes relativas a cada

amostragem.

Como demonstrado na figura 3, todas as amostras de efluente coletadas
se mantiveram dentro da faixa de pH de 5-9. O pH do EB foi o que mais variou entre

as amostras, indo de 6,83 a 8,35. O pH das amostras do reator UASB mantiveram-
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se em faixas mais baixas que dos outros pontos e a média de 7,08+0,11. As
amostras de ET, RJ e RM, apresentaram perfis de pH bastante semelhantes ao
longo do tempo, sendo o menor valor encontrado 7,45 e o maior 7,98 nos trés
pontos.

Os valores de condutividade de EB foi o que mais variou ao longo do
estudo com média de 878+284,4 uS/cm, seguido por UASB com média de
806£214,2 uS/cm e ET com 858+184 uS/cm. A condutividade de RJ e RM tiveram
uma tendéncia de queda apos o inicio do periodo chuvoso, sendo que a menor
medida de condutividade aconteceu em dia de fortes chuvas. As médias destes
pontos foram 437+130 uS/cm e 560+£138 uS/cm para RM e RJ, respectivamente. Os
maiores valores ocorreram nas primeiras coletas em funcdo do esgoto bruto que

estava caindo no rio.
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Figura 3 - Valores de (a) pH; (b) condutividade; (c) Sélidos Suspensos Totais (SST), (d) Oxigénio
Dissolvido (OD); (e) Demanda Quimica de Oxigénio (DQO); (f) Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO). Linha tracejada vermelha indica a mudanca da estacéo seca para a chuvosa. EB: Efluente
Bruto; UASB: Upflow Anaerobic Sludge Blanket (Reator Anaerébio de Fluxo Ascendente); ET:
Efluente Tratado; RM: Rio a Montante do local de deposi¢do do ET; RJ: Rio a Jusante do local de

deposicéo do ET.

O EB foi o ponto em que os Sélidos Suspensos Totais foram mais
concentrados com média de 183+58,2 mg/L, seguidos de UASB com valor médio de
154450 mg/L, ET com 45+17,4 mg/L, RJ com 30,4+18,9 mg/L e RM com a menor
massa de solidos no valor de 26,4+20,4 mg/L. A taxa de remoc¢do de soélidos pela
ETE foi de 75,41% e a deposi¢do de ET no rio aumentou em média 15,15%. Nas
duas primeiras analises, a massa de SST do RM e RJ foi superior a do ET, isto
também deve ter ocorrido em funcao do rio ter recebido esgoto sem tratamento, com
grande carga de solidos. ApGs o retorno do funcionamento normal do emissario, a
massa de SST diminuiu no rio.

Os valores de OD sao inversamente proporcionais a DQO e DBO. Os
maiores valores de OD foram do RM (7,38%1,18 mg/L), seguidos por RJ (6,96+0,89
mg/L), ET (5,71+1,65 mg/L), UASB (3,01+1,67 mg/L) e a medida mais baixa foi a de
EB (2,22+2,05 mg/L). Observa-se que a ordem inversa de valores acontece com
DQO e DBO: EB com 460,74+138,0 mg/L e 211,50+53,6 mg/L, UASB com
280,34+84,5 mg/L e 82,01+37,0 mg/L, ET com 166,81+47,7 mg/L e 46,29+23,4
mg/L, RJ com 75,65+31,7 mg/L e 18,88+7,7 mg/L e por ultimo, com 0os menores
valores RM com 59,62+36,0 mg/L e 12,42+7,05 mg/L.

Para avaliar a semelhanca entre os pontos com base em suas
caracteristicas fisico-quimicas, a andlise de componentes principais (ACP) foi

realizada (Figura 4). De acordo com a distribuicdo dos pontos na ACP, podemos
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observar que a separacgédo foi mais relacionada ao ponto amostral do que ao periodo.
Alguns fatores contribuiram para a separac¢ao dos pontos: ao considerar a CP1 (eixo
X), percebemos tendéncia de separacdo dos pontos que apresentam as 0s maiores
valores de DBO (0,44), DQO (0,49) e SST (0,47) e os menores valores de OD (-
0,46) em relacdo aos demais. J& na CP2 (eixo Y), os niveis de pH e condutividade
foram os que mais contribuiram para os agrupamentos (loading de 0,85 e 0,45,
respectivamente). Pode ser observado um grupo no quadrante superior a direita do
eixo X formado pelas amostras de EB que apresentam as maiores concentracdes de
Condutividade, DBO e DQO, e no quadrante inferior de amostras do reator UASB
com maiores valores de SST. Por outro lado, no lado oposto do eixo pode ser
observado grupo formado pelas amostras de ET, RM e RJ com maiores
concentracfes de OD e maiores valores de pH. Na analise é percebido também
correlacao positiva entre as variaveis SST com DQO (r=0,882, pvalue=6,46x10-19) e
DBO (r=0,822, pvalue=1,37x10-14); entre DBO e DQO (r= 0,893, pvalue=5x10-20) e
negativa entre SST e OD (r= -0,830, pvalue=4,6x10-15) e entre OD e DQO(r=0,852,
pvalue=1,63x10-16) e DBO(r=0,693, pvalue=4,4x10-9).
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Figura 4. Analise de Componente Principal dos fatores fisico quimicos das amostras coletadas nos

diferentes pontos da ETE Onca e corpo receptor do efluente tratado. a) Diagram de Scatter, b)
Loadings da CP1 e c) da CP2. EB: Efluente Bruto; UASB: Upflow Anaerobic Sludge Blanket (Reator
Anaerobio de Fluxo Ascendente); ET: Efluente Tratado; RM: Rio a Montante do local de deposigdo do
ET; RJ: Rio a Jusante do local de deposi¢édo do ET. SST: Solidos Suspensos Totais. OD: Oxigénio

Dissolvido. DQO: Demanda Quimica de Oxigénio. DBO: Demanda Bioquimica de Oxigénio.

5.2. CARACTERIZACAO DE PARAMETROS BIOLOGICOS NAS AMOSTRAS EM
ESTUDO.
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5.2.1. Densidade de bactérias heterotroficas totais.

As densidades de BHT nos diferentes pontos de coleta ao longo do
periodo de estudo, as taxas de remocdo da ETE e o impacto do efluente no corpo

receptor estdo apresentadas na Figura 5.
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Figura 5: (a) Distribuicdo temporal de BHT nas amostras coletadas ao longo da ETE e no rio que
recebe o efluente doméstico tratado entre os meses de Agosto a Dezembro de 2022. (b) Eficiéncia
relativa de remocado de BHT pela ETE. (c) Eficiéncia de remoc¢édo de BHT pela ETE em log. (d)
Acréscimo de BHT apos a deposicdo de ET no corpo receptor em %. (e) Acréscimo de BHT apoés a
deposicdo de ET no corpo receptor em log. Linha tracejada vermelha indica a mudanca da estagéo
seca para a chuvosa. EB: Efluente Bruto; UASB: Upflow Anaerobic Sludge Blanket (Reator Anaerébio
de Fluxo Ascendente); ET: Efluente Tratado; RM: Rio a Montante do local de deposi¢éo do ET; RJ:
Rio a Jusante do local de deposi¢éo do ET.

As densidades de BHT variaram com o ponto e época de coleta. No geral,
diminuiram ao longo do tratamento, sendo que as amostras de EB apresentaram
densidades variando de 3,25x10° a 1,57x10° UFC/mL (Média de 6,66x10° UFC/mL),
no ponto da UASB, oscilou de 9,9x10° a 5,9x10° UFC/mL (Média de 2,93x10°), e no
ET variou de 8,9x10° a 7,1x10° UFC/mL (Média de 2,57x10° UFC/mL). Por sua vez,
a média da eficiéncia de remocao de BHT na ETE foi de 48,86%, variando de 35,73-
81,00%. A reducgdo em log foi em média 0,417 log, variando de 0,193-0,721 log
durante o periodo estudado. Ocorreu um outlier no dia 22/08 em que o ET teve
densidade de BHT cerca de duas vezes maior que o EB, correspondendo a 7,10x10°
UFC/mL e 3,54x10° UFC/mL, respectivamente. Desconsiderando este ponto, a
média de remoc¢do aumentou para 63,80% ou 0,49 log. Este aumento de carga
microbiana apOs o tratamento pode estar associada ao aumento da vazdo de
entrada do esgoto na ETE que ocorreu pela volta do funcionamento de parte do
sistema de captacdo, que se encontrava em obras. Na ocasido, a concentracao de
SST foi de 77 mg/L, 83,3% maior que a anterior de 42 mg/L. Nessa data, a remogao
de SST pela ETE foi de 59,89%, valor 19,65% menor que a anterior de 74,54%.
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Ja nas aguas do corpo receptor, as amostras coletadas a montante do
local de deposicéo de efluente apresentaram densidades de BHT entre 2,96x10" e
1,53x10° UFC/mL, com média de 3,76x10° UFC/mL, menores que as coletadas a
jusante, que variaram de 3,47x10° a 4,60x10° UFC/mL, com média de 1,21x10°
UFC/mL. A média de acréscimo de BHT ap0s a deposicao de efluente no rio foi de
572,33% e 0,66 log, com destaque para as coletas realizadas em Dezembro, em que
a diferenca RJ em relacdo ao RM foi de 1453% que corresponde a 1,190 log e
1469% que corresponde a 1,196 log. A menor taxa de acréscimo de 13,24% e 0,053
log ocorreu na coleta de 31/10/2022, dia em que as chuvas estavam intensas. As
maiores densidades amostradas observadas no RM aconteceram nas primeiras
coletas, quando o braco coletor do esgoto ainda estava em manutencdo e 0 rio
estava recebendo grande carga de efluente bruto da cidade de Belo Horizonte. Se
considerarmos as duas primeiras coletas como outliers e excluirmos estes pontos,
devido a influéncia do efluente bruto afetar a densidade de bactérias no rio, teremos
entdo médias de 2,04x10°> UFC/mL para o RM e 8,26x10° UFC/mL para o RJ, com
diminuicdo de 0,098 log na média. No periodo seco, as médias das densidades
foram de 6,06x10° UFC/mL para RM e 1,6x10° UFC/mL em RJ, considerando as
duas primeiras coletas (outliers), 2,43x10° UFC/mL no RM e 6,9x10°> UFC/mL no RJ,
sem a inclusdo destes pontos. Além disso, as menores densidades das amostras de
rio aconteceram apds o estabelecimento do periodo chuvoso. As médias de BHT
ap6s o inicio da estacdo de chuvas foram de 1,84x10°> UFC/mL para o RM e
8,94x10° UFC/mL para o RJ.

5.2.2. Densidade de Bactérias Resistentes a Antimicrobianos (BRA)

As densidades de BRA ao longo do periodo experimental nas amostras

estudadas estéo apresentadas na Figura 6.
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Figura 6: Densidade de BRA no Efluente Bruto. Linha tracejada vermelha indica a mudanca da
estacdo seca para a chuvosa. ESBL: grupo de bactérias produtoras de Beta-lactamase de espectro
estendido; KPC: grupo de bactérias produtoras de Carbapenemases. KESC: Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp.. PPM: Proteus spp., Providencia spp., Morganella
spp.. SCNRM: Staphylococcus coagulase negativa resistente a meticilina. VRE: Enterococcus spp.

resistente a Vancomicina.

Na amostra de EB, como mostrado na Figura 6 , E. coli produtora de
ESBL manteve-se dentro da faixa de 10* UFC/mL, de 2x10* a 9,5x10%, com média
4,95x10* UFC/mL ao longo dos meses; o grupo KESC ESBL variou entre 3x10* e
4,6x10° UFC/mL, com média de 1,06x10° ja o grupo PPM ESBL apresentou
contagens maiores, que variaram de 5,9x10* a 2,38x10° UFC/mL, com média
6,28x10°. Para bactérias produtoras de KPC, E. coli e Pseudomonas spp.
apresentaram as menores contagens. A densidade de E. coli KPC variou entre 1x10*
e 5x10* UFC/mL, sendo a média 2,14x10* enquanto a de KESC KPC variou de
1,85x10° a 1,25x10° UFC/mL, com média de 1,57x10°> UFC/mL. Acinetobacter spp. e
Salmonella spp. produtoras de carbapenemase variaram de 2,33x10* a 2,12x10°
UFC/mL, com média de 5,17x10°> UFC/mL. Pseudomonas spp. néo foi detectada em
todas coletas, das amostras em que foi possivel sua deteccédo, dias 08/Ago, 05 e
19/Set, 03 e 17/0ut e 12/Dez, a densidade variou de 1x10% a 5x10* UFC/mL, com
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média de 1,91x10* UFC/mL. A densidade de Staphylococcus coagulase negativa
resistentes & Meticilina variou entre 4x10° e 1,37x10° UFC/mL, com média de
4,23x10* UFC/mL. VRE variou de 9,8x10° a 4,5x10* UFC/mL, com média 2,14x10"
UFC/mL.

De todos os grupos de BRA, PPM ESBL foi grupo com a maior densidade,
com média de 6,25x10° UFC/mL e a menor densidade foi de Pseudomonas spp.
KPC com densidade média de 1,91x10* UFC/mL. Para bactérias produtoras de KPC,
incluindo Pseudomonas spp. e E. coli, houve um decréscimo nas ultimas coletas, no

periodo em que as chuvas estavam mais intensas.
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Figura 7: Densidade de BRA no UASB. Linha tracejada vermelha indica a mudanca da estagcéo seca
para a chuvosa. ESBL: grupo de bactérias produtoras de Beta-lactamase de espectro estendido;
KPC: grupo de bactérias produtoras de Carbapenemases. KESC: Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Serratia spp., Citrobacter spp.. PPM: Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp.. SCNRM:
Staphylococcus coagulase negativa resistente a meticilina. VRE: Enterococcus spp. resistente a

Vancomicina.

Na amostra de UASB, E. coli produtora de ESBL manteve-se entre
1,3x10% e 4,7x10* UFC/mL, com média de 2,44x10* KESC ESBL variou de 1x10° e
3,10x10* UFC/mL, com média de 1,85x10* UFC/mL. PPM ESBL teve a menor
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densidade maior contagem de 8,4x10* UFC/mL e a maior de 5,50x10°> UFC/mL, com
média de 2,82x10° UFC/mL. A densidade de E. coli KPC oscilou entre 1x10? e 3x10*
UFC/mL, equivalente a diferenca de duas escalas logaritmicas, com média de
1,11x10* UFC/mL. KESC KPC também apresentou uma alta variacdo na densidade,
que foi de 8x10% a 6,1x10° UFC/mL, com média de 7,5x10* UFC/mL. Acinetobacter
spp. e Salmonella produtoras de KPC variaram de 1,55x10% a 8,5x10° UFC/mL, com
densidade média de 3,01x10°> UFC/mL. Pseudomonas spp. ndo foi detectada em
todas as coletas, mas das amostras em que foram detectadas (dias 08/Ago, 05 e
19/Set, 03 e 17/Out, 01/Nov e 12/Dez, a maior contagem foi de 8x10* e a menor de
1x10° UFC/mL com densidade média de 1,71x10* UFC/mL. Staphylococcus
coagulase negativa resistentes a Meticilina foi de 1x10° a 5,4x10* UFC/mL, com
média de densidade de 1,87x10* UFC/mL. Por fim, VRE variou de 4,5x10° a 6,4x10*
UFC/mL, com densidade média de 1,15x10* UFC/mL. Neste ponto, o grupo de BRA
com maior densidade média foi Acinetobacter spp. e Salmonella spp. KPC e a menor

foi a E. coli KPC, diferindo do que ocorreu no Efluente Bruto.

Densidade de BRAs no Efluente Tratado
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Figura 8: Densidade de BRA no Efluente Tratado. Linha tracejada vermelha indica a mudanca da
estacao seca para a chuvosa. ESBL: grupo de bactérias produtoras de Beta-lactamase de espectro
estendido; KPC: grupo de bactérias produtoras de Carbapenemases. KESC: Klebsiella spp.,

Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp.. PPM: Proteus spp., Providencia spp., Morganella
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spp.. SCNRM: Staphylococcus coagulase negativa resistente a meticilina. VRE: Enterococcus spp.

resistente a Vancomicina.

No Efluente Tratado, o perfil também divergiu em relacdo aos pontos
anteriores. E. coli produtoras de ESBL, a variacdo da densidade foi de 5x10° a
4,3x10* UFC/mL, com média de 1,19x10* UFC/mL. O grupo KESC ESBL variou de
1,4x10* a 1,07x10°> UFC/mL, com média de 3,25x10* UFC/mL. PPM produtoras de
ESBL tiveram densidades de 7,9x10* a 7x10° UFC/mL, com média de 2,6x10°
UFC/mL. No grupo de bactérias produtoras de carbapenemases, E. coli apresentou
uma oscilagéo maior, que foi de 2,0x10" a 4,4x10* UFC/mL, com média de 9,93x10°
UFC/mL. KESC apresentou densidades de 1,0x10? até 6,4x10* UFC/mL, com média
de 1,47x10* UFC/mL. Acinetobacter spp. e Salmonella tiveram a menor densidade
no valor de 7,6x10° UFC/mL e a maior de 3,12x10° UFC/mL, com média de 9,44x10°
UFC/mL, também com grande variacdo. Pseudomonas, assim como nos pontos
anteriores, ndo foi detectada em todas as coletas. Contudo, variou de 1,0x10° a
5x10* UFC/mL, com média de 1,71x10* UFC/mL. Staphylococcus coagulase
negativa resistentes a Meticilina variou de 2,4x10° a 1,32x10* UFC/mL,
apresentando média de 7,14x10* UFC/mL. VRE apresentou a menor contagem no
valor de 8,2x10* UFC/mL e a maior de 6,2x10° UFC/mL, com média de 2,89x10°
UFC/mL, que foi a menor média de densidade de todos os grupos microbianos nas
amostras de ET. Por outro lado, a maior densidade média foi do grupo de

Acinetobacter spp. e Salmonella spp. produtoras de KPC.
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Densidade de BRAs no Rio a Montante

107
106
105+
104-
10.:!-
102 1
|
|
- 1
107 |
|
101} | | 1 ] | : I || || || ] |
SV ¥ N K N U S W Ui N ¥
¥ W W W W U v P W .-5\' .-g."‘*
& ‘ﬂp‘b & & o o W o N A N
& 3 & D ) ) o N\ h: N o
=k E.coll ESBL - KESCESBL % PPMESBL =& E.coliKPC @ KESC KPC
- Acinetobacter spp. e Salmonella spp. KPC # Pseudomonas spp. KPC MRSA-¥ VRE
o Densidade de BRAs no Rio a Jusante
~ |
106=
105+
7:-' 104
9
o 103
102+ '
1
|
101- : B
1
100 1 1 1 1 1 : 1 | | 1 1 1 | |
v v v v v 2 v v v v v
& M ¢ & v M M & M & ¢
& O P @ O & © © o
&P & S & N D N " N N D
& P & RN O S B P
-4 E.coliESBL @ KESCESBL # PPMESBL -4 E.coliKPC - KESCKPC
-#- Acinetobacter spp. e Salmonella KPC ® Pseudomonas spp. KPC MRSA -% VRE

Figura 9: (a) Densidade de BRA no Rio a Montante do local de deposicdo de efluente tratado. (b)

Densidade de BRA no Rio a Jusante do local de deposi¢cdo de efluente tratado. Linha tracejada

vermelha indica a mudanca da estacdo seca para a chuvosa. ESBL: grupo de bactérias produtoras de

Beta-lactamase de espectro estendido; KPC: grupo de bactérias produtoras de Carbapenemases.

KESC: Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp.. PPM: Proteus spp.,
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Providencia spp., Morganella spp.. SCNRM: Staphylococcus coagulase negativa resistente a

meticilina. VRE: Enterococcus spp. resistente a Vancomicina.

Na amostra de RM, a primeira coleta ndo foi detectada a presenca de E.
coli ESBL pela clonagem de outras morfotipos que impediram a sua discriminacao.
Como demonstrado na Figura 9a, nas demais coletas, a variacdo de E. coli ESBL foi
de 1x10% a 6x10* UFC/mL, com média de crescimento de 6,65x10° UFC/mL. KESC
ESBL variou de 2,70x10% a 2,82x10° UFC/mL, com média de 3,2x10* UFC/mL. PPM
ESBL variou de 1,26x10° a 9x10° UFC/mL, com média de 1,15x10°> UFC/mL. E. coli
produtora de carbapenemase oscilou de 2x10' a 5x10° UFC/mL, com média de
8,15x10* UFC/mL. KESK KPC variou de 0 a 2,7x10* UFC/mL, tendo média de
3,88x10° UFC/mL. Acinetobacter spp. e Salmonella spp. variaram de 5,6x10° a
5,4x10° UFC/mL, apresentando média de 7,98x10* UFC/mL. Pseudomonas spp.
KPC variaram de 0 a 5x10° UFC/mL, com média de 5,75x10° UFC/mL.
Staphylococcus coagulase negativa resistentes a Meticilina foi de 3x10' a 1x10*
UFC/mL, com média de contagem de 3,21x10° UFC/mL. Em algumas coletas, VRE
nao apresentou crescimento, sendo o limite de detec¢cdo <10 UFC/mL. Com isso, as
contagens variaram de 0 (<10 UFC/mL) a 2,5x10° UFC/mL, com densidade média
de 6,32x10%. A maior densidade encontrada foi do grupo PPM ESBL e a menor de
Pseudomonas spp. KPC. Apdés o inicio da estacdo chuvosa, houve a diminuicdo da
densidade de BRA dos diversos grupos bacterianos, exceto de Staphylococcus spp.
resistente a Meticilina, que se manteve estavel. Além disso, as duas primeiras
amostras também podem ser consideradas outliers, assim como o ocorrido em BHT.
Nestas amostras, estdo as maiores densidades de BRA devido a porcao de efluente
bruto que estava caindo no rio na ocasiao da obra.

Na Figura 9b, podemos ver E. coli produtora de ESBL com variagdes de
1x10° a 1,6x10* UFC/mL, e média de 6,26x10° UFC/mL. KESC ESBL variaram de
5x10% a 3x10* UFC/mL, com média de 1,03x10* UFC/mL. A menor contagem de
PPM ESBL foi de 4,2x10* UFC/mL enquanto a maior foi de 8,8x10°> UFC/mL, com
média de 2,48x10° UFC/mL. No meio de cultura para bactérias resistentes a
carbapenémicos, E. coli variou de 0 a 1,20x10* UFC/mL, com média de crescimento
de 2,88x10° UFC/mL. J4 KESC foi de 4x10' a 3x10* UFC/mL, com média de
5,95x10° UFC/mL. Acinetobacter spp e Salmonella spp. KPC variaram de 6,3x10% a
7,10x10° UFC/mL, com média de 1,92x10° UFC/mL. Pseudomonas spp. variou de O
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a 1,8x10° UFC/mL, com média de 4,61x10* UFC/mL. Staphylococcus coagulase
negativa resistentes a Meticilina variou de 2,4x10% a 1x10* UFC/mL, com média de
1,88x10° UFC/mL. VRE foi de 2,10x107 a 3,2x10° UFC/mL, com média de densidade
de 1,19x10°® UFC/mL. A maior densidade média também foi de PPM ESBL assim

como no RM, e a menor densidade média foi de VRE.
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Figura 10- Boxplot com as densidades de bactérias resistentes aos antimicrobianos, nos diferentes
pontos de coleta. EB: Efluente Bruto; UASB: Reator anaerébio de fluxo ascendente; ET: Efluente
tratado; RM: Rio a Montante do local de deposi¢céo do ET; RJ: Rio a Jusante do local de deposicao do
ET. ESBL: grupo de bactérias produtoras de Beta-lactamase de espectro estendido; KPC: grupo de
bactérias produtoras de Carbapenemases. KESC: Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp.,
Citrobacter spp.. PPM: Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp.. SCNRM: Staphylococcus

coagulase negativa resistente & meticilina. VRE: Enterococcus spp. resistente & Vancomicina.

O grafico de boxplot representado na Figura 10 mostra a variagdo média

das contagens de BRA nos diferentes pontos de coleta amostrados. Em geral, as
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densidades de BRA s&o maiores no EB, seguido de UASB, ET, RJ e as menores em
RM, como esperado por nao receber efluente da ETE.

A remocédo dos diferentes grupos de BRA, expressa em percentual de
UFC/mL e em termos de diminuicdo no log de UFC/mL, esta mostrada na Figura 11.
Foi observado que a maior remo¢cdo de BRA pela ETE foi de bactérias do grupo
KESC produtoras de KPC 90,64% ou 1,029 log e a menor para Pseudomonas spp.
KPC 10,47% ou 0,049 log. Por outro lado, Acinetobacter spp. e Salmonella spp.
tiveram um acréscimo de 82,6% na densidade (UFC/mL) ao fim do tratamento,

correspondente a 0,261 log.

A Eficiéncia de Remocgdo de BRA

Eficiéncia de Remocao de BRA

1.5+

Figura 11: (a) Média de eficiéncia de remo¢éo de BRA da ETE em %. (b) Média de eficiéncia de
remocao de BRA da ETE em Log. ESBL: grupo de bactérias produtoras de Beta-lactamase de
espectro estendido; KPC: grupo de bactérias produtoras de Carbapenemases. Ec: E. coli. KESC:
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp.. PPM: Proteus spp., Providencia
spp., Morganella spp.. A/S: Acinetobacter spp e Salmonella spp. SCNRM: Staphylococcus coagulase

negativa resistente a meticilina. VRE: Enterococcus spp. resistente a Vancomicina.

No corpo receptor, e deposicédo de efluente tratado aumentou em 0,334
log a grupo de PPM ESBL, 0,548 log a densidade de E. coli KPC, 0,185 log KESC
KPC, 0,382 log para Acinetobacter spp e Salmonella spp., 1,904 log para
Pseudomonas spp. KPC e 0,274 log de aumento de VRE. Por outro lado, houve uma
reducdo de 0,026, 0,492 e 0,232 log de E. coli ESBL, KESC ESBL e SCNRM,
respectivamente. Desconsiderando as duas primeiras rodadas de amostragem, o

impacto do efluente tratado no RJ apresentou um perfil diferente: somente SCNRM
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apresentou redugao na densidade no valor de 0,461 log. A maior influéncia foi de
Pseudomonas spp. KPC, que teve um aumento de 2,734 log de UFC/mL na sua
densidade. VRE foi o grupo com a menor influéncia no RJ, com acréscimo de 0,345
log de UFC/mL.
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Figura 12: (a) Média da influéncia da deposicdo de BRA do efluente tratado no RJ em relagdo ao RM
em %. (b) Média da influéncia da deposicdo de BRA do efluente tratado no RJ em relagdo ao RM em
Log. ESBL: grupo de bactérias produtoras de Beta-lactamase de espectro estendido; KPC: grupo de
bactérias produtoras de Carbapenemases. KESC: Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp.,
Citrobacter spp.. PPM: Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp.. SCNRM: Staphylococcus
coagulase negativa resistente a meticilina. VRE: Enterococcus spp. resistente a Vancomicina.
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Figura 13- Heatmap das densidades de diferentes grupos de bactérias resistentes a antimicrobianos
presentes nos diferentes pontos e épocas do estudo avaliadas por meio do crescimento em meios
seletivos/indicadores. EB: Efluente Bruto; UASB: Reator anaerdbio de fluxo ascendente; ET: Efluente
tratado; RM: Rio a Montante do local de deposicéo do ET; RJ: Rio a Jusante do local de deposicao do
ET. ESBL: grupo de bactérias produtoras de Beta-lactamase de espectro estendido; KPC: grupo de
bactérias produtoras de Carbapenemases. KESC: Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp.,
Citrobacter spp.. PPM: Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp.. SCNRM: Staphylococcus

coagulase negativa resistente a meticilina. VRE: Enterococcus spp. resistente a Vancomicina.

Pelo Heatmap podemos perceber que BHT foi 0 grupo com maiores
densidades populacionais encontradas no estudo, uma vez que o meio favorece a
multiplicacdo de todas as bactérias viaveis, diferente dos meios de cultura
suplementados com antimicrobianos, que seleciona BRA. Entre as BRA, nota-se um
agrupamento de Acinetobacter spp/Salmonella spp. KPC e PPM ESBL aparecendo
com as maiores densidades e Pseudomonas spp KPC e VRE com as menores
densidades. O grupo KESC ESBL e E. coli ESBL se associam. KESC KPC
apresenta densidades de cerca de um log a mais que E. coli KPC majoritariamente
nas amostras coletadas no rio. Em geral, EB e UASB tém perfis semelhantes nas
densidades, assim como RM e RJ, que registraram as menores densidades de BRA
durante o estudo, com excecdo a alguns outliers referentes as duas primeiras

amostragens.

5.2.3. Isolamento de bactérias do grupo ESKAPEE.

Um total 389 bactérias provenientes de amostras do ET cultivadas em
Agar Cromoclin US, foram isoladas e identificadas pelo MALDI-TOF. Em ordem
decrescente, Aeromonas foi 0 género mais prevalente, seguido por Acinetobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Enterococcus, Citrobacter,
Streptococcus, Acidovorax, Comamonas, Raoultella, Kluyvera. Os demais géneros
identificados representam individualmente menos de 1% dos isolados. A Figura 14
e a Tabela 4 em anexo mostram a porcentagem de géneros e espécies

identificados a partir dos isolados.
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Figura 14: Porcentagem de géneros e espécies identificados, isolados do Efluente Tratado.

Do total de isolados identificados, haviam 76 bactérias pertencentes ao
grupo ESKAPPE (19,5%). Deste total, foram 21 do género Enterobacter spp.
(27,63%) [11 E. asburiae (14,47%) e 10 E. cloacae (13,16%)], 11 de Enterococcus
spp. (14,47%) [cinco E. faecalis (6,58%) e seis E. faecium (7,89%)], 29 da espécie
E. coli (38,16%), 11 de K. pneumoniae (14,47%) e quatro P. aeruginosa (5,26%).
Ndo houveram isolados das espécies S. aureus e A. baumannii pela abordagem
utilizada.

5.2.4. Avaliacdo da resisténcia a antimicrobianos das bactérias ESKAPEE isoladas
de ET.
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Figura 15: Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados de efluente tratado, segundo o
BrCast. (a) Suscetibilidade de Enterococcus spp. segundo o BrCast. (B) Suscetibilidade de P.
aeruginosa segundo o BrCast. (C) Suscetibilidade de Enterobacter spp, E. coli e K. pneumoniae
segundo o BrCast. R: Resistente; I: Intermediario (sensivel aumentando a dose); S: Sensivel. AMI:
Amicacina; AMC: Amoxicilina+Clavulanato; AMP: Ampicilina; ATM: Aztreonam; CPM: Cefepime;
CAZ: Ceftazidima; CIP: Ciprofloxacino; COL: Colistina; ERI: Eritromicina; ERT: Ertapenem; GEN:
Gentamicina; IMP: Imipenem; LNZ: Linezolida; MER: Meropenem; NOR: Norfloxacino; PPT:
PiperacilinatTazobactam; SUT: Sulfametoxazol+Trimetoprim; TEC: Teicoplanina; VAN:
Vancomicina.

O perfil caracterizado considerando o BrCast foi o seguinte: para o
género Enterococcus 18,2% foram resistentes a Ciprofloxacino e 9,1% resistentes a
Gentamicina. Nao houveram isolados resistentes a Ampicilina, Norfloxacino,
Teicoplanina, Vancomicina e Linezolida. Somente um isolado de P. aeruginosa
(25%) apresentou resisténcia a Colistina, mas todos os isolados exibiram
suscetibilidade intermediaria (sensivel aumentando a dose) a Aztreonam,
Cefepime, Ceftazidima, Ciprofloxacino, Imipenem e Piperacilina+Tazobactam. Dos
21 isolados de Enterobacter spp., 57,14% foram resistentes a

Amoxicilina+Clavulanato, 38,1% resistentes a Colistina, 33,3% a Ampicilina, 14,3%
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a Ciprofloxacino e 4,8% a Amicacina e Ceftazidima. 4,76% foram sensiveis
aumentando a dose para Ampicilina e Ciprofloxacino. Em isolados de E. coli, 24,1%
foram resistentes a Ampicilina, 17,2% resistentes a Sulfametoxazol+Trimetoprim,

~

6,9% resistentes a Amoxicilina+Clavulanato e Ciprofloxacino e 3,45% a
Gentamicina e Cefepime. N&o houveram isolados resistentes a Amicacina,
Imipenem, Meropenem e Ertapenem, Ceftazidima e Colistina. JA& em K.
pneumoniae, todos os isolados foram resistentes a Ampicilina, 9,1% dos isolados
foram resistentes a Amoxicilina+Clavulanato, Cefepime e Colistina. Os demais

isolados foram suscetiveis a todos os antimicrobianos testados.
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6. DISCUSSAO

As caracteristicas fisicas e quimicas do corpo receptor do efluente podem
ser significativamente afetadas por lancamento direto de esgoto bruto e efluente
tratado, assim como mudancas na precipitacdo. No presente estudo, de modo geral,
o0 pH e a condutividade ndo apresentarem grandes alteracdes ao longo do tempo, a
excegdao de um outlier na coleta do dia 03 out, provavelmente associada
recebimento de residuos de caminhdes limpa fossa e chorume coletado no aterro
sanitario, os quais sdo misturados pontualmente ao Efluente bruto. Esses
pardmetros variaram mais com o0S pontos de coleta: as amostras de EB
apresentaram maior variacdo no pH e as de UASB mantiveram o pH mais baixo em
relacdo ao restante das amostras, ndo havendo variacdo expressiva ao longo do
tempo.

Apesar disso, todas as amostras ficaram dentro dos padrbes de pH
recomendados para efluentes que é de 5 a 9, de acordo com a Resolucéao 430 de 13
de maio de 2011 do CONAMA, gue define condi¢cdes e padrées de lancamento de
efluentes em corpos d’agua receptores. Com o inicio da estagdo de chuvas, houve
uma tendéncia de queda nos valores de condutividade nas amostras do rio, que
pode ser explicada pela diluicdo dos ions dissolvidos com o maior volume de agua
da chuva. Em geral, niveis superiores a 100 yS/cm indicam ambientes impactados,
sendo uma medida indireta da concentracdo de poluentes (UFSC, 2005). Todas as
medidas de condutividade foram superiores a este valor, sendo que a menor delas
foi de 210 yS/cm em uma amostra de RM, mostrando que mesmo o rio estudado
sofre influéncia da poluicdo urbana. Além da condutividade, o aumento do volume
d'dgua dos rios com a chuva pode afetar a concentracdo de solidos suspensos
totais. Durante eventos de chuvas intensas, o fluxo e a velocidade da agua
aumentam, possibilitando o transporte de substancias dissolvidas ou ocasionar a
ressuspenséo dos sedimentos de corregos e rios (HRDINKA et al., 2012; JOSHI et
al., 2017; MISHRA, ALNAHIT, CAMPBELL, 2021).

Apos todo o processo de tratamento, ao sair do decantador secundario, a
remocao de DQO foi de 62,3+11% e a de DBO foi de 78,4+8,5%, valores que estao
dentro dos limites para langamento de efluentes que é de no maximo 120mg/L, em
que a remoc¢ao de DBO deve ser no minimo 60% (CONAMA, 2011).



67

Também podemos avaliar o impacto do efluente tratado no corpo receptor
por meio da medi¢cdo da DBO e DQO, que sdo indicadores da presenca de matéria
organica na agua. Eles avaliam o nivel de oxigénio consumido na oxidacdo da
matéria organica presente nas amostras. Valores elevados desses parametros
implicam na diminui¢cdo da quantidade de oxigénio dissolvido na dgua que recebe o
efluente tratado, o que pode gerar diversos danos ao ecossistema aquético. O
processo de tratamento da ETE conseguiu aumentar os valores de OD (EB para ET)
cerca de 157,2% (de 2,22mg/L para 5,71mg/L). Em geral os valores de OD do EB
sao baixos, permanecendo abaixo de 2,6mg/L na maioria das amostragens, exceto
dias 14 e 28/Nov, em que houve o registro de valores de 4,6 e 6,55mg/L
respectivamente. Amostras do reator UASB também apresentaram niveis de OD por
volta de 3,0mg/L, com um outlier também no dia 28/Nov. O ET teve uma crescente
em seus valores, sendo a OD mais baixa de 3,26mg/L e a maior 8,97mg/L. A OD do
RM e RJ foram bastante semelhantes, sendo que a deposi¢cao do ET no rio diminuiu
somente 5,7% do valor da OD em relacdo ao RM. A média dos valores do RJ ficou
dentro do parametro de qualidade de aguas doces, recomendado pelo CONAMA
(2005).

No corpo receptor a montante do local de recebimento do esgoto tratado
(RM), foi observada uma DQO média de 59,62+36,0 mg/L, aumentando para
75,65+31,7apés a deposicdo do esgoto tratado (RJ). Apesar disso, existe a
possibilidade de autodepuracao do rio, que € a capacidade de se recuperar da carga
poluente, influenciada por caracteristicas fisicas e biol6gicas, como velocidade de
fluxo e volume de &gua, conteddo residual da &agua, comunidade microbiana,
temperatura, e sdo extremamente importantes para a recuperacao da saude do rio
(WAGNER, ZALEWSKI, 2016; ZUBAIDAH, KARNANINGROEM, SLAMET, 2019).
Estudo conduzido por Xie e colaboradores (2023) em aguas fluviais, em Jinan, na
China, mostrou impactos superiores aos do nosso estudo nas medidas de DQO
(média de 59,6mg/L no RM e 76,6mg/L no RJ). A DQO no rio aumentou de 47,3mg/L
para 62,8 mg/L apos deposicdo do efluente tratado; o qual reduziu para 52,3 mg/L
em 3 Km abaixo do ponto de langcamento. Com relagdo aos resultados de taxa de
remocao de BHT nos efluentes pela ETE, foi observado valor médio de de 48,86%
que equivale a 0,41+0,3 log de UFC/mL ao longo do periodo amostrado, valores

inferiores a ETEs de outras configuracbes e paises. Podemos perceber que
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amostras de EB e UASB apresentam valores mais altos de DBO, DQO e SST e em
contrapartida, valores mais altos de OD aconteceram em amostras de ET, RM e RJ.

A partir da literatura consultada, é possivel perceber que as densidades
de bactérias nos afluentes e efluentes podem variar de acordo com o tipo de ETE,
época da coleta, e caracteristicas da populacdo geradora do efluente. O padrao de
nosso estudo foi semelhante ao observado por Machado e colaboradores (2023)
numa ETE da mesma configuracdo. No estudo as densidades variaram de 4,1x10°
a 1,7x10° UFC/mL em EB e 1,7x10% a 1,2x10°> UFC/mL em ET durante o periodo de
estudo de Ago/2017 a Out/2018, sendo a taxa de remoc¢do média de 0,3 log. Mas os
valores sédo baixos quando comparados a resultados de ETEs com outras
configuracbes e de em outros paises, especialmente de ETES que operam com
reatores aerobios.

O parametro densidade de BHT fornece uma percepcao geral da possivel
contribuicdo da ETE nos niveis de microrganismos do rio, sem distincdo dos grupos
bacterianos. Esse efeito foi observado em nosso estudo e foi influenciado de modo
geral pela época de coleta e fatores adversos que alteram a microbiota aclimatizada
presente nos reatores bioldgicos mesmo que temporariamente. Um exemplo foi o
observado na segunda coleta, marcada por maior lancamento de BHT por meio do
efluente tratado em comparacdo com o EB. Na ocasido, houve um aumento da
vazdo do afluente associado ao reparo de um braco coletor que estava em obra,
fazendo com que a ETE operasse por alguns meses com vazao diminuida. Machado
e colaboradores (2023) também registraram episédios de perdas de solidos no
efluente em sistemas UASB combinado a biofiltro percolador, com instabilidades nos
percentuais de remocao de BHT e BRA. Outro fator associado ao aumento de vazao
€ a possibilidade de remocao de bactérias aderidas no material suporte de reatores
que operam com leito fixo, como o biofiltro percolador da ETE em estudo
(LEPESOVA et al., 2019). Esses resultados sugerem a necessidade de uma revisio
dos processos e tecnologias utilizados na ETE em questdo, a fim de otimizar a
remocao de poluentes e, consequentemente, garantir a qualidade da agua no corpo
receptor.

De modo geral, o aumento na densidade de BHT no RJ em relacédo ao
RM foi observado em todas as coletas, em média 0,66 log UFC/mL. Com o inicio da
estacdo chuvosa, o RM apresentou um decréscimo nas densidades de BHT, o que

pode ser explicado pela diluicdo do efluente pela agua de escoamento durante o
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periodo de chuvas e pela limpeza do curso do rio pelo aumento no volume de agua
(RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015; XU, et al., 2015). Apesar disso, episodios de
chuvas intensas acompanhadas de enchentes podem carrear substancias toxicas,
lixo e a descarga de nutrientes nas bacias hidrograficas, o que aumenta as
concentracbes bacterianas e pode contribuir para a propagacdo de doencas de
veiculacao hidrica, como diarreias, infec¢des respiratdrias e cutaneas, leptospirose e
hepatites (ALDERMAN, TURNER, TONG, 2012; BASRI, OTHMAN, WAHID, 2015,
MISHRA, ALNAHIT, CAMPBELL, 2021). Isto foi observado pontualmente no dia 31
Out, em que as chuvas estavam intensas e o rio encontrava-se em enchente, com
isso havia grande quantidade de matéria organica em suspensao, indicada por SST
no valor de 38 mg/L (seis vezes maior que da amostragem anterior) e pela
densidade de BHT, que foi a maior encontrada no periodo de chuvas.

Outro parametro foco de nosso estudo foi a densidade de bactérias com
fendtipo de resisténcia a diferentes FAM. No presente estudo, has amostras de EB,
Proteus, Providencia, Morganella ESBL foi grupo com a maior densidade de
bactérias, com média de 6,25x10> UFC/mL e a menor densidade foi de
Pseudomonas spp. KPC com 1,91x10* UFC/mL de média. As bactérias, Providencia
e Morganella, tém um alto potencial de adquirir resisténcia durante o tratamento com
FAM da classe dos b-lactdmicos. Embora muitas dessas bactérias tenham sido
classificadas apenas como comensais, estudos mais recentes mostram que elas sao
responsaveis por causar sérios problemas de satde em todo o mundo (SANTOS et
al., 2015).

As densidades das bactérias produtoras de KPC apresentaram variacao
semelhante as BHT, decréscimo nas ultimas coletas, provavelmente resultado da
diluicdo dos efluentes no escoamento durante a estagcao chuvosa, o que diminui a
densidade de bactérias e limita seu impacto no ambiente (AL SALAH et al., 2020).
Alta frequéncia de Providencia resistente a FAM ja foi descrita, como no estudo de Al
Mayali e Ali (2018), que ao estudarem a ocorréncia de bactérias da ordem
Enterobacterales em amostras de esgotos no Iraque, encontram Providencia spp.
numa frequéncia de 12,93% (15 de 116 isolados), sendo 60% classificados como
produtores de ESBL e 100% exibiram um fenétipo MDR de acordo com o EUCAST.

As densidades de amostras de E. coli produtora de ESBL encontradas no
efluente apdés o processo de tratamento foram em média 1,19x10* UFC/mL,

superiores as descritas em outros estudos. Oliveira e colaboradores (2023), por
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exemplo, detectaram E. coli ESBL somente no efluente tratado de uma das cinco
ETE estudadas, com uma densidade média de 2,0 log UFC/100 mL. Segundo os
mesmos, as ETEs foram capazes de reduzir em cerca de 5 log a densidade de E.
coli ESBL com auxilio do tratamento terciario (OLIVEIRA et al., 2023).

VRE foi o grupo encontrado em menor densidade nas amostras de ET,
engquanto as maiores densidades médias foram dos grupos de Acinetobacter spp. e
Salmonella spp. produtoras de KPC. De maneira semelhante, Sahoo e
colaboradores (2022) também encontraram altas densidades de Acinetobacter spp.
resistentes a carbapenémicos em amostras de efluentes e rio na cidade de Cuttack,
na india: 3,8x10° e 6,3x10° UFC/mL em efluentes, 4,9x10° UFC/mL no rio logo apds
a deposicado do efluente e 2,0x10° UFC/mL 100 metros abaixo do local de deposicédo
do efluente. Apesar disso, em amostras do rio a montante da zona de mistura do
efluente ndo foram detectadas bactérias deste grupo. Os autores verificaram
também que cerca de 80,82% dos isolados (de um total de 73 isolados) foram
classificados como potencialmente patogénicos (SAHOO et al. 2022). Hubeny e
colaboradores (2022) também detectaram A. baumannii resistentes a
carbapenémicos em amostras de efluentes municipais.

Em nosso estudo, avaliamos a densidade de Salmonella KPC através de
meio de cultura cromogénico, suplementado com antimicrobianos, o que nao é
frequente na literatura, que utilizam metodologias de enriquecimento especifico para
essa bactéria. Sabe-se que Salmonella ocorre em concentragfes relativamente
baixas em amostras de aguas ambientais (HSU et al., 2011). Como o agar Hicrome
KPC néo diferencia colonias de Acinetobacter spp e Salmonella spp, a densidade de
Salmonella pode ter sido superestimada. Em um estudo realizado em amostras de
efluentes avaliados durante 3 anos, Yanagimoto e colaboradores (2020)
encontraram 44% dos isolados de Salmonella resistentes a pelo menos um
antimicrobiano. Eles observaram resisténcia contra cefalosporinas de terceira
geracdo (ceftazidima e/ou cefotaxima) em trés isolados de esgoto, enquanto
nenhuma resisténcia foi observada contra carbapenémicos (imipenem e
meropenem). Em rios altamente contaminados na india, observou-se uma
concentracdo elevada de Salmonella, variando entre 10%-10* UFC/mL em rios que
recebiam aguas residuais domésticas néo tratadas (JYOTI et al., 2010).

Dentro da nossa andlise de amostras de agua do rio, tanto a montante

guanto a jusante do local de deposicdo do efluente tratado, o grupo encontrado em
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maior densidade foi PPM ESBL. No RM a menor densidade foi de Pseudomonas
spp. KPC e no RJ foi de VRE. Mesmo em baixas densidades, a disseminagéo de
VRE € importante, visto que € uma bactéria que faz parte da microbiota intestinal de
muitos animais e € um importante causador de infeccdes, tendo a vancomicina como
um dos ultimos antimicrobianos para o seu tratamento. DzZelalija e colaboradores
(2023) ao compararem isolados de Enterococcus encontrados em hospitais com
isolados ambientais encontraram similaridade genética entre elas mostrando que
efluentes séo rotas de disseminacao de BRA.

Apés o inicio da estacdo chuvosa, no RM houve a diminuicdo da
densidade de BRA dos diversos grupos bacterianos, exceto de Staphylococcus spp.
resistente a Meticilina, que se manteve estavel. Além disso, as duas primeiras
amostras também podem ser consideradas outliers, assim como o ocorrido em BHT,
uma vez que sofreram a influéncia de despejo de porcdo de efluente bruto que
estava caindo diretamente no rio a montante da ETE, como j& mencionado.

Assim como VRE, KESC e E. coli produtoras de KPC apresentaram
densidades inferiores aos outros grupos microbianos estudados, principalmente em
amostras do corpo receptor. Al Salah e colaboradores (2020) encontraram
densidades de E. coli resistente a carbapenémicos ainda menores, os valores na
amostra de rio a jusante correspondeu a 3,5x10* UFC/mL na estagéo seca e nao
houve a detec¢do nas amostras de rio a montante do local de despejo do efluente.

A eficiéncia de remocdo de BRA pela ETE-Onca foi de 0,48 log de
UFC/mL, menor que as obtidas por Rizzo e colaboradores (2018), que encontraram
reducdes variando em torno de 1,5 a 2 log de UFC/mL para diversos FAM, com até 4
log de remocédo de bactérias resistentes a Amoxicilina e Sulfametoxazol. Com a
deposicéao do efluente no rio, a densidade de BRA dos diversos grupos estudados
aumentou 0,32 log UFC/mL no rio a jusante, menor que a influéncia de BHT no rio,
que aumentou a densidade em 0,66 log UFC/mL.

Das bactérias isoladas de Efluente Tratado, que foram identificadas,
houve predominio do filo Proteobacteria, que correspondeu a 79,95% (311/389) dos
isolados, seguido por Firmicutes, com 9,25% (36/389), Bacteroidetes e
Actinobacteria por dltimo com uma parcela de 0,52% (2/389). Este resultado
corrobora com o encontrado por Machado e colaboradores (2023), em amostras de

ETEs do estado de Minas Gerais, em que foram encontrados 76,6% (302/394) do filo
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Proteobacteria, seguido por Firmicutes 20,6% (81/394), Bacteroidetes 1,8% (7/394) e
Actinobacteria 1% (4/394).

Ao testar a suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados de ESKAPEE,
Ampicilina apresentou a maior taxa de isolados resistentes dentre todos os
antimicrobianos testados, seguida por Amoxicilina+Clavulanato e Ciprofloxacino. Do
total de Enterobacteriaceae, 42,6% foram resistentes a Ampicilina, 24,6%
resistentes a Amoxicilina+Clavulanato, 14,7% com resisténcia a Colistina, 8,2% a
Ciprofloxacino e Sulfametoxazol+Trimetorpim, 3,3% a Cefepime, 1,64% a
Amicacina, Gentamicina e Ceftazidima. Apenas dois isolados foram classificados
como MDR, o que representa 3,28% das Enterobacteriaceae e 2,63% do total de
ESKAPEE.

Entre os isolados de Enterococcus spp., foi encontrado isolados de E.
faecalis resistentes a Gentamicina e dois isolados resistentes de E. faecium
resistentes a Ciprofloxacino. Ao avaliar o perfil de suscetibilidade a Eritromicina,
18,2% foram resistentes e 54,5% foram sensiveis aumentando a dose. No entanto,
este FAM néo é padronizado pelo BrCast, portanto os parametros para a definicao
desse teste foram os recomendados pelo CLSI. Nenhum dos Enterococcus spp.
apresentou fenotipo MDR. Perfis de suscetibilidade a gentamicina e ciprofloxacino
semelhantes foram encontrados por Molale-Tom e Bezuidenhout (2020) que
observaram percentuais de 6% e 8% de isolados de Enterococcus spp. resistentes
a esses farmacos, em amostras de efluentes e 4gua do corpo receptor na Africa do
Sul. Diferente do perfil de nossos isolados, eles foram resistentes também a
Ampicilina (67%), Vancomicina (62%) e Eritromicina (51%). Observamos que os
isolados que foram resistentes ou sensiveis aumentando a dose a Eritromicina,
foram sensiveis a Vancomicina. Isso também foi observado por Russo e
colaboradores (2019) em amostras de efluentes na Italia. Apesar disso, eles
encontraram isolados resistentes a Eritromicina (100%), Cloranfenicol (97%),
Rifampicina (84%), Ampicilina (83%), Penicilina (73%) e Gentamicina (5,4%).

Em nosso estudo ndo encontramos Enterococcus spp. resistentes a
Ampicilina, Teicoplanina, Vancomicina e Linezolida, como no estudo de Dzelalija e
colaboradores (2023), em que todos os isolados de Enterococcus spp de origem
hidrica foram resistentes a estes antimicrobianos, exceto a Linezolida. A Linezolida
€ um importante farmaco que serve como uma das ultimas opg¢fes de tratamento
para VRE (HASHEMIAN, FARHADI, GANJPARVAR, 2018). De fato, diversos
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estudos consideram a importancia das espécies E. faecalis e E. faecium no
contexto de saude publica e diferencas quanto a suscetibilidade a FAM. E. faecalis
geralmente € sensivel a penicilina enquanto E. faecium apresenta altas taxas de
resisténcia a b-lactamicos, e nesses casos, infeccbes geralmente requerem
tratamento com glicopeptideos, como vancomicina ou teicoplanina (VEHRESCHILD
et al., 2019).

No nosso estudo, ndo foi observada ocorréncia de P. aeruginosa com
fendtipo de multirresistencia. Todos os isolados foram sensiveis aumentando a
dose (intermediario) para Piperacilina+Tazobactam, Aztreonam, Cefepime,
Ceftazidima, Ciprofloxacino e Imipenem segundo o BrCast. Foi observado fenétipo
de resisténcia somente para colistina e entre isolados de amostras de efluentes.
Baixos indices de resisténcia também foram observados por Oliveira e
colaboradores (2017) ao estudarem isolados P. aeruginosa de amostras de
efluentes do interior de Minas Gerais. Eles encontraram somente 3 isolados, dentre
0s 27 testados resistentes a Imipenem e Meropenem, um isolado resistente a
amicacina e gentamicina, um resistente a cefepime (EB), e um resistente a
ceftazidima (ET). Nenhum isolado encontrado foi classificado com MDR.

Em contrapartida, Govender e colaboradores (2021) encontraram altas
taxas de resisténcia a antimicrobianos em isolados de Pseudomonas spp. em
amostras de efluentes e aguas fluviais da Africa do Sul: 100% de resisténcia a
Sulfametoxazol+Trimetoprim, 95% a Cefixima (cefalosporina de terceira geracao),
93% de resisténcia a Ampicilina, 36% a Polimixina B, 21% a Meropenem, 14% a
Minociclina, 7% a Imipenem e Colistina, 5% a Ciprofloxacino, 4% a Levofloxacino e
Ceftazidima e 2% a Ofloxacino. Estes resultados podem estar relacionados ao perfil
de uso de antimicrobianos de uma regiao ou pais.

Todos os isolados de P. aeruginosa foram sensiveis a Gentamicina,
Amicacina e Meropenem. Também foram encontradas altas taxas de
suscetibilidade a estes FAM por Roulova e colaboradores (2022) em efluentes
hospitalares na Republica Tcheca. Em 59 isolados, 88,1%, 71,2% e 62,7% foram
Sensiveis a Amicacina, Gentamicina e Meropenem, respectivamente. Alguns
isolados foram classificados como Suscetivel com exposicdo aumentada: 91,5%
para Aztreonam, 88,1% para Piperacilina+Tazobactam e Ceftazidima, 69,5% a
Ciprofloxacino. Quanto a RAM, 30,5% de isolados resistentes a Ciprofloxacino,

28,8% a Gentamicina, 27,2% a Meropenem, 11,9% de resisténcia a
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Piperacilinat+Tazobactam, a Ceftazidima e a Amicacina, 8,5% a Aztreonam. Foram
classificados como MDR 28,8% dos isolados.

O género que apresentou maior numero de isolados com resisténcia a
pelo menos um FAM foi Enterobacter spp., com 16/21 (76,2%). Mais da metade dos
isolados foram resistentes a Amoxicilina+Clavulanato, 38% resistentes a Colistina e
33% resistentes a Ampicilina. Um perfil bem diferente foi encontrado por Mishra e
colaboradores (2020) que avaliaram isolados de amostras de aguas da India e
encontraram 3% de resisténcia ao Meropenem e Ceftazidima. 90% dos isolados
foram classificados com Sensivel aumentando a exposi¢cdo a Cefepime, seguido
por 75% para Amoxicilina+Clavulanato, 55% a Meropenem e 30% a Ceftazidima.
Todos os isolados foram Sensiveis a Imipenem, Gentamicina e Colistina. Quanto ao
fendtipo MDR, encontramos somente um isolado, com resisténcia a Ampicilina,
Amoxicilina+Clavulanato, Ceftazidima e Ciprofloxacino. Isolado resistente a estes
mesmos FAM e ainda a Amicacina, Ampicilina+Sulbactam,
Piperacilina+Tazobactam, Cefepime, Cefoxitina, Ceftriaxona, Imipenem,
Meropenem, Ertapenem e Gentamicina foi descrito por Zagui e colaboradores
(2022) em efluente hospitalar em Ribeirdo Preto - SP. Neste mesmo estudo, de 28
colbnias isoladas e identificadas, 18 foram do grupo ESKAPEE. Ao avaliar o perfil
de suscetibilidade a antimicrobianos, os trés isolados de bactérias gram positivas
apresentaram resisténcia a Clindamicina e Sulfametoxazol+Trimetoprima, dois
foram classificados como MDR. Os trés isolados de P. aeruginosa foram resistentes
a Ceftazidima e um foi MDR. 100% das cepas de K. pneumoniae foram resistentes
a Ampicilina, 80% foram resistentes a Amoxicilina e 40% resistentes a
Sulfametoxazol+Trimetoprim. Um dos isolados foi resistente a 13 antimicrobianos
testados, sendo que dois foram classificados com MDR. Mais de 50% dos isolados
de bactérias gram negativas apresentaram resisténcia a Ampicilina, Amoxicilina e
Ceftazidima (ZAGUI et al., 2022).

No que se refere a isolados de E. coli, a maior ocorréncia de resisténcia
foi para Ampicilina (24,14%), seguido de Sulfametoxazol+Trimetoprim (17,24%).
Encontramos ainda baixo namero de isolados resistentes a
Amoxicilina+Clavulanato e Ciprofloxacino (6,9%), Gentamicina e Cefepime (3,45%)
e auséncia de isolados resistentes a farmacos carbapenémicos. Apenas um isolado
foi classificado como multirresistente (3,4%), e apresentou resisténcia a Ampicilina,

Amoxicilina+Clavulanato, = Gentamicina, Ciprofloxacino e  Sulfametoxazol
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+Trimetoprim. Assim como ja descrito para outras espécies, o perfil de resisténcia
de isolados resistentes a FAM varia com o local e tipo de efluente estudado. Por
exemplo, Zagui e colaboradores (2022) encontraram em efluentes hospitalares alta
frequéncia de isolados de E. coli com resisténcia a Ampicilina (83,3%), Amoxicilina
(66,6%), Ceftazidima e Tetraciclina (50%) e auséncia de isolados de E. coli
resistente a Colistina. Mas diferente do nosso estudo, metade dos isolados
apresentaram fenotipo multirresistente, mostrando que o perfil de resisténcia de
efluentes hospitalares tende a ser mais frequente. Azuma e colaboradores (2022)
também isolaram E. coli produtoras de ESBL que além da resisténcia aos FAM b-
lactamicos testados, tiveram metade dos isolados resistentes a Ciprofloxacino e 9%
resistentes a Gentamicina. Ja& Shibuki e colaboradores (2023) encontraram perfis de
resisténcia aos mesmos antimicrobianos do nosso estudo, porém em maiores
percentuais. Eles avaliaram amostras de efluentes do Japéo para a deteccao de E.
coli produtora de b-lactamase, e em 279 isolados encontraram resisténcia para
Ampicilina e Cefotaxime em 100% dos isolados; resisténcia a cefepime em 67,7%
dos isolados. Observaram também alta resisténcia a Ciprofloxacina (CIP),
Sulfametoxazol + Trimetoprima (ST) e tetraciclina, mas baixa frequéncia de isolados
resistentes a Amicacina (<5%) e auséncia de isolados com resisténcia a Imipenem
e Tigeciclina. Em estudo realizado na Espanha, Oliveira e colaboradores (2023)
isolaram 89 E. coli produtoras de ESBL, sendo 37 isoladas de amostras de
efluentes. A maioria dos isolados apresentou resisténcia a diferentes b-lactamicos,
como Cefotaxima (100%), Ampicilina (100%), Ceftazidima (99%), a quinolonas
como Ciprofloxacino (93%), Tetraciclina (82%) e a Sulfametoxazol (96%) e
Trimetoprim (79%). Também nesse estudo, foi descrito auséncia de resisténcia a
meropenem, tigeciclina e colistina, dado importante, considerando que eles séo
utilizados como ultimo recurso a bactérias resistentes a antimicrobianos mais
“antigos”.

Todos os isolados de K. pneumoniae foram resistentes a Ampicilina,
padrdo ja esperado, dada a resisténcia intrinseca desta bactéria a este FAM
(ANVISA, 2020). Alem disso, somente dois isolados apresentaram resisténcia a
outros antimicrobianos: um deles teve um perfl de resisténcia a
Amoxicilina+Clavulanato e Cefepime, que sdo FAM b-lactdmicos; o outro foi
resistente a Colistina e com perfil de suscetibilidade intermediario a Ceftazidima.

Nenhum isolado foi multirresistente. Na literatura consultada, encontramos relatos de
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maiores frequéncias de fendtipos de resisténcia em amostras de pacientes
hospitalizados e amostras de aguas de rios, como no estudo de Lepuschitz e
colaboradores (2018), onde o0s nove amostras provenientes de agua de rio e
pacientes de hospitais da Austria, foram resistentes a Ampicilina, Cefotaxima,
Ceftazidima e Cefepime; sete foram resistentes a Ciprofloxacina (77,8) e todos foram
sensiveis a Colistina, segundo o EUCAST; e no estudo de Palmeira e colaboradores
(2023) com amostras de aguas do rio Douro em Portugal, que mostrou que dentre
15 isolados produtores de carbapenemases (sendo seis de E. coli e nove de K.
pneumoniae) todos foram resistentes a Meropenem (como esperado) além de
Sulfametoxazol + Trimetoprima (7/15, 46,7%), Ciprofloxacina (3/15, 20%),
Fosfomicina (3/15, 20%) e Cloranfenicol (2/15, 13,3%).

Ambientes aquaticos podem ser habitats transitérios ou permanentes para
patdgeno, sendo capazes de atuar como reservatorio ou vetor desta bactéria para os
seres humanos (CHO, JACKSON, FYRE, 2020). Por isso, 0 monitoramento
ambiental é importante para perceber as fontes de contaminacdo da agua potavel.
No entanto, sdo necessarios estudos adicionais que fornecam dados sobre a
resisténcia a FAM em amostras ambientais de agua e efluentes, que podem
contribuir para o entendimento das fontes de infecgbes e da transmissédo de GRA e

da disseminacédo de patégenos no ambiente.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho investigou a eficiéncia de remogéo de BHT e BRA de
uma ETE com configuracdo de reatores UASB seguida de biofiltro percolador
localizada em Belo Horizonte - MG. P6de-se observar que a ETE reduziu a carga
microbiana apds a saida do decantador secundéario e que a deposi¢cao do efluente
tratado no corpo receptor aumentou a densidade de bactérias do rio a jusante em
relacdo ao rio a montante. Apesar do efluente tratado cumprir todos os parametros
fisico-quimicos recomendados pelo CONAMA, a remocao de BHT pela ETE ainda é
baixa, visto que ainda estdo sendo lancadas altas cargas de BHT e BRA no rio. As
bactérias isoladas na saida do decantador secundario, pertencentes ao grupo
ESKAPEE apresentaram resisténcia a poucos antimicrobianos. Os resultados
mostram que mesmo diminuindo a carga organica de poluentes, ainda séo liberadas
grandes densidades de bactérias para o0 ambiente aquético, reafirmando que as ETE
podem contribuir com a disseminagdo de resisténcia a antimicrobianos para o

ecossistema.
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