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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) € um dos principais desafios globais em saude
publica, e as estacbes de tratamento de esgoto (ETEs) desempenham um papel
crucial na remocao, selecdo e disseminacao de bactérias resistentes a antibioticos
(BRAS) e genes de resisténcia a antibioticos (GRAS) para o ambiente aquatico. Este
estudo investigou a ocorréncia de BRAs e GRAs em esgoto bruto de trés ETEs na
regido de Belo Horizonte durante a pandemia da COVID-19, avaliando o impacto da
pandemia no aumento e disseminacdo da RAM, comparando com valores reportados
em pesquisas previas e literatura. Foi analisada a eficiéncia de remocéo de BRAs e
GRAs em um sistema de lagoa facultativa, seguido de lagoa de maturagao (ETE 3).
Dessa forma, coletou-se amostras semanais de esgoto bruto das trés ETEsS, bem
como amostras de efluente tratado da ETE 3, durante outubro/2021 e junho/2022.
Para as analises microbiologicas e moleculares, foi feita a quantificacédo e isolamento
de bactérias heterotrdficas totais (BHTs) e BRAs cultivaveis sem e com a adicdo de
antibioticos, sendo algumas coldnias identificadas pela técnica Maldi-tof. Destas, as
cepas selecionadas foram caracterizadas quanto a suscetibilidade e resisténcia a
varios antibiéticos, a fim de determinar o carater de multirresisténcia. Os genes de
resisténcia sull, ermB, qnrB, blaTEM, tetA, integron classe 1 (intl) e gene RNAr 16S
foram quantificados via Polymerase Chain Reaction em tempo real (QPCR). Os
resultados mostraram concentracdes semelhantes de BHTs e BRAs nas trés ETES,
exceto para bactérias resistentes a amoxicilina e meropenem, que apresentaram
diferencas significativas. Quanto aos GRAS, observaram-se diferencas significativas
entre as ETEs, com maiores abundancias absolutas na ETE especifica investigada.
O sistema de tratamento de lagoas facultativas seguido por lagoa de maturagao
apresentou remog¢do de BRAs e GRAs, com reducdes médias de 1,2 a 2,6 unidades
log para BRAs e valores médios de remocéao de 0,7 a 3,1 unidades log para GRAs.
No entanto, o efluente tratado ainda apresentava niveis consideraveis de GRAs (cerca
de 10°% copias/mL). Entre as bactérias resistentes identificadas, foram encontrados
géneros pertencentes a lista dos seis patdégenos prioritarios definidos pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), tanto no esgoto bruto (como Klebsiella
pneumoniae, e géneros Staphylococcus, Enterobacter e Acinetobacter) quanto no
efluente tratado (Enterobacter cloacae e Enterobacter asburiae), com fenétipo de
multirresisténcia. Ao comparar o0s resultados com estudos prévios na regiao
metropolitana de Belo Horizonte/MG, verificou-se um aumento nas concentracdes de
BHTs (0,9 a 1,2 unidades log), algumas BRAs (resistentes a amoxicilina e
sulfametoxazol e trimetoprim, sendo cerca de 1,0 e 0,7 log) e GRAs (ermB e qnrB,
sendo cerca de 2,0 e 1,0 log maiores) durante a pandemia, sugerindo o impacto da
COVID-19 no aumento da circulacéo e disseminacéo desses agentes no esgoto bruto.
O sistema de tratamento utilizado demonstrou eficiéncia na reducdo desses agentes,
embora sejam necessarias estratégias adicionais para garantir uma remocao mais
completa. Esses resultados contribuem para o conhecimento sobre a disseminacéo
de BRAs e GRAs em sistemas de tratamento de esgoto e podem auxiliar na
implementacé&o de medidas de controle e prevencao da RAM.

Palavras-chave: Resisténcia antimicrobiana. Tratamento de esgotos. Lagoas de
estabilizagcdo. COVID-19. BRAs e GRAs.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AR) is one of the main global challenges in public health, and
the Wastewater treatment plants (WWTPs) plays a crucial role in the removal, selection
and dissemination of antibiotic resistant bacteria (ARBs) and antibiotic resistance
genes (ARGSs). This study aimed to investigate the occurrence of ARBs and ARGs in
the inffluent of three WWTPs in the region of Belo Horizonte during the COVID-19
pandemic, evaluating the impact of pandemic on the increase and dissemination of
AR, compared to values reported in prior research and literature. The removal
efficiency of ARBs and ARGs was analyzed in an facultative pont system, followed by
maturation pond (WWTP 3). Thus, weekly samples of inffluent of three WWTPs, as
well as effluent samples of theWWTP 3, during October/2021 and June/2022 were
collected. For microbiological and molecular analyzes, the quantification and isolation
of total heterotrophic bacteria (THBs) and cultivable ARBs without and with the addition
of antibiotics, and some colonies identified by the Maldi-toof technique. Of these,
selected strains were characterized as susceptibility and resistance to various
antibiotics, in order to determine the multidrug-resistant (MDR) bacterias. The
resistance genes sull, ermB, gnrB, blaTEM, tetA, class 1 integron (intl) e RNAr 16S
gene were quantified with Polimerase Chain Reaction in real-time (qQPCR). The results
showed similar concentrations of THBs and ARBs in the three ETES, except for
bacteria resistant to amoxicilin and Meropenem, which presented significant
differences. As for ARGs, significant differences were observed between WWTPs, with
greater absolute abundances in the specific investigated (WWTP 3). The facultative
pond treatment system followed by maturation pond presented removal of ARBs and
ARGs, with average reductions of 1.2 to 2.6 log units and average removal values from
0.7 to 3.1 log, respectively. However, the effluent still had considerable levels of ARGs
(about 108 copies/mL). Among the resistant bacteria identified, genres belonging to the
list of six priority pathogens defined by the World Health Organization (WHO), both in
inffluent (such as Klebsiella pneumoniae, and Staphylococcus, Enterobacter and
Acinetobacter) as well as in the effluent (Enterobacter cloacae and Enterobacter
asburiae), with multi-resistant phenotype. By comparing the results with previous
studies in the metropolitan region of Belo Horizonte/MG, there was an increase in
THBs concentrations (0.9 to 1.2 units log), some ARBs (resistant to amoxicilin and
sulfamethoxazole and trimethoprim, about 1,0 and 0.7 log higher) and ARGs (ermB
and gnrB, about 2.0 and 1.0 log) during the pandemic, suggesting the impact of
COVID-19 in the increase of circulation and spread of these agents on sewage. The
treatment system used has demonstrated efficiency in reducing these agents, although
additional strategies are required to ensure more complete removal. These results
contribute to the knowledge of the dissemination of bras and gras in sewage treatment
systems and can assist in the implementation of AR control and prevention measures.

Keywords: Antimicrobial resistance. Wastewater treatment. Stabilization ponds.
COVID-19. ARBs and ARGs.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostrou que aproximadamente 700 mil
pessoas vao a o6bito, anualmente, em funcdo das infeccbes causadas por bactérias
resistentes. De acordo com relatério publicado pelo governo britanico, o cenario futuro
para a resisténcia bacteriana aos antibidticos € preocupante, afirmando que essa
resisténcia pode levar a morte de 10 milh6es de pessoas por ano, até 2050. Além
dessas estimativas, percebe-se que o impacto dar-se-a também no ambito

econdmico, mostrando um prejuizo de 100 trilhdes de ddélares (O’NEILL, 2016).

Além de prejudicar significativamente cirurgias, transplante de 6rgaos e tratamentos
como a quimioterapia, essas infec¢cdes derivadas de bactérias resistentes requerem
medicamentos mais caros pois 0s antibiéticos de primeira linha ndo funcionam e, além
disso, a duracédo do tratamento e da doengca aumentam, juntamente com 0s custos e
encargos econdbmicos tanto para familias quanto para a sociedade no geral (OPAS,
2022).

A resisténcia antimicrobiana é quando as bactérias, fungos, virus e parasitas
modificam suas caracteristicas e deixam de responder aos medicamentos. As
bactérias adquirem essa resisténcia por meio de interacdes com genes de resisténcia
a antibioticos (GRAs) e residuos de antibidticos, sobrevivendo em ambientes
aquéticos e solo. Tal mudanca nestes microrganismos tem se tornado cada vez mais
preocupante pois, além de ameacar a prevengdo e o tratamento de uma série de
infeccdes, aumentam o risco de propagacdo da doenca, doencas graves e morte.
Consequentemente, os medicamentos deixam de agir de maneira eficaz, persistindo

no corpo e aumentando o risco de disseminacgao para outras pessoas (WHO, 2021).

Nos ultimos anos, foi notificado um aumento significativo de surtos de infeccdes
resistentes a medicamentos pela diretora da Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS), principalmente devido a inadequada utilizacdo de medicamentos
antimicrobianos no tratamento da COVID-19. Cerca de 90% dos pacientes
contaminados com o virus nas Américas receberam um antibiotico, mesmo quando
somente cerca de 7% deles necessitavam desse tipo de tratamento para uma
determinada infeccdo secundéaria (OPAS, 2021).
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Langford et al. (2021) mostrou que cerca de 75% dos pacientes com COVID-19
receberam antibidticos, enquanto foram constatadas infec¢cbes bacterianas em
somente 8,6% dos pacientes. A pesquisa envolveu paises como: Europa, Estados
Unidos, China, Oriente Médio e restante do leste/sudoeste da Asia. Os antibiéticos
mais receitados foram dos grupos: fluoroquinolonas (20%), macrolideos (18.9%),

Beta-lactamicos (15%), Cefalosporinas (15%).

De acordo com matéria publicada por Garcia (2022), no Brasil, os casos de infecgcéo
sanguinea em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) aumentaram no ano de 2020,
apos sete anos em gqueda entre os anos de 2012 a 2019, segundo dados publicados
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Estes dados mostraram que
a taxa de infec¢do primaria da corrente sanguinea laboratorial (IPCSL) por 1.000
pacientes nas UTIs adultas caiu de 5,8 pontos para 3,9, entre 2012 e 2019. Essa taxa
aumentou para 4,3 em 2020 (GARCIA, 2022).

Segundo Menezes (2021), no ano de 2019, foram enviados aproximadamente mil
isolados de bactérias resistentes a antibioticos por laboratérios de saude publica, de
diferentes estados brasileiros, para o Laboratério de Pesquisa em Infeccéo Hospitalar
do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), atuante como laboratério de retaguarda da
Sub-rede Analitica de Resisténcia Microbiana em Servigos de Saude (Sub-rede RM),
estabelecida pela ANVISA e pelo Ministério da Saude (MS). Ja em 2020 e 2021, a
guantidade de amostras positivas aumentou para cerca de 2 mil e 3,7 mil,
respectivamente (FIOCRUZ, 2021).

Entre os candidatos possiveis para o tratamento contra o virus, a associacao entre a
azitromicina (antibiético) e hidroxicloroquina foi indicada em muitos locais e também
estudada (GHAZY et al., 2020; MILLION et al., 2021). Algumas pesquisas mostram
gue a azitromicina, em conjunto com outros medicamentos, ndo possui eficacia para
o tratamento da COVID-19 (GHAZY et al., 2020). E valido ressaltar que a azitromicina
estd presente na lista de classificacdo de antibidticos para a avaliacdo e
monitoramento de uso, publicada pela Organizacdo Mundial da Saude em 2019,
constando como um grupo de antibiético alvo-chave para observacéo, pois possuem

maior potencial para resisténcia, incluindo agentes de prioridade mais alta entre os
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antimicrobianos criticamente importantes para a medicina humana, além de

apresentar risco relativamente alto na selecao de resisténcia bacteriana (WHO, 2019).

A capacidade desses microrganismos em sobreviver em ambientes diversos, como
corpos d’agua, sedimentos, solos e aguas residuarias, € motivo de destaque entre
cientistas, pesquisadores e organizacdes, visto que sao contaminantes comuns
especialmente em esgotos domésticos (WHO, 2021). Os estudos em Estacbes de
Tratamento de Esgotos (ETES) sao imprescindiveis, pois este ambiente fornece uma
fonte rica em nutrientes para as bactérias, correndo o risco de aumento da pressao
seletiva de BRAs e GRAs ou transferéncia horizontal de genes (MANAIA et al., 2018).

As ETEs sao, normalmente, projetadas e operadas com o intuito de se atender aos
padrbes de langamento de efluentes em corpos d’agua previstos na legislagao. Dessa
forma, obtém-se reducdo das cargas de sélidos e matéria organica, principalmente
(OLIVEIRA et al., 2019). Todavia, ndo prevé monitoramento e remogao para poluentes
emergentes, como os antibiéticos, BRAs e GRAs. Apesar de ndo se ter um padrao de
lancamento destes poluentes bioldgicos emergentes (BRAs e GRAS), em paises da
Europa, existe a proposta de monitorar a RAM (e a remoc¢ao de BRA e GRAs) em
efluentes domésticos, e ETEs que tratam esgoto a partir de 100.000 mil habitantes
(EUROPEAN COMISSION, 2022). Esta diretiva da Unido Européia para paises
membros entrara em vigor em 2025. Importante salientar que na Europa entrou em
vigor em 28/01/2022 a lei que regula a utilizacdo de medicamentos de uso veterinario,
mais uma medida do Plano de Acdo europeu de Saude Unica na luta contra a

resisténcia antimicrobiana.

Apesar do aumento de pesquisas sobre BRAs e GRAs em ETEs, a dinamica desses
agentes no esgoto afluente as ETEs durante a pandemia de COVID-19, bem como
em sistemas de tratamento de lagoas, ndo esta totalmente esclarecida. Logo, é
imprescindivel a determinacdo da ocorréncia e identificacdo de BRAs e GRAs no
esgoto, aléem de verificar a eficiéncia de remocao destes agentes em sistemas de

tratamento.

Diante da problematica abordada, este trabalho investigou a ocorréncia e identificacéo
de bactérias resistentes a antibidticos em amostras de esgoto bruto, afluente de trés

diferentes estacfes de tratamento de &guas residuais, na regido de Belo
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Horizonte/MG. Esta pesquisa foi realizada durante a pandemia da COVID-19, a fim de
se verificar o impacto desta sobre 0 aumento, ou ndo, da abundancia de BRAs e GRAs
no esgoto bruto, visto que trabalhos prévios do grupo de pesquisa em resisténcia
antimicrobiana foram realizados nas mesmas ETES, em periodo anterior a pandemia
(MACHADO et al.,, 2022; LEROY-FREITAS et al.,, 2022). Além disso, foram
investigadas as eficiéncias de remocdo de BRAs e GRASs no tratamento de esgotos
sanitarios provenientes de um sistema de lagoa facultativa, seguida por lagoa de

maturacao, de uma ETE da regido de Belo Horizonte/MG.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia de bactérias resistentes aos antibioticos (BRAS) e genes de
resisténcia aos antibiéticos (GRAs) em esgoto bruto de trés diferentes estacdes de
tratamento de esgotos (ETES), e esgoto bruto e efluente tratado de uma das ETEs
cujo sistema € composto por lagoas de estabilizacdo, da regido de Belo Horizonte/MG,
durante a pandemia da COVID-19, de forma a avaliar o impacto da pandemia sobre o

aumento e a disseminacao da resisténcia antimicrobiana (RAM).

2.2  Objetivos Especificos

e Determinar as concentracdes de BRAs e GRAs no esgoto bruto das estacdes
de tratamento de esgoto sanitario (ETE 1, ETE 2 e ETE 3);

e Avaliar as eficiéncias de remocéo de BRAs e GRAs no tratamento de esgoto
sanitério provenientes de lagoas facultativas, seguido por lagoa de maturacgéo,
referente a ETE 3;

e Identificar as BRAs cultivaveis e caracterizd-las quanto a suscetibilidade e

resisténcia a varios antibioticos;
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Antimicrobianos

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define os antimicrobianos como qualquer
agente quimico, incluindo produtos quimicos sintéticos, que possuem a capacidade
de eliminar microrganismos ou impedir sua multiplicacdo e/ou crescimento, com a
finalidade de prevenir a sua acdo patogénica, sendo também utilizado para tratar
infeccdes. S&o utilizados para a prevencdo e tratamento de infeccbes em seres
humanos, animais ou plantas, englobando os antibiéticos, antifungicos e
antiparasitarios. (WHO, 2014; WHO, 2021)

Madigan et al. (2016) pontuam os antimicrobianos como compostos responsaveis por
eliminar ou controlar o crescimento de microrganismos no hospedeiro, apresentando
uma toxicidade seletiva de forma a inibir ou matar os patégenos, sem que 0O
hospedeiro seja afetado. Podem ser classificados com base na sua estrutura
molecular, mecanismo de acgé&o e espectro de atividade antimicrobiana e séo divididos

em dois grandes grupos: os antimicrobianos sintéticos e os antibioticos.

3.2 Antibiéticos

Os antibitticos sao definidos pela Organizacdo Mundial da Saude como qualquer
substancia quimica cuja producédo se deu por meio de outros microrganismos (como
bactérias ou fungos) ou por substancias sintéticas ou semi sintéticas, capazes de
matar (bactericidas) e/ou inibir (bacteriostaticos) o crescimento de microrganismos,
como bactérias, fungos ou parasitas (WHO, 2014; KUMMERER, 2009). Esses
compostos podem ser diferenciados através de suas propriedades fisicas, quimicas,
farmacologicas, mecanismos de acéo e espectro de acdo (WHO, 2014). Podem ser
agrupados de acordo com sua estrutura quimica ou pelos mecanismos de acao, sendo
divididos em subgrupos diferentes, como [B-lactdmicos, quinolonas, macrolideos,
sulfonamidas, tetraciclinas, aminoglicosideos, entre outros (KUMMERER, 2009;
ANVISA, 2021). A Tabela 1 exemplifica algumas principais classes de antibioticos,

com alguns exemplos, e suas principais indicagdes clinicas.
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Tabela 1 — Principais classes de antibiéticos e indica¢des clinicas

Classe Exemplos de antibiéticos Indicac@es clinicas
B-lactamicos Penicilinas: Pneumonias, otites e sinusites, faringites e
Benzilpenicilinas, Aminopenicilinas, epiglotites, infec¢Bes cutdneas, meningites
Penicilinas de amplo espectro bacterianas, infec¢ges do aparelho reprodutor,
endocardites bacterianas
Cefalosporinas: Infecgbes de pele, partes moles, faringite
Cefalosporinas de primeira geragéo estreptocécica, infecgdes no trato urinario
(cefalotina, cefazolina, cefalexina,
cefadroxila)
Carbapenémicos: Infecgdo abdominal, infec¢des de pele e partes
Imipenem, Meropenem, Ertapenem moles, pneumonia, infec¢des no sistema nervoso
central, infec¢éo no trato urinario, infec¢éo
ginecolbgica
Macrolideos Eritromicina, Claritromicina, Infecgbes do trato respiratorio por streptococos do
Azitromicina, Eritromicina, entre grupo A, pneumonia por S. pneumoniae,
outros prevenc¢éo de endocardite apds procedimento
odontologico, infeccdes superficiais de pele
(Streptococcus pyogenes),
profilaxia de febre reumética (faringite
estreptocécica), alternativa para sifilis
Quinolonas Ciprofloxacina, Levofloxacina, Trato genito-urinrio, trato gastrintestinal, trato

Gatifloxacina, Moxifloxacina,
Gemifloxacina

respiratorio, osteomielites, partes moles, acao
contra micobactérias

Sulfonamidas

Sulfanilamida, Sulfisoxazol,
Sulfacetamida, Sulfadiazina,
Sulfametoxazol, Cotrimoxazol
(sulfametoxazol+trimetoprim)

Infecgbes no trato urinario, altas e baixas, uretrites
e prostatites agudas ou crdnicas, toxoplasmose,
otite média, sinusite e exacerbagdo aguda de
bronquite crénica, entre outros

Tetraciclina

Doxiciclina, Eravaciclina

infeccOes causadas por clamidias, riquétsias,
célera, brucelose e actinomicose, infec¢des
(Mycoplasma pneumoniae, N. gonorrhoeae, H.
ducreyi, Treponema pallidum), tragueobronquites
e sinusites

Fonte: ANVISA (2007).

Segundo Tortora et al. (2005), a acdo dos antibidticos € dirigida a alvos particulares
nos microrganismos, podendo ser: i) inibicdo da sintese da parede celular; ii) inibicdo
da sintese proteica; iii) inibicdo de acidos nucleicos; e iv) alteracdo da permeabilidade

celular.

De acordo o relatorio estatistico publicado em 2018, pela Organizagdo Mundial da
Saude no documento WHO Report on Surveillance of Antibiotic Consumption, no
Brasil, 0 consumo de antibitticos no ano de 2016 foi de 22,8 doses diarias definidas
(DDD), sendo a maior dose ao se comparar com outros paises das ameéricas. Os
antibioticos mais consumidos entre 2015 e 2016 foram das classes: -lactamicos (13,8
DDD/hab/d),
qguinolonas (2,6 DDD/hab/d), sulfonamidas e trimetoprim (1,2 DDD/hab/d) e

tetraciclinas (0,9 DDD/hab/d). Tal relatério é de extrema importancia para uma melhor

macrolideos, lincosamidas e estreptograminas (3,5 DDD/hab/d),

vigilancia padronizada acerca do consumo de farmacos em nivel mundial,
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principalmente porque € verificado que, em muitos paises, essa vigilancia é
inexistente (WHO, 2018).

3.2.1 O aumento no consumo de antibiéticos no decorrer dos anos e perante a
pandemia da COVID-19

Em dezembro de 2019, ocorreu um surto de pneumonia desconhecida em Wuhan na
China (UZUNIAN & WANH, 2020), uma infec¢ao oriunda da presenca do virus SARS-
CoV-2, espalhando para o restante dos paises ao redor do mundo. Posteriormente,
foi declarada a pandemia do COVID-19 e, devido a isso, foi relatado um uso
indiscriminado e inadequado dos antibidticos e outros medicamentos em alguns
paises. Neste contexto, muitas pesquisas abordaram o aumento no consumo de
especificos medicamentos. O aumento no consumo de azitromicina, por exemplo, foi
reportado em varios paises que avaliaram seu uso em ambiente hospitalar, em
meados do primeiro e segundo semestres de 2020 (CASTRO-LOPES & CORREIA,
2021; GRAU et al., 2021; GRAU & HERNANDEZ, 2021; SULIS et al., 2021).

Del Fiol et al. (2022) reuniram dados importantes em sua pesquisa, acerca das vendas
de antibidticos no periodo da pandemia, sendo relatado que, entre janeiro de 2014 a
julho de 2021, cerca de 800 milhdes de pacotes com antibiéticos foram vendidos em
farmacias no Brasil. Entre aqueles que mais foram vendidos, estdo os antibioticos
amoxicilina, azitromicina e cefalexina, contabilizando 67% das vendas. No periodo da
pandemia, as vendas destes trés antibioticos mostraram uma diferenca estatistica
significativa quando comparados com anos anteriores. Do ano de 2014 a 2016,
azitromicina era consumida em maior quantidade em relacdo a amoxicilina. Esse
consumo foi igualado entre os anos de 2017 e 2018 e, no ano de 2019, amoxicilina
estava sendo mais consumida. O consumo de azitromicina aumentou
significativamente durante a pandemia (5,8% por més, especialmente no inicio da
pandemia), enquanto amoxicilina e cefalexina mostraram uma diminui¢do. Entre
fevereiro/2020 e julho/2020, as vendas de azitromicina aumentaram de 1,40
DDD/1.000hab/d para 3,53 DDD/1.000hab/d, continuando a crescer até janeiro/2021.

Wang et al. (2020) mostraram que a concentracdo de antibidticos em estagbes de
tratamento de esgotos, na Asia, Europa, América do Norte e Africa, com perfis

variados. As classes mais encontradas foram sulfonamidas, macrolideos, trimetoprim

Programa de Pés-Graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos



22

e quinolonas, com abundancia tanto nos afluentes quanto nos efluentes. Além destas,
outras classes de antibiéticos como tetraciclinas, p-lactamicos e lincomicinas também

foram detectadas.

A OMS também divulgou dados mais recentes acerca do panorama mundial em
relacdo ao consumo de antibidticos e a resisténcia antimicrobiana. Em 2015, foi
estabelecido o Sistema Global de Resisténcia Antimicrobiana e Uso de Vigilancia
(GLASS - Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System), com o
intuito de se realizar um monitoramento de RA em bactérias mais comuns e alguns
fungos invasivos, além do consumo de antibidticos entre os humanos. Até o final de
2021, cerca de 109 paises e mais 2 territorios e areas estavam envolvidos no GLASS
e VAarios paises, territorios e areas (PTAs) estavam contribuindo para o monitoramento
adequado. Todavia, em 2020, com a pandemia da Covid-19, alguns PTAs néo

puderam fornecer dados.

No ano de 2022, através das informacbes divulgadas no documento Global
Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System (GLASS) Report 2022, péde-
se avaliar um pouco da tendéncia para a RA e o0 consumo de antibiéticos ao redor do
mundo. Para 2020, o valor mediano total de antibiéticos consumidos foi de 16,6
DDD/1.000hab/d (variou de 12,3 a 31,2), incluindo informacdes de 26 PTAs. Foram
observados pela OMS valores altos na Africa (15,3 DDD/1.000hab/d, variando de 3,6
a 58,2), no sudeste Asiatico e algumas regides do Pacifico Ocidental (15,3
DDD/1.000hab/d, variando de 9,5 a 57,4). Na regido do Mediterraneo Oriental, todas
0s PTAs relataram consumos maiores que 29,0 DDD/1.000hab/d (mediana de 31,8,
variando 29,4 a 53,6), enquanto seis PTAs da Europa obtiveram um valor mediano
igual a 15,3 DDD/1.000hab/d (variou de 9,2 a 30). Somente dois paises das Américas
participaram, com dados de antibacterianos para uso sistémico, sendo estes Colémbia
e Peru (reportado somente do setor publico), cujos valores medianos foram de 22,5 e
12,5 DDD/1.000hab/d, aproximadamente.

No documento, a OMS afirma que houve variagbes entre a distribuicdo dos
antibidticos, investigando-se cerca de 26 substancias. As penicilinas B-lactamicas
foram os subgrupos de maior consumo (7,1 DDD/1.000hab/d), representando cerca

de 34% do consumo total, variando entre 4% na Republica Unida da Tanzania a 72%

Programa de Pés-Graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos



23

no Gabdo. O consumo médio de macrolideos/lincosamidas/estreptograminas foi de
2,2 DDD/1.000hab/d, cujo maior consumo se deu nos paises da Etiopia (38%), Ira
(26%) e Nepal (27%). As classes de quinolonas e tetraciclinas obtiveram consumo
médio de aproximadamente 1,6 DDD/1.000hab/d, equivalendo a 11% e 9%. Em 12
PTAs, a amoxicilina foi a mais consumida (consumo relativo mediano de 19%,
representando 46% entre os PTAs mencionados), fazendo parte da lista de
medicamentos antibacterianos orais e parenterais que compreendem 75% do
consumo total de antibacterianos (DU75) de 24 PTAs relatados. Outras substancias
incluidas no DU75 oral, em mais de 40% dos PTAs, foram ciprofloxacina, azitromicina,
doxiciclina e metronidazol. Paises como Brasil, Canadad e Estados Unidos né&o
forneceram dados no ano de 2020 (WHO, 2022).

Em nivel nacional, é possivel analisar os dados de vendas de medicamentos, que sao
enviados por farmécias e drogarias privadas do Brasil, que registram as informacdes
no Sistema Nacional de Gerenciamento de Produtos Controlados (SNGPC) e séo
enviados para a ANVISA. A Figura 1 traz um histérico do total de vendas de
medicamentos industrializados e o total de apresenta¢cfes vendidas (caixa ou frasco),
dos anos de 2017 a 2021.

Figura 1 — Histérico de venda de medicamentos de 2017 a 2021
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Fonte: ANVISA (2023).
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Diante disso, observa-se que, no ano de 2019, houve um aumento no total de vendas
de 166,8 milhdes. Além disso, o total de apresentacdes vendidas (caixa ou frasco)

também aumentou exorbitantemente, sendo este igual a 274,2 milhdes.

Ademais, através do estudo de Melo et al. (2021), foi possivel constatar, também, o
aumento nas vendas de determinados medicamentos. No caso, através da consulta
de dados do Sistema Nacional em Gestao de Produtos Controlados (SNGPC), feita
pelos autores, foi mostrado que as vendas de azitromicina durante a pandemia
aumentaram 30,8%. Em 2019, eram vendidas cerca de 12 milhdes de caixas do

antibiotico, ja em 2020, esse numero aumentou para mais de 16 milhdes.

No sul do Brasil, também foram reportados antibidticos de algumas destas classes em
amostras de rios urbanos que recebem efluentes domésticos, em Porto Alegre. Em
todos os pontos de amostragem foram detectados antibidticos das classes [3-
lactdmicos (cefalexina), quinolonas (ciprofloxacina e norfloxacina), macrolideos
(azitromicina e clindamicina), sulfonamidas (sulfadiazina e sulfametoxazol) e
trimetoprim. Cefalexina foi encontrada em concentracfes superiores ao se comparar
com paises da China e as maiores concentracdes de antibioticos foram nos pontos
situados na &rea urbana (ARSAND et al., 2020).

Em amostras de rios coletadas em Curitiba, Boger et al. (2021) observaram a
guantificacao de alguns antibidticos e, entre eles, encontrou amoxicilina em todas as
amostras, sendo o antibiético com maiores concentragdes ao se comparar com 0
restante (0,18 pg/L a 4,63 pg/L). Azitromicina também foi detectada (0,08 ug/L a 0,65
Hg/L), sendo o segundo antibiético em maior quantidade, no geral. Em um dos pontos
amostrais, sulfametoxazol foi mencionado tendo a segunda maior concentragao (1,32
Hg/L). Comparando-se os resultados com estudos em esgotos, 0s autores mencionam
concentragcbes similares, indicando que os rios possuem alta contaminacdo por

efluentes domésticos.

Antibioticos e seus metabolitos, apds o consumo e metabolizacdo, sdo excretados por
seres humanos e animais, estando abundantemente presentes nas aguas residuarias
e estacoes de tratamento de esgoto. S8o amplamente detectados em esgotos, aguas
subterraneas e superficiais, lodo de esgoto, solo e fezes em diferentes pesquisas ao

redor do mundo. Uma das preocupacfes acerca destas substancias se dé pelo seu
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consumo exacerbado e sua disseminacdo pelo ambiente, podendo favorecer a
transferéncia horizontal de genes, provocando pressio seletiva (KUMMERER, 2009;
CHEN, et al., 2017; BINH et al., 2018). Além disso, os antibidticos séo considerados
contaminantes de preocupacdo emergente por possuirem efeitos adversos no

ecossistema e nos seres humanos (XU et al., 2016).

Como comentado, sdo encontrados em diversos ambientes e continuam a ser
descartados e direcionados para os corpos d’agua. Logo, mesmo sendo considerados
como biodegradaveis, sdo detectados frequentemente em inumeros ambientes
distintos, estando também associado ao aumento na prevaléncia da resisténcia aos
antibioticos (RIZZO et al., 2013; ZHOU et al., 2018).

3.2.2 Sintese e panorama dos casos de COVID-19 no Brasil

Conforme comentado anteriormente, no dia 31 de dezembro de 2019, um novo tipo
de coronavirus ndo identificada anteriormente em seres humanos comecgou a circular
na cidade de Wuhan, na China. O coronavirus responsavel por causar a doenca
COVID-19 é nomeado como SARS-CoV-2 e, jA em 30 de janeiro de 2020, a OMS
constituiu uma Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII),
sendo um evento que pode constituir um risco de saude publica, de forma a promover
uma resposta internacional coordenada e imediata. JA em 11 de marco de 2020, a
COVID-19 foi considerada como uma pandemia por parte da OMS (OPAS, 2023).

Até 14 de junho de 2023, houve 767.984.989 de numeros de casos confirmados
(acumulados), que foram reportados, em nivel mundial. Além disso, a doencga levou a
cerca de 6.943.390 6bitos. O maior nimero de casos confirmados reportados se deu
no continente europeu, seguido pela regido do Pacifico Ocidental e pela regido das
Ameéricas. Ja em relacdo ao numero de Obitos até a data mencionada, a regido das
Américas esta em primeiro lugar, enquanto a Europa segue em segundo lugar e, em
terceiro, o Sudeste Asiatico (WHO, 2023).

No Brasil, o Ministério da Saude criou o Painel Coronavirus, com o intuito de
disponibilizar as informacfes sobre a doenca, colocando os niumeros de casos e de
Obitos em todo o pais. Até o dia 09 de junho de 2023, a contagem de casos

acumulados chegou a 37.639.324, enquanto o numero de 6bitos no pais era igual a
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703.291. A Figura 2 traz o panorama nacional em relacdo a COVID-19, tanto para o

namero de casos acumulados quanto para o numero de 6bitos (novos).

Figura 2 — Panorama nacional para n° de 6bitos por COVID-19 e n° de casos acumulados, por

bimestre
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Data da 12 onda: 23/01/2020 a 25/07/2020; data da 22 onda:08/11/2020 a 10/04/2021; data da 3?2 onda: 26/12/2021 a
21/05/2022 (MOURA et al., 2022).
Fonte: Ministério da Saude (2023).

Através dos gréficos, é possivel perceber o momento dos picos para 0 numero de
mortes pela doenca, de forma a evidenciar claramente as trés ondas de Obitos. Para

melhor visualizacdo, os dados foram dispostos por bimestre.
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3.3 Resisténcia antimicrobiana

Segundo a OMS, a resisténcia antimicrobiana (RAM) acontece quando bactérias,
virus, fungos e parasitas ndo respondem mais aos medicamentos, o que dificulta o
tratamento e aumenta o risco de propagacao da doenca, doencas graves e morte.
Neste contexto, surgem patdgenos que adquirem novos mecanismos de resisténcia,
gue sdo disseminados rapidamente pelo ambiente e ameagam o tratamento de

infeccdes comuns com os antimicrobianos existentes (WHO, 2014).

3.3.1 Bactérias resistentes a antibiéticos e mecanismos de resisténcia

No caso das bactérias resistentes, ao serem submetidas a condi¢des de estresse e/ou
pressao seletiva, como ambientes ricos em metais ou residuos de antibiéticos, podem
obter mecanismos de resisténcia a fim de adaptarem contra esses efeitos. Isso pode
ocorrer por meio de: i) mutacdes; ii) aquisicdo de genes de resisténcia a antibiéticos
(GRASs), através de transferéncia vertical de genes (célula mae para célula filha); iii)
transferéncia horizontal de genes (entre bactérias até mesmo de géneros distintos); e
iv) por meio de infec¢cdes por virus, que podem carrear genes de resisténcia,
aumentando esta transferéncia para bactérias hospedeiras. Além disso, estes
elementos de resisténcia persistem tanto nos ambientes aquaticos quanto no solo,
possuindo rapida proliferacéo e disseminacdo no meio ambiente, o que pode acarretar
prejuizos entre animais e seres humanos. As bactérias resistentes, por sua vez,
também séo capazes de sobreviver por um longo periodo de tempo nestes diversos
ambientes (WHO, 2014). Esta resisténcia pode ser dividida em: resisténcia intrinseca

ou natural e resisténcia adquirida.

A resisténcia intrinseca ou natural é a resisténcia das bactérias a acdo de um
antibiético especifico devido a alguma caracteristica estrutural ou funcional inerente
da espécie, ndo estando associada ao uso dos antibidticos, mas sim, associada a
estrutura da bactéria (BLAIR et al., 2015; KADHUM & HASAN, 2019). No nucleéide
da bactéria estdo inseridos o0s genes que conferem esta caracteristica,
correspondendo aos genes essenciais contidos no cromossomo. Ou seja, Sao
caracteristicas naturais e fenotipicas da espécie, sendo transferida hereditariamente,
conhecida como transferéncia vertical (DEL FIO et al., 2000). Devido ao fato de se

conhecer as particularidades do patdégeno e dos farmacos que podem atuar sobre
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estes, este tipo de resisténcia pode ser previsto (O’'NEILL, 2016). A Tabela 2 mostra

alguns exemplos de resisténcia natural.

Tabela 2 — Resisténcia intrinseca de algumas bactérias na presenca de especificos antibiéticos

Microrganismo

Antibiético

Mecanismo de resisténcia intrinseco

Bactérias
estritamente
anaerdbbias

Aminoglicosideos

Incapacidade de atravessar a membrana interna, que se
caracteriza por um processo dependente de oxigénio. A
resisténcia ocorre, pois, estas bactérias carecem do
transporte adequado a entrada do antibiético. As bactérias
aerobias facultativas s6 apresentam resisténcia quando
crescem em condi¢Bes de anaerobiose (FLUIT, VISSER &
SCHMITZ, 2001)

Bacilos Gram Macrolideos Diminuicdo da permeabilidade na membrana externa aos

negativos Lincosamida compostos hidrofébicos (FLUIT, VISSER & SCHMITZ,
Estreptogamia B (MLSg)  2001)

Enterococos Aminoglicosideos Diminuigdo do metabolismo oxidativo para que ocorra a

entrada do antibi6tico

Cefalosporinas

Decréscimo de PBPs e a produgao de p-lactamases.
(RICE & BONOMO, 2005)

Escherichia coli B-lactamicos Producao de B-lactamases
Tetraciclina
Ciprofloxacina
Eritromicina
Gram positivos Aztreonam Baixo numero de proteinas de ligacéo a penicilinas (PBPs)
onde se da a ligagcdo do antibidtico
Gram positivos Vancomicina Reducéo do alvo na parede celular impedindo a entrada do
(Lactobacilli sp. e antibiético
Leuconostoc sp.)
Mycoplasma sp. B-lactamicos Auséncia de parede celular, onde atua o antibiético
(PEREZ, 2012)
Klebsiella sp. Ampicilina Deve-se a producgéo de B-lactamases, que inativam o
Stenotrophomonas Imipenem antibiotico
maltophila
Pseudomonas Sulfonamidas, Diminuigdo da entrada do antibi6tico, levando a
aeruginosa trimetoprim, concentragdes intracelulares muito baixas

tetraciclina e
cloranfenicol

Macrolideos

A membrana externa destas bactérias apresenta uma baixa
permeabilidade a substancias hidrofébicas (PEREZ, 2012)

Fonte: Michigan State University (2011); BAPTISTA (2013) (adaptado).

Ja a resisténcia adquirida acontece quando as alteracdes genéticas cromossdmicas

e/ou extracromossOmicas causam modificacdes estruturais e/ou bioquimicas na célula

bacteriana. Pode acontecer na duplicagéo celular ou com uma indugao por agentes

mutagénicos como radiacfes ionizantes e ndo ionizantes, agentes alquilantes ou

espécies reativas de oxigénio e aquisicdo de material genético exdégeno, através de

bacteriéfagos (transducédo), plasmideos conjugativos (conjugac¢éo) e incorporacdo de
DNA que se encontra livre (transformagéo). (DEL FIO et al., 2000; BAPTISTA, 2013;
DA COSTA, 2016)

Os principais mecanismos de resisténcia aos antibiéticos séo: i) modificacdo de

proteinas da parede celular; ii) inativacdo enzimatica do antibidtico; iii) alteragdo do
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local de acdo do antibiotico; iv) bombas de efluxo; v) alteragdo da permeabilidade da
membrana; e vi) formacéo de biofiimes (MADIGAN et al., 2016).

A Figura 3 traz exemplos dos tipos de mecanismos de resisténcia bacteriana.

Figura 3 — Exemplos dos tipos de mecanismos de resisténcia bacteriana
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Fonte: Adaptado de Enciclopédia Britanica (2009).

Como mostrado, o desenvolvimento da resisténcia bacteriana € um processo evolutivo
gue ocorre naturalmente. Todavia, este fendbmeno estd sendo acelerado e
intensificado por conta da pressao seletiva que acontece devido ao uso generalizado
de drogas antimicrobianas (O’'NEILL, 2016; WHO, 2014).

3.3.2 Genes de resisténcia a antibidticos e elementos genéticos méveis

Todas as formas de vida contém genes, que, por sua vez, sdo unidades funcionais
onde se encontram as informacdes genéticas, estando localizados em cromossomos
ou em outras moléculas grandes, chamadas de elementos genéticos (MADIGAN et
al., 2016). Logo, um gene pode ser classificado como uma sequéncia quimica
particular de acidos nucleicos. Existem dois tipos de acidos nucleicos: o acido
desoxirribonucleico (DNA) e o acido ribonucleico (RNA), que sao polimeros

constituidos por cadeias de nucleotideos (YOUSSEF et al., 2019). Um genoma, por
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sua vez, de acordo com o Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (INS) é “o
conjunto completo de DNA de um organismo, incluindo todos os genes, que contém
todas as informagdes necessarias para construir e manter esse organismo” (NIH,
2017).

Os genes de resisténcia a antibioticos sédo definidos pela expressdo dos genes em
uma célula bacteriana que pode acarretar diferentes processos metabdlicos, como
aqueles relacionados ao carater de resisténcia (alteracdo da permeabilidade celular,
degradacéao do antibiotico, extrusdo do farmaco e alteracdo enzimatica, por exemplo)
(VAN HOEK et al., 2011).

A informacao genética pode ser passada através da transferéncia vertical de genes
(TVG) ou transferéncia horizontal de genes (THG). Na transferéncia vertical, os genes
sdo passados para suas geracgOes, visto que 0s genes essenciais estdo localizados
no cromossomo bacteriano para suas geracoes, inseridos no nucleéide da bactéria.
Na transferéncia horizontal de genes (THG), estes sdo movidos entre espécies
diferentes (ou células), através dos elementos genéticos modveis (EGMs), pelos
processos de transformacdo, conjugacdo ou transducédo (YOUSSEF et al.,, 2019;
MADIGAN et al., 2016).

A transferéncia horizontal de genes de resisténcia a antibiéticos para outras espécies
de bactérias se da principalmente por meio dos elementos genéticos moveis (GUO et
al., 2017; STOKES & GILLINGS, 2011). Os EGMs sao estruturas de DNA, na maioria
das vezes, contendo material genético que sao responsaveis por codificar enzimas e
outras proteinas, de forma a regular o movimento de material genético, tanto dentro
do genoma quanto entre as células bacterianas (MADIGAN et al., 2016). Podem ser
intercelulares, que se movem de uma célula para outra (plasmideos e bacteriéfagos)
ou intracelulares, que sdo aqueles que ndo podem se auto transferir, mas utilizam os
elementos do primeiro grupo para se moverem (transposons, integrons ou cassetes
génicos). Logo, é através dessa transferéncia de genes que se tem o carregamento
de variadas caracteristicas, inclusive a resisténcia a antibidticos ou a producéo de
toxinas. (MADIGAN et al., 2016; MANAIA, 2017)

Plasmideos sdo elementos genéticos constituidos, em sua maioria, por DNA de fita

dupla, podendo ser tanto linear quanto circular, que se replicam independentemente
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do cromossomo. Os plasmideos ndo possuem uma forma extracelular, de maneira a
existirem na célula como DNA livre. Neles se encontram genes que conferem
especificas propriedades especiais a célula, como um metabolismo diferenciado,
resisténcia a antibidticos ou resisténcia a metais. Normalmente, sdo muito menores
gue os cromossomos. Inimeros genes de resisténcia a antibiéticos podem ser
codificados por um unico plasmideo de resisténcia (plasmideos R), que podem
conferir a resisténcia ou varios outros inibidores de crescimento (MADIGAN et al.,
2016).

Os transposons, por sua vez, sao formas de DNA movel que possuem a capacidade
de locomocédo entre as diferentes moléculas de DNA do hospedeiro, como
cromossomos, plasmideos e virus, através da atividade da enzima transposase.
Dessa forma, atuam transferindo horizontalmente genes com caracteristicas
especificas, como é o caso da resisténcia aos antibioticos ou producao de toxinas. A
maior parte dos transposons mais estudados possui genes de resisténcia a
antibioticos como marcadores selecionaveis (MADIGAN et al., 2016).

Ja os integrons sé@o unidades genéticas caracterizadas pela capacidade de capturar
elementos genéticos méveis, que sdo conhecidos como cassetes génicos, através de
um processo de recombinacao sitio-especifica, conseguindo também transmuta-los e
expressa-los em genes funcionais. Sao classificados conforme as sequéncias de
aminoacidos da proteina Intl e as classes mais conhecidas sdo aquelas relacionadas
a transferéncia horizontal dos GRAs, sendo elas classes 1, 2 e 3 (GILLINGS, 2017;
GATICA et al., 2015).

Estas unidades genéticas sdo consideradas como fatores de importancia na
contribuicdo para a evolucdo e aquisicdo de resisténcia bacteriana, porque
conseguem reunir genes responsaveis por conceder fenotipos de adaptacao, sendo
encontrados abundantemente em ecossistemas antropogénicos com exposicao
prolongada a agentes seletivos, como antibioticos, metais pesados e outros
recalcitrantes. Os integrons de classe 1 (intl) sdo os maiores contribuintes para a
disseminagdo da resisténcia aos antibidticos e as atividades humanas também

promovem sua disseminacgao e diversificagéo, servindo como indicadores de poluigéo
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antropogénica e do nivel de resisténcia a antibidticos (GILLINGS, 2017; GATICA et
al., 2015).

Vérias pesquisas relatam que os processos de tratamento ndo reduzem de forma
eficaz a abundancia de intl, especialmente devido a maior selecdo imposta por metais
e antibidticos presentes nos esgotos (BEN et al., 2017; MAKOWSKA et al., 2016).
Esses fatores fazem com que esses elementos passem a ser, cada vez mais, alvos
importantes para o desenvolvimento de pesquisas entre 0s cientistas e pesquisadores
ao redor do mundo, em relacdo a estes integrons mencionados, visto que seu
monitoramento permite a avaliacdo da contaminacdo ambiental, assim como a

eficiéncia de remocao nos sistemas de tratamento.

e GRAs e elementos genéticos méveis em esgotos sanitarios
As atividades humanas contribuem significativamente para o aumento da resisténcia
antimicrobiana no ambiente, especialmente em corpos d’agua, sedimentos, solos e
estacdes de tratamento de esgoto. As ETEs tém sido consideradas como hotspots de
disseminagdo da resisténcia antimicrobiana, e inUmeros organismos resistentes a
antibioticos sdo encontrados em corpos hidricos, sedimentos e efluentes de ETEs
(PAZDA et al., 2019; MANAIA et al., 2018; WANG et al., 2020; KARKMAN et al., 2018)

Estudos mencionam que as ETEs favorecem significativamente a selecdo e a
dissipacéo da resisténcia, por meio dos elementos genéticos moveis e transferéncia
horizontal de genes. O favorecimento para a disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana ocorre por conta das condicdes ambientais desses locais, que sdo
ricos em nutrientes, sendo ideais para a sobrevivéncia e propagacao destes
microrganismos (MACHADO et al., 2022; MANAIA et al., 2018; KRUMMER, 2009;
RIZZO et al., 2013).

A Tabela 3 mostra informac¢des sobre os principais elementos genéticos de interesse
gue sdo examinados em estudos cujo ambiente engloba estacdes de tratamento de
esgoto, correlacionados com os patégenos humanos e doencas que sédo associadas
a estes organismos. Além disso, resumidamente, mostra as caracteristicas gerais dos
GRAs como, por exemplo, mecanismo de agéo, localizacdo do gene e o antibiético ao

gual a resisténcia é atribuida.
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Tabela 3 — Principais elementos genéticos de interesse em estudos relacionados ao tratamento
de esgoto e patégenos humanos

Gene  Caracteristicas Localizagcdo  Antibidtico Bactéria/ Doenca

gerais patégeno associada
associado

intl Facilita a aquisicdo ~ Cromossomo - Principalmente -
e disseminacéo de Plasmideo Gram-negativas,
cassetes génicos; em especial
conduz a expressao Escherichia coli
de miltiplos GRAs. multirresistente

bla Codifica B- Cromossomo B-lactamicos Gram-negativas, Tratos
lactamases que Plasmideo de amplo em especial respiratorio e
hidrolisam espectro Enterobacteriaceae  urinario; pele
cefalosporinas de
amplo espectro com
uma cadeia lateral
oximino.

tet Mecanismo de Cromossomo Tetraciclinas Enterobacteriaceae, Clamidias;
bombas de efluxo Plasmideo Campylobacter, riquétsias;
dependentes de Enterococcus, colera;
prétons ou via Staphylococcus, brucelose;
protecao Streptococcus, actinomicose
ribossOmica. Mycobacterium

sul Codifica a Cromossomo Sulfonamidas Acinetobacter, Tratos
dihidropteroato Plasmideo Enterobacteriaceae, respiratorio e
sintase, diminuindo  Integron Bacillus urinario;
a afinidade pela toxoplasmose
droga.

erm Codifica rRNA Cromossomo Macrolideos Mycoplasma, Conjuntivite;
adenina N-6- Plasmideo Streptococcus, infec¢cBes
metiltransferase E. coli, pélvicas;
que ocasiona Helicobacter, coqueluche;
reducéo da Mycobacterium, faringite ndo
afinidade entre Staphylococcus, estreptocdcica
ribossomos e Treponema
antibidticos.

qnr Codifica proteina Cromossomo Quinolonas Acinetobacter, Tratos genito-
pentapeptideo que Plasmideo Aeromonas, urinério,
protege a DNA Citrobacter, gastrointestinal
girase e Shewanella, e respiratorio;

topoisomerase IV
da acgéo inibitéria de
fluoroguinolonas.

Enterobacteriaceae

osteomielites

Fonte: ASHBOLT et al.,2018; PEREZ-VALDESPINO et al., 2016 apud FREITAS, 2020.

Os genes de resisténcia aos antibidticos sdo categorizados em classes (em alguns

casos, subclasses) distintas, diante das caracteristicas que Ihe séo atribuidas, como

a tipologia do antibiético do qual os genes passam a ser resistentes, 0 mecanismo de

resisténcia apresentado e o0 grupo microbiano que os possui. De acordo com suas

propriedades bioquimicas (enzimatica e de transportadores) ou por diferencas nas

sequéncias génicas, as classes de GRAs passam a ser categorizados em subclasses

(MUNITA & ARIAS, 2016). Sendo assim, existem diversos estudos que quantificam

inUmeros elementos genéticos com o intuito de se investigar a maior parte do

resistoma destes ambientes, principalmente em funcdo da grande diversidade de

classes e subclasses de GRAs que sao encontrados em esgotos sanitarios.
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3.4 Resisténcia a antibidticos (RA) no ambiente

No documento Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System
(GLASS) Report 2022 publicado pela OMS, foi observado aumento significativo nas
taxas de RA a alguns antibioticos em mais de 15% em 2020, quando comparado com
2017. Esse aumento foi para E. coli resistente a meropenem e cefalosporinas de
terceira geracao, causadas por infeccdes bacteriologicamente confirmadas (IBCs) da
corrente sanguinea, Salmonella spp. resistente a ciprofloxacina causadas por IBCs da

corrente sanguinea, e resisténcia a azitromicina em IBCs de gonorréia (WHO, 2022).

Entre os anos de 2016 e 2020, o numero médio de IBCs com teste de suscetibilidade
antimicrobiana (TSA), por milhdo da populacédo, aumentou em 58% para infeccdes do
sistema sanguineo (50,5% em 2016 e 79,9% em 2020), mas diminuiu para 43% para
as infecgdes gastrointestinais (7,7% em 2016 e 4,4% em 2020) e diminuiu para 88%
em infec¢Bes no trato urinario. A OMS declara que o alto indice de RA em patdgenos
gue causam infeccdes na corrente sanguinea € alarmante. Klebsiella pneumoniae é o
terceiro maior patdogeno causador de infec¢des sanguineas e foram notados altos
indices de resisténcia destes microrganismos a cefalosporinas de terceira geracao.
Além disso, outra questdo alarmante é a disseminacdo de bactérias da ordem
Enterobacterales que sé@o capazes de produzir carbapenemase, e os altos indices de
resisténcia a carbapenémicos e aminoglicosideos em Acinetobacter spp. (WHO,
2022).

A agua e sua qualidade sédo de extrema importancia para a protecdo ambiental e a
garantia da saude publica. Com o auxilio dos microrganismos, as aguas residuarias e
cursos d’agua altamente poluidos podem ser purificados, levando, posteriormente, a
sua possivel reutilizacdo. Aléem disso, sabe-se que € através dos cursos d’agua que
muitas doencas transmissiveis e patdégenos, como bactérias, virus e/ou protistas
parasitas, podem chegar aos diversos ambientes, mesmo quando estes patdgenos
estdo em pequenas quantidades. Com isso, a falta de tratamento ou tratamento
inadequado se tornam um perigo, tanto para 0s animais quanto para 0S seres
humanos (MADIGAN et al., 2016).

Os antibiéticos alcancam o ambiente por meio de diversas fontes, sendo direcionados

para as estacdes de tratamento de esgoto através de fezes humanas e animais seja
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pela sua forma original ou por seus metabdlitos, além dos descartes excessivos
destes componentes em esgotos domésticos e hospitalares, companhias
farmacéuticas, producéo de alimentos de origem animal e aquacultura (GOBEL et al.,
2005 & BORJESSON, 2009 & CHARLOTTE, 2015 apud NNADOZIE et al., 2017).

Com o intuito de se avaliar a disseminacdo da resisténcia a antimicrobianos e
microrganismos patdgenos nos ambientes em geral, além de se investigar os riscos
de sua transmisséo aos seres humanos e animais, o ciclo hidrolégico urbano (e parte
do rural) tem destaque significativo. Este ciclo compreende a captacao,
tratamento/desinfeccdo e distribuicAo de agua para consumo, além da coleta,
tratamento e despejo de aguas residuais (inclusive a possiblidade de aproveitamento
do efluente tratado para a agricultura), que sao direcionados para o meio ambiente
(MAIANA et al., 2016).

Coutinho et al. (2014) investigou amostras de ambientes aquaticos, como rios, agua
do mar e agua salobra de um sistema de manguezais, além de amostras de locais
com maior fluxo de atividades antrdpicas, no Rio de Janeiro (Brasil). Foram isolados
e identificados organismos que apresentaram multirresisténcia a mais de trés
antibioticos, como Enterococcus gallinarum, P. aeruginosa e Vibrio fluvialis, além de
terem sido identificados patdgenos resistentes a pelo menos um dos antibioticos
testados, como P. aeruginosa, Shigella sp. e V. cholerae. K. pneumoniae se mostrou
resistente a trés antibioticos e bactérias resistentes a ampicilina estiveram presentes
nos ambientes mais impactados pelas atividades humanas (Pseudomonas sp.,

Acinetobacter sp. e Klebsiella sp., por exemplo).

Em Porto Alegre (Brasil), também em amostras de rios, foi verificada a presenca de
algumas classes de antibidticos, como [-lactamicos (cefalexina), quinolonas
(ciprofloxacina e norfloxacina), macrolideos (azitromicina e clindamicina),
sulfonamidas (sulfadiazina e sulfametoxazol) e trimetoprim, por Arsand et al. (2020).
As maiores concentracdes de antibiéticos foram encontradas na area urbana, sendo
a classe de quinolonas em maior abundancia. Houve a investigacdo dos genes de
resisténcia as sulfonamidas (sull), B-lactamicos (blaTEM), eritromicina (ermB) e
quinolonas (gnrS). O GRA encontrado em maior concentracao foi o blaTEM, quando

comparado aos outros genes. A presenca do gene gnrS, juntamente com a alta
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concentracdo de quinolonas, mostram-se como uma ameaca a saude humana, visto
gue a resisténcia, que é mediana por plasmideos, pode ser propagada com a maior

promocao de selecdo de mecanismos de resisténcia.

Esses estudos comprovam que as atividades antropicas levam a uma deterioracdo da
gualidade e principalmente ao aumento na ocorréncia de antibiéticos e elementos de
resisténcia, como GRAs e BRAs, fazendo com que os corpos d’agua, especialmente
em ambientes urbanos, possam ser uma fonte e reservatorio importantes de
elementos de resisténcia (COUTINHO et al., 2014; ARSAND et al., 2020).

Além disso, nas ETEs, observam-se fatores importantes que influenciam na
propagacao e destino de residuos de antibidticos, metais pesados, BRAs e GRAs,
como a tipologia do tratamento, que pode ser, por exemplo, tratamento mecanico,
bioldgico, fisico, quimico ou fisico-quimico (PAZDA et al., 2019). Mas, mesmo com
uma operacado 6tima, as ETEs podem contribuir para a disseminacao de patdégenos e
resisténcia antimicrobiana no ambiente (NNADOZIE et al., 2017), visto que este € um
local rico em nutrientes e condicbes Otimas para que essa resisténcia seja
disseminada (PAZDA et al., 2019).

3.5 Diversidade microbiana em esgotos sanitarios

Diversos sdo 0s géneros e espécies bacterianas resistentes encontradas no esgoto
bruto e efluente tratado, principalmente devido aos diferentes tipos de métodos de
pesquisa, que podem ser dependentes e independentes de cultivo. Entre os grupos
mais encontrados estdo as Proteobactérias, seguidas de Actinobacterias, Firmicutes
e Bacteroidetes. (DA SILVA et al., 2016; REINTHALER et al., 2013; ZHANG et al.,
2011).

A OMS publicou, em 2017, uma lista de prioridades globais para bactérias patogénicas
resistentes a antibioticos que apresentam ameaca a saude global, dividindo entre os
niveis de importancia critica, alta e média, de maneira a incentivar as pesquisas e 0
desenvolvimento de novos antibiéticos. Tal categorizacdo € composta pelos niveis e
bactérias: i) critico (Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa com
resisténcia a carbapenemases, e Enterobacteriaceae com resisténcia a

carbapenemases e cefalosporina de terceira geracao), ii) alto (Enterococcus faecium
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by

resistente a vancomicina; Staphylococcus aureus resistente a meticilina e
vancomicina; Helicobacter pylori resistente a claritromicina; Campylobacter e
Salmonella spp resistentes a fluoroquinolona; e Neisseria gonorrhoeae resistente a
cefalosporina de terceira geragdo e fluoroquinolona) e iii) médio (Streptococcus
pneumonia nao-susceptivel a penicilina, Haemophilus influenza resistente a

ampicilina e Shigella spp. resistente a fluoroquinolona) (WHO, 2017).

Levando-se em consideragédo a lista de prioridades globais, publicada pela OMS,
alguns estudos mostram certas bactérias que estéo pautadas pela OMS. Na pesquisa
feita por Nnadozie et al. (2017), inumeras dessas bactérias sdo mencionadas. Os
autores compilaram dados de pesquisas ao redor do mundo, em esgotos sanitarios.
Entre as bactérias pertencentes a esta lista, aludidas no artigo, tém-se Escherichia
coli, Serratia sp, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp., Providencia spp., Acinetobacter
baumannii, Salmonella spp. e Shigella flexneri, membros da familia
Enterobacteriaceae, e Pseudomonas aeruginosa (Pseudomonadaceae),
Mycobacterium tuberculosis (Mycobacteriaceae), Enterococcus faecium e Enterococci
faecalis (Enterocacaceae), Staphylococcus aureus (Staphylococaceae) e Vibrio
cholerae (Vibrionaceae), que foram detectados tanto em esgotos brutos quanto em

efluentes tratados.

Muitas destas bactérias relatadas neste estudo, também foram detectadas em esgoto
bruto e efluente tratado em ETEs da regido de Belo Horizonte, por Machado et al.
(2022), como, por exemplo, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium, Enterococci faecalis, apresentando

resisténcia a antibiéticos e/ou sendo multirresistentes.

Vaz-Moreira et al. (2014) mostrou que 0s grupos bacterianos comumente encontrados
em amostras de aguas superficiais, aguas minerais, aguas de consumo nao-tratadas,
aguas de consumo tratadas, esgotos municipais (domeésticos e industriais) e esgotos
provenientes de producdo animal foram Acidovorax, Curvibacter, Sphingomonas,
Aeromonas, Acinetobacter, Pseudomonas, Legionella, Rhodococcus, Gordonia,
Mycobacterium, Flavobacterium, Bacillus e Clostridium. Isso mostra que esses
organismos sao capazes de persistir em varios ambientes, inclusive ETEs municipais.

A pesquisa englobou dados publicados entre os anos 1995 e 2013, que foram
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realizados em diversos paises ao redor do mundo, incluindo técnicas independentes

e dependentes de cultivo.

Asfaw et al. (2017) estudou a ocorréncia de resisténcia antimicrobiana em esgoto
hospitalar e efluente tratado, em um sistema composto por uma unidade de lagoa
facultativa, seguida por seis unidades de lagoas de maturac&o, no norte da Etiopia. A
eficiéncia de remogéo encontrada para bactérias heterotréficas totais foi de 99%,
aproximadamente. Levando em consideragdo a contagem de coliformes totais e
termotolerantes antes e apds o tratamento, percebe-se uma eficiéncia de remocéo
também de 99%. Em relac&o a remocéao de E. coli, o sistema apresentou eficiéncia de
cerca de 97%. Todavia, as contagens de bactérias patogénicas e potencialmente
patogénicas e isolados de bactérias resistentes encontrados ainda sao altas e
preocupantes. As espécies bacterianas isoladas que foram encontradas com maior
frequéncia foram: Klebsiella spp (16,7%) seguida por S. aureus (15,5%) e P.
aeruginosa (14,3%) (em amostras de esgoto bruto), e Klebsiella spp (20%). P.
aeruginosa (16%) e S. aureus (16%) (em amostras de esgoto tratado).

Em um compilado de informagdes de outras pesquisas, Pazda et al. (2019) relataram
gue através dos métodos dependentes de cultivo, as bactérias resistentes mais
frequentes nos esgotos pertencem aos indicadores comuns de contaminacéao fecal,
como E. coli, coliformes totais e Enterococcus. Todavia, outras bactérias clinicamente
importantes foram reportadas, incluindo Staphylococcus aureus resistentes a
meticilinas, Enterococcus spp. resistentes a vancomicina, e bactérias gram-negativas

(Enterobacteria, Pseudomonas e Acinetobacter).

No Rio de Janeiro (Brasil), foram identificados diferentes grupos pertencentes ao
dominio Bacteria (Proteobacteria, Firmicutes e Espiroquetas) em amostras de uma
estacdo de tratamento de esgoto hospitalar. Foi constatado que, entre as 221
bactérias isoladas, o maior grupo apresentou resisténcia a combinacdo entre
trimetoprim e sulfametoxazol. Através do método de identificacdo dependente de
cultivo, encontraram-se as espécies Citrobacter freundii, Enterobacter spp,
Escherichia spp, Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella oxytoca, Klebsiella terrigena,
Pantoea agglomerans, Proteus mirabilis, Serratia marcescens e Serratia rubidace. Os

métodos moleculares utilizados ndo foram capazes de detectar essas espécies de
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bactérias, contudo, Klebsiella variicola foi identificada pela técnica de clonagem, mas
nao pelo método de cultura (CHAGAS et al., 2011).

3.6 Estac¢des de Tratamento de Esgoto e os elementos de resisténcia

As 4guas residuérias que chegam nas estacdes de tratamento sdo constituidas por
trés fontes principais, que sdo os esgotos domeésticos, provenientes de residéncias,
instituicdes e comércio, as aguas de infiltracdo e até mesmo despejos industriais. No
tratamento de esgotos, tem-se o tratamento preliminar, que € essencial para a retirada
dos sélidos grosseiros no momento em que o0 esgoto chega na estacdo. Logo depois,
tem-se o tratamento primario, que objetiva a remocao se solidos em suspensdo
sedimentaveis e matérias organicas. No tratamento secundario sdo utilizados
mecanismos biologicos para a retirada de matéria organica e alguns nutrientes. Por
fim, pode-se ter ainda o tratamento terciario, para a remocao de poluentes especificos,
tais como nutrientes, patdgenos, metais pesados, entre outros. E importante salientar
gue nem todas as ETEs sdo compostas por todos os tipos de tratamento
mencionados, principalmente aquelas de menor porte e maior simplicidade do sistema
em si (VON SPERLING, 2014; VON SPERLING, 2005).

De acordo com o levantamento publicado pela Agéncia Nacional de Aguas e
Saneamento Basico (ANA) através do ATLAS Esgotos — Despoluicdo de Bacias
Hidrogréficas, no Brasil, foram identificadas 3.668 ETEs em operac¢é&o no Brasil, sendo
gue, entre 0s processos mais encontrados, tem-se, por exemplo, reatores anaerdbicos
de fluxo ascendente (UASB), lagoas anaerobias seguidas de lagoas facultativas
(Sistema Australiano), reatores anaerobicos, tanques sépticos associados a filtros

anaerobicos e reatores anaerobicos seguidos por filtros bioldgicos (ANA, 2020).

O cenario atual brasileiro para o saneamento ainda é preocupante, visto que € relatado
gue somente 43% da populagdo possui acesso a coleta de esgoto e tratamento
coletivo, enquanto 12% utilizam fossa séptica de forma individual, perfazendo um total
de 55% da populacdo em condi¢cdes adequadas de tratamento. Entre o restante, 18%
dos brasileiros dispem de coleta de esgoto, mas esse esgoto ndo é tratado, e 27%
ndo desfrutam de coleta e/ou tratamento. Considerando-se esse cenario, diante das
estimativas, dentre 9,1 mil toneladas de esgotos sendo gerados por dia, 1,7 mil

toneladas de esgotos sédo coletadas e ndo sao tratados, ao passo que 2,4 mil
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toneladas sdo descartadas a céu aberto, por dia (ANA, 2017). Em outras palavras,
existem toneladas de esgoto sendo despejados de maneira inadequada, o que
proporciona ainda mais a propagacao da resisténcia antimicrobiana no meio

ambiente, além de outras doencgas.

Levando em conta dados mais recentes, diante dos relatorios disponibilizados pelo
Sistema Nacional de Informac¢des sobre Saneamento (SNIS, 2022), para o ano de
2021, cerca de 55,8% da populagao total brasileira e 64,1% da populacdo urbana
possuem atendimento com rede de esgoto (excluso atendimento com sistemas
alternativos), enquanto 51,2% do esgoto gerado recebeu algum tipo de tratamento. A
maior porcentagem de atendimento total de esgoto € referente a regido sudeste,
perfazendo 81,7%. Ja a regido norte tem um indice de 14% de atendimento total de

esgoto, sendo a menor porcentagem entre as regides brasileiras (SNIS, 2022).

Ainda que algumas ETEs sejam capazes de remover algumas dessas BRAs, podem
também atuar como fonte de disseminagao da resisténcia antimicrobiana, constituindo
um ambiente propicio para o aumento destes elementos. Para muitos autores, as
diferencas estruturais das ETES e nos tipos de tratamento influenciam no destino das
BRAs nas aguas residuérias. Entretanto, outros estudos mostram inconsisténcias nos
resultados, com relagdo a remocdo de GRAs em diferentes tipos de tratamento (LI et
al., 2021).

As estacdes de tratamento de esgotos, por sua vez, atuam como depdsitos de
resisténcia antimicrobiana, visto que as aguas residuais sdo fontes de liberacdo de
elementos de resisténcia nos ambientes aquaticos. Nesses locais, existe a alta
disponibilidade de nutrientes, conjuntamente com uma alta densidade celular, o que
favorece 0 aumento da transferéncia horizontal de genes por meio dos elementos
genéticos moveis (IAKOVIDES et al., 2021; MANAIA et al., 2018).

Mesmo que as tecnologias utilizadas nas ETEs reduzam, significativamente, as
concentracdes de biomassa, ainda se observa niveis altos de antibiéticos, patégenos,
GRAs e elementos genéticos méveis nos efluentes tratados, que sao levados para 0s
corpos receptores e continuam a sobreviver nestes ambientes por longos periodos de
tempo (CHU et al., 2017; GATICA et al., 2015, MANAIA et al., 2018). O efluente

tratado de maneira ineficiente pode atuar como um portador e espalhar diferentes
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patdgenos e suas resisténcias associadas para o meio ambiente (NNADOZIE et al.,
2017).

Em algumas pesquisas realizadas na Pol6nia, foram coletadas amostras em rios onde
sao descartados efluentes tratados, tanto no local antes do lancamento quanto apos
o lancamento. Percebeu-se aumento significativo na quantificacéo e concentracdo de
elementos de resisténcia, como BRAs, GRAs e EGMs, em amostras posteriores ao
descarte de efluente tratado, quando comparados com as quantificacbes destes
elementos em amostras anteriores ao lancamento dos efluentes (OSINSKA et al.,
2019; MAKOWSKA et al., 2016). Em um dos estudos, houve aumento de 2 unidades
logaritmicas de BRAs apds o langamento do efluente, comparando com os valores
encontrados antes do langamento do efluente (MAKOWSKA et al., 2016).

Ter os dados e estatisticas relacionados a esses elementos é de extrema importancia,
visto que o efluente tratado é langado nos corpos d’agua, o que pode aumentar a
disseminagdo para 0s meios aquaticos e solos, aumentando a possibilidade de
impacto entre os seres humanos e animais. Ademais, entender o destino desses
elementos genéticos de resisténcia durante os diversos sistemas e processos de
tratamento é imprescindivel, a fim de que se tenha a melhor prevencédo possivel em
relacdo a sua liberagdo nos efluentes e até mesmo para situagbes de reuso
(IAKOVIDES et al., 2021; GUO et al., 2017).

A Diretiva de Tratamento de Aguas Residuais Urbanas da Uni&o Europeia (UE),
adotada em 1991 (EU Directive 91/271/EEC), passou por revisdées no ano de 2022
com o intuito de se adequar as normas atuais e abordar questbes emergentes. Nessa
revisdo, os objetivos principais foram: reduzir a poluicdo, melhorar a qualidade da
agua, promover 0 acesso ao saneamento e responsabilizar a industria pelo tratamento
de micropoluentes. Além disso, € introduzida a exigéncia de monitoramento de
parametros de saude, incluindo o virus SARS-CoV-2, em aguas residuais urbanas,

fornecendo uma ferramenta valiosa para deteccao precoce e gestdo de pandemias.

Destacou-se, também, a exigéncia de monitoramento regular da resisténcia
antimicrobiana em esta¢des de tratamento de esgoto. Até 2025, os estados membros
da unido devem garantir o monitoramento da RAM em esta¢cOes de tratamento de

esgoto para populagdes maiores que 100.000 habitantes. Com isso, a diretiva
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pretende aumentar o conhecimento cientifico e possibilitar que sejam adotadas
medidas adequadas para o futuro (EUROPEAN COMISSION, 2022). Tais medidas
sao cruciais para enfrentar a disseminacdo da RAM, servindo de exemplo para o
restante dos paises do mundo, que se mostra uma ameaga crescente a saude publica
e ao meio ambiente. O monitoramento continuo permitird o desenvolvimento de novas
tecnologias de deteccédo, além de implementacdo de acdes adequadas, resultando
em uma melhoria significativa na qualidade dos corpos d’agua e na saude de todos,

de forma a promover um ambiente mais saudavel para as geracdes futuras.

3.7 Sistema de lagoas de estabilizacdo

Em relacdo ao sistema de tratamento de esgoto estudado neste trabalho, sendo lagoa
facultativa seguida por lagoa de maturacao, as lagoas sao conhecidas por reterem os
esgotos por um periodo de tempo longo o suficiente para que haja o desenvolvimento
de processos naturais de estabilizacdo da matéria organica. Sao caracterizadas por
seu processo natural de construcdo, com operacdo simples e ndo geram efeitos
residuais prejudiciais. A area requerida para sua constru¢cédo é grande. Além disso,
tem-se uma grande quantidade de producédo de algas e a atencéo para o efluente e
os padrdes de langamento sdo maiores quando comparado a outros tipos de sistemas
(VON SPERLING, 2014).

As lagoas podem ser primarias (recebendo efluente bruto) ou secundarias (recebendo
efluente de outra unidade de tratamento). O bom desempenho desse sistema é
dependente das condi¢cdes climaticas. Na lagoa facultativa, bactérias facultativas séo
responsaveis pela decomposicdo da matéria organica carbonacea (DBO soluvel e
finamente particulada); ocorre a nitrificacdo de matéria organica nitrogenada por
bactérias; as microalgas produzem oxigénio na camada superior, através da
fotossintese, e ha reducao da matéria organica carbonacea por bactérias anaerébias
no fundo da lagoa (parte de DBO em suspenséo e sedimentada) (VON SPERLING,
2014).

Ja as lagoas de maturacdo sdo unidades para poés-tratamento, com pequenas
profundidades, geralmente, podendo atingir altas eficiéncias na remocgao de
microrganismos. Devido a exposi¢do prolongada a radiacdo solar (raios UV), pH

alcalino e altos valores de oxigénio dissolvido, geralmente ha a remoc¢é&o ou inativacao
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de bactérias e virus, enquanto ovos de helmintos e cistos de protozoarios tendem a
sedimentar. O objetivo principal dessa lagoa é remover 0s organismos patogénicos,
sendo uma opc¢éo mais econdmica a desinfeccdo por métodos mais convencionais,
como a cloragdo (VON SPERLING, 2014; VON SPERLING, 2002).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Areade estudo

Neste estudo, foram investigados os afluentes de trés estacdes de tratamento de
esgoto (ETES) localizadas na regido de Belo Horizonte/MG, identificadas como ETE
1, ETE 2 e ETE 3, quanto a concentracao de BHTs, BRAs e GRAs, e efluente da ETE
3.

A ETE 1 opera com capacidade para cerca de 1,6 milhdes de habitantes e vazao de
3,375 md¥/s, atendendo cerca de 1,45 milhdes de habitantes atualmente. Além disso,
recebe efluente predominantemente de origem doméstica, oriundo de populagédo com
poder aquisitivo médio/alto, de uma parte dos municipios de Belo Horizonte (79%),
Contagem (14%) e Sabaréa (7%). Também recebe contribuicdes de efluentes liquidos
industriais de diversas modalidades, que sédo previamente tratados antes de serem
lancados na rede publica de esgotos, atendendo padrdes estabelecidos na norma
técnica 187/5 (COPASA, 2017).

Por sua vez, a ETE 2 atende uma populacéao de cerca de 1,2 milhdes de habitantes,
com vazdo maxima na ordem de 1,8 m3/s, tendo uma capacidade maxima para 2,4
m3/s (CHERNICHARO, 2016). Trata-se de efluentes predominantemente domésticos,
gerados em uma parte de Belo Horizonte (73,4%) e Contagem (26,4%), oriundos de
populacdo de poder aquisitivo baixo/médio (SILVA, 2009). Além disso, tem
contribuicdes de esgotos industriais de diversas modalidades, lodo de tanque séptico
e lixiviado de aterro sanitario (GONCALVES et al., 2015; SILVA, 2009).

Por fim, a ETE 3 recebe esgoto do aeroporto internacional, com contribuicbes do
terminal de passageiros, terminal de cargas, dependéncias administrativas
(instalacbes sanitarias e cozinhas). Existem contribuices pontuais com possiveis
caracteristicas industriais, referentes as cloacas (sanitarios das aeronaves), hangar
de manutencdo de uma das companhias aéreas e oriundos de atividades de
manutencao/pintura/reparo de aeronaves (PASSOS, 2012).

Na ETE 3, além do afluente, também sera investigado o efluente do sistema
permitindo que seja determinada a eficiéncia desta ETE na remoc¢ao de BHTs, BRAs
e GRAs.
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e Descrigdo do sistema de tratamento

A ETE 3 possui area aproximada de 3,6 hectares e seu sistema é composto por lagoas
de estabilizacdo. A Figura 4 ilustra o fluxograma do sistema de tratamento a ser

analisado.

Figura 4 — Fluxograma simplificado do processo de tratamento utilizado na ETE 3

Grade Medidor de Vazéo Lagoa Facultativa Lagoa de Maturacao Corpo
Manual (Calha Parshall) Receptor

| |

Fonte: AUTORA (2022).

Como mostra 0 esquema, O tipo de tratamento envolve a etapa de tratamento
preliminar, composta pela grade manual para a fase solida. Este sistema ndo contém
desarenador. Posteriormente, tem-se 0 medidor de vazao (calha Parshall), seguido

pela lagoa facultativa e a lagoa de maturacéo.

Através da Tabela 4 visualiza-se as principais caracteristicas das lagoas.

Tabela 4 — Principais caracteristicas do sistema de tratamento de esgotos da ETE 3

Lagoa Facultativa Lagoa de Maturacéo
Formato Trapezoidal Trapezoidal
Espelho d’agua (ha) 1,99 0,47
Volume maximo (m3) 55.000 5.105
Profundidade operada (m) 2,9 0,47

Fonte: PASSOS (2012).

As amostras foram coletadas em dois pontos especificos: afluente a lagoa facultativa
e efluente a lagoa de maturagéo, ou seja, o esgoto bruto e o esgoto tratado.

4.2 Coletade amostras

As coletas das amostras liquidas nas estacBes de tratamento de esgotos foram
semanais, durante o periodo de outubro/2021 a junho/2022, resultando em 29
amostras para cada ponto especificado, tanto do esgoto bruto das ETEs 1, 2 e 3,

guanto do efluente tratado da ETE 3.
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Foram armazenadas em recipientes identificados de polipropileno estéreis e
encaminhadas, sob condicfes de refrigeracdo em caixas de isopor com gelo, das
estacbes para o laboratorio de Microbiologia do Departamento de Engenharia
Sanitaria e Ambiental (DESA — UFMG).

Ressalta-se que o presente trabalho coletou amostras de esgoto com o intuito de se
analisar a concentracado de BRAs e GRAs no periodo de outubro de 2021 a junho de
2022, referente a terceira onda da pandemia no Brasil, e em Minas Gerais.

4.3 Analises microbiolégicas de BHTs e BRAs cultivaveis: quantificacédo e
iIsolamento

Para as analises microbiologicas e moleculares de BRAs cultivaveis das amostras, foi
realizada a quantificacdo e o isolamento destas. Realizou-se a enumeracdo de BHTs
e BRAs cultivaveis no meio de cultivo Plate Count Agar (PCA, Kasvi) sem e com a
adicdo de antibioticos. Houve a diluicdo das amostras em série e a inoculagdo de
especificas quantidades e diluices (variando de 20 pL, a 50 pL e 100 pL), por spread
plate, seguindo o método de plagueamento padronizado por Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2002).

Seguiu-se a mesma metodologia para a avaliacdo do crescimento de BRASs,

adicionando ao meio PCA os antibiéticos em concentragdes especificas:

¢ Amoxicilina (32,0 mg/L — classe B-lactamicos);
e Azitromicina (32,0 mg/L — classe macrolideos);
e Cefalexina (16,0 mg/L — classe B-lactamicos);

e Meropenem (32,0 mg/L — classe 3-lactamicos);

e Sulfametoxazol e trimetoprim (350,0 mg/L, cada um — classe sulfonamidas).

Tais antibidticos sdo comumente utilizados ndo somente no Brasil, mas também no
restante dos paises do mundo, devido a isso foram escolhidos. Além disso, as
concentragbes utilizadas foram determinadas de acordo com metodologias e
trabalhos prévios (MACHADO, 2019; MACHADO et al., 2022).

As placas de Petri foram incubadas a 37 2C durante 24 a 48 horas. Logo, as Unidades
Formadoras de Coldnias foram contadas com 48 horas em temperatura ambiente e,
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apos 5 dias, foram recontadas. ApOs essa enumeragédo, selecionou-se até 3 colbnias,
de cada meio de cultivo (placa) com antibiéticos, com caracteristicas morfologicas
diferentes, como coloracgdo, tipo de borda e elevacdo. As coldnias foram colocadas

em microtubos com &gua ultrapura e glicerol.

Posteriormente, novas placas petri foram preparadas para o plaqueamento das
colonias isoladas, utilizando-se o meio de cultura Mueller Hinton Agar (MH). Cerca de
20 uL de cada colbnia previamente isolada, armazenada em agua ultrapura e glicerol,
foi colocado em microtubos com 1000 yL de caldo BHI. Esses microtubos com as
colénias e caldo ficam armazenados a 35°C, com agitacdo, por 24 horas. Logo, cada
colénia individual foi inoculada nas placas pela técnica de esgotamento por estrias,
sendo armazenadas em estufa por 24 horas a 37°C. Por fim, para se identificar estes
microrganismos isolados, utilizou-se a técnica MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization - Time Of Flight), conhecida por espectrometria de massas,

disponivel na Escola de Veterinaria da UFMG.

4.4 Pesquisa por cepas multirresistentes (MDR) entre as BRAs isoladas e
identificadas: investigacdo de suscetibilidade e resisténcia aos
antibioticos

Através do método de antibiograma em placa, ou método de disco-difusdo em agar

modificado por Kirby-Bauer, foi possivel investigar o perfil de suscetibilidade aos

antibiéticos, seguindo as especificacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI, 2015).

Foram selecionadas para a pesquisa de multirresisténcia (MDR) 43 cepas das que
foram isoladas e, posteriormente, identificadas através do método mencionado no
item anterior. As colbnias escolhidas foram inoculadas em placas petri com meio de
cultivo PCA e incubadas a 37°C por 24 horas. Para a preparacdo do in6culo, uma
alcada de cada uma das colénias que cresceram nos meios foi transferida para um
tubo com solucao salina (0,9%). A suspenséo da solugéo salina em conjunto com a
colbnia foi comparada com o padréo de turvacdo 0,5 da escala de Mc Farland, sendo

equivalente a uma suspenséo contendo 1x108 e 2x108 UFC/mL.

A suspenséo foi homogeneizada e, posteriormente, foi feita a inoculagdo em novas

placas petri contendo o meio de cultura Mueller-Hinton Agar (Oxoid, Inglaterra). Essa
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inoculacdo nos meios de cultura foi realizada com o auxilio de swab estéril, que foi
previamente umedecido com a solucdo bacteriana e o excesso retirado por meio da
compressdo do mesmo contra as paredes do tubo que continha a solugcao. Inoculou-

se a solucdo em toda a superficie do meio de cultura, girando-se a placa e o swab.

Ap6s alguns minutos de semeadura, colocou-se os discos comerciais que continham
os antibidticos na superficie do meio de cultura, utilizando-se uma pinga. Foram
utilizados 13 discos de antibiéticos diferentes para a analise (Figura 5), sendo eles:
azitromicina (15 pg - AZT), amoxicilina (10 pg - AMO), amoxicilina + ac. clavulanico (30
Mg - AMC), ciprofloxacina (5 ug - CIP), cloranfenicol (30 pg - CLO), cefalexina (30 ug -
CFE), eritromicina (15 pg - ERI), estreptomicina (10 ug - EST), tetraciclina (30 ug - TET),
sulfametoxazol + trimetoprim (25 pg - SUT), imipenem (10 ug - IPM), meropenem (10 ug
- MPM) e ertapenem (10 ug - ERT).

Figura 5 — Placa petri com meio de cultura, bactéria inoculada e discos de antibioticos
dispostos

Fonte: AUTORA (2023).

As placas foram incubadas a 37°C por 16 a 18 horas. Logo, foram medidos os

diametros dos halos de inibicdo (centimetros), provocados pelos discos de
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antibioticos, de cada uma das amostras bacterianas (Figura 6). As cepas foram
classificadas em sensiveis ou resistentes de acordo com o didmetro medido referente

ao halo de inibicdo, sendo estes comparados com tabelas padronizadas.

Figura 6 — Antibiograma, método de difusdo em agar

Fonte: AUTORA (2023).

Logo, conforme comentado, os diametros dos halos formados sdo medidos, enquanto
os halos transparentes mostram a auséncia de crescimento ou sensibilidade da
bactéria. Com a analise dos resultados do antibiograma, seguiu-se o método
estipulado de diagndsticos microbiolégicos especializados (DME) BRCAST (2022)
para a interpretacdo dos dados e para definir se a colénia é multirresistente ou nao.

4.5 Processamento das amostras para analise de genes de resisténcia

Para a quantificacdo dos GRASs, todas as amostras passaram por uma filtragem em
membranas de mistura de ésteres de celulose, com porosidade igual a 0,22 um, e 0s
volumes filtrados variaram de 30 a 50 mL. As membranas foram armazenadas em

microtubos tipo Eppendorf de 1,5 mL e colocadas a -80 °C.
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46 Analises moleculares
4.6.1 Extracao de DNA

Seguidamente, as membranas com o material retido foram submetidas a extracéo de
DNA, utilizando-se o kit de extracdo FastDNA® SPIN Kit for Soil (MPBiomedicals®),
seguindo-se as instru¢cdes do manual do fabricante. ApGs a extracdo, o material
genético foi quantificado através do espectrofotbmetro NanoDrop™ Lite (Thermo
Scientifice). Em seguida, o material foi analisado com técnicas de Polymerase Chain

Reaction (PCR) em tempo real.

4.6.2 Quantificacao de elementos genéticos de resisténcia a antibioticos

Na técnica de PCR em tempo real, tem-se a quantificacdo exata e reprodutivel
segundo a fluorescéncia emitida, permitida pelo ciclo no qual a reacdo atinge o inicio
da fase exponencial, chamado de Ciclo de Threshold (Ct). Através dos graficos
gerados, tem-se a visualizacdo das amplificacdes, cuja intensidade da fluorescéncia
€ proporcional a quantidade de produto gerado na reacao (FREITAS, 2020).

A escolha dos genes que foram analisados foi baseada em dados de consumo de
antibiéticos no Brasil e no mundo (WHO, 2018) e estudos relacionados a quantificacéo
de elementos genéticos de resisténcia. Esta metodologia foi escolhida para se estimar
0 numero de copias por mililitro, utilizando-se primers especificos, dos genes
(FREITAS, 2020; PAZDA et al., 2019):

e RNAr 16S (dominio Bacteria);

e Genes de resisténcia a Sulfonamidas (sull);

e Genes de resisténcia a Tetraciclinas (tetA);

e Genes de resisténcia a 3-lactamicos de amplo espectro (blaTEM);
e Genes de resisténcia a Macrolideos (ermB);

e Genes de resisténcia a Quinolonas (qnrB);

e Integron classe 1 (intl).

4.6.2.1 Obtencéo dos plasmideos recombinantes para as curvas padrao de gPCR
Para se tracar as curvas padrao dos ensaios de qPCR das amostras, foram utilizados

plasmideos recombinantes contendo os genes de interesse. A ligacdo do produto da
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PCR amplificado foi desenvolvida em vetor plasmidial (P GEM®-T Easy Vector),
introduzindo em células de E. coli JM109, conforme as instru¢cdes do fabricante
(Promega; Madison, WI). As linhagens clonadas e o material genético foram
concebidos durante estudo anterior (FREITAS, 2020).

A extracao dos plasmideos foi feita por intermédio do kit de extracdo GenElute™ HP
Five—Minute Plasmid Miniprep, com o auxilio das instru¢cées do fabricante (Sigma-
Aldrich; St. Louis, MO), e o DNA foi quantificado no equipamento NanoDrop™ Lite
(Thermo Scientific®). Foram preparadas aliquotas dos plasmideos e colocadas em

preservacao a -20 °C, para a elaboracédo das curvas padrao nos ensaios de qPCR.

Com o intuito de se obter a concentracdo dos plasmideos (em n°® de cépias/uL) no
primeiro ponto das curvas, utilizou-se a Equacédo 1. Para isso, considerou-se que 1
mol de par de base (pb) possui 649 g (1 mol equivale a 6,022x10%* moléculas — ou
copias), e que o tamanho do plasmideo recombinante (PR) é igual ao tamanho do
plasmideo (3015pb) + inserto (correspondente ao tamanho do amplicon, que varia de

acordo com o gene de interesse).

Concentragdo do PR (&) X 6,022x102%3(copias)

Tamanho do PR em pb x 649(g)

1)

N¢ de cépias/pL =

Estimou-se a quantidade de DNA do inserto (em nanogramas) e foram feitas diluices
do DNA plasmidal para os genes de interesse (RNAr 16S, intl, sull, tetA, blaTEM,
ermB e gnrB) em agua ultrapura na propor¢éo de 1:10, para calibrar e padronizar as
curvas. As reacdes da qPCR foram feitas em seis pontos e em triplicata, com um
volume de 2,0 pL de cada diluicdo adicionado em cada reacéo, e as respectivas curvas
de amplificagéo foram utilizadas para a realiza¢céo da equacéo linear do experimento.
Para se averiguar a eficiéncia da curva, foi considerado r2 > 0,99, com eficiéncia obtida

no intervalo de 90 a 110%.

4.6.2.2 gPCR

Como mencionado, através da técnica de qPCR, tem-se a obtencéo da intensidade
de fluorescéncia e pode ser feita a quantificacdo absoluta dos genes estudados. Essa
intensidade é emitida por um fluordfilo que se liga ao DNA e aumenta
exponencialmente conforme o gene € amplificado, até que seja atingido um platd pela
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reacao, que acontece por causa do consumo dos reagentes ou até mesmo acumulo
de inibidores. Para as amostras, controles negativos e diluicdes da curva padrdo, as
reacOes foram feitas em triplicata, perfazendo um volume final de 20 pL em cada
reacdo, sendo 10 pL de mix (PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix), 2,0 uL da
amostra de DNA a ser investigada e os primers individuais de cada gene variando
entre 250 a 400 nM. As reacdes foram completadas com agua ultrapura para se atingir

o volume final.

O mix empregado contém tampéo de PCR, MgClz, enzima Taq polimerase, dNTPs e
corantes ROX™ e SYBR™ Green. Neste (ltimo, tem-se um composto fluorescente
gue se liga na fita dupla de DNA e emite a fluorescéncia conforme vai acontecendo a
reacdo de amplificacdo. Com a captacdo dessa fluorescéncia pelo equipamento, é
observada sua medicdo quando cada ciclo é finalizado. Ao se converter a emissao
luminosa em numeros, encontra-se a quantidade de DNA amplificado (absoluta ou

relativa).

A quantificacdo dos elementos genéticos investigados foi realizada por meio do
equipamento BioRad CFX96 ™ Touch Real-Time PCR Detection System em conjunto
com o CFX Manager software, com condi¢cdes de reacédo adotadas de acordo com
estudos prévios, que podem ser visualizadas na Tabela 5. O encerramento do
programa se da com a elaboracédo da curva de melting (ou de dissocia¢ao), ideal para

a checagem de pureza nos produtos amplificados.

Essa etapa € importante para se verificar a possivel ocorréncia de amplificacdo de
produtos inespecificos (como, por exemplo, dimeros de primer), que podem super ou
subestimar os dados. Tal etapa consistiu em 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C,

30 segundos a 95 °C e 15 segundos a 60 °C para todas as reacoes.
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. Concentragdes
. A Amplicon - . A
Gene Primers e sequéncias (pb) Condicdes de primers na Referéncia
P reacdo
1055-F 95°C por 10 min (1 ciclo);
RNAr ATGGCTGTCGTCAGCT 337 95°C por 15 s, 53°C por 375 nM FERRIS et
16S 1392-R 1 min e 72°C por 1 min al., 1996
ACGGGCGGTGTGTAC (30 ciclos)
intl-F 95°C por 10 min (1 ciclo);
: CCTCCCGCACGATGATC 95°C por 15 s, 55°C por GOLDSTEIN
intl R 280 30's e 72°C por 10 s (40 400 nM et al., 2001
TCCACGCATCGTCAGGC ciclos)
sull-F
$§§AA((::CGGAAACATCGC 95°C por 5 min (1 ciclo); MAO et al
sull SUILR 163 95°C 15 s, 60°C por 1 400 nM 2015 "
TGAAGTTCCGCCGCAAG min (40 ciclos)
GCTCG
tetA-F
GCTACATCCTGCTTGCCT 94°C por 5 min (1 ciclo); MAO et al.,
TC 94°C por 30 s, 55°C por 2015
tetA  eaR 210 1 min e 72°C por 30 s (40 300 nM SOUZA,
CATAGATCGCCGTGAAGA ciclos) 2017
GG
blaTEM-F
GCACGAGTGGGTTACAT 95°C por 5 min (1 ciclo);
CGA 95°C 1 min, 48°C por 30 CARLSON et
blaTEM  plTEMR 311 s e 72°C por 30 s (40 400 nM al., 1999
GGTCCTCCGATCGTTGTC ciclos)
AG
ermB-F
CGTGCGTCTGACATCTAT 95°C por 10 min (1 ciclo); |
CTGA 95°C por 10 s, 57°C por MAO et al.,
ermB  omBR 190 30's e 72°C por 30 s (40 300 nM 2015
CTGTGGTATGGCGGGTA ciclos)
AGTT
qnrB-F
GCGACGTTCAGTGGTTCA 95°C por 10 min (1 ciclo); I
G 95°C por 10 s, 57°C por MAO et al.,
qnre gnrB-R 148 30 s e 72°C por 30 s (40 300 nM 2015
TGTCCAACTTAACGCCTT ciclos)
GTAA

Fonte: indicadas na tabela.

Através dos valores de Ct (ciclo no qual a reacéo atinge o inicio da fase exponencial),

foi estimado o niumero de copias/pL de cada reacédo, com o auxilio da curva padréo

correspondente, e da Equacédo 2. O valor de Ct para determinada concentracdo €

representado por Y, sendo utilizado para calcular o nimero inicial de copias de DNA;

enguanto a inclinacdo da reta da curva padrdo (slope) é representada por a; o Ct na

origem € representado por b (Y-intercept); e o logaritmo de cada concentracao

conhecida na série de diluicdo é representado por x. Outros parametros s&o

observados e obtidos por meio da curva padrdo, como o desempenho da reacao

(eficiéncia) e o coeficiente de correlacdo (r2). Dentro dos valores limites da curva

padréo, deve ser abrangida a faixa de concentracdes que se esperam encontrar nas

amostras.

Programa de Pés-Graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos



54

Y=aX+b (2)
Onde:

Y = valor de Ct;

a = inclinacao da reta (slope);

X = n° de cépias em escala logaritmica;
b = ordenada na origem (Y-intercept).

Os valores de Ct sdo passados para dados quantitativos, que correspondem ao
numero de copias do gene investigado. A inclinacdo da reta esta relacionada com a
eficiéncia da reacdo de qPCR, enquanto os dados sé&o calibrados a partir da ordenada
da origem, que deve estar situada em um intervalo de 90 a 100% (inclinacéo de -3,58
a -3,10), preferencialmente. Para de analisar o quao bem os dados sao ajustados na
curva padréo e a linearidade da curva, tem-se o coeficiente de correlagao (r?).

Geralmente, para as analises de qPCR, os valores de r2 devem ser superiores a 0,99.

Como citado anteriormente, apés serem convertidos, 0s resultados sdo expressos em
numero de cépias/mL, levando em conta os volumes que foram filtrados de cada
amostra na etapa de processamento, além das diluicbes que foram feitas para a

amplificacéo.

4.7 Andlise de dados

A eficiéncia de remocéo, tanto para BRAs quanto para os genes investigados, em

cada ponto de amostragem na ETE 3, foi calculada conforme mostra a Equacao 3:

1 UFC/mL EB 1 n? copias/mL EB
°BUFC/mLET °" 8

Valores de remogdo emlog (VRL) =

3
n? copias/mL ET 3

A eficiéncia de remocédo (Equacéao 4), por sua vez, foi estimada para cada grupo de
bactérias resistentes e cada um dos genes estudados, considerando a raz&o entre a
concentragcdo (UFC/mL ou n° de copias/mL) observada no esgoto bruto (EB) e no
efluente tratado (ET):

Ce —Cs

Eficiéncia de remocio (%) = ( )X 100 (4)
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Onde:

Ce = refere-se a concentracao no efluente;

Cs = refere-se a concentragdo no esgoto bruto.

A prevaléncia de resisténcia a antibiéticos (Equacdo 5) foi estimada para cada
antibiotico no esgoto bruto e efluente tratado para cada amostra:

(Um—FL(‘:) meio com antibiético

(%) meio sem antibidtico

Prevaléncia de resisténcia (%) = x 100 (5)

Finalmente, também foi calculada a concentracdo relativa para cada gene de
resisténcia, conforme Equacéo 6, correlacionando-se as concentracdes absolutas de
cada um dos genes (intl, sull, tetA, blaTEM, ermB e gnrB) com as concentracdes
absolutas dos genes do dominio Bacteria (16S RNAr):

n? de copias/mL de GRAs

Abundancia relativa de GRAs = 6
undancia refativa de S n? de copias/mL de RNAr 16S ©

4.8 Andlises estatisticas

Para a comparacado mais eficaz e tratamento dos dados, inclusive para averiguar os
objetivos especificos que requerem tal avaliacédo, foi feita a analise estatistica dos
valores encontrados neste trabalho, especialmente para se verificar a eficiéncia de
remocao de BHTs, BRAs e elementos genéticos na ETE 3, além de ser feita a anélise

para averiguar a existéncia de diferenca significativa entre as trés ETES

Foram utilizadas medidas de tendéncia central (média e mediana) e de dispersao
(desvio padréo, valores minimos e maximos). A fim de se investigar a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas entre as concentracdes de BHTs, BRAs e
GRAs, para os trés pontos afluentes, foi empregado o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de 5% (a = 0,05), seguido do teste de

comparacdes multiplas de Dunn, quando aplicavel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ocorréncia e prevaléncia de bactérias heterotréficas totais e bactérias
resistentes aos antibioticos nas ETEs estudadas

5.1.1 Concentracdes absolutas de BHTs e BRAs e prevaléncia de resisténcia aos
antibidticos investigados no esgoto bruto das trés ETEs de estudo

Na Tabela A1 (APENDICE A) é possivel encontrar todos os resultados que foram
obtidos nos experimentos realizados, durante o periodo amostral (outubro/2021 a
junho/2022), relativos a quantificacdo de BHTs e BRAS, nas amostras de esgoto bruto

das ETEs 1, 2 e 3, e esgoto tratado da ETE 3. Os resultados estdo em UFCs/mL.

As concentracdes absolutas de BHTs e BRAs (UFC/mL) encontrados neste estudo,
para o esgoto bruto nos trés pontos de amostragem, podem ser melhor visualizados
na Figura 7, trazidas pelo grafico box-plot, no qual é possivel notar os valores minimos,
mMAaximos e o primeiro, segundo e terceiro quartis, que correspondem aos percentis
25, 50 (mediana) e 75.

As concentracdes absolutas medianas afluentes de BHTs nas ETEs 1, 2 e 3 foram
cerca de 3,04x10°, 3,01x10° e 3,10x10° UFCs/mL, respectivamente, estando na
mesma ordem de grandeza. E possivel observar que os valores foram bem proximos,
assim como o comportamento dos dados também foram similares. Nestas amostras,

especificamente, ndo se observou uma alta variabilidade dos dados.

Figura 7 — Concentracdes absolutas de BHTs e BRAs nas amostras de EB das ETEs 1,2 e 3,
em UFC/mL (diferencas significativas assinaladas com *)
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Meropenem (BRMRP), Sulfametoxazol+trimetoprim (BRTRIAZOL).
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Bactérias resistentes a azitromicina (BRAZT) apresentaram maiores concentracoes
medianas nas trés ETEs (1,1x108, 1,04x10° e 1,77x108 UFCs/mL, respectivamente).
As bactérias resistentes a meropenem apresentaram menores valores de
concentracdo medianos nas ETEs 2 e 3 (3,15x10* e 4,49x10* UFCs/mL), quando
comparadas com o restante das BRAS, seguidos pelas bactérias resistentes a
trimetoprim+sulfametoxazol (4,93x10* e 5,12x10* UFCs/mL). J& para a ETE 1, as
bactérias resistentes a trimetoprim+sulfametoxazol obtiveram as menores
concentracGes medianas para a ETE 1 (6,75x10* UFCs/mL), seguida pelas bactérias

resistentes a meropenem (7,75x10* UFCs/mL).

Embora as ETEs 1 e 2 tratem de esgotos com caracteristicas predominantemente
domésticas, em sua maior parte, enquanto a ETE 3 trata de esgoto de um aeroporto
internacional, observou-se que as diferencas significativas se deram entre bactérias
resistentes a amoxicilina e meropenem, entre as ETEs 1 e 3 e entre o0s trés pontos,
respectivamente, para um nivel de significancia igual a 5% (a = 0,05). A estatistica
descritiva pode ser encontrada na Tabela B1 (APENDICE B), enquanto os resultados
do teste de Kruskal-Wallis e Dunn, quando aplicavel, é observado na Tabela B2
(APENDICE B).

Atentando-se para as diferencas significativas encontradas, para as bactérias
resistentes a amoxicilina e meropenem (entre as ETEs 1 e 3), pode-se inferir que as
caracteristicas do esgoto bruto influenciam na concentracdo circulante dessas
bactérias nos esgotos, e consequentemente representa a populagdo contribuinte e
seus hébitos (talvez maior consumo desses antibidticos) nos pontos cuja diferenca
significativa se mostrou evidente. Como comentado, o esgoto bruto nas ETEs 1 e 3
possuem popula¢cdes contribuintes distintas, com poder aquisitivo distintos, assim
como os fatores especificos das regides, visto que a primeira se refere a regiao de

Belo Horizonte e a segunda a um aeroporto internacional.

Com isso, é possivel concluir que as ETEs com regibes geograficas distintas
apresentam padrdes diferentes de resisténcia, devido ao padréo distinto no consumo
de antibidticos pelas populacdes. Hendriksen et al. (2019), reportaram que a selecao
local entre as bactérias e genes de resisténcia desempenha papel crucial na

disseminacdo da RAM. Isso destaca a importancia de abordagens e medidas
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adaptadas a nivel local para o controle da RAM, levando em consideracao, também,

os fatores especificos de cada regiao.

Analisando-se os percentis escolhidos para representar melhor os resultados, a maior
disperséo entre os dados pode ser observada para as ETESs 2 e 3, relativo as bactérias
resistentes a amoxicilina e meropenem. Em contrapartida, ao se analisar o
comportamento para as mesmas bactérias na ETE 1, ndo é constatada tanta
disperséo.

Na Tabela B3 (APENDICE B) s&do encontradas as informacdes sobre a estatistica
descritiva feita para as concentracdes relativas de bactérias resistentes aos
antibioticos de estudo, ou seja, a prevaléncia de resisténcia a cada um destes
antibioticos, para os pontos afluentes as trés ETEs e efluente a ETE 3. Os valores
medianos de prevaléncia de resisténcia (BRAs/BHTSs) aos antibidticos estudados, em
porcentagem, tanto nos afluentes das trés ETEs quanto no efluente da ETE 3, s&o

mostradas resumidamente na Tabela 6.

Tabela 6 - Prevaléncia de resisténcia (BRAsS/BHTSs - %) aos antibi6ticos estudados no EB das
ETEs 1,2e3 e ETdaETE 3

A A ETE 1 ETE 2 ETE 3
% Prevaléncia de Resisténcia (BRAsS/BHTS) EB EB EB eT
Amoxicilina 26,23 20,54 11,64 15,68
Azitromicina 28,99 35,61 58,74* 23,45
Cefalexina 17,11 14,22 17,09 27,21
Meropenem 2,96 0,92 1,53 7,31
Trimetoprim+sulfametoxazol 1,91 1,46 1,59 0,66**

* Maior prevaléncia de resisténcia; ** Menor prevaléncia de resisténcia; amostras com diferengas significativas estdo em negrito;

em italico, mostra 0 aumento da prevaléncia de resisténcia no ET.

Para as concentracfes relativas, também foram feitos os testes ndo paramétricos
(Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn, quando aplicavel), com o intuito de se
verificar a existéncia de diferencas significativas entre a prevaléncia de resisténcia
entre os afluentes analisados das trés ETEs. Os resultados se encontram na Tabela
B4 (APENDICE B). Como ¢ possivel notar, os maiores valores medianos de
prevaléncia de resisténcia (%) sado alusivos a azitromicina, sendo 58,74% para o
esgoto bruto da ETE 3. Nas duas outras ETEs (1 e 2), também se observam valores
altos para esse antibiético. Na ETE 1 e 2, o segundo maior antibiético com prevaléncia
de resisténcia € a amoxicilina (26,23%). Ja para a ETE 3, o antibidtico cuja prevaléncia

de resisténcia foi a segunda maior, esta associado a cefalexina, tanto no esgoto bruto
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guanto no efluente tratado. As diferencas de prevaléncia dos antibiéticos encontradas,
podem estar associadas as diferentes populacdes contribuintes de cada ETE, uma
vez que a ETE 3 trata esgoto de pessoas de todo o Brasil circulando no aeroporto,
com hébitos distintos e poder aquisitivo, e ndo representa uma populacédo situada
numa bacia especifica de esgotamento sanitario (como o caso das ETEs 1 e 2). Com
isso, é possivel inferir que as ETEs com regifes geograficas distintas apresentam
padrbes diferentes de resisténcia, devido ao padrdo distinto no consumo de

antibiéticos pelas populaces.

A partir dessas constatacdes, quando se relaciona as BRAs com as BHTs, pode-se
sugerir que houve aumento na prevaléncia das bactérias resistentes circulando nos
esgotos durante o periodo de analise deste estudo. Além disso, supde-se que,
concomitantemente, pode ter ocorrido o aumento no consumo destes antibibticos
(amoxicilina, azitromicina e cefalexina) na regido de Belo Horizonte, durante o periodo

da pandemia.

Tais informacdes ndo podem ser confirmadas de fato, pois ndo foram disponibilizados
dados de consumo de antibitticos, ou até mesmo de vendas de antibioticos, para a
cidade de estudo. Além disso, nesta pesquisa, a quantificacdo de determinados
antibioticos nao foi o foco. Mas, observando-se os resultados trazidos por Del Fiol et
al. (2022), no Brasil, entre os antibidticos mais vendidos estdo amoxicilina,
azitromicina e cefalexina, que contabilizaram 67% das vendas. O consumo de
azitromicina, por exemplo, aumentou cerca de 5,8% por més, principalmente no
periodo inicial da pandemia da COVID-19. Boger et al. (2021) também detectaram
antibioticos, em amostras de rios em Curitiba, sendo os dois maiores reportados a

amoxicilina seguido por azitromicina.

A prevaléncia de resisténcia (%) foi maior no efluente tratado para os antibiéticos
amoxicilina, cefalexina e meropenem, ao se considerar os valores obtidos no esgoto
bruto. Isso indica que, embora a ETE 3 tenha removido cerca de 2 unidades log de
BRAs (conforme sera mostrado no item seguinte), observou-se que ainda existia
grande concentracdo de BRA no efluente tratado, acarretando o aumento da

prevaléncia de resisténcia para esses antibiéticos mencionados. Isso indica que o
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efluente tratado ainda pode disseminar a resisténcia e impactar o ambiente e o corpo

receptor.

5.1.2 Investigacdo da ocorréncia e remocdo de BHTs e BRAs em sistema de lagoa
facultativa seguido por lagoa de maturacéo (ETE 3)

Com o proposito de se investigar somente as concentracdes de BHTs e BRAs na ETE
3, avaliando o sistema de lagoa facultativa seguido por lagoa de maturacao, optou-se
por separar o grafico e trazer os dados separadamente. A Figura 8 mostra o grafico
box-plot gerado com as concentra¢des absolutas de BHTs e BRAs encontradas nas

amostras afluente e efluente da ETE 3, em UFC/mL, durante todo o periodo amostral.

Figura 8 — Concentrac8es absolutas de BHTs e BRAs nas amostras de EB e ET da ETE 3, em
UFC/mL
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Bactérias heterotréficas totais (BHT); Bactérias resistentes a: Amoxicilina (BRAMO), Azitromicina (BRAZT), Cefalexina (BRCFX),
Meropenem (BRMRP), Sulfametoxazol+trimetoprim (BRTRIAZOL).

Como comentado, no esgoto bruto, os menores valores de concentragéo foram para
bactérias resistentes ao meropenem, enquanto os maiores para bactérias resistentes
a azitromicina. Com a intencdo de se averiguar a remocdo desses agentes, foram
feitos os célculos da eficiéncia de remocao (%) mediana e valores medianos de
remoc&o em log. Estes resultados sdo expostos na Tabela C1 (APENDICE C), para
todo o periodo amostral. Além disso, a Figura 9 expde de maneira resumida a
eficiéncia de remocdo mediana (%) do sistema de tratamento analisado neste estudo

e os valores medianos de remocdo em escala logaritmica.
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Figura 9 — Eficiéncia de remocéao (%) média e valores médios de remoc¢do, com desvio padrao,
em log, de BHTs e BRAs na ETE 3
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As maiores eficiéncias de remocdo encontradas foram para bactérias resistentes a
combinagao entre sulfametoxazol e trimetoprim (BRTRIAZOL - 99,1% +1,5%, que
corresponde a 2,61 log £0,89), assim como para bactérias resistentes a azitromicina
(99,1% +1,0%, que corresponde a 2,31 log £0,54), enquanto a menor eficiéncia foi
para bactérias resistentes & meropenem, sendo cerca de 71,9% +53,91% (1,21 log
+0,97), cujo desvio padrdo também foi maior, indicando maior variabilidade nas

concentracdes obtidas.

Considerando-se todos os valores de remocdo em log (VRL) calculados
individualmente e apresentados na Tabela C1 (APENDICE C), ao se observar os
valores minimos e maximos, percebe-se a existéncia de valores variando entre -0,342
(o que indica 0 aumento da concentracao no efluente) até 4,5 log, para todas as BRAs.
Analisando-se individualmente cada um, para BHTs os valores de remocao variaram
de 0,46 a 2,52 log; BRAMO de 0,18 a 2,77 log; BRAZT de 1,5 a 3,72 log; BRCFX de
0,38 a 2,45 log; BRMRP de -0,34 a 4,45 log; e BRTRIAZOL de 1,19 a 4,5 log. Ou seja,
o sistema de lagoa facultativa seguido por lagoa de maturacéo chegou a remover mais
de 4 log de bactéria resistentes ao conjunto de antibioticos sulfametoxazol e
trimetoprim e meropenem. Em contrapartida, também para bactérias resistentes a
meropenem, cuja variabilidade nos valores de concentragcdo foi a maior ao se
comparar com o restante, o sistema indicou um aumento na concentracdo para o

efluente tratado, acusando valores de remoc¢ao negativos.

Asfaw et al. (2017), analisando o comportamento de lagoas facultativas seguido por
seis unidades de lagoas de maturacdo, reportou remocao de aproximadamente 2,1

de BHTs, sendo proximo (ligeiramente superior) que o valor encontrado neste estudo
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(1,9 log). Todavia, o sistema analisado neste estudo é composto somente por uma
lagoa de maturacédo, o que influencia no resultado e na comparacédo entre eles, visto
gue a maior quantidade de lagoas de maturacdo impacta na qualidade do efluente
tratado, consequentemente na maior remogéo de sélidos suspensos, por exemplo.
N&o obstante, McConnell et al. (2018) encontrou valor de remocédo de E. coli e do
indicador de contaminacao fecal (Bacteroides) de 2,2 log em estacdo de tratamento
contendo lagoa aerada, portanto valor proximo ao do presente trabalho (apesar de

estes néo terem avaliado BRAS).

A Tabela 7, mostrada no item 5.1.3, traz os valores de remocé&o para outros estudos,
com diferentes tipos de tratamento e em outros paises. Machado et al. (2022)
estudaram trés pontos de esgotos brutos em Belo Horizonte/MG, nos anos de 2017 e
2018. Os tipos de tratamento na primeira ETE estudada (ETE A) foi de lodos ativados
convencional (LAC); a segunda ETE analisada (ETE B) é composta por sistema UASB
seguido por filtro biolégico percolador (FBP); por fim, a terceira ETE analisada (ETE
C) é composta por lodos ativados com remocéao bioldgica de nutrientes, seguido de
tratamento fisico-quimico para remocéao de fosforo e desinfecc¢ao por radiagéo UV. Os
esgotos brutos das ETEs A e B sdo os mesmos estudados nesta pesquisa, em

periodos diferentes.

Para BHTSs, o primeiro sistema (ETE A) removeu cerca de 0,9 log, enquanto o segundo
(ETE B) removeu 0,3 log. O terceiro sistema de tratamento (ETE C) removeu cerca
de 2,5 log, até a etapa de desinfeccdo, havendo um aumento de 0,1 log pos
desinfeccdo por UV. Em relacdo as bactérias resistentes a amoxicilina (BRAMO),
observou-se remoc¢des médias de 0,9 e 0,2 log, para as ETEs A e B. Para a ETE C,
notou-se uma remoc¢ao na concentracdo media de 2,8 log, havendo um aumento de
0,4 log apés a etapa de desinfeccdo por UV. Por fim, para bactérias resistentes a
combinacao dos antibidticos sulfametoxazol e trimetoprim (BRTRIAZOL), nas ETEs A
e B, a remocao foi de 1,3 e 0,3 log. J4 na ETE C a remoc¢éao dessas bactérias foi de
2,3 log, ndo sendo reportada remocéao apoés a desinfeccédo por UV (MACHADO et al.,
2022).

O sistema de lagoa facultativa, seguido por lagoa de maturacéo, foi capaz de remover

uma maior concentracdo de BHTs, BRAMO e BRTRIAZOL, quando comparado com
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os valores reportados por Machado et al. (2022), comparando com as ETEs A e B.
Neste estudo, estes valores médios foram iguais a 1,9, 1,7 e 2,5 log. O sistema da
ETE C é composto por reator de lodo ativado, seguido de decantador lamelar para
remocao de nutrientes, e uma etapa final de desinfeccado UV. Ao se comparar com 0s
valores de remoc¢do médios reportados na ETE C com as lagoas, verificou-se que as
concentrac6es médias removidas pelas lagoas foram ligeiramente menores, obtendo-
se uma diferenca de 0,6 e 1,1 log (BHTs e BRAMO). Todavia, a remoc¢ao de
BRTRIAZOL foi semelhante, tendo-se uma diferenca pequena de 0,2 log a mais para
0 sistema de lagoas. A remocao por desinfeccado UV, no entanto, nao foi eficaz e, na
mesma pesquisa, foi mostrado que ocorreu a pressao seletiva de certas comunidades

de BRAs, havendo a selecédo e aumento da prevaléncia destas.

Dias et al. (2022) investigaram um sistema de lodos ativados com remocao de
nutrientes, seguido por desinfeccdo UV, na cidade de Ibirité/MG, no ano de 2019. Para
BHTSs, os autores reportaram remoc¢ao meédia de 2,7 log, seguindo de uma remocao
de 0,4 log ap0s a desinfeccao por UV. Este sistema também foi capaz de remover em
média 2,6 log de bactérias resistentes a amoxicilina (BRAMO), havendo aumento de
0,3 log ap6s a desinfeccdo por UV. Em média, cerca de 1,0 log de bactérias
resistentes a cefalexina (BRCFX) foram removidas, havendo uma remocédo media
baixa de 0,2 log apos a desinfec¢cdo. Novamente, ao se comparar com 0 presente
estudo, apenas para BRCFX foram reportados valores médios de remo¢do maiores
que do estudo de Dias et al. (2022). A lagoa facultativa, seguida de lagoa de
maturacao, removeu em média 1,8 log de BRCFX, sendo 0,8 log maior. Em relacéo
as outras bactérias estudadas (BHTs e BRAMO), as lagoas removeram uma menor
concentracdo meédia, sendo 0,8 e 0,9 log menores, respectivamente. No trabalho
destes autores, também foi observado um aumento na concentracdo de BRAMO apds
a desinfeccéao por UV, mostrando, novamente, uma selecao/presséao seletiva destas
bactérias especificas. Contudo, os autores realizaram somente trés coletas,
resultando em um n amostral menor e em intervalo de tempo menor, levando a
resultados menos precisos de andlise estatistica. McConnell et al. (2018),
investigando também ETE com sistema de lodos ativados modificado para remocéao
biolégica de nutrientes seguido de desinfec¢éo por UV, no Canada, verificou remocao

de 2.6 log copias/mL para o indicador de contaminagéo fecal humana (Bacteroides).
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Portanto, valores proximos e mais altos do que as remocg0des verificadas de BRAs do

presente trabalho.

Para BHTSs, na Pol6nia, Makowska et al. (2016) estudaram uma estacao de tratamento
de esgoto composta por lodos ativados, reportando valores de remoc¢ao (minimo e
maximo) de 2,05 e 2,38 log. LE et al. (2018), por sua vez, encontraram valores de
remocdo médios de BHTs de 1,0 a 6,8 log, para sistemas ativados convencional, na
China.

Em Portugal, NOVO&MANAIA (2010) estudaram uma estacéo caracterizada por lodos
ativados convencional, seguido de filtro biolégico percolador e filtro aerado submerso,
encontrando valor de remocédo médio de 1,3 log. Para BRAMO, os autores relataram

também uma remocao média de 1,3 log.

Por fim, Glady-Croue et al. (2018) reportaram valores médios de remocéao igual a 2,94
log, para um sistema de radiacdo solar artificial em escala piloto, enquanto para

BRAMO a remogé&o media foi de 2,8 log.

Na presente pesquisa, os valores de remocdo de BHTs variaram de 0,46 a 2,5 log
(minimo e maximo), e 0,2 a 2,8 log (minimo e maximo, podendo ser visualizados na
Tabela C1 de APENDICE C), cuja média se mostrou maior somente ao se
correlacionar com NOVO&MANAIA (2010), para ambos. Em relacdo aos outros
autores comentados, a remocao do sistema de lagoas apresentou-se menor. Ainda
assim, sao observados valores adequados de remocéo, quando se compara com

outros tipos de tratamento.

As diferencas entre os resultados obtidos neste estudo, comparadas com outros
sistemas, podem estar relacionadas as caracteristicas operacionais destes, como
parametros técnicos (tempo de detenc¢do hidraulica - TDH, remocao de sélidos, entre
outros), que nao foram relatados e investigados neste estudo. Todavia, propde-se a
hipotese de que o maior tempo de detencao hidraulico nas lagoas pode ter contribuido
para a remocao mais efetiva dos soélidos suspensos no efluente tratado, propiciando
maior remocao de BRAs e BHTs, além da maior exposi¢céo do esgoto a luz solar, em
ambas as lagoas, especialmente a lagoa de maturagdo que possui profundidade

bY

menor e, consequentemente, tem-se maior exposicdo a radiacdo solar e maiores
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valores de oxigénio dissolvido. Mas, é imprescindivel lembrar que fatores como as
condicbes de operacdo, manutencdo, gerenciamento do lodo, que influenciam no
desempenho das ETEs, sdo de extrema importancia para remoc¢édo mais eficaz de
agentes de resisténcia a antibiéticos. De qualquer forma, enfatiza-se a importancia do
tratamento biol6gico de esgoto para aumento da protecdo ambiental e da saude

publica.

Em alguns paises em desenvolvimento, a abundancia de resisténcia a antibiéticos no
tratamento de esgoto € relatada como maior do que em paises desenvolvidos e,
devido a isso, o lancamento de BRAs do efluente tratado teria impacto, visto que as
concentracfes ainda sdo altas, mesmo apds a remocdo. Por isso, nos paises em
desenvolvimento, a desinfeccéo do efluente secundario se mostra como uma medida
importante para a diminuicdo da concentracdo de BRAs no efluente tratado final,
sendo a cloracdo uma opcdao viavel, que pode remover até 3,0 log (HONDA et al.,
2020; NOVO&MANAIA, 2010).

5.1.3 Concentracdes de BHTs e BRASs reportadas na literatura e no presente estudo

As caracteristicas geograficas podem influenciar na diversidade microbiana em
esgotos brutos, como carga populacional, demografia, clima ou situacao
epidemioldgica, mas ainda se observa certas incertezas acerca da influéncia desses
fatores no microbioma das aguas residuais pelo mundo (VOOLAID et al., 2017). Como
mencionado, alguns autores também afirmam que as diferengas estruturais das ETEs,
tipologias de tratamento, além de condicbes de operacdo e manutencéao, influenciam
na disseminacdo desses agentes (PAZDA et al, 2019; LI et al, 2021) e,
consequentemente, nas concentracdes observadas nas pesquisas. Todavia, ainda se
conhece pouco sobre o perfil de bactérias resistentes e elementos de resisténcia a

antibioticos presentes em efluentes em diversos paises, especialmente no Brasil.

Hendriksen et al. (2019) revelaram clara divisdo entre algumas regiées do mundo, em
relacdo a resisténcia antimicrobiana, com paises de alta renda na Europa, América do
Norte e Oceania formando um agrupamento distinto, enquanto paises de baixa renda
na Africa, Asia e América do Sul formaram outro agrupamento. Basicamente,
mostraram que os paises subdesenvolvidos, com saneamento mais precario, S0 0s

gue mais consomem antibiéticos e mais libera