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RESUMO

Os efluentes hospitalares podem ter uma alta carga de bactérias patogénicas portadoras de genes
codificadores de resisténcia aos antibacterianos como os B-lactdmicos, principais farmacos
empregados no tratamento empirico de infecgdes, por ter amplo espectro de a¢do. A resisténcia
a esses farmacos tem aumentado, sendo relatada no mundo inteiro. Farmacos, materiais
contaminados, material bioldgico e excretas de pacientes acabam sendo eliminados via residuos
liquidos, transformando os efluentes hospitalares na principal fonte de disseminagdo de
resisténcia bacteriana no ambiente. Quando o estabelecimento de salde nédo faz o tratamento
prévio desses efluentes antes de serem lancados na rede de esgoto da cidade, constituindo em
um veiculo pelo qual as bactérias multirresistentes podem chegar a estacdo de tratamento de
esgoto. Como esses sitios sdo considerados locais 6timos para a transferéncia horizontal de
genes de resisténcia entre patdgenos oportunistas e bactérias nativas, a possibilidade de chegar
ao corpo hidrico receptor e transforméa-lo em reservatdrio é uma grande ameaca ambiental. Esse
trabalho teve por objetivo avaliar a sensibilidade a antibacterianos de bactérias Gram-negativas
em efluentes de hospitais publicos e na Estacdo de Tratamento de Esgotos da cidade de Boa
Vista-RR, por meio da deteccdo microbiologica e molecular, visando avaliar a qualidade de
efluentes dos hospitais publicos e comparar com os efluentes urbanos. Para isso, foram
realizadas coletas de efluentes em dois hospitais publicos da cidade e na estacdo de tratamento.
As amostras foram semeadas em agar MacConkey e incubadas a 35°C por 24h. ApOs
purificacdo das colbnias, essas foram submetidas a identificacdo fenotipica pela série
bioguimica e antibiograma pela técnica de disco difusdo. Em seguida, foi extraido o DNA para
realizacdo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para os genes codificadores de ESBL
blatem, blastv e blactx-m, € realizada PCR e sequenciamento do gene RNAr 16S para a
identificacdo genotipica das espécies. Klebsiella pneumoniae mostrou-se prevalente nos
efluentes hospitalares e no pré-tratamento de efluentes urbanos na estacdo de tratamento. No
pos-tratamento, Enterobacter cloacae foi prevalente. Somente na identificacdo genotipica foi
possivel identificar espécies do género Aeromonas em ambos efluentes. O perfil de
sensibilidade a antibacterianos revelou a presenca de cinco cepas ESBL nos efluentes
hospitalares e nenhuma nos efluentes urbanos. No entanto, a deteccéo de genes de resisténcia
revelou seis cepas portadoras de pelo menos um dos genes estudados em efluentes urbanos.
Nos efluentes hospitalares, onze cepas foram identificadas como portadoras de pelo menos um
dos genes, incluindo duas cepas (Escherichia coli e K. pneumoniae) portadoras dos trés genes
simultaneamente. Em um dos hospitais foram encontradas 100% das cepas portando genes de
resisténcia no tanque de confluéncia do hospital, que faz emissdo direta na rede de esgoto da
cidade. Esses resultados apontam para os efluentes hospitalares como importantes fontes de
disseminacédo de genes de resisténcia a B-lactamicos e que, apesar da diluicdo, algumas cepas
portadoras desses genes chegam a estacdo de tratamento de esgoto. Medidas de controle e
vigilancia devem ser adotadas para minimizar os impactos ambientais da propagacdo dessas
bactérias.

Palavras-chave: ESBL. Enterobactérias. Aeromonas. Esgoto. Multirresisténcia.



ABSTRACT

Hospital effluents may have a high load of pathogenic bacteria carrying genes encoding
antibacterial resistance, such as f-lactams, the main drugs used in the empirical treatment of
infections, as they have a broad spectrum of action. Resistance to these drugs has increased,
being reported worldwide. Drugs, contaminated materials, biological material and patient
excreta are disposed of via wastewater, turning hospital wastewater into the main source of
spread of bacterial resistance in the environment. When the hospital does not pre-treat these
effluents before they are released into the city's sewage network, it constitutes a vehicle through
which multi-resistant bacteria can reach the sewage treatment station. As these sites are
considered hotspot for the horizontal transfer of resistance genes between opportunistic
pathogens and native bacteria, the possibility of reaching the receiving water body and
transforming it into a reservoir is a major environmental threat. This work aimed to evaluate
the sensitivity to antibacterials of Gram-negative bacteria in effluents from public hospitals and
in the sewage treatment plant in the city of Boa Vista-RR, through the microbiological and
molecular detection, aiming to evaluate the quality of effluents from public hospitals and
compare with urban effluents. For this, effluent collections were carried out at two public
hospitals in the city and at the treatment station. The samples were sown on MacConkey agar
and incubated at 35°C for 24h. After purification of the colonies, they were submitted to
phenotypic identification by the biochemical series and antibiogram by the diffusion disc
technique. Then, DNA was extracted for Polymerase Chain Reaction (PCR) for the genes
encoding ESBL blatem, blasyv and blactx-m. PCR and sequencing of the RNAr 16S gene were
performed for the genotypic identification of species. Klebsiella pneumoniae was prevalent in
hospital wastewater and in the pre-treatment of urban wastewater in the treatment plant. In post-
treatment, Enterobacter cloacae was prevalent. Only in genotypic identification was it possible
to identify species of the genus Aeromonas in both effluents. The antibacterial sensitivity profile
revealed the presence of five ESBL strains in hospital wastewater and none in urban
wastewater. However, the detection of resistance genes revealed six strains that carry at least
one of the genes studied in urban effluents. In hospital effluents, eleven strains were identified
as carrying at least one of the genes, including two strains (Escherichia coli and K. pneumoniae)
carrying the three genes simultaneously. In one of the hospitals, 100% of the strains were found
carrying resistance genes in the hospital's confluence tank, which emits directly into the city's
sewage system. These results point to hospital effluents as an important source of dissemination
of B-lactam resistance genes and that, despite the dilution, some strains carrying these genes
reach the sewage treatment plant. Control and surveillance measures must be adopted to
minimize the environmental impacts of the spread of these bacteria.

Keywords: ESBL. Enterobacteria. Aeromonas. Sewage. Multidrug resistance.
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1 INTRODUCAO

As atividades antropicas configuram a principal fonte de poluicdo do ambiente natural,
através do despejo de altas concentragcdes de componentes existentes na natureza e substancias
sintéticas. A contaminacgdo de rios e igarapés gera uma preocupacdo ambiental, pois a agua é
um recurso natural utilizado para diversos fins econdmicos, além de ser fundamental para o
consumo humano (PENA-GUZMAN et al., 2019).

O ciclo de utilizacdo urbana da agua inicia-se na captacdo de agua, uso e esgotamento de
aguas residuais até uma estacdo de tratamento de esgoto, pois os efluentes urbanos possuem
uma alta carga de micro-organismos patogénicos e substancias nocivas ao ambiente natural. No
Brasil, geralmente é aplicado o método de lagoas de estabilizacdo para eliminar o excesso de
matéria organica e bactérias patogénicas, em processo autodepurativo baseado no metabolismo
de bactérias do ambiente, para despejar os efluentes tratados em um corpo hidrico receptor. No
entanto, as aguas residuais pos-tratamento podem ainda apresentar tanto matéria organica
quanto patégenos que sio liberados em igarapés e rios (PENA-GUZMAN et al., 2017).

Em efluentes urbanos podem estar presentes diversas bactérias patogénicas provenientes
de fontes variadas, como doméstica, industrial e hospitalar. Os efluentes hospitalares, em
especial, possuem uma alta concentracdo de patdgenos provenientes de excretas de pacientes
internados e material bioldgico contaminado que foi descartado via esgoto.

Alguns casos de infeccdo bacteriana, principalmente as que sdo adquiridas no ambiente
hospitalar, apresentam complica¢Ges no tratamento e podem levar o paciente para a Unidade de
Terapia Intensiva (UTI). Estas infecces geralmente podem ser causadas por bactérias
multirresistentes a antibacterianos. InfeccBes por bactérias resistentes a terapia antibacteriana
levam ao prolongamento da internacdo do paciente, restricdo das opcOes de tratamento e a
morbimortalidade (LEITE et al., 2017). Varios mecanismos de resisténcia podem ocorrer, um
deles € 0 enzimatico, em que ocorre inativacdo do antibacteriano quando este penetra a bactéria.
Estas enzimas sdo codificadas por genes presentes em elementos genéticos moveis, como 0s
plasmideos (BLAIR et al., 2015).

As estagdes de tratamento de esgoto sdo consideradas importantes sitios para aquisicéo e
disseminacgdo de resisténcia a antibacterianos no ambiente natural. Nos casos em que o0s
efluentes hospitalares sdo descarregados diretamente na rede de esgoto urbano, eles se tornam
um importante contribuinte de resisténcia bacteriana na estacéo de tratamento de esgotos de um
municipio. Através desta via, a multirresisténcia pode estar sendo disseminada no ambiente
aquatico natural (LORENZO et al., 2018).

Em Boa Vista (RR), o Hospital Geral de Roraima (HGR) e o Hospital da Crianca Santo

Antonio (HCSA) ndo realizam o tratamento prévio de seus efluentes, que sdo lancados



diretamente na rede de esgotos e chega até a Estacdo de Tratamento de Esgotos da Companhia
de Aguas e Esgotos de Roraima (CAER). Nesta estacdo, as aguas residuais sdo tratadas por
lagoas de estabilizacdo antes de serem langadas no Rio Branco. O potencial de contaminagéo
por bactérias resistentes dos efluentes tratados e que estdo sendo despejados no Rio Branco
deve ser analisado, visando a manutencéo da qualidade da &gua do principal rio de Roraima.
O objetivo desta pesquisa é avaliar a sensibilidade a antibacterianos de bactérias Gram-
negativas em efluentes de hospitais publicos e na estacdo de tratamento de esgotos da cidade
de Boa Vista-RR, a fim de verificar se ocorre contaminacéo da agua em ambiente natural. Esta
pesquisa propde alertar sobre a necessidade de um tratamento prévio dos efluentes hospitalares

que representam risco de contaminagdo ambiental.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

A &gua é um recurso natural indispensavel para a vida e manutencdo dos ecossistemas.
Como seres vivos complexos, a humanidade além de consumir agua, a utiliza para fins
econémicos, com aplicag¢Bes na industria alimenticia, agricultura, usos domeésticos, comerciais,
hospitalares, entre outros. Para esses usos, a &gua tem como fonte natural principalmente rios e
lagos, consistindo essencialmente em agua doce. Estes corpos d’agua contam com um processo
de autodepuracgdo natural, que minimiza danos causados pela contamina¢do. Como a &gua é
considerada um recurso renovavel e ndo-renovavel a depender de sua reserva e com distribuicdo
desigual, sua preservacdo é de suma importancia para as futuras geracées (PRADINAUD et al.,
2019).

Grandes centros e areas urbanas geram uma carga considerdvel de éaguas residuais
contaminadas, que necessita de manejo para ser devolvida a natureza, pois a autodepuracdo da
agua ndo consegue acompanhar a alta descarga constante de efluentes urbanos. Alguns dos
contaminantes biologicos encontrados s@o bactérias patogénicas, que podem causar doengas
infecciosas graves. Uma preocupacdo mundial para a satde publica é o aumento da resisténcia
bacteriana a antibacterianos, que sdo os Unicos farmacos eficazes no combate a infecgdes
bacterianas. Aguas residuais contaminadas por bactérias carregando genes de resisténcia vém
sendo cada vez mais relatada em efluentes urbanos, representando uma importante fonte
potencial de bactérias multirresistentes para os corpos d’agua receptores (WALIA et al., 2016).

Para uma melhor compreensédo sobre esse assunto, o texto a seguir aborda os principais
pontos dentro da temética exposta, comegando com a importancia da &gua, sua distribuicdo e
aplicacdes, com foco no uso urbano. Dando prosseguimento com enfoque no tratamento de

aguas residuais urbanas, dados do Brasil sobre o despejo de efluentes em corpos hidricos, o



10

tratamento mais utilizado e os problemas de contaminantes microbioldgicos nos efluentes
hospitalares. Em seguida, a tematica se afunila para as bactérias patogénicas de interesse
clinico, como se distribuem em ambiente aquéatico e as principais doengas causadas. Para
entender em linhas gerais sobre o tratamento, ha uma abordagem sobre os antibacterianos de
amplo espectro de acdo mais empregados na terapia contra infec¢des bacterianas, com enfoque
nos Beta-lactdmicos. Uma pequena se¢do aborda sobre o desenvolvimento de novos farmacos
para infecgdes bacterianas, seguido de uma segdo sobre a resisténcia bacteriana a
antibacterianos, e como esta vem avancando. Finalizando com uma abordagem genética sobre

a resisténcia bacteriana a antibacterianos e identificacdo genotipica de espécies de bactérias.

1.1.1  Agua e suas aplicacdes urbanas

A &gua é um dos recursos naturais mais essenciais tanto para a sobrevivéncia humana e
manutencdo do ecossistema quanto para finalidades econdmicas das sociedades. O planeta
Terra é composto por 71% de agua, mas apenas 2,53% € dgua doce e a maioria restante é agua
salgada, indisponivel para consumo e demais usos. Dois tercos da agua doce disponivel no
planeta esta sob forma so6lida nas calotas polares, impossibilitando seu acesso, restando apenas
0,70% de agua doce em rios, lagos, igarapés, subterranea e na atmosfera na forma de vapor
(SHIKLOMANOV, 1998; UNESCO, 2003).

Pradinaud et al. (2019) pontuam em seu trabalho que os recursos sdo classificados de
acordo com sua capacidade de se regenerar. Os recursos nao renovaveis sao aqueles que nao se
regeneram em tempo habil da vida humana, portanto sdo finitos. J& 0s recursos renovaveis
podem se regenerar no tempo da vida humana ou séo constantemente renovados. Acontece que
a agua tem uma taxa de regeneracao gue varia de alguns dias a milhares de anos, a depender do
seu reservatorio. A agua de um corpo hidrico pode se renovar dentro de duas semanas, afinal
conta com um processo de autodepuracao. Esse processo € possivel gragas aos fatores bidticos,
como micro-organismos, fitoplancton, macroéfitas, invertebrados e peixes, que atuam
ativamente na autodepuracdo. Essa propriedade € extremamente importante para manter a
qualidade da agua e estabilidade do ecossistema (OSTROUMOV, 2017).

Além da disponibilidade em reservas limitadas e diferentes taxas de renovagdo, 0s
recursos hidricos sdo distribuidos de forma desigual mundialmente, o que contribui para
escassez de dgua em algumas regides do mundo. A precipitacdo é o principal fator que rege a
disponibilidade regional de &gua doce, e é altamente influenciada pela vegetagdo, topografia,

ventos e proximidade com o litoral (UNESCO, 2003). Além disso, a distribuicdo populacional
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nos continentes influencia na demanda pela agua. A figura 1 ilustra a disponibilidade de dgua
e o stress populacional nos continentes.

Algumas regides possuem alta disponibilidade de agua e um stress populacional baixo,
como é o caso da América do Sul, enquanto o contrario ocorre no continente asiatico. Se
considerar as condicdes de acesso a dgua tratada e o crescimento populacional de paises em
desenvolvimento esse problema se agrava ainda mais. O primeiro relatério do Programa
Mundial de Avaliacdo da Agua (UNESCO, 2003) destaca pessoas em situacio de pobreza nio
tem acesso a agua tratada ou tem um acesso limitado a agua de forma geral, aumentando a
vulnerabilidade a doencas. Este relatdrio estima que 50% da populacdo pobre de paises em

desenvolvimento sdo expostas a fontes de dgua poluida.

Figura 1 — Distribuicdo da disponibilidade de &gua global e do stress populacional de cada

continente.

Ameérica do Norte
e América Central

o it

América do Sul
$ 22e Australia e Oceania
of it

C

Fonte: adaptado de UNESCO (2003).

No continente Sul-americano encontra-se o Brasil, um pais de proporg¢des continentais,
com ampla variagdo climatica e na vegetagdo. O Brasil possui 12 regides hidrogréficas:
Amazénica, Tocantins-Araguaia, Paraguai, Parand, Uruguai, Atlantico Nordeste Ocidental,
Atlantico Nordeste Oriental, Parnaiba, S0 Francisco, Atlantico Leste, Atlantico Sudeste e
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Atlantico Sul. A regido Amazonica esta localizada na regido Norte do pais e possui 0 maior
total de estagBes pluviométricas e fluviométricas, mas é a regido com menor densidade
demografica do pais (ANA, 2019). A regido Norte possui o clima tropical, quente e imido, com
temperatura media anual variando entre 24°C a 26°C e precipitacdo média de 2.000 mm anual.
A condicdo climatica € um dos determinantes para a formacao da floresta amazénica nesta
regido (TUCCI; HESPANHOL; NETTO, 2001).

Na regido Norte do Brasil e dentro da Amazonia Legal Brasileira, estd Roraima, o estado
mais setentrional do pais, e a capital Boa Vista é a Unica do pais acima da linha do equador. O
estado apresenta uma vegetacdo em transicdo de sul a norte de floresta para campinas e
campinaranas, lavrado na porcdo nordeste e as cadeias de serras ao extremo norte. A capital
Boa Vista estd localizada na vegetacdo de lavrado, sob a coordenada latitude:
2.81954, longitude: -60.6714 2° 49’ 10" Norte, 60° 40’ 17" Oeste. Esta localizacdo é uma
superficie aplainada em que se observam diversas formacoes lacustres. O clima de Boa Vista é
tropical tmido, com precipitagdo média anual em torno de 1.750 mm, com periodo chuvoso de
abril a setembro e periodo seco de outubro a mar¢o, sendo janeiro 0 més mais seco. Para 0
municipio de Boa Vista, 0 Rio Branco é o principal abastecedor de &gua da cidade e
comunidades ribeirinhas (MENESES; DA COSTA, COSTA, 2007; SILVA et al., 2007).

1.1.1.1 Usos da agua

Para fins econdmicos, a agua possui aplicacbes principalmente na agricultura, usos
domeésticos, industriais, energéticos, para uso animal e na mineracdo. O setor que mais consome
agua é a agricultura, responsavel por 70% do consumo de agua doce no mundo voltados para
irrigacdo (UNESCO, 2009). No Brasil, a Lei n® 9.433/97 rege a Politica Nacional de Recursos
Hidricos, estabelecendo a &gua como um bem de dominio publico, um recurso limitado e dotado
de valor econdmico, garante que a gestao dos recursos hidricos atenda ao uso multiplo da dgua.
O Conjuntura dos Recursos Hidricos no Brasil, 2019, estima que 66,1% da 4gua consumida no
pais € utilizada para a agricultura, seguido de 11,6% pelo uso animal, 9,5% pelo consumo
industrial, 9,1% pelo abastecimento urbano, 2,5% consumidos pelo abastecimento rural, 0,9%
pela mineragdo e 0,3% em termelétricas. Apesar de ser o terceiro em consumo, o abastecimento
urbano é o segundo setor que mais retira agua, correspondendo a 24,4% da agua retirada em
2018, e o primeiro em retorno, que totaliza em 42,6% da agua que retorna na forma de residuos
liquidos (ANA, 2019).

Os usos doméstico e industrial sdo frequentemente associados ao prévio tratamento de

agua, para oferecer este recurso com qualidade para a populacao, distribuindo com eficiéncia e
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equidade. Para estabelecer a classificacdo da qualidade da &gua, sdo analisados os parametros
fisicos, quimicos e microbioldgicos estabelecidos pela Resolugdgo CONAMA n° 357/05:
Oxigénio Dissolvido (OD), Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Potencial
Hidrogenibnico (pH), Sélidos Totais Dissolvidos (STD), Condutividade, Turbidez, coliformes
fecais e coliformes totais. A agua deve atender aos requisitos de qualidade para uma distribuicéo
segura. Esses parametros sdo utilizados para calcular o indice de Qualidade da Agua (IQA),
que € influenciado pelo controle da poluigdo hidrica, regime de chuvas e escoamento superficial
(ANA, 2019).

O baixo acesso a agua tratada é considerado uma ameaca a saude publica, relatado pelo
Programa Mundial de Avaliacdo da Agua. Uma das maiores causas de diarreia em criangas € o
consumo de agua contaminada, mais frequente em paises em desenvolvimento, onde os indices
de pobreza sdo mais elevados. Condicdes de assepsia adequadas e o consumo de agua limpa e
tratada sdo fatores que minimizam a disseminacdo de doencas (UNESCO, 2003). Para garantir
distribuicéo de agua de qualidade e devolver ao ambiente com impactos minimos, as cidades
se organizam em um ciclo para utilizacdo da agua.

O ciclo urbano da &gua inicia-se com a retirada deste recurso dos corpos d’agua, sejam
eles rios, lagos ou agua subterranea. Apds a captacdo, a agua € submetida a tratamentos para
retirada de impurezas prejudiciais ao seu uso previsto, seja doméstico ou industrial. Essa d&gua
tratada é distribuida a populacdo e inddstrias, onde é consumida com geracdo de residuos
liquidos. Estes residuos liquidos sdo encaminhados para a rede de esgoto da cidade até uma
estacdo de tratamento de esgoto. Neste lugar sdo realizados procedimentos, mais adiante
detalhados, para a retirada de poluentes, alterando a qualidade do liquido até o ponto adequado
para lancamento em um corpo hidrico receptor, onde este efluente tratado é diluido e passa por
autodepuracdo (PAL et al., 2014).

Em Boa Vista, Roraima, a Companhia de Aguas e Esgotos de Roraima — CAER realiza a
captacdo, tratamento, distribuigéo, tratamento de efluentes, e posterior despejo no Rio Branco.
A &gua e utilizada pelos habitantes da cidade para diversos fins, como doméstico, comercial,
pequenas industrias e hospitais publicos e privados, e por comunidades ribeirinhas com fins
principalmente domésticos (CAER, 2020).

Outra preocupacdo com o manejo de recursos hidricos é sua disponibilidade para as
futuras geracdes. A agua € um recurso importante para a atividade econdémica na humanidade,
mas acima de tudo é um suporte insubstituivel para a vida, sob a perspectiva humana e
ecossistémica. Quando a agua é afetada pela atividade humana, os proprios humanos e o
ecossistema podem ser impactados (PRADINAUD et al., 2019). Com a circulacdo de &gua pelo
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ciclo urbano séo necessarios esforcos para mitigar o lancamento de substancias contaminantes

durante o lancamento de efluentes tratados no corpo hidrico receptor (ZHOU et al., 2016).

1.1.2 Tratamento de efluentes urbanos

As atividades antropicas constituem a principal fonte de poluicdo do ambiente natural
através do despejo de dejetos, aumentando a concentracdo de substancias que ocorrem
naturalmente e lancando compostos sintéticos sem ocorréncia natural. Os efluentes
provenientes da comunidade, de indUstrias, comércios, laboratorios e hospitais apresentam alto
grau de contaminacdo por diversos micro-organismos patogénicos, alta concentracdo de
nutrientes, sélidos suspensos, sais e materiais que demandam oxigénio (EDOKPAYI et al.,
2015; Ql et al., 2020).

Considerando a carga de poluentes que o esgoto bruto carrega, as estacdes de tratamento
de esgoto tém o objetivo de remover agentes nocivos a natureza antes de despejar aguas
residuais em corpos hidricos (ZHANG et al., 2016). A carga gerada de esgoto esta diretamente
relacionada com a populagdo, estimada de acordo com o parametro da Demanda Bioquimica
de Oxigénio (DBO), que caracteriza a quantidade de matéria organica. No Brasil, sdo geradas
aproximadamente 9,1 mil toneladas de DBO/dia, e 48% desse total vem de 106 municipios com
uma populacdo acima de 250 mil habitantes (ANA, 2017). A agua de corpos hidricos proximos
aos grandes centros urbanos apresenta um indice de Qualidade da Agua (IQA) geralmente ruim
ou péssimo (ANA, 2019), ressaltando a necessidade de controle da poluicdo hidrica nas regiGes
préximas as cidades.

As redes coletoras de esgoto alcancam 61,4% da populacdo urbana brasileira, destes,
42,6% sao tratados antes de serem langados no corpo hidrico. Nos casos em que o despejo
acontece no mesmo corpo hidrico de onde ha a retirada de agua, o esgotamento é sempre feito
a jusante da coleta. No Brasil existem 2768 EstacOes de Tratamento de Esgoto (ETE) em 1592
cidades, que atende uma populagéo estimada em 71,1 milhdes de brasileiros. Existem diversas
tecnologias para tratamento de esgoto, mas a maioria das estag0es no Brasil utilizam lagoas de
estabilizacdo, que tem um baixo custo, mas necessitam de uma &rea grande para sua
implantacdo (ANA, 2017). Para o tratamento de esgoto, sdo realizados processos fisicos,
quimicos e microbioldgicos. No caso das lagoas de estabilizacdo, predominam tratamentos
microbioldgicos.

A retirada de poluentes de aguas residuais pela ETE consiste em um tratamento
preliminar, primario e secundario. O tratamento preliminar consiste em um processo fisico para

remocdo dos sélidos grosseiros e da areia através de gradeamento, peneiras e caixas de areia,
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aplicado a toda agua residual que chega a estacdo. Os materiais solidos sdo retirados em
intervalos para ndo sobrecarregar o sistema. Em seguida, a agua residual livre de materiais
grosseiros é submetida ao tratamento priméario, em que ha remocao dos sélidos sedimentaveis,
como 06leos, graxas, por volta de 40% da matéria organica. Este processo ocorre através da acdo
da gravidade em tanques de flotacdo a ar, decantadores e tanques sépticos (ABDEL-RAOUF;
AL-HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012).

O tratamento secundario é realizado pelas lagoas de estabilizacdo, divididas em
anaerdbicas, facultativas e de maturacédo. A lagoa anaerobica € responsavel pela decomposicéo
parcial da matéria organica através do metabolismo de bactérias anaerobicas. Este tipo de lagoa
possui dimensdes menores, porém sao muito profundas para favorecer o ambiente andxico e o
crescimento de algas deve ser o minimo possivel para evitar aumento de Oz no ambiente
aquatico. Os micro-organismos anaerobicos possuem baixa taxa de metabolismo e reproducéo
lenta, 0 que faz com que o processo seja lento, e o efluente permanece por 2 a 5 dias (PESCOD,;
MARA, 1985).

As lagoas facultativas recebem as aguas residuais da lagoa anaerébica para decomposicéo
da matéria orgéanica dissolvida. Primeiramente ocorre a formacdo de um lodo composto de
matéria organica que sedimenta e é metabolizado por bactérias anaerdbicas que colonizam o
fundo da lagoa. A matéria organica que fica dissolvida na coluna d’agua ¢ metabolizada por
bactérias heterotrdficas na presenca de oxigénio mais proximas a superficie. A manutencéo de
oxigénio nesta lagoa € realizada pelas algas que fornecem O e pelas bactérias aerobicas que
utilizam esse O.. Nesta lagoa estdo presentes as bactérias facultativas, que podem realizar seus
processos metabolicos tanto na presenca quanto na auséncia de O.. Estas lagoas sdo extensas e
ha um fluxo continuo de entrada de &guas residuais por uma extremidade e saida por outra
(PESCOD; MARA, 1985).

Para remog&o de micro-organismos patdgenos das aguas residuais é utilizada a lagoa de
maturacdo, em que fatores como luz solar, temperatura, pH, escassez de alimentos, predadores,
competicdo e compostos toxicos podem ser utilizados nesse processo. Esta lagoa geralmente é
rasa para potencializar a remocao de patoégenos (PESCOD; MARA, 1985).

A Resolucdo CONAMA n° 430/2011 delimita os parametros para o lancamento de
efluentes no corpo hidrico receptor, em que estabelece uma eficiéncia de remogéo minima de
60% de DBO. No Brasil, séo 364 ETEs que contam com o tratamento em lagoa anaerobica e
lagoa facultativa, e sdo predominantes no pais, com eficiéncia de 60 a 80% de DBO. A regido
Norte do Brasil é a mais carente em servicos coletivos de esgotamento sanitério e tratamento e

efluentes, que atendem apenas 33% da regido (ANA, 2017).
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Roraima possui apenas uma ETE localizada na capital Boa Vista que é gerida pela
Companhia de Aguas e Esgotos de Roraima — CAER, de competéncia estadual. As aguas
residuais séo tratadas por lagoas de estabilizagéo facultativas e de maturagéo e, em seguida, 0s
efluentes tratados seguem por um emissario de 4,5 km que desagua no Rio Branco, que tem
grande poder de autodepuracdo (CAER, 2020). Apenas 15% do esgoto gerado em Roraima €
tratado e o Atlas Esgotos: Despoluicdo de Bacias Hidrogréficas do Brasil, 2017, classifica o
poder de diluicdo dos esgotos em Boa Vista como ruim ou péssimo (ANA, 2017).

Os efluentes urbanos sdo langados constantemente no corpo hidrico receptor, podendo
acarretar impactos negativos a jusante. Yustiani et al. (2018) concluiram em seu trabalho que
os poluentes urbanos toxicos podem inibir a atividade dos micro-organismos responsaveis pela
autodepuracdo da &gua do corpo hidrico receptor, levando a lentiddo desse processo e
diminuicdo da qualidade da agua. Pradinaud et al. (2019) destacam que até mesmo um rio com
fluxo constante pode sofrer impactos negativos irreversiveis. No Brasil, tem o0 exemplo do Rio
Doce, que recebeu alta carga de rejeitos de mineragcdo em novembro de 2015 e ainda possui alta
carga de metais pesados que sdo nocivos para o ser humano (CARVALHO et al., 2017).

1.1.2.1 Efluentes hospitalares

Oferecer uma agua de qualidade para hospitais torna-se essencial para a satde do paciente
e procedimentos cirargicos que ocorrem diariamente. A agua pode ser utilizada em cirurgias e
exames, para manutencdo do paciente internado, higienizacao sanitaria do hospital, podendo
ser controlada pelo nimero de altas, cirurgias, intervencdes de emergéncias e hospitalizacGes
por ano (GOMEZ-CHAPARRO; SANZ-CALCEDO; ARMENTA-MARQUEZ, 2018).

A principal contribuicdo de contaminantes de residuos liquidos provenientes de hospitais
é de farmacos e micro-organismos patogénicos. No hospital, as excretas de pacientes e materiais
biolégicos desprezados no esgoto geralmente estdo contaminadas com bactérias patogénicas.
Além disso, um terco dos pacientes internados em hospitais estdo sob terapia antibacteriana,
como estes farmacos ndo sao muito bem metabolizados pelo organismo humano, sdo eliminadas
significativas concentragdes pela excreta (RAFRAF et al., 2016).

Muitos trabalhos relatam que efluentes hospitalares possuem uma alta concentracao de
medicamentos e sd@o a principal fonte de bactérias patogénicas no ecossistema aquatico
(LORENZO et al., 2018; WALIA et al., 2016; ZAGUI et al. 2020). Residuos de farmacos
dispensados no ambiente aquatico gera uma pressao seletiva na qual aumenta a frequéncia de
micro-organismos resistentes aos farmacos, impactando diretamente no ecossistema. Além

disso, o ambiente hospitalar € associado a maior frequéncia de bactérias patogénicas
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multirresistentes a antibacterianos (BUELOW et al., 2018). Entao os efluentes hospitalares ndo
s6 modificam o ambiente, por meio do descarte de fa&rmacos, como fornece micro-organismos
capazes de resistir a essa modificagéo.

Os efluentes hospitalares possuem alta carga de bactérias patogénicas multirresistentes e
constituem uma rota de disseminacao no ecossistema natural. Quando o hospital ndo conta com
um sistema local de tratamento de efluentes, esses escoam pelo esgotamento sanitério da cidade,
misturando-se aos efluentes urbanos e chegando até a estacdo de tratamento de esgoto da
cidade. Os efluentes hospitalares misturam-se aos urbanos que sdo encaminhados para a ETE,
e as bactérias patogénicas multirresistentes encontram as bactérias nao patogénicas comuns do
ambiente, como aquelas responsaveis pela degradacdo da matéria orgénica no tratamento de
efluentes por lagoas de estabilizacdo (WALIA et al., 2016).

As estacOes de tratamento de esgoto sdo consideradas lugares étimos para a aquisicao e
disseminacdo de multirresisténcia a antibacterianos no ambiente. Isso porque recebe
continuamente descarga de bactérias multirresistentes e residuos de farmacos; e as condi¢des
sdo favoraveis tanto para a selecdo quanto para a troca horizontal de genes entre as bactérias
durante o processo de tratamento (LORENZO et al.,, 2018). A multirresisténcia a
antibacterianos vai ser abordada com mais detalhes adiante, mas aqui € um exemplo, pois as
bactérias sdo conhecidas por desenvolver resisténcia ndo s6 a antibacterianos, mas para
sobreviver em ambientes extremamente seletivos (ZAGUI et al., 2020).

A contaminagdo de corpos d’agua com bactérias patogénicas torna-se um problema
ambiental, pois diminui a qualidade da agua que é um recurso utilizado com diversos fins.
Apesar dos esforcos para tratar as adguas residuais nas ETES, matéria organica e bactérias
potencialmente patogénicas podem estar presentes no pos-tratamento e chegar aos corpos
d’agua receptores. Em um estudo realizado em quatro estacdes de tratamento de aguas residuais
e seus respectivos corpos d’agua receptores no Sul da Africa, Teklehaimanot et al. (2015)
relatam a presenca de bactérias patogénicas das espécies: Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Morganella morganii, Aeromonas hydrophyla, Enterobacter clocae, Vibrio alginolyticus,
Pseudomonas aeruginosa.

Apesar da carga de bactérias que chega na estacdo pelos efluentes urbanos néo tratados,
Bhatt et al. (2020) relatam que a qualidade microbioldgica do efluente tratado final é fortemente
influenciada pelo tratamento adotado, sendo o tratamento com biorreator de membrana
associado a desinfeccdo com cloro o mais eficiente na remocao bacteriana. No Brasil, a E. coli
é utilizada como indicador microbiolégico da agua, principalmente por ser uma espécie
colonizadora do intestino humano e sua presenga significativa indica contaminagéo fecal (ANA,

2019). Porém, no estudo de Bhatt et al. (2020) os autores concluiram que os indicadores
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bacterianos foram removidos numa taxa maior que 0s patdgenos emergentes, o0 que indica uma
fraca correlagdo entre os indicadores e os patdgenos. Ou seja, 0 parametro microbioldgico da
agua pode estar dentro das diretrizes estipuladas pela legislacdo, mas ainda ter a qualidade
comprometida por patdgenos emergentes.

A grande preocupacdo ambiental é transformar o ecossistema aquatico natural num
reservatorio de bactérias patogénicas multirresistentes a antibacterianos e comprometer a satide
de seus consumidores. Uma comunidade diretamente afetada na Amazonia brasileira é a
ribeirinha, que muitas vezes consome agua diretamente do corpo hidrico sem nenhum
tratamento, causando muitas mortes nesses povos, pois ndo contam com acesso facil a saude
publica (VELASCO, 2020).

1.1.3 Bactérias patogénicas

Bactérias sdo seres unicelulares, procariontes, desprovidos de envoltério nuclear e
dividem-se em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas (Figura 2). A morfologia
da parede celular de Gram-positivas é composta por uma espessa camada de peptidoglicano,
enquanto nas Gram-negativas existe uma fina camada de peptidoglicano seguida de uma
membrana externa de composicdo semelhante a bicamada fosfolipidica, exceto pela presenca
dos Lipopolissacarideos (LPS). Entre a membrana celular das Gram-negativas e a parede

celular existe o espaco perisplasmatico (DONG et al., 2014).

Figura 2 — Estrutura constituinte da parede celular e membranas de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Antigeno O
/ '
LPS 3
LTA Cerne Sacarideo
LipidioA 3 } J

a

Membrana
Externa

Peptidoglicano .
Periplasma

===
Membrana

ey J Plasmatica

——~—

L-_.a\-\

Gram-positiva Citoplasma Gram-negativa

Fonte: Modificado de Silhavy et al. (2010).



19

Legenda: WTA = Acido Tecoico de Parede; CAP = Proteina Covalentemente Ligada;
LTA = Acido Lipotecdico; PIM = Proteina Integral de Membrana; LP = Lipoproteina;
PME = Proteina da Membrana Externa; LPS = Lipopolissacarideo.

O composto LPS é formado pelo antigeno-O, um polimero glicano ligado ao cerne
sacarideo que é ancorado a membrana externa pelo lipideo A. Este ultimo é uma endotoxina
que possui radicais varidveis entre as cepas bacterianas, conferindo a alta viruléncia das
bactérias Gram-negativas em relacdo as Gram-positivas, e 0 antigeno-O promove uma
resisténcia aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Assim, os LPS desempenham um papel
chave na interacdo da bactéria com o hospedeiro e na cronificacdo da infeccdo
(MALDONADO; SA-CORREIA; VALVANO, 2016).

Outra particularidade das bactérias é possuir aparatos para realizar transferéncia
horizontal de genes. As bactérias contam com um DNA extragendmico, relativamente menor e
circular denominado plasmideo. Este material genético possui informacdes adicionais para a
bactéria, geralmente associados a resisténcia em ambientes adversos. Os plasmideos s&o
copiados de forma independente do DNA gendémico e a cOpia € transferida a outra bactéria

através de uma estrutura denominada pili sexual (Figura 3).

Figura 1 - Esquema simplificado da conjugacao bacteriana.
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A conjugacéo pode ocorrer entre diferentes espécies, em que uma simples célula doadora
é capaz de converter toda a populagdo de células receptoras em doadoras. A efetividade deste
processo resulta em uma disseminacdo epidémica de genes presentes em plasmideos. Este esta
diretamente associado ao aumento da viruléncia das bactérias, pois a maioria dos genes que

conferem resisténcia a antibacterianos séo plasmidiais (LOPATKIN et al., 2016).
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Em sua maioria, os Gram-negativos possuem formato de bacilo, ou seja, uma morfologia
celular cilindrica e alongada. A familia Enterobacteriaceae é a mais representativa de bacilos
Gram-negativos de interesse clinico. Podem ser méveis ou imdveis, a depender da presenca de
flagelos na espécie; sdo aerobicos ou facultativos e fermentadores de agucares; e seu habitat
preferencial é o trato gastrointestinal. Patdgenos desta familia sdo geralmente do género
Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Citrobacter, Providencia, Morganella, Salmonella,
Serratia, Shigella, Yersinia e Plesiomonas (PATERSON, 2012).

A espécie E. coli é a enterobactéria de maior interesse clinico, como o patégeno mais
comum em infeccdes urinérias; cientifico, sendo empregada em pesquisa com clonagem génica;
e ecoldgico, como principal bioindicador microbiolégico da &gua. Embora seu habitat
preferencial seja o trato gastrointestinal, sobrevive bem no ambiente natural. Essa espécie
consegue crescer em ambientes com temperatura de >30°C, possui versatilidade na aquisicédo
de nutrientes, podendo ter como fonte alternativa de carbono até compostos aromaticos (JANG
etal., 2017).

Outro bacilo Gram-negativo de interesse clinico que ndo pertence a familia de
enterobactérias é a espécie Pseudomonas aeruginosa. O género Pseudomonas € universalmente
distribuido no ambiente natural e a espécie P. aeruginosa é o patdgeno oportunista mais
relacionado a infec¢Bes hospitalares. Trata-se de um bacilo movel, reto ou levemente curvado
com comprimento de 1 a 3 um e largura de 0,5a 1,0 um (PIER, 2012). Esta espécie € capaz de
crescer em varias condi¢cdes ambientais, como solo e agua. Possui um grande genoma (6,3 Mb)
que lhe confere a habilidade de sobreviver a diferentes condi¢bes, como utilizar varias fontes
de carbono com varios metabolismos energéticos, sobrevivendo em ambientes aerébicos e
anaerdbicos (ARAI, 2011).

Outras Pseudomonas estdo associadas a precipitacdo de fosfato de calcio no ambiente e
presentes em raizes de plantas (FISHMAN et al., 2018). No crescimento em placa, as bactérias
desse género possuem pigmentos que d&o coloracgéo a colénia, como azul, através do pigmento
piocianina, e algumas cepas possuem coloracdo vermelha (piorubilina) ou preta (piomelanina),
e algumas produzem fluorescéncia, como a espécie P. flurorescens (PIER, 2012).

O género Acinetobacter possuem 59 espécies, dentre as quais, cinco estdo relacionadas a
infeccBes em humanos. As espécies de interesse clinico compreendem aquelas do Complexo
Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (Complexo ABC), que compreende as
especies A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A. seifertti e A.
dijkshoorniae. A primeira espécie ainda ndo foi relatada em infeccdes, enquanto as cinco
seguintes sdo as frequentemente envolvidas em infeccdes (MOUBARECK; HALAT, 2020).

Antes, A. pittii e A. nosocomialis eram conhecidas como Acinetobacter genoespécie 3 e 13TU,
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respectivamente, pois sdo fenotipicamente semelhantes a A. baumannii, mas possuem
caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e de resisténcia a farmacos diferentes (ZHANG,;
ZHANG; QIAO, 2013).

A espécie A. baumannii estd muito associada a infecgdes nosocomiais, tornando-se um
patdgeno emergente de grande interesse. Trata-se de um cocobacilo Gram-negativo, desprovido
de flagelos, estritamente aerdbico, ndo fermentador, oxidase negativa e catalase positiva
(MOUBARECK; HALAT, 2020). Uma caracteristica importante desse género é a formacao de
biofilme, que consiste em um agregado de micro-organismos que aderem um ao outro ou a uma
superficie na qual produzem sua propria matriz extracelular. Esse agregado ajuda a bactéria a

resistir a desinfecgéo e facilita a troca horizontal de genes (CAMP; TATUM, 2010).
1.1.3.1 Infecges bacterianas

InfecgOes bacterianas causadas por bacilos Gram-negativos acometem principalmente o
trato urinario, intra-abdominal e respiratério. Infeccdes do trato urinario sdo as mais comuns
entre homens e mulheres, apesar de afetar com mais facilidade as mulheres. A espécie E. coli €
0 patégeno mais comum nessas infecgdes, em que este bacilo € introduzido pela flora intestinal
e ao conseguir colonizar a regido periuretral, acessa a uretra fixando-se na superficie de células
epiteliais da bexiga. Outros patdgenos da familia Enterobacteriaceae, como os dos géneros
Klebsiella, Enterobacter e Proteus podem causar infe¢fes urinarias relacionadas ao uso de
cateter e em infec¢des nosocomiais (MCLELLAN; HUNSTAD, 2016).

Os casos de infecgdo urinaria associados ao uso de cateter geralmente estdo relacionados
com o prolongamento da internag&o do paciente, aumento dos custos no tratamento e aumento
do risco de morbidade e mortalidade. Além disso, a falta de experiéncia do profissional, falta
de conhecimento e baixa adesdo ao protocolo recomendado para o procedimento podem ser
fatores que contribuem para a infec¢do urinaria associada a uso de cateter (GALICZEWSKI;
SHURPIN, 2017). A assepsia de instrumentos, profissional bem paramentado e ambiente
hospitalar limpo sdo importantes fatores que contribuem para diminui¢do da circulacdo de
bacilos Gram-negativos no hospital.

As infecgOes intra-abdominais s@o aquelas que acometem qualquer 6rgdo abdominal,
como estdbmago, duodeno, figado, apéndice, intestino, peritonio e vesicula biliar (HASSINGER
et al., 2017). Estas infeccOes podem se desenvolver na comunidade ou podem ter origem
hospitalar, geralmente associado ao pos-cirurgia, que podem complicar o quadro clinico do
paciente. Mas Guilbart et al. (2016) encontraram que 72% das infec¢des intra-abdominais com
complicacao foram adquiridas da comunidade e 28% adquiridas no hospital, em que acometeu

principalmente a regido do trato gastrointestinal inferior, com apendicite e diverticulite. Os
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autores também relataram que 50% dos casos de infec¢do intra-abdominal observados foram
caudados por bacilos Gram-negativos, como E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Hafnia
alvei, Citrobacter, Morganella morgani e Pseudonomonas aeruginosa.

Outra regido geralmente acometida por infecgdes bacterianas é o trato respiratério
inferior, causando pneumonia. Normalmente, as bactérias patogénicas tém como porta de
entrada o trato respiratorio superior no qual se multiplicam e disseminam pelo trato respiratorio
inferior, onde se estabelecem na mucosa (MAN et al., 2019). A pneumonia, entdo, é uma
inflamacédo aguda ou crénica do parénquima pulmonar, em que os bronquiolos e alvéolos séo
preenchidos com exsudato inflamatério, dificultando a troca gasosa ou hematose, levando a
insuficiéncia respiratoria (ASSUNCAO et al., 2019).

Infeccdes do trato respiratério inferior séo um dos maiores problemas para a saide publica
de paises em desenvolvimento, como principal causa de morbimortalidade em pacientes
internados. A pneumonia costuma aparecer como infeccdo secundaria principalmente em
pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Muitas dessas infec¢es séo
causadas por instrumentos invasivos, como cateter intravenoso e ventilagio mecénica
(ASSUNCAO et al., 2019; MAN et al., 2019). Mota et al. (2017), em sua pesquisa realizada
em um hospital universitario de Minas Gerais, Brasil, concluiram que a incidéncia de
pneumonia associada a ventilagdo mecéanica foi de 23,3% em pacientes internados na UTI. Os
autores observaram gue quanto mais tempo 0 paciente usava o0 ventilador mecanico, maior a
chance de desenvolver pneumonia e a maioria dos casos evoluiram para 6bito.

Os principais patdgenos envolvidos em pneumonia incluem Gram-negativas da familia
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e A. baumanii. Assunc¢do et al. (2019) encontraram
prevaléncia da espécie P. aeruginosa, seguida de A. baumanii e K. pneumoniae como principais
bacilos Gram-negativos em infeccBes nosocomiais do trato respiratorio inferior. Mota et al.
(2017) também encontraram similar frequéncia de P. aeruginosa, mas a prevaléncia foi da
Gram-positiva Staphylococcus aureus. Ja Nepal et al. (2018) encontraram prevaléncia da
espécie K. pneumoniae, seguida de P. aeruginosa, bacilos do grupo Acinetobacter, bem como,
em menor frequéncia, enterobactérias como E. coli, Citrobacter koseri, Klebsiella oxytoca e

Enterobacter spp., em infec¢Ges do trato respiratorio inferior.

1.1.3.2 Bactérias patogénicas no ambiente aquatico

Agua é essencial para higiene das pessoas, bem como para o consumo, e sua ma qualidade
torna-se uma preocupacao para a saude publica. A Organizacdo Mundial da Saude estima que

ocorrem 829.000 mortes por ano causadas por diarreia no mundo. Essa doenca é causada por
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rotavirus, E. coli e Shigella spp., em decorréncia do consumo de agua contaminada, tonando-
se a segunda causa de morte entre criangas de até cinco anos (WHO, 2019).

Rios, lagos e igarapés sdo as principais fontes naturais de aguas superficiais, constituindo
um ecossistema aquatico essencial para ciclagem de nutrientes, em que a microbiota
desempenha um papel fundamental em seus processos bioquimicos (JIN et al., 2018). Mas uma
grande preocupacao é a presenca de bactérias patogénicas entre as bactérias do ambiente. A
urbanizacdo tem sido associada ao aumento da microbiota patogénica em &guas superficiais
(YUAN et al., 2019). Em paises em desenvolvimento esse problema é mais preocupante, pois
grande parte da populacdo ndo tem acesso a agua tratada de qualidade, levando a surtos de
doencas associadas a patdégenos presentes na dgua (JIN et al., 2018).

O maior risco de ingestdo de &gua ndo tratada é a contaminacdo com fezes humanas e
animais. Alguns patdgenos bacterianos comuns causadores de doencas infecciosas associadas
a consumo de agua incluem E. coli, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio spp. e Aeromonas
spp. Este Gltimo género é amplamente distribuido no ambiente aquatico, principalmente a
espécie A. hydrophila, que tem se comportado como patégeno oportunista. Citrobacter,
Klebsiella e Enterobacter sdo géneros que estdo em pequenos numeros na flora intestinal, mas
amplamente distribuidos em ambientes aquaticos. As espécies do género Klebsiella podem se
comportar desde como patdgenos oportunistas a causadores de doencas infecciosas gravissimas
(CABRAL, 2010).

A contaminagdo de corpos d’agua naturais com bactérias patogénicas estd diretamente
associado com a descarga de aguas residuais. Yuan et al. (2019) concluem em seu trabalho que
aguas residuais domésticas e esgoto sdo os principais poluentes de igarapés da cidade, causando
eutrofizacdo e contaminacdo microbiana. A capacidade plastica das enterobactérias para se
manter em diferentes ambientes as torna importantes veiculos de disseminacéo de resisténcia a
antibacterianos, pois podem colonizar desde aguas residuais, aguas superficiais a agua potavel,
dependendo das condic¢des (FIGUEIRA et al., 2012).

1.1.4 Tratamento de infec¢Ges bacterianas

Para combater infeccbes sdo utilizados farmacos conhecidos popularmente como
antibioticos, mas aqueles que possuem acdo especificamente contra as bactérias, podem ser
chamados de antibacterianos. Estes compostos podem ter efeito bacteriostatico, que impede a
proliferacdo e crescimento da comunidade bacteriana que causa a infecgdo, sem matar os micro-

organismos; bactericida, que levam as bactérias a morte pela inibi¢do de enzimas essenciais ao
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funcionamento da célula, sem provocar lise; e bacterioliticos, que cessa a proliferacdo e
crescimento através da destruicdo da parede celular, levando a lise celular (TAVARES, 2009).

Os antibacterianos possuem uma classificacdo de acordo com a estrutura molecular,
mecanismo de acdo e espectro de acdo. As classes mais comuns incluem as sulfonamidas,
aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos, glicopeptideos, quinolonas, e os B-lactamicos
(ETEBU; ARIKEKPAR, 2016).

1.1.4.1 Principais classes de antibacterianos

As sulfonamidas ou sulfas foram descobertas em 1930 e constituem uma classe de
antibidticos sintéticos com mecanismo de acdo bacteriostatico. Este farmaco interfere na
biossintese do &cido félico nas células bacterianas, bloqueando a enzima di-hidropteroato
sintase que atua na via de biossintese de um importante cofator que fornece uma unidade de
carbono na biossintese de bases pirimidinicas, constituintes do DNA. A principal sulfa é o
sulfametoxazol que geralmente é associado ao trimetropim, com o qual tem uma sinergia. Este
farmaco inibe Gram-positivas e Gram-negativas, como Nocardia, E. coli, K. pneumoniae,
Salmonella, Shigella, Enterobacter e Chlamydia trachomadis, e alguns protozoéarios (ETEBU;
ARIKEKPAR, 2016; PRESCOTT, 2013).

O primeiro aminoglicosideo isolado em 1943 foi a estreptomicina, um metabdlito
secundario de Streptomyces griseus, uma bactéria do solo. O mecanismo de a¢do consiste em
uma ligacdo irreversivel a subunidade 30S dos ribossomos bacterianos, interrompendo a sintese
proteica. Seu espectro de acdo é principalmente contra bacilos Gram-negativos, como E. coli,
K. pneumoniae, Shigella, Salmonella e P. aeruginosa, e algumas Gram-positivas. Os farmacos
representantes posteriores a Eritromicina incluem a neomicina, gentamicina, tobramicina e a
sisomicina. Devido a emergéncia de resisténcia, foram descobertas e introduzidas novas drogas,
derivados semissintéticos, como a amicacina, arbecacina, isepamicina e a netilmicina, que
constituem a segunda geracdo de aminoglicosideos. Os farmacos desta classe possuem sinergia
com os B-lactdmicos (BECKER; COOPER, 2012).

Outra classe de antibacterianos bacteriostaticos € a das tetraciclinas, descobertas em 1945,
isoladas pela primeira vez de bactérias do género Streptomyces, sendo a clortetracilina o
primeiro composto obtido. Seu mecanismo de acao consiste em interromper a sintese proteica,
ligando-se a subunidade 30S dos ribossomos, semelhante aos aminoglicosideos. Possuem
amplo espectro de acdo, atingindo Gram-positivas e Gram-negativas. Os farmacos pertencentes
a esta classe s&o a tetraciclina, oxitetraciclina, doxiciclina, minociclina, rolitetraciclina e a
tigeciclina, que é semissintética (CHOPRA; ROBERTS, 2001).
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Os macrolideos foram descobertos em 1952, isolados a partir do actinomiceto
Streptomyces erythreus. Sdo também bacteriostaticos, com um mecanismo semelhante as
tetraciclinas, em que impede a sintese proteica no interior da célula bacteriana, onde o farmaco
liga-se a0 RNA ribossomal 23S da subunidade 50S. S&o bastante indicados para tratar
pneumonias, bronquite cronica, sinusite aguda e faringites causadas por Streptococcus
pneumoniae, S. pyogens, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis, ou seja, seu espectro
de acdo é principalmente contra Gram-positivas, mas pode apresentar atividade contra Gram-
negativas. Os principais membros dessa classe sdo a eritromicina, azitromicina e claritromicina
(GAYNOR; MANKIN, 2003).

Os glicopeptideos foram descobertos em 1953, isolados a partir de Amycolatopsis
orientalis, uma bactéria do solo. A vancomicina foi o primeiro farmaco descoberto, com
aplicacdo clinica até hoje. Seu mecanismo de acéo é bacteriolitico, no qual a droga liga-se a um
precursor do peptidoglicano, constituinte da parede celular de bactérias. Esta ligacdo quebra a
afinidade com enzimas transpeptidases, interrompendo a biossintese da parede celular e
resultando em morte celular. Os farmacos pertencentes a esta classe incluem a teicoplanina e a
semissintética telavancina. Possuem espectro de acao principalmente contra Gram-positivas,
incluindo as resistentes a meticilina (YIM et al., 2014).

Em 1962, a busca por um farmaco anti-malaria levou a descoberta do acido nalidixico
como impureza do quinina, que possuia atividade antibacteriana com espectro restrito de ag&o.
A partir da molécula basica do acido nalidixico foi obtida a quinolona, com acédo bactericida,
em que sdo capazes de interferir na replicacdo do DNA e na transcri¢do da bactéria. Entre as
quinolonas incluem-se enoxacina, cinoxacina, norfloxacina, ofloxacina, ciproxacina e
temafloxacina. Varias manipula¢des foram realizadas na molécula bésica, resultando na
flumequina, a primeira quinolona monofluorada, que posteriormente deu subsidios para o
desenvolvimento da levofloxacina e ciprofloxacina. As fluroquinolonas tiveram seu espectro
de acdo ampliado e potencializado principalmente contra Gram-negativas, como
enterobactérias e P. aeruginosa (ETEBU; ARIKEKPAR, 2016; VAN DOORSLAER et al.,
2014).

A classe mais diversificada de antibacterianos ¢ a dos B-lactdmicos, que inclui as
subclasses de penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos. Sdo atualmente
os farmacos mais utilizados para tratar doencas infecciosas causadas por bactérias. SO nos
Estados Unidos, 65% de todas as prescrigdes de antibidticos injetaveis sdo [3-lactamicos. Para
todas as classes, o desenvolvimento de novas drogas é acompanhado do surgimento de
resisténcia. Com o amplo uso de antibacterianos [-lactimicos, a resisténcia a esta classe
também é a mais relatada (BUSH; BRADFORT, 2016).
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1.1.4.2 Beta-lactamicos

Os antibacterianos de origem B-lactamica constituem a primeira linha de escolha no
tratamento para infecgdes, pois sdo farmacos de amplo espectro de acédo, podendo ser eficazes
contra Gram-negativas e Gram-positivas. Sdo classificados em classes de acordo com a sua
origem: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos. Em cada classe, os
farmacos dividem-se em geragdes de acordo com a cronologia da sua descoberta e potencial de
acdo (COLODNER et al., 2004). O mecanismo de acdo bacteriolitico dos B-lactdmicos consiste
em acoplar-se a um receptor PBP (Penicillin Binding Protein) na membrana bacteriana interna,
interferindo na transpeptidacdo do peptidoglicano que constitui a parede celular. O
peptidoglicano é um composto tridimensional dindmico, com sintese e autolise constante, ao
cessar 0 processo de sintese, o farmaco leva a lise celular e morte da bactéria por autdlise da
parede celular (ETEBU; ARIKEKPAR, 2016; PAPP-WALLACE et al., 2011).

Entre as penicilinas destacam-se as ampicilinas e amoxacilinas. O grupo com maior
nimero de farmacos e quatro geracdes é o da cefalosporinas, tendo como exemplos as
ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona, cefepima, entre outras. Ja a classe monobatamica possuli
um unico representante, o0 monobactam. E os carbapenémicos que sdo tidos como o ultimo
recurso, devido ao seu alto potencial de acdo, destacando-se 0 imipenem, meropenem e
ertapenem. Na estrutura quimica, estes farmacos diversificam-se em radicais, mas

compartilham o anel B-lactdmico, que pode ser visualizado na figura 4 (TAVARES, 2009).

Figura 4 - Estrutura do anel B-lactimico
presente nas quatro classes de antibacterianos

B-lactamicos.
Penicilinas Cefalosporinas
I
R— C——NH R—— C——NH 5
];if< j;( P
o COOH o
COOH
Monobactams Carbapenems
R
I
. S S—R
R— C——NH R L
o
N c=o
X |
o SO:H S

R = cadeia lateral

Fonte: Drawz e Bonomo (2010).
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As penicilinas constituem o primeiro grupo de antibacterianos [3-Lactamicos descoberto
em 1928 por Alexander Fleming, microbiologista e farmacologista britanico. Fleming
identificou no fungo Penicillium notatum a producdo de um composto com atividade
antibacteriana, batizando-o de penicilina, o primeiro antibiético descoberto publicamente na
historia (ETEBU; ARIKEKPAR, 2016). As penicilinas sdo divididas em naturais e sintéticas.
A penicilina G ou benzilpenicilina é de origem natural com amplas aplica¢des clinicas, com
atividade contra Gram-positivas, contudo é ineficaz contra micro-organismos produtores de
enzimas -Lactamases.

O desenvolvimento de enzimas penicilinases levou ao desenvolvimento de penicilinas
sintéticas, como as aminopenicilinas. Estas constituem o primeiro grupo de penicilinas com
atividade contra Gram-negativas, além de Gram-positivas. Sdo aminopenicilinas a ampicilina e
a amoxacilina. Para aumentar o potencial de acdo, foram desenvolvidas posteriormente as
carboxipenicilinas (carbenicilina e a ticarcilina) e a piperacilina, indicadas para infeccoes
hospitalares (MILLER, 2002).

Entre os B-Lactamicos, as cefalosporinas constituem a classe com maior nimero de
farmacos. A cefalosporina C foi a primeira a ser isolada em 1945 a partir do fungo
Cephalosporium acremonium, pelo farmacologista italiano Giuseppe Brotzu e patenteada pelo
bioquimico inglés Edward Abraham (ETEBU; ARIKEKPAR, 2016). A partir de modificacbes
das cadeias laterais da cefalosporina C foi possivel a diversificacdo em varias cefalosporinas
semissintéticas com diferencas no perfil de toxicidade.

Com base em seu espectro de acdo, as cefalosporinas séo classificadas em quatro
geracOes: a primeira inclui a cefalexina, cefazolina, cefalotina, cefadroxil, cefradina, cefapirina
e cefaclor, com maior acao sobre cocos Gram-positivos aerdbicos; a segunda geracao inclui o
cefprozil, cefuroxima, cefamandol, cefonicida, cefotetano e cefotixina, que, além dos cocos
Gram-positivos, possuem maior acdo contra micro-organismos Gram-negativos, com
cefotetano e cefaxitina agindo principalmente contra bactérias anaerdbicas; a terceira geracdo
inclui a cefixima, cefpodoxima-proxetil, ceftibuten, cefdinir, cefoperazona, cefotaxima,
ceftazidima, ceftizoxima e ceftriaxona, com uma acdo mais potencializada contra bacterias
Gram-negativas, incluindo Pseudonomas aeruginosa; e a quarta geracdo inclui cefepima e
cefpiroma, com espectro de acéo estendido contra Gram-positivos e Gram-negativos, incluindo
P. aeruginosa (MARSHALL; BLAIR, 1999).

Sykes et al. (1981) foram os primeiros a descrever um B-Lactdmico monociclico, em que
o anel B-lactamico é encontrado sem associagéo a outro anel na estrutura molecular, recebendo

o0 nome de monobactam. Este foi extraido da bactéria Chromobacterium violaceum, e
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apresentou um espectro restrito de acdo contra bactérias Gram-negativas aerdbicas, como
Neisseria e Pseudomonas. O aztreonam é o Unico farmaco disponivel desta classe no mercado
(ETEBU; ARIKEKPAR, 2016). Sua estrutura monociclica diminui a afinidade com enzimas
metalo B-Lactamases, tornando-o uma boa opgdo de tratamento associado a inibidores de -
Lactamases (BUSH; BRADFORT, 2016).

A emergéncia da produg¢do de enzimas P-Lactamases por bactérias, que inativam
penicilinas e cefalosporinas resultando em resisténcia a terapia com esses farmacos, conduziu
0s pesquisadores a buscar inibidores destas enzimas. Na década de 1970, foram descobertos
dois inibidores de B-Lactamases: o &cido clavulanico, isolado a partir de uma bactéria Gram-
positiva Streptomyces clavuligerus, o primeiro inibidor usado clinicamente; e a tienamicina,
isolado a partir de S. cattleya, considerada o primeiro carbapenem descoberto, porém instavel
em solucdo aquosa (ETEBU; ARIKEKPAR, 2016).

A tienamicina foi utilizada como composto-modelo para o desenvolvimento de
carbapenémicos sintéticos mais estaveis, como 0 imipenem, penipenem, meropenem,
ertapenem, biapenem e doripenem. Os carbapenémicos sdo conhecidos como “antibidticos de
ultimo recurso”, pois possuem amplo espectro de acdo e altamente potente contra Gram-
positivas, como Staphylococcus aureus, e Gram-negativas, incluindo Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumanii e enterobactérias produtoras de f-Lactamases de espectro
estendido. Imipenem, meropenem e ertapenem possuem utilizacdo global, na qual imipenem é
mais potente contra Gram-positivas do que 0s outros; meropenem e ertapenem sao mais efetivos
contra Gram-negativas; 0 meropenem nao € mais eficaz que o ertapenem contra A. baumanii,
enquanto que ertapenem nao é mais eficaz que meropenem contra P. aeruginosa; meropenem
associado ao &cido clavulanico é um potente agente bactericida de MDR (multidrug-resistant)
Mycobacterium tuberculosis, que produz naturalmente B-Lactamases contra todos os outros f3-
Lactamicos (BUSH; BRADFORT, 2016; PAPP-WALLACE et al., 2011).

1.1.4.3 Dificuldade no desenvolvimento de novas drogas

Os antibacterianos atualmente aplicados no tratamento de diversas infecgOes foram
descobertos durante a “Golden Age” dos antibidticos que se iniciou com a descoberta da
penicilina em 1928. Apds as décadas de ouro 1940 e 1950, a descobertas de novas drogas
declinou nos anos 1990 e 2000. Os farmacos hoje utilizados ja perderam a prote¢do da patente,
resultando em precos mais baratos e consequente uso clinico exacerbado. Por mecanismos
evolutivos, as bactérias comecaram a apresentar resisténcia a estes antibacterianos, levando a

falha terapéutica de mais de um farmaco aplicado de classes diferentes. Os precos baixos



29

facilitaram o acesso de antibidticos a populacéo, e o uso indiscriminado submeteu a comunidade
bacteriana envolvida em infecgcdes a uma pressédo seletiva, onde apenas as resistentes tiveram
sucesso de sobrevivéncia (BETTIOL; HARBARTH, 2015).

O investimento de grandes empresas farmacéuticas concentra-se em tratamento de
doencas cronicas, enquanto o desenvolvimento de novas drogas contra infecgdes bacterianas
fica restrita a pequenas empresas farmacéuticas. Novos antibacterianos descobertos geralmente
possuem um restrito espectro de acdo, atingindo um género, uma espécie ou uma estirpe, sdo
moléculas simples com um alvo especifico e rapidamente é desenvolvida uma resisténcia. Além
disso, ndo conseguem competir com o baixo preco dos farmacos de amplo espectro disponiveis
no mercado. Por esses motivos, grandes indlstrias farmacéuticas ndo investem em novos
antibacterianos (FERNANDES; MARTENS, 2017). Enquanto o desenvolvimento de novas
drogas permanece sem grandes descobertas e investimentos, a resisténcia bacteriana aos

farmacos disponiveis avanca.

1.1.5 Resisténcia bacteriana a antibacterianos

Os antibacterianos possuem também a capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano,
viabilizando a utilizacdo destes farmacos no tratamento de infeccBes bacterianas. A
sensibilidade das bactérias ao antibacteriano é definida pela Concentracdo Minima Inibitoria
(MIC — Mininum Inhibitory Concentration), que corresponde a concentracdo minima do
farmaco capaz de inibir o crescimento bacteriano visivel, geralmente expresso em pg/ml ou
mg/ml (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Para saber se a bactéria é sensivel ou ndo a um antibacteriano, sdo realizados os testes de
sensibilidade a antibacterianos (TSA), cujo objetivo € assegurar a prescricdo adequada de
antibacterianos e monitorar a selecdo e emergéncia de bactérias resistentes em individuos
infectados (VAN BELKUM et al., 2019). Os resultados dos TSA podem ser: susceptivel, indica
que o antibacteriano foi capaz de inibir a bactéria, portanto pode ser administrada a dosagem
normal do medicamento; intermediario, indica que a bactéria estd em uma faixa de
susceptibilidade em que a MIC se aproxima ou excede a dosagem normalmente administrada,
e 0 paciente pode ter uma resposta clinica menor; e resistente, quando a bactéria ndo pode ser
inibida pelo antibacteriano ou pelas dosagens administradas do farmaco (JORGENSEN;
FERRARO, 2009).

Algumas bactérias possuem mecanismos bioquimicos, fisioldgicos e morfoldgicos
capazes de deter a acdo antibactericida de farmacos aplicados no tratamento de infeccfes. Estes

mecanismos de resisténcia podem ser de origem intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca
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é um conjunto de caracteristicas funcionais e estruturais inerentes a espécie bacteriana capazes
de resistir a acdo de algum antimicrobiano em particular (BLAIR et al., 2015). Mecanismos
intrinsecos estdo relacionados ao processo evolutivo da bactéria sem relagdo com a presenca ou
auséncia de farmacos, cujas informacGes geneéticas estdo armazenadas no genoma e
intimamente associadas a espécie (OLAITAN; MORAND; ROLAIN, 2014).

J& a resisténcia adquirida evolui por pressdo seletiva, em que 0 USO €excessivo e
indiscriminado de antibacterianos favorece a sobrevivéncia de formas com resisténcia a esses
farmacos. Esta associada a informacdo genética armazenada em elementos mdveis, como
transposons e plasmideos, que sao transferidos horizontalmente por conjugacdo entre as
espécies bacterianas de uma comunidade (BLAIR et al., 2015).

As bactérias que apresentam resisténcia aos antibacterianos podem ser classificadas em
MDR (multidrug-resistant) quando possuem resisténcia a um ou mais farmacos de trés ou mais
classes de antibacterianos, XDR (extensively drug-resistant) quando séo resistentes a todos 0s
antibacterianos de no minimo duas classes e PDR (pandrug-resistant) quando apresentam
resisténcia a todos os antibacterianos de todas as classes. O perfil de resisténcia pode ser tragado
através do Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos para determinar esta classificacdo da
resisténcia (CERCEO et al., 2016).

1.1.5.1 Multirresisténcia causada por Beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBL)

Bactérias produtoras de enzimas p-Lactamases de Espectro Estendido (Extended-
Spectrum Beta-Lactamases, ESBLs) sdo uma preocupagdo mundial emergente, pois sé&o
capazes de inativar por hidrolise os antibacterianos da classe de B-lactamicos (RAHMAN et al.,
2018). Estas enzimas sdo classificadas de acordo com sua estrutura molecular (AMBLER,
1980) e suas caracteristicas funcionais (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995).

Segundo Ambler (1980), as enzimas belatactamases séo classificadas em A, B, C e D,
baseada na sequéncia de aminoacidos. As classes A, C e D realizam a hidrdlise do anel -
lactdmico através de um radical ativo de serina, enquanto que a classe B necessita de um ion de
zinco no sitio ativo da enzima para hidrolisar a estrutura, conhecidas como
metalobetalactamases. J& a classificacdo de Bush, Jacoby e Medeiros (1995), divide por
esquema numérico de 1 a 4 os grupos dessas enzimas pela acdo sobre os substratos
preferenciais, ndo descartando a classificacdo molecular. Os autores afirmam que facilita
estabelecer uma correlacao entre o quadro clinico e o perfil de resisténcia (BUSH; JACOBY,
2010).
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O esgquema numeérico para a classificacdo funcional de betalactamases recebeu
atualizacdo por Bush e Jacoby (2010), em que descrevem os grupos: 1 das cefalosporinases, da
classe molecular C, ndo inibidas por &cido clavulanico e tazobactam, hidrolisam tanto
cefalosporinas e benzilpenicilinas quanto cefamicinas; o grupo 2 é o mais diversificado, inclui
as classes moleculares A e D, composto por subgrupos com penicilinases (2a, 2b),
cefalosporinases (2b), enzimas ESBL, capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas até a
quarta geracdo e aztreonam (2be), enzimas com resisténcia adquirida ao &cido clavulanico (2br,
2ber), hidrolisar a cloxacilina, oxacilina, benzilpenicilina (2c, 2ce) e até enzimas
carbapenemases (2f); e o grupo 3, inclui todas as metalobetalactamases, da classe B, produzem
carbapenemases, ndo sdo inibidas por acido clavulanico nem tazobactam, mas sao inibidos por
solucBes quelantes de ions metélicos, como EDTA.

As enzimas fB-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL) sdo capazes de hidrolisar as
penicilinas, cefalosporinas até a quarta geracédo e o aztreonam, e podem ser do tipo TEM, SHV
e CTX-M, pertencentes ao grupo 2 e da classe molecular A (AMBLER, 1980; BUSH;
JACOBY, 2010). Estas enzimas estdo bastante disseminadas em espécies da familia
Enterobacteriaceae, particularmente E. coli e K. pneumoniae, e na espécie P. aeruginosa
(THEURETZBACHER, 2017). A producdo de ESBL por enterobactérias é uma das formas de
resisténcia a antibacterianos mais difundidas pelo mundo (KOUDOKPON et al., 2018).

A presenca de Gram-negativas ESBLSs leva a complica¢des na salde humana, pois limita
as opc¢des de antibacterianos que podem ser efetivos na reducdo da comunidade patogénica e
consequente recuperacdo do paciente (THEURETZBACHER, 2017). A resisténcia bacteriana
cresce em todo mundo, tornando-se uma preocupacdo para a salde publica global, que necessita
de investigacOes das fontes e mecanismos envolvidos na sua emergéncia e disseminacéo, para

tomar medidas de controle.

1.1.5.2 Elementos genéticos da producgédo de ESBL

Como enzimas, as ESBL séo codificadas por genes que geralmente encontram-se em
plasmideos. Os genes codificadores de ESBL podem ser variados, de acordo com a
classificacdo molecular de Ambler (1980). Em enterobactérias, 0s genes que codificam para
enzimas B-lactamases de Espectro Estendido mais frequentes s&o: blarem, blasnv e blactx-m,
gue conferem resisténcia as penicilinas, monobactans e cefalosporinas de primeira, segunda,
terceira e quarta geracdo (OSMAN et al., 2017). Uma forma de deteccdo dos genes de
resisténcia blarem, blasnv e blactx-m € a realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),

que é uma técnica altamente sensivel, especifica, rapida e simples (DOOSTI et al., 2015).
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O gene blarem foi identificado pela primeira vez em 1965, em cepas de E. coli e seu nome
deriva da paciente Temoniera, em que foi encontrado. A variante blatem-1 é capaz de hidrolisar
penicilinas e cefalosporinas de primeira geracdo, j& a variante blarem-3 possui uma atividade
estendida as geracdes mais atuais de cefalosporinas (SHAIKH et al., 2015).

Outro gene de codificador de ESBL, blasnv provavelmente tem origem cromossomal em
Klebsiella que migrou para um plasmideo e foi disseminado entre outras enterobactérias. Sua
denominagdo origina-se de sua estrutura molecular que possui um radical sulfidrila variavel. A
variante blasnv-1 confere resisténcia as penicilinas, como ampicilina, tigeciclina e piperacilina
(SHAIKH et al., 2015).

Ja 0 gene blactx-m possui uma maior atividade hidrolitica contra cefotaxima, que da
origem a sua nomenclatura. A presenca deste gene no cromossomo de Kluyvera spp., um
patdgeno oportunista encontrado em ambiente natural, sugere uma mobilizacdo para o
plasmideo, e consequente disseminacédo entre outras enterobactérias (SHAIKH et al., 2015). O
gene blacTx-m é encontrado em plasmideos com 70 kb (kilo bases) e com 160 kb de tamanho,
que podem estar associados aos genes blatem e blasyv (BONNET, 2004).

Os elementos moveis genéticos sdo considerados a principal causa da disseminacgéo
epidémica de genes de resisténcia. Como as bactérias sdo capazes de duplicar os plasmideos de
forma independente ao seu genoma e transferi-los a outras bactérias, via conjugacdo, a
disseminacdo de genes de resisténcia pode acontecer muito rapido no ambiente. Outros
mecanismos de aquisi¢do de genes também ocorrem na natureza, como a transformacao, onde
a bactéria € capaz de adquirir DNA livre no ambiente, e a transduc¢do, na qual a bactéria recebe
material genético de bacteri6fagos (LEKUNBERRI; BALCAZAR; BORREGO, 2018).

1.1.5.3 Resisténcia bacteriana no ambiente aquético

Como mencionado anteriormente, os efluentes urbanos séo a principal fonte de bactérias
patogénicas no ambiente aquatico natural. Esse problema agrava-se quando tais bactérias sao
portadoras de genes de resisténcia a antibacterianos. O ambiente aquético representa a principal
rota de disseminacgdo de genes de resisténcia, implicando em um risco a satde daqueles que
consomem e utilizam a agua para diferentes propositos. Kadykalo et al. (2020) encontraram
Salmonella spp. e E. coli com resisténcia de um antibacteriano a quatro classes de
antibacterianos no Rio Grande, sudoeste de Ontario, Canadé, cuja d&gua eram usadas para fins
recreacionais e consumo humano.

Contaminacéo de agua para consumo € uma das maiores causas de diarreia, febre tiféide

e gastroenterite; caso a infeccdo seja causada por patdgenos resistentes aos farmacos
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empregados no tratamento, complica o tratamento dos pacientes (MANYI-LOH et al., 2018).
Yelle, Mascarenhas e Aruna (2020) coletaram &gua para consumo de diversos locais publicos
ao sul de Mumbai, India. Os autores encontraram bactérias do género Klebsiella, Salmonella,
Enterobacter, Serratia e a espécie E. coli, em que 56,2% apresentavam perfil de
multirresisténcia. Na analise molecular, foram identificados trés isolados com os genes blatem,
blasHv e blactx-m, com prevaléncia do gene blatem e ocorréncia simultdnea ao blactx-m na
mesma cepa de Enterobacter sp.

Os corpos d’agua naturais como rios e igarapés sdo a fonte renovavel de dgua superficial
de facil acesso para as necessidades humanas. Hassen et al. (2020) isolaram as espécies K.
pneumoniae e E. coli em aguas residuais de estacdes de tratamento e do rio receptor dos
efluentes tratados na Tunisia. Em ambos os sitios 0s autores encontraram essas espécies
portando genes de resisténcia, com predominancia do gene blactx-m, em associacdo com outros
genes e integrons que conferem resisténcia a antibacterianos. Sanchez et al. (2018) encontraram
bactérias portadoras de genes de resisténcia distribuidas em nove rios e quatro igarapés
diferentes no estado de S&o Paulo, Brasil, com prevaléncia do gene blasHv, seguido de blatem
e blactx-m. Como essas pesquisas demonstram, os genes de resisténcia podem estar
disseminados em corpos d’agua naturais, comprometendo a qualidade da 4gua e a saude de seus
consumidores.

Os hospitais podem ser uma consideravel fonte urbana de disseminacdo destes genes
ESBLs, representando um potencial de contaminacdo ambiental. Os residuos liquidos
hospitalares podem concentrar bactérias portadoras de genes de resisténcia que, ao serem
lancados diretamente no esgotamento da cidade podem chegar a estacdo de tratamento de
esgotos (RAFRAF et al., 2016). Em Boa Vista, Roraima, Brandéo et al. (2017) detectaram,
através de Reacdo em Cadeia da Polimerase, bactérias Gram-negativas, principalmente
enterobactérias, portadoras dos genes de resisténcia blatem, blashv € blactx-m em efluentes
contidos em caixas sépticas dos efluentes do principal hospital pablico da cidade. Este trabalho
foi um dos pioneiros na deteccdo genética de genes codificadores de ESBL no extremo Norte
do Brasil.

Uma das grandes preocupacfes ambientais ¢ a transformacdo dos corpos hidricos
naturais, receptores de efluentes e fonte de agua renovavel em reservatdrio para a resisténcia a
antibacterianos. Rodriguez et al. (2020) relataram a presenca de enterobactérias como Pantoea
spp., Raoutella spp. e Kluyvera spp., além das espécies de Aeromonas, comuns no ambiente
natural e patdgenos oportunistas, em efluentes de uma estagdo de tratamento de efluentes
municipais na Coldmbia. Os autores verificaram que as bactérias destes géneros carregavam 0

gene de resisténcia, mas expressavam-se sensiveis no teste de sensibilidade a antibacterianos,
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sugerindo que as bactérias podem ser portadoras de genes de resisténcia, mas nao apresentar
viruléncia. Uma vez que os rios e igarapés tem o potencial de veicular bactérias ndo patogénicas
portadoras de genes de resisténcia a antibacterianos, este problema pode ser amplificado a
outros ambientes, pois a agua € um meio que interliga todos os outros ambientes (MANY I-
LOH et al., 2018). Além disso, seus consumidores podem ser expostos a infeccdes de dificil

tratamento, aumentando a morbimortalidade e 0s custos para sua recuperagao.

1.1.6 Identificacdo fenotipica e genotipica de bactérias

Técnicas convencionais para a identificacdo fenotipica de espécies bacterianas ocorrem
por meio da analise do seu metabolismo. Um dos métodos utilizados para identificacdo
fenotipica sdo os testes bioguimicos, onde é realizada uma série de provas que testam a
capacidade do micro-organismo em degradar aminoacidos, acUcares (carboidratos) e
verificagdo de sua mobilidade. Através desta técnica, sdo necessarios quatro dias do isolamento
a definicdo de espécie, através da série bioquimica (ANVISA, 2013).

Contudo, Silva et al. (2014) afirmam que métodos bioquimicos para identificacdo de
bactérias podem fornecer resultados duvidosos, pois exige um rigoroso controle de qualidade
na fabricacdo do meio de cultura, como pH (potencial Hidrogenionico) adequado, esterilidade
da agua, quantidade de meio suficiente para tracar o perfil fenotipico e ambiente asséptico.

As recomendacdes da ANVISA (p. 44, 2013) para identificacdo bioguimica de bactérias
de importancia clinica determina um Padrao Bioquimico (PB), que ¢ “a probabilidade tedrica
da bactéria em questdo apresentar o padrdo bioquimico analisado”. Ou seja, a identificagdo
fenotipica é baseada numa interpretacdo do metabolismo mais frequente apresentado pela
espécie bacteriana. Este PB dificilmente é absoluto para uma espécie que foi submetida a
diferentes provas, sugerindo cepas de metabolismo variante dentro da espécie (ANVISA,
2013), o que pode causar uma interpretagdo inconclusiva. Desta forma, h& a necessidade de
complementacdo por métodos moleculares, atraves de uma caracterizagdo genotipica.

A identificagdo genotipica de espécies bacterianas ocorre através do sequenciamento do
gene RNA ribossomal 16S. Este gene codifica para o RNA ribossomal que compde a
subunidade menor dos ribossomos das bactérias e funciona como um codigo de barras para sua
identidade. O gene RNAr 16S possui uma extensdao de aproximadamente 1500 pb (pares de
bases), com nove regides variaveis intercaladas com regides altamente conservadas, como pode
ser visto na figura 5 (YANG; WANG; QIAN, 2016). As regiBes conservadas e variaveis
oferecem uma resolucdo taxondmica e filogenética das espécies bacterianas, tornando-o a
principal escolha para identificacdo genotipica de bactérias (JO; KENNEDY; KONG, 2016).
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Figura 5 - Esquema do gene RNAr 16S indicando as regifes variaveis e (V1-V9).
00 20 0 40 S0 600 700 80 %0 1000 M0 100 1300 1400 1500 1540pb
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Fonte: adaptado de Thomas et al. (2011).

Com o0 avanco das técnicas de sequenciamento, softwares adequados para manipulacao
das sequéncias e o banco de dados GenBank da plataforma NCBI, a identificacdo genotipica de
bactérias tem se tornado comum nos estudos ao longo dos ultimos 25 anos (GLOCKNER et al.,
2017). Bisognin et al. (2018) utilizaram a identificacdo da comunidade bacteriana por meio de
sequenciamento do gene RNAr 16S para caracterizar microrganismos envolvidos na
biorremediacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos de petréleo. O sequenciamento do
gene RNAr 16S desempenha um papel importante na identificagéo de isolados desconhecidos
ou com perfis bioquimicos ambiguos, além de melhorar a capacidade de reconhecer patdgenos
emergentes pouco descritos (BAJPAI et al., 2017). Identificar as espécies envolvidas em
alguma atividade bioldgica de interesse € crucial para a tomada de decisdo quanto ao seu uso a
favor da humanidade.

1.2 OBJETIVOS

Essa pesquisa teve 0s objetivos a seguir.

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a sensibilidade a antibacterianos de bactérias Gram-negativas em efluentes de
hospitais publicos e na estacdo de tratamento de esgotos da cidade de Boa Vista-RR, através da
deteccdo microbiologica e molecular, visando a avaliacdo da qualidade microbioldgica de

efluentes dos hospitais publicos e urbanos.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Detectar bacilos Gram-negativos entre as bactérias presentes nos efluentes hospitalares
e na estacéo de tratamento;
e Determinar o perfil de sensibilidade a antibacterianos e producéo de enzimas ESBL;

e |dentificar fenotipica e genotipicamente as espécies das bactérias Gram-negativas;
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e Detectar os genes de resisténcia a antibacterianos blatem, blasny, blacTx-wm,
relacionados a producédo de ESBL.
e Comparar as cepas portadoras de genes codificadores de ESBL encontradas nos

efluentes hospitalares e efluentes urbanos.

1.3 ESTRUTURACAO DO ESTUDO

Este estudo foi estruturado em trés capitulos para responder o objetivo geral proposto e
com maior enfoque nos objetivos especificos propostos, de acordo com o tipo de efluente
analisado. Sendo assim, o primeiro capitulo intitula-se “deteccdo de bactérias Gram-negativas
produtoras de B-lactamases de Espectro Estendido (ESBL) em efluentes de hospitais publicos
de Boa Vista, Roraima, Brasil” e responde aos objetivos especificos de um a quatro para os
efluentes hospitalares, exclusivamente. Ja o segundo capitulo, intitulado “bactérias Gram-
negativas portadoras de genes codificadores de -lactamases de Espectro Estendido (ESBL) em
efluentes urbanos da estacdo de tratamento de esgoto da cidade de Boa Vista, Roraima, Brasil”
responde aos objetivos especificos de um a quatro também, porém com enfoque apenas nos
efluentes urbanos da Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) de Boa Vista. Por fim, o terceiro
capitulo intitula-se “Comparacgdo entre as bactérias Gram-negativas portadoras de genes
codificadores de ESBL encontradas em efluentes hospitalares e na estacdo de tratamento de
esgoto da cidade de Boa Vista, estado de Roraima, Brasil” e responde ao objetivo especifico
cinco, com uma analise comparativa das espécies de Gram-negativas encontradas nos efluentes
hospitalares e urbanos da ETE e a comparacgdo da frequéncia de bactérias portadoras de genes
codificadores de ESBL.
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2 CAPITULOI

Deteccédo de bactérias Gram-negativas produtoras de B-lactamases de Espectro Estendido

(ESBL) em efluentes de hospitais publicos de Boa Vista, Roraima, Brasil.

Introducéo

Os bacilos Gram-negativos sdo os principais causadores de infec¢Ges bacterianas em
humanos, acometendo principalmente os tratos urinario, respiratdrio inferior e gastrointestinal.
As principais Gram-negativas presentes nessas infeccbes pertencem a familia
Enterobacteriaceae, mas também espécies de outras familias sdo frequentemente encontradas
(PATERSON, 2012). Essas infeccGes podem ser associadas ao ambiente hospitalar, quando o
paciente ja esta internado e contrai uma infec¢do bacteriana. O tratamento empirico empregado
é com antibacterianos de amplo espectro de acdo, que sdo eficazes contra Gram-positivas e
Gram-negativas, até que se conheca 0 agente bacteriano da infeccdo (DE BUS et al., 2016).
Mas a resisténcia bacteriana a estes farmacos vem crescendo mundialmente e tornando-se uma
ameaca a satde publica.

A principal classe de antibacterianos de amplo espectro de a¢éo séo os p-lactamicos, que
inclui as penicilinas, cefalosporinas, monobactam e carbapenémicos. Esses farmacos
compartilham uma estrutura comum em sua composicdo quimica, o anel B-lactamico, e
possuem acdo bactericida, através da interrupcdo da sintese de parede celular das bactérias,
resultando em lise celular (ETEBU; ARIKEKPAR, 2016). Os farmacos desta classe de
antibacterianos sdo a primeira escolha para o tratamento empirico de infeccdes (DE BUS et al.,
2016).

Algumas bactérias produzem enzimas capazes de quebrar por hidrolise o anel B-
lactdmico, fazendo com que o farmaco pela a conformacdo quimica e sua funcdo. As -
lactamases de Espectro Estendido (ESBL) sdo capazes de hidrolisar todas as penicilinas,
cefalosporinas até a quarta geracdo e monobactam (RAHMAN et al., 2018). Estas enzimas sdo
codificadas por genes presentes principalmente em elementos genéticos mdveis como 0s
plasmideos (BLAIR et al., 2015; LOPATKIN et al., 2016).

Com a emergente resisténcia bacteriana no meio hospitalar, as infec¢cbes nosocomiais
trazem graves complicac¢des para as pacientes internados (BUELOW et al., 2020). A resisténcia
bacteriana aos farmacos implica em aumento do tempo e dos custos da internacao, diminuicéo
das opcdes de tratamento e aumento da morbimortalidade (PARAJULI et al., 2017).

Geralmente o paciente com uma infec¢do por uma bactéria multirresistente fica em Unidade de
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Terapia Intensiva (UTI), com necessidade de uso de sondas e em alguns casos ventilacao
mecénica, que deixa o paciente ainda mais vulneravel a infec¢des. O Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos estima que no pais a cada ano 2,8 milhdes de pessoas
adquirem infeccBes por bactérias resistentes e mais de 35.000 morrem (CDC, 2020).

No ambiente hospitalar encontra-se uma frequéncia elevada de bactérias multirresistentes
a antibacterianos, por isso esfor¢os sdo necessarios para controlar sua disseminagdo para a
comunidade. Uma via de disseminacdo é através de efluentes hospitalares, que concentra
diversos contaminantes, entre eles material bioldgico contaminado, excretas de pacientes e
antibacterianos descartados via esgoto (ZAGUI et al. 2020). Entdo é comum encontrar uma
carga de bactérias patogénicas em residuos liquidos hospitalares, mas ultimamente muitos
trabalhos relatam a presenca de bactérias multirresistentes nesta agua residual, tornando-a uma
das principais vias de disseminacao no ambiente (AL SALAH et al., 2020; BRANDAO et al.,
2017; BUELOW et al., 2020; LORENZO et al., 2018; ZAGUI et al. 2020). Quando o hospital
ndo tem tratamento prévio especifico para eliminacdo dessas bactérias, os efluentes séo
lancados diretamente na rede de esgoto da cidade e, mesmo que diluidos, chegam a estacdo de
tratamento de esgoto e, posteriormente, ao corpo hidrico receptor (WALIA et al., 2016).

A disposicdo continua de efluentes contaminados com bactérias multirresistentes via
esgoto em ambientes naturais torna-se uma ameaca ao ambiente. As estagdes de tratamento de
esgoto sdo consideradas locais 6timos para a transferéncia horizontal de genes entre as
bactérias, onde elas trocam plasmideos que podem ter genes de resisténcia a antibacterianos
(LORENZO et al., 2018). Através da conjugacao, as bactérias podem disseminar resisténcia
entre si de forma epidémica e transformar o ambiente aquatico natural em reservatério de
multirresisténcia, pois as bactérias patogénicas podem transferir genes de resisténcia as
bactérias nativas daquele ambiente (WALIA et al., 2016). Os consumidores de agua do rio que
recebe esses efluentes sdo os mais vulneraveis em adquirir infeccbes por potenciais bactérias
multirresistentes, seja a comunidade ribeirinha ou os que usam o rio com finalidades recreativas
(VELASCO, 2020).

Brandao et al. (2017) em sua pesquisa em Boa Vista, Roraima, Brasil, encontraram
bactérias produtoras de ESBL e portadoras de genes codificadores em efluentes hospitalares
das caixas sépticas do principal hospital publico da cidade. Como este hospital ndo realiza o
tratamento prévio dos efluentes, lancando-os diretamente na rede urbana de esgoto, €
importante continuar investigando a presenca destas bactérias produtoras de ESBL nesta via,
bem como incluir outros hospitais publicos. Por isso, 0 objetivo desta pesquisa foi caracterizar
as bactérias Gram-negativas em efluentes dos principais hospitais publicos da cidade de Boa
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Vista (RR), através do perfil de sensibilidade a antibacterianos para verificar a producédo de

enzimas ESBL e detec¢do molecular dos genes blatewm, blaskv € blactx-wm.

Material e Métodos

Para esta pesquisa foram coletados efluentes hospitalares de dois hospitais publicos de
Boa Vista— RR, Brasil, que possuem Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Primeiro, o Hospital
Geral de Roraima (HGR), o principal hospital terciario da rede publica do estado de Roraima,
com 240 leitos de internacao distribuidos em cinco blocos e 20 leitos de UTI. Em sua estrutura
sanitaria, possui trés caixas septicas de passagem, uma que recebe efluentes gordurosos da
cozinha e duas de efluentes dos leitos de internagdo e UTI. Todos os efluentes hospitalares
convergem para uma caixa biolégica, na qual sdo drenados para posterior langamento na rede

de esgoto do municipio (Figura 1).

Figura 1 — Visdo aérea do Hospital Geral de Roraima com identificacdo da
localizacdo dos blocos de internacdo, UTIs, demais setores do hospital e
0s trés pontos de coleta desta pesquisa.
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1 - Bloco 1 9 - Manutencao

2 - Bloco 2 10 - Cozinha e Lavanderia

3 - Bloco 3 11 -Trauma

4 - Bloco 4 12 - Sala de emergéncia

5 - Bloco 5 13 - Administragao

6-UTI1 HGR CS 1 - Caixa séptica 1 do HGR
7-UTI2 HGR CS 2 - Caixa séptica 2 do HGR

8-UTI3 HGR CS 3 - Caixa séptica 3 do HGR
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O segundo hospital incluido nesta pesquisa foi o Hospital da Crianca Santo Antonio
(HCSA), o tnico hospital para atendimento infantil no estado, com 167 leitos de internacdo e
10 leitos de UTI. A estrutura sanitaria conta com caixas sépticas de passagem cimentadas que
convergem para uma caixa biolégica, com drenagem isolada para langamento na rede de esgoto
(Figura 2). Apenas a caixa biologica ndo estava cimentada e havia possibilidade de abertura.

No HGR foram coletados efluentes de trés caixas sépticas: uma desativada que recebia
efluentes dos blocos de internacdo (HGR CS1); outra ativa que recebia efluentes dos blocos e
UTIs (HGR CS2) e a caixa biologica (HGR CS3) que recebia a confluéncia dos efluentes
hospitalares e interligava-se com a rede de esgoto do municipio. No HCSA foram coletados
efluentes apenas da caixa bioldgica de confluéncia (HCSA CB), pois as caixas sépticas de

passagem estavam cimentadas sem possibilidade de abertura pela equipe sanitaria do hospital.

Figura 2 — Viséo aérea do Hospital da Crianca Santo Anténio com a delimitacdo
de area e com ponto de coleta destacado.

k . 785

HCSA CB: Caixa biologica de confluéncia do Hospital da Crianga Santo
Anténio.
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Foram realizadas coletas de efluentes em caixas sépticas do Hospital Geral de Roraima
(HGR) e do Hospital da Crianga Santo Anténio (HCSA) em setembro de 2019 e dezembro de
2019, respectivamente. Para a coleta de efluentes hospitalares foi utilizado um modelo protétipo
do coletor de efluentes em profundidade (depodsito de patente BR n° 202018009448), e se deu
de acordo com Brandéao et al. (2017). O coletor foi submerso fechado para evitar o lodo
superficial que se forma na caixa séptica, aberto numa profundidade de 30 cm e retirado da
caixa séptica contendo 15 ml do residuo liquido. Os efluentes coletados foram armazenados em
caixa térmica para imediato transporte até o Laboratorio de Bacteriologia do Laboratério
Central de Roraima (LACEN-RR), no qual se deu procedimento ao isolamento em placa.

O material coletado foi diluido em solucdo salina na concentracdo de 1:10. Em seguida,
o efluente foi semeado em agar MacConkey a partir da diluicdo e diretamente do material
coletado, e posteriormente inoculado em estufa a 37°C por 24h. Apds o crescimento de coldnias
bacterianas, foi realizado a inoculacéo de col6nias puras em agar MacConkey.

A partir das coldnias puras, foi realizada a identificagdo fenotipica de bactérias Gram-
negativas através da série bioquimica, em que foram analisados seis parametros: citrato de
Simmons, TSI (Triple Sugar Iron), SIM (Sulphide Indole Motility), Fenilalanina, Malonato e
LIA (Lysine Iron Agar). Os tubos de ensaio foram inoculados em estufa a 35°C por 24h. Os
resultados foram interpretados de acordo com as recomendagdes da ANVISA (2013).

Concomitante a identificacdo de espécies foi realizado o Teste de Sensibilidade a
Antibacterianos (TSA) pela técnica de disco difusdo em agar Mueller Hinton de Kirby e Bauer
(HUDZICKI, 2009). A coldnia pura da bactéria foi diluida em solucéo salina na concentracéao
de 0,5 na escala de McFerland. Em seguida, foram semeadas em é&gar Mueller Hinton com
swab. Foram testados o0s antibacterianos: ampicilina, amoxacilina/acido clavulanico,
aztreonam, cefepima, cefotaxima, cefuroxima, cefalotina, cefazolina, cefoxitina, ceftriaxona,
imipenem, meropenem, tetraciclina, acido nalidixico, levofloxacina, piperacilina/tazobactam,
sulfazotrim, cloranfenicol, amicacina e gentamicina, que foram depositados numa distancia de
20 mm de centro a centro. Estes farmacos foram escolhidos conforme a aplicacdo clinica para
o tratamento de infecgdes causadas por bacilos Gram-negativos.

Na mesma placa, foi realizado o teste especifico para deteccdo da produgédo de enzimas
B-lactamases de espectro estendido (Extended-Spectrum f-lactamases — ESBL), pela técnica de
disco de aproximagéo, em que o antibacteriano amoxacilina/acido clavulanico e depositado no
centro e rodeado pelos antibacterianos: aztreonam, cefotaxima, ceftriaxona e cefepima. A
presenca de distor¢do do halo (zona fantasma) entre os discos indica a produgédo de enzimas
ESBL. As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24h. A leitura de todos os resultados
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se deu pelo didmetro dos halos formados de acordo com os padrdes estabelecidos pela Clinical
Standard Laboratory Institute no documento M100-S22 (CSLI, 2012).

Em seguida, as bactérias foram inoculadas em Caldo BHI (Brain Heart Infusion) em
estufa a 35°C por 24h. Posteriormente transportadas para o Laboratdrio de Biologia Molecular
(LaBMol), instalado no Centro de Estudos da Biodiversidade (CBio) na Universidade Federal
de Roraima (UFRR), onde se deu prosseguimento as etapas. As amostras foram submetida a
extracdo de DNA pelo método do choque térmico (CHAPMAN et al. 2001) com modificagdes
segundo Brandé&o et al. (2017), que consiste em transferéncia do meio de caldo com crescimento
para um microtubo de 1,5 ml, centrifugado a 6500 rpm por 10 minutos, sendo dispensado o
sobrenadante e ressuspendido o precipitado em agua ultrapura. Apés, os microtubos foram
submetidos a fervura a 100 °C por 10 minutos e rapidamente arrefecidos em freezer -80°C. Estas
amostras ficaram armazenadas em freezer -20°C.

O DNA extraido de todas as amostras foi submetido a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para a deteccdo dos genes blatem, blashy € blactx-m que sdo codificadores de B-
lactamases de espectro estendido. Foi preparada uma solugido com MgCI?* (1,5 uM), Tampao
1X, Taqg DNA Polimerase (1U), dNTP (0,2 mM), iniciadores (25 pmol) e 5 ul de DNA molde
diluidos em &gua ultrapura em guantidade suficiente para completar o volume final de 25 pl.
Esta reacdo ocorreu em termociclador Applied Byosystems™ ProFlex 3x32 de acordo com as
condicdes descritas na tabela 1.

Tabela 1 - Descricdo dos iniciadores e condi¢bes da PCR para detec¢éo dos genes.

o Condicdes para Tamanho
Gene Iniciadores (5°-3) L
Amplificacdo (pb)
blarem | F S-ATGAGTATTCAACATTTCCG I ciclo por 5° a 96°C 867
R 5-CTGACAGTTACCAATGCTTA 35 ciclos de 1° a 96°C; 1°
a60°C;
blassy | F 5-GGTTATGCGTTATATTCGCC  ranrc 867
R 5’-TTAGCGTTGCCAGTGCTC I ciclo de 10 a 72°C.
blacrxm | F 5-ATGTGCAGYACCAGTAARGT 1 Ciclo de 7° a 94°C 593
R 5-TGGGTRAARTARGTSACCAGA | 35 Ciclos de 50” a 94°C;
40 a 50°C;
1> a 72°C;
1 Ciclo de 5* a 72°C.

Fonte: Ferreira et al. (2011).
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Para a identificacdo genotipica das espécies foi realizada PCR para o gene RNAr 16S
com os iniciadores 27F (5-GAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R (5’-
GGTTACCTTGTTACGACTT), gerando um produto amplificado de ~1500pb. As condicdes
para amplificacdo foram: desnaturacdo inicial de 5 min a 96° C, estadgio com 35 ciclos, sendo
um minuto a 96°C para desnaturacdo, um minuto a 60°C para anelamento e 2 min a 72°C para
extensdo, finalizando com um estagio de extensdo final a 72°C por 10 min (FERREIRA et al.,
2011).

Para verificar o produto amplificado, foi realizada eletroforese em gel, preparado com
agarose a uma concentracdo de 1,8% e tampao TBE (Tris Borato de EDTA). Do amplificado
de cada amostra, 5 ul foi corado com Blue Green (0,7 pl), adicionado azul de bromofenol e
sacarose a 10% (2,0 ul) para dar peso a molécula de DNA. Foi utilizado um padréo de peso
molecular (100 pb), aplicando-se 2,0 pl. Este gel foi submergido em TBE e submetido a uma
corrente elétrica, e posteriormente analisado em Fotodocumentador UV MiniBis. A
amplificacdo foi verificada pela presenca de uma banda e confirmada pelo alinhamento com o
marcador de peso molecular.

Foi realizada uma reacdo de sequenciamento de Sanger dos produtos amplificados do
gene RNAr 16S para determinar genotipicamente as espécies bacterianas das cepas isoladas, de
acordo com o fabricante. Para cada amostra foram realizadas duas reacdes a fim de gerar as
sequéncias senso (27F) e anti-senso (1492R). Em cada reacdo de sequenciamento foi utilizado
1 ul de DNA amplificado, 0,3 ul de Tampédo BigDye® Terminator versdo 3.1 (Applied
Biosystems™, USA), 1,85 ul de tampao de sequenciamento 5X (SaveMoney), 1 ul de iniciador
e agua ultrapura livre de nucleases suficiente para completar o volume final de 10 pl. A reacédo
de amplificacédo foi realizada em termociclador, nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial
a 96°C por um minuto; 25 ciclos com desnaturacdo a 96°C por 10 segundos, anelamento a 50°C
por 10 minutos e extensdo a 60°C por quatro minutos. O produto da reacao foi submetido a
purificacdo pela precipitacdo com etanol, EDTA e acetato de sddio. O produto sequenciado foi
analisado em sequenciador automatizado Genetic Analyzer 3500 (Applied BioSystems™).

As sequéncias obtidas foram analisadas usando o software Geneious® versao 5.5.4
(DRUMMOND et al., 2020). Neste software, foi avaliada a qualidade das sequéncias obtidas,
através da andlise do eletroferograma, onde um valor de QV (do inglés Quality Value) indicou
a qualidade. A identidade da bactéria foi determinada por meio de alinhamento das sequéncias
consensos obtidas com sequéncias depositadas no Banco de Dados e Sequéncias Genéticas -
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) através da ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), que alinha as sequéncias através da similaridade entre elas. A

similaridade considerada para esse estudo foi de > 98%.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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Na triagem microbioldgica dos efluentes coletados de trés caixas septicas do HGR e a

caixa séptica bioldgica do HCSA, foi possivel obter um total de 16 bacilos Gram-negativos,

que estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Espécies identificadas, perfil de sensibilidade a antibacterianos e genes codificadores
de ESBL encontrados nas cepas isoladas a partir de efluentes hospitalares do Hospital Geral de
Roraima e do Hospital da Crianga Santo Antonio.

Ponto de Género/Espécie Género/Espécie Resisténcia aos Genes
amostragem identificadas identificadas antibacterianos codificadores
g fenotipicamente genotipicamente de ESBL
BGN Aeromonas enteropelogenes N3o testado blashv
Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae Nenhum blashv
AMP, AMC, PPT,
HGR CS1 CFL, CFZ, CRX,
Enterobacter sakazaki Leclercia adecarboxylata CFO, CTX, ATM, Nenhum
CRO, CPM, GEN
e TET.
Providencia retgeri! - N3o testado Nenhum
Providencia stuarti Aeromonas caviae N3o testado Nenhum
Salmonella sp. Chromobacterium violaceum ~AMP, CFL, CRX, blacTx-m
CFZ, CRXECTX
HGR CS2 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae AMP blashv
Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae Nenhum blashy
Citrobacter diversus Phytobacter diazotrophicus NIT2 Nenhum
AMP, AMC, CFL,
CRX, CFZ, CFO,
Citrobacter sp. Aeromonas caviae CTX, CRO, CPM, blarem
ATM, PPT, SUT,
TET e NAL
AMP, AMC, CFL,
CRX, CFZ, CFO, blatem,
Klebsiella oxytoca Escherichia coli CTX, CRO, CPM, blasnv e
ATM, PPT, SUT e blactx-m
NAL
HGR CS3
AMP, AMC, CFL,
CRX, CFZ, CFO, bla
Klebsiella sp Klebsiella pneumoniae CTX, CRO, CPM, blasT:\’:Aé
' ATM, PPT, SUT, bla
LEVO, TET e crem
NAL
Escherichia coli Shigella sonnei CFL, CRX, CFZ, blacTx-m
NAL e SUT
BGN! - N&o testado blarem
AMP, AMC, CFL,
HCSA CB |[BGN Pseudomonas aeruginosa CRX, CFZ, AMl e Nenhum

NAL
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AMP, AMC, CFL,
CRX, CFZ, CFO,
BGN Pseudomonas aeruginosa CRO, CTX, ATM, blacTx-m
IMI, MER, NAL e
CLO
!Espécies identificadas apenas com analise fenotipica. 2Antibiograma realizado em VITEK-2. BGN = Bacilo
Gram-negativo Nao Fermentador da Glicose. HGR CS1: Caixa Séptica 1 do HGR; HGR CS2: Caixa Séptica 2 do
HGR; HGR CS3: Caixa Séptica 3 do HGR; HCSA CB: Caixa Bioldgica do HGR. AMP = ampicilina; AMC =
amoxacilina/dcido clavulanico; PPT = piperacilina/tazobactam; CFL = cefalotina; CFZ = cefazolina; CRX =
cefuroxima; CFO = cefoxitina; CTX = cefotaxima; CRO = ceftriaxona; CPM = cefepima; ATM = aztreonam; IMI
= imipenem; MER = meropenem; AMI = amicacina; GEN = gentamicina; NAL = acido nalidixico; SUT =
sulfatrimetropim; LEVO = levofloxacina; TET = tetraciclina; CLO = cloranfenicol; NIT = Nitrofurantoina.

Para a identificacdo de espécie, foi considerada aquelas identificadas genotipicamente,
porém em duas cepas, a sequéncia obtida do gene RNAr 16S ndo obteve qualidade suficiente
para determinar a espécie bacteriana, por isso assumiu-se o resultado obtido na andlise
fenotipica. Os testes para identificacdo fenotipica sdo geralmente voltados para membros da
familia Enterobacteriaceae, entdo alguns bacilos Gram-negativos nao apresentam crescimento
nesses meios, como o0s ndo fermentadores da glicose (ANVISA, 2013). Mas as duas técnicas
de identificag@o foram utilizadas para a complementar os resultados, de forma que a utilizagéo
da identificacdo fenotipica ndo prejudica a analise desses resultados. Como néo foi possivel a
identificacdo genotipica, uma das cepas € um BGN (Bacilo Gram-negativo Ndo fermentador da
glicose) e o outro é uma Providencia retgeri, uma enterobacteéria.

As coldnias encontradas nos efluentes hospitalares do HCSA foram pouco numerosas e
morfologicamente semelhantes, das quais foram isoladas apenas duas cepas de P. aeruginosa,
sendo uma proveniente da placa em que foi semeado o efluente bruto e outra da placa em que
foi semeado o efluente diluido, porém provenientes da mesma amostra de efluente hospitalar.
No total, entre cepas encontradas nos efluentes dos dois hospitais, houve prevaléncia da espécie
K. pneumoniae (4) em 25% das amostras, seguida pelas espécies P. aeruginosa (2) e Aeromonas
caviae (2), como pode ser visualizado no grafico 1.

A espécie K. pneumoniae é um dos patdgenos de maior importancia clinica, muito
prevalente em infeccdes. Sua prevaléncia nos efluentes hospitalares assemelha-se a prevaléncia
clinica, e os resultados aqui observados corroboram com os achados de Zagui et al. (2020) que
encontraram esta espécie principalmente em efluentes de hospitais. Este patdgeno oportunista
causa tanto infecgBes comunitarias quanto nosocomiais, devido a seus fatores de viruléncia e
infectividade como presenca de capsula, lipopolissacarideos (LPS), sinderoforos, adesinas
fimbriais e ndo fimbriais e a capacidade formar biofilmes em superficies bidticas e abioticas,

como em instrumentos medicos (AMMAR et al., 2019).
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Gréafico 1 — Frequéncia relativa das espécies encontradas em efluentes hospitalares do Hospital

Geral de Roraima e do Hospital da Crianga Santo Antonio.

m Klebsiella pneumoniae

m Pseudomonas aeruginosa

® Aeromonas caviae
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m Leclercia adecarboxylata
Aeromonas enteropelogenes
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12,50%

m Chromobacterium violaceum
m Shigella sonnei
m Escherichia coli

BGN*

*Espécies identificadas apenas com andlise fenotipica.

As infeccBes nosocomiais sdo geralmente causadas por P. aeruginosa, a segunda espécie
em prevaléncia neste estudo isolada nos efluentes do HCSA. Além de fatores de viruléncia
como formacéo de biofilme, essa espécie é muito conhecida pelos mecanismos de resisténcia
intrinseca a antibacterianos, como baixa permeabilidade aos farmacos, bombas e efluxo e
producdo de enzimas capazes de inativar antibacterianos. E ainda conta com mecanismos de
aquisicdo de resisténcia via transferéncia horizontal de genes e, quando submetida a pressao
seletiva, indugcdo de mutacdes (PANG et al., 2019). Estes resultados corroboram com os de
Zagui et al. (2020) que encontraram P. aeruginosa como segundo patégeno mais prevalente em
efluentes hospitalares. A prevaléncia de K. pneumoniae seguida de P. aeruginosa também foi
encontrada no trabalho de Brandao et al. (2017), que encontraram 40% de prevaléncia de cada
género em efluentes hospitalares de um dos hospitais publicos de Boa Vista, RR, aqui
analisados.

Um importante achado foi a presenca da espécie A. caviae, que s6 foi possivel com a
identificacdo genotipica, ja que o género Aeromonas ndo é constituido por enterobactérias, e
sim pertencente a familia Aeromonadaceae (PESSOA et al., 2019), e a anélise fenotipica de
espécies através da série bioquimica € limitada a identificacdo de Enterobacteriaceae (ANVISA,
2013). Este género nédo foi observado nos achados de Brandao et al. (2017), sugerindo a
emergéncia de Aeromonas spp. em efluentes hospitalares de Boa Vista. Este bacilo Gram-

negativo é anaerobico facultativo, oxidase-positivo capaz de fermentar a glicose, amplamente
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distribuido na natureza, principalmente em ambientes aquaticos. Além disso, conta com alguns
fatores de viruléncia como lipopolissacarideos, cédpsula e producdo de toxinas, sendo
considerado um patégeno emergente capaz de causar diversas infecgdes, como gastrointestinais
e em varios outros orgdos e tecidos (PESSOA et al., 2019). Adler et al. (2014) relatam a
emergéncia de cepas de A. caviae no ambiente hospitalar portando genes de resisténcia a -
lactdmicos. Os autores concluem que, embora a infeccdo por A. caviae seja incomum, esse
patdgeno pode se disseminar via efluentes e chegar até a comunidade, bem como compartilhar
genes de resisténcia com patdgenos mais prevalentes em infec¢oes, como K. pneumoniae.

Foi identificada uma cepa das seguintes espécies: Providencia retgeri (6,25%), Shigella
sonnei (6,25%), Escherichia coli (6,25%), Aeromonas enteropelogenes (6,25%), Leclercia
adecarboxylata (6,25%), Phytobacter diazotrophicus (6,25%), Chromobacterium violaceum
(6,25%) e um BGN (6,25%). O isolamento dessas espécies demonstrou a presenca variada de
Gram-negativas em efluentes hospitalares. Estes resultados corroboram em parte com Roderova
et al. (2016) que encontraram apenas uma cepa de E. coli e uma de P. retgeri, no segundo ano
de coleta, mas nenhuma cepa de S. sonnei. Ja Adelowo et al. (2017) ndo sé encontraram cepas
de P. retgeri e S. sonnei como varias cepas de E. coli em efluentes hospitalares e corpos hidricos
diretamente impactados por descarga desses efluentes. Esses achados sugerem que embora E.
coli possa ser rotineiramente encontrada em efluentes hospitalares, P. retgeri e S. sonnei s&o
incomuns.

Outras bactérias ndo muito comuns na rotina clinica foram identificadas genotipicamente,
como as espécies C. violaceum (6,25%), L. adecarboxylata (6,5%) e P. diazotrophicus (6,5%),
sendo estas duas Ultimas pertencentes a familia Enterobacteriaceae. A espécie L.
adecarboxylata € um bacilo Gram-negativo, lactose positivo que pode ser erroneamente
identificado como E. coli em testes bioquimicos. Apesar de ser uma espécie amplamente
distribuida no ambiente, inclusive aquatico, varios estudos de caso reportam essa espécie como
um patdgeno oportunista emergente causando infeccbes como peritonite, bacteremia e
endocardite (ADAPA et al., 2019; MATSUURA; SUGIYAMA, 2018). No entanto, neste
estudo, a L. adecarboxylata foi identificada como E. sakazaki nos testes bioquimicos, sugerindo
gue esta espécie pode ser erroneamente identificada fenotipicamente como outras
enterobactérias ou mais parametros devem ser incluidos na série bioquimica para melhorar a
acurécia.

A especie P. diazotrophicus foi caracterizada pela primeira vez como uma bactéria
fixadora de nitrogénio associada ao arrozeiro. Essa espécie pertencente a familia
Enterobacteriaceae é anaerdbica facultativa, fermentadora da glicose, oxidase negativa, com

motilidade e redutora de nitratos (ZHANG et al., 2008). Nenhuma pesquisa foi encontrada
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relatando essa espécie como causadora de infeccdes em humanos ou animais, mas foi
encontrada em rio de &gua doce, inferindo que esta espécie pode fazer parte da microbiota
aquatica, embora ndo seja tdo comum (LEE et al., 2020).

No crescimento em placa foi possivel identificar apenas uma col6nia de C. violaceum,
com aspecto enegrecido. Esta bactéria pertence a familia Neisseriaceae, é um cocobacilo Gram-
negativo, anaerobico facultativo, oxidase e catalase positivo e com motilidade, da qual séo
isolados antibidticos como o violacein e o precursor do monobactam, sendo 0 primeiro
responsavel pela pigmentagdo violeta das colonias. Esta bactéria é geralmente associada ao
ambiente, mas tem sido considerada um patégeno oportunista emergente causando infeccdes
com alta taxa de mortalidade (BATISTA; NETO, 2017; KOTHARI; SHARMA; PADIA,
2017). No presente estudo, uma cepa de C. violaceum demonstrou resisténcia a seis farmacos
diferentes e portadora do gene blactx-m. Esses resultados indicam que esta espécie pode estar
associada a infec¢Bes como um patégeno emergente.

Das 16 cepas isoladas de efluentes hospitalares, 11 foram submetidas ao antibiograma
pela técnica de Disco Difusdo de Kirby e Bauer, enquanto o isolado de P. diazotrophicus foi
submetido ao antibiograma automatizado em VITEK®2. Como os antibacterianos utilizados
pelos dois testes eram diferentes em tipo e nimero, apenas o resultado das 11 cepas analisadas
pelo disco difusdo em placa estdo plotados no gréafico 2.

Dentre as 11 cepas testadas pelo disco difuséo, 72,73% (8) foram resistentes a ampicilina,
cefalotina, cefazolina e cefuroxima. Os resultados para resisténcia a cefalosporinas diminuem
visualmente no grafico 2 conforme o farmaco pertence a uma classe mais recente de
cefalosporinas, ao ponto que a resisténcia a cefepima, de quarta geracao, é de 36,36% (4).

Das 12 cepas com perfil de sensibilidade a antibacterianos caracterizado, 41,67% (5)
foram positivas para a producdo de enzimas ESBL. Estes achados divergem de Brandao et al.
(2017) que encontraram de 90% a 100% de resisténcia as cefalosporinas até a quarta geracao.
Esta divergéncia pode ter ocorrido porque na triagem microbiologica os autores consideraram
apenas as cepas fenotipicamente produtoras de ESBL para a caracterizacdo genética, enquanto
neste estudo foram analisadas geneticamente até aquelas que nao apresentaram fendtipo para a
producdo de ESBL.

Uma cepa de P. aeruginosa encontrada nos efluentes hospitalares do HCSA foi resistente
ao imipenem e meropenem, sugerindo a producdo de carbapenemases. Além disso, essa cepa
apresentou resisténcia ao acido nalidixico e cloranfenicol e foi caracterizada como positiva para
a producdo de ESBL. Estes resultados divergem dos de Zagui et al. (2020) em que as cepas de
P. aeruginosa eram resistentes apenas a cefoxitina e aztreonam. Em contrapartida, a outra cepa

de desta espécie foi a Unica a apresentar resisténcia ao aminoglicosideo amicacina, mas esta
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ndo foi caracterizada como produtora de ESBL, apresentando sensibilidade a cefalosporinas de
terceira e quarta geragdo e aos carbapenémicos. Prickett et al. (2016) relataram P. aeruginosa
resistentes a amicacina em pacientes com infec¢do cronica, corroborando com o presente
estudo. Este resultado sugere que nos efluentes pode ocorrer resisténcia a outras classes de

antibacterianos, além de B-lactamicos.

Gréfico 2 — Perfil de sensibilidade a antibacterianos determinado pela técnica disco difusdo para
onze cepas de bactérias Gram-negativas provenientes dos efluentes hospitalares do Hospital
Geral de Roraima e Hospital da Criangca Santo Antonio.
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AMP = ampicilina; AMC = amoxacilina/acido clavulanico; PPT = piperacilina/tazobactam; CFL = cefalotina;
CFZ = cefazolina; CRX = cefuroxima; CFO = cefoxitina; CTX = cefotaxima; CRO = ceftriaxona; CPM =
cefepima; ATM = aztreonam; IMI = imipenem; MER = meropenem; AMI = amicacina; GEN = gentamicina; NAL
= acido nalidixico; SUT = sulfatrimetropim; LEVO = levofloxacina; TET = tetraciclina; CLO = cloranfenicol.

Outro dado importante é que 54,55% (6) das bactérias testadas possuiam resisténcia ao
acido nalidixico, que é uma quinolona. A resisténcia a esse farmaco ja foi relatada por Campioni
et al. (2017) em cepas de Salmonella isoladas de humanos, comidas e fazendas no Brasil. Os
autores alertam para o perigo da falha terapéutica na administragdo desse antibacteriano e
atribuem a resisténcia a uma mutacdo de um gene cromossomal. Como as bactérias encontradas
no presente estudo ndo sdo do mesmo género, este ou outros fatores podem estar influenciando
nesta resisténcia. Além disso, algumas cepas resistentes ao acido nalidixico também foram

positivas para a producdo de ESBL. A resisténcia a quinolonas associada com a producéo de
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ESBL também foi observada por Farajzadehsheikh et al. (2019), corroborando com o0s
resultados aqui observados.

J4& a P. diazotrophicus analisada pelo VITEK®2 foi sensivel a ampicilina,
amoxacilina/acido  clavulanico,  piperacilina/tazobactam,  cefalotina,  cefuroxima,
cefuroxima/axetil, ceftriaxona, cefepima, imipenem, ertapenem, meropenem, acido nalidixico,
ciprofloxacina, norfloxacina e sulfatrimetropim, sendo resistente apenas a nitrofurantoina. Esta
ndo apresentou as caracteristicas de producdo de ESBL, indicada pela resisténcia
principalmente as cefalosporinas e o resultado fornecido pela analise confirmou negatividade
para ESBL.

Todas as cepas foram submetidas a PCR para identificacdo de trés genes de resisténcia:
blatem, blasnv e blacTx-m, dentre as quais 11 (68,75%) cepas foram portadoras de pelo menos
um desses genes e em cinco nenhum gene foi detectado. Das 12 bactérias submetidas ao teste
de sensibilidade a antibacterianos 75% (9) possuiam pelo menos um gene codificador de ESBL
investigado. A tabela 3 mostra os pontos de amostragem dos efluentes hospitalares e qual gene

foi encontrado em cada.

Tabela 3 — Frequéncia absoluta de bactérias portadoras de genes codificadores de ESBL em
cada ponto de amostragem de efluentes hospitalares do Hospital Geral de Roraima e Hospital
da Crianca Santo Antonio.

Genes de Resisténcia encontrados

N° de cepas
Ponto de amostragem identificadas TEM SHV CTX-M TEM + SHV + CTX-M
HGR CS1 2 0 2 0 0
HGR CS2 3 0 2 1 0
HGR CS3 5 2 0 1 2
HCSA CB 1 0 0 1 0
TOTAL 11 2 4 3 2

HGR CS1.: Caixa Séptica 1 do HGR; HGR CS2: Caixa Séptica 2 do HGR; HGR CS3: Caixa Séptica 3 do HGR;
HCSA CB: Caixa Bioldgica do HGR

Foi possivel encontrar bactérias portadoras de genes de resisténcia em efluentes
hospitalares de todas as caixas sépticas investigadas. Houve prevaléncia do gene blashv (54,5%)
entre as bactérias analisadas, seguido do gene blactx-m em 45,4% das bactérias, além da
ocorréncia simultanea dos trés genes em duas cepas. A prevaléncia do gene blasnv no presente
estudo, diverge da encontrada por Branddo et al. (2017), cuja prevaléncia foi do gene blatem.
Mas o0s autores encontraram duas cepas portadoras dos trés genes investigados
simultaneamente, o que corrobora com o presente estudo em que foram encontradas também

duas cepas portadoras dos trés genes simultaneamente, discutido mais adiante.
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Na caixa séptica 3 do HGR ¢ onde ocorre a confluéncia dos efluentes de todo o hospital
e é interligada direto a rede de esgoto da cidade, e foi o local que apresentou maior nimero de
bactérias portadoras de gene de resisténcia. Além disso, neste sitio foram encontradas duas
cepas (K. pneumoniae e E. coli) portadoras dos trés genes investigados simultaneamente.
Dentre as duas cepas de P. aeruginosa isoladas a partir dos efluentes de confluéncia do HCSA,
em apenas uma, com o fenotipo positivo para ESBL, foi possivel encontrar o gene blactx-m.

Das cinco cepas com perfil fenotipico da producdo de enzimas ESBL, foi possivel
confirmar a presenca de pelo menos um dos genes investigados em quatro cepas. Estes
resultados sugerem a presenca de outros genes codificadores de ESBL ocorrendo na cepa de L.
adecarboxylata (PIOTROWSKA; KOWALSKA; POPOWSKA, 2019). Outra possiblidade é
que algum dos trés genes estudados ndo tenha amplificado na PCR.

Em quatro bactérias com perfil de sensibilidade a antibacterianos caracterizado como nao
produtora de ESBL, foram encontrados os genes blasnv em trés cepas (todas da espécie K.
pneumoniae) e 0 gene blactx-m em uma cepa (S. sonnei). Alguns trabalhos ja relatam que o
fendtipo e gendtipo ndo convergem em 100%, ou seja, a bactéria pode possuir o gene de
resisténcia e ndo expressar a enzima. Um dos motivos pode ser atribuido a mutacdes de base
Unica que causam deformacéo no sitio ativo da enzima, levando a sua inativacdo (GORDON et
al., 2014; MORADIGARAVAND et al., 2018). E os resultados aqui observados corroboram
com a ndo convergéncia de 100% entre fenotipo e gendtipo, sugerindo que essas cepas possam
ser reservatorios dos genes de resisténcia detectados.

Das quatro bactérias que nao tiveram perfil de sensibilidade a antibacterianos
caracterizados, foi possivel encontrar os genes blatem e blaswvy em duas cepas (A.
enteropelogenes e BGN), separadamente.

No principal hospital de saude publica de Boa Vista, todas as cepas isoladas a partir da
caixa de confluéncia, que lanca efluentes diretamente na rede de esgoto, foram portadoras de
genes codificadores de ESBL. Este resultado corrobora para os efluentes hospitalares serem
considerados como a principal fonte de disseminacdo de genes de resisténcia no ambiente (AL
SALAH etal., 2020; LORENZO et al., 2018; WALIA et al., 2016; ZAGUI et al., 2020). Além
disso, representa um risco direto aos funcionarios do hospital que trabalham diretamente com
0 setor sanitario, que, as vezes, ndo possuem paramentacdo adequada. VArios trabalhos
realizados no Brasil relatam a presenca dessas bactérias portadoras de genes ESBLs em estacfes
de tratamento de esgoto, que, apesar do fator de diluicdo com efluentes domesticos e outras
fontes, sdo capazes de chegar até mesmo em rios e lagos proximos as cidades (BARTLEY et
al., 2019; BOGER et al., 2020; SANCHEZ et al. 2018; ZAGUI et al., 2020). Este trabalho
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corrobora com os achados de Brandao et al. (2017) que realizaram a deteccdo de cepas

portadoras dos genes blaTtem, blashv e blactx-v no Hospital Geral de Roraima.

Concluséao

Os resultados apontam para a maior taxa de cepas produtoras de ESBL em efluentes
hospitalares na caixa de confluéncia ligada diretamente ao sistema de coleta sanitéria da cidade
de Boa Vista, Roraima, Brasil. Sendo assim, os efluentes hospitalares sdo uma potencial fonte
de resisténcia bacteriana no esgoto, com grande potencial de disseminacdo no ambiente. Os
resultados dessa pesquisa apontam para a necessidade de vigilancia sanitaria e controle da
disseminacdo de resisténcia bacteriana a antibacterianos na sadde publica. Controlar a
disseminacdo dessa multirresisténcia mostra-se urgente, uma vez que bactérias nativas do
ambiente podem adquirir genes de resisténcia via transferéncia horizontal e tornarem-se
reservatorios ambientais. A implantacdo de sistemas de tratamento de residuos liquidos
especificos no hospital, antes que os efluentes sejam emitidos na rede de esgoto pode ser uma

forma de minimizar esses impactos.
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3 CAPITULOII

Bactérias Gram-negativas portadoras de genes codificadores de B-lactamases de Espectro
Estendido (ESBL) em efluentes urbanos da estacéo de tratamento de esgoto da cidade de

Boa Vista, Roraima, Brasil.

Introducéo

A égua é um recurso natural amplamente utilizado pela humanidade, com aplicagdes
industriais, domésticas, hospitalares e comerciais. Como um recurso essencial a vida, a dgua
para consumo humano deve manter o mais alto padrdo de qualidade. O ciclo urbano da &gua
inicia-se na captacdo a partir de um corpo hidrico natural, tratamento da &gua, distribuicéo,
utilizacdo, geracdo de residuos liquidos, coleta pela rede de esgoto, tratamento de efluentes
urbanos e devolucdo para corpo hidrico receptor, em um ponto a jusante da captacéo, quando
ambos processos sdo realizados no mesmo corpo hidrico (PENA-GUZMAN et al., 2017). O
tratamento de efluentes deve ser eficiente para minimizar impactos negativos para 0 ambiente,
para a salde humana e o ecossistema inteiro.

Os residuos liquidos urbanos contém uma alta concentracdo de contaminantes quimicos
e bioldgicos que podem causar danos ao ecossistema no qual sdo descarregados (CRINI;
LICHTFOUSE, 2019). Com a finalidade de diminuir a concentracdo desses contaminantes,
muitas cidades contam com EstacGes de Tratamento de Esgotos (ETE). O processo mais
utilizado pelas ETEs no Brasil é através de lagoas de estabilizacdo, em que sdo utilizados de
processos microbioldgicos para degradacdo da matéria organica (L1U; HALL; CHAMPAGNE,
2018).

Efluentes hospitalares possuem uma alta carga de micro-organismos patogénicos e
farmacos eliminados via residuos liquidos. Entre eles, destacam-se as bactérias patogénicas
principalmente Gram-negativas, que causam infeccOes no trato respiratorio inferior, trato
urinario e gastrointestinal, aumentando a morbimortalidade dos pacientes acometidos
(KARLOWSKY et al., 2017; NEPAL et al., 2017). Os farmacos utilizados no combate a
infeccOes bacterianas sdo o0s antibacterianos, amplamente administrados no ambiente
hospitalar. Por volta de 30% da concentracdo dos antibacterianos sdo metabolizados pelo
organismo humano, e 70% da concentracdo administrada é eliminada pelas excretas de
pacientes (KUMMERER, 2009). Os efluentes hospitalares podem contribuir com 13% no ver&o
e 28% no inverno na descarga de antibacterianos em efluentes urbanos (AYDIN et al., 2018).

Além dos farmacos, os micro-organismos também sdo eliminados. Tudo isso configura os
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efluentes como um ambiente favoravel a aquisicao e disseminacéo de bactérias multirresistentes
no ambiente (LORENZO et al., 2018).

Uma preocupagdo emergente € a resisténcia bacteriana a antibacterianos frequentemente
aplicados no tratamento de infeccdes. A principal classe desses farmacos frequentemente
indicada para terapia sdo os p-lactamicos de amplo espectro de acao, que nos EUA é prescrito
em 65% dos casos de infecgoes (BUSH; BRADFORD, 2016). Os B-lactamicos possuem agéo
bactericida, interrompendo a sintese de parede celular e levando a morte celular da bactéria.
Nesta classe, incluem-se as penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos
(BUSH; BRADFORD, 2016). Algumas bactérias, no entanto, possuem genes codificadores de
enzimas B-lactamases de espectro estendido (ESBL), que sdo capazes de hidrolisar o anel -
lactamico levando a inativagéo do antibacteriano e a falha terapéutica (SULTAN et al., 2018).

Estes genes frequentemente estdo em elementos genéticos mdveis, como plasmideos e
transposons, que podem ser transferidos entre as bactérias através de conjugacdo (BUSH,
2018). Alguns dos genes mais frequentes incluem aqueles capazes de codificar enzimas que
hidrolisam penicilinas, monobactamico e cefalosporinas de terceira e quarta geragdo, como 0s
genes blatem, blashy e blactx-m (SULTAN et al., 2018). Muitas infecgdes bacterianas podem
prolongar a internacdo do paciente, e a multirresisténcia bacteriana cada vez mais frequente
pode restringir as opgdes de tratamento, aumentando a mortalidade (IRIDELL; BROWN;
TAGG, 2016).

As ETEs recebem descarga pesada de residuos de farmacos e bactérias Gram-negativas,
algumas multirresistentes, coletados pelo sistema municipal de esgoto. Logo as ETESs sdo locais
6timos para a aquisicao e disseminacdo de resisténcia bacteriana no ambiente, considerando
que é um ambiente favoravel tanto para a sele¢do quanto para transferéncia horizontal de genes
entre as bactérias durante o processo de tratamento de aguas residuais (LORENZO et al., 2018).
Muitos trabalhos recentes vém relatando a disseminacdo de altos niveis de resisténcia a
antibacterianos em efluentes tratados em ETEs (BUELOW et al., 2020; HONDA et al., 2020;
WALIA et al. 2016).

A maior preocupacdo ambiental é que os corpos hidricos sejam transformados em
reservatorio para a resisténcia bacteriana. Quando um rio ou igarapé recebe descargas continuas
de efluentes contaminados com bactérias multirresistentes, estas podem transferir a copia do
plasmideo portador dos genes para bactérias ndo patogénicas comuns do ambiente aquético
(SELLERA et al., 2018). Os peixes e demais animais aquaticos podem adquirir bactérias
multirresistentes que parasitam seus tecidos (BOLLACHE et al., 2019). Além dos usos
frequentes de agua tratada pela populacdo de uma cidade, comunidades ribeirinhas e nativas da

Amazonia brasileira utilizam &agua diretamente do rio com pouco ou nenhum tratamento
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(VELASCO, 2020). Com um corpo d’adgua reservatério de multirresisténcia bacteriana a
antibacterianos, a probabilidade de contato das pessoas com essas bactérias através do consumo
de 4gua e animais aquaticos aumenta consideravelmente.

Considerando a ameaca que a multirresisténcia bacteriana representa para a qualidade da
agua, um recurso natural de vital importancia, € fundamental encontrar meios de minimizar ou
evitar essa contaminagdo. Boa Vista, no estado de Roraima, Brasil, tem poucos estudos
relacionados a deteccdo de bactérias portadoras de genes de multirresisténcia em efluentes
urbanos. Portanto, essa pesquisa tem como objetivo caracterizar o perfil de resisténcia a
antibacterianos das bactérias Gram-negativas de efluentes da estacdo de tratamento de esgotos
da cidade de Boa Vista-RR, por meio do perfil fenotipico e deteccdo de genes codificadores de
ESBL.

Material e Métodos

Para verificar a persisténcia de bactérias patogénicas em efluentes urbanos, foram
coletados efluentes da Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) do municipio de Boa Vista-RR.
A ETE conta com o sistema de tratamento por lagoas de estabilizacdo, com as seguintes etapas:
gradeamento das aguas residuais em seu estado bruto, para separacdo de particulas sélidas;
lagoa facultativa para degradacdo microbioldgica de matéria organica; e lagoa de maturagédo
para eliminacdo de micro-organismos patogénicos. A partir da lagoa de maturacéo, os efluentes
tratados seguem por um emissario até desadgue no Rio Branco, a jusante da captacdo. Na estacao,
foram coletadas amostras das aguas residuais pré-tratamento, apds o gradeamento, e amostras
do pés-tratamento, no ponto em que a agua escoa para o emissario (Figura 1).

Para a coleta de efluentes urbanos foi utilizado um modelo protétipo do coletor de
efluentes em profundidade (depdsito de patente BR n° 202018009448), e se deu de acordo com
Brandéo et al. (2017). Foram realizadas duas coletas, sendo a primeira em abril de 2019 e a
segunda em marco de 2020. Em ambas, o coletor foi submerso aberto, pois ndo havia lodo
superficial, numa profundidade de 30 cm e retirado da lagoa contendo 15 ml do residuo liquido.
Na segunda coleta, os efluentes pos-tratamento foram coletados a 30 cm e 50 cm de
profundidade, pois as enterobactérias possuem metabolismo facultativo e podem ter ampla
distribui¢@o na coluna d’agua. Os efluentes coletados foram armazenados em caixa térmica para
imediato transporte até o Laboratorio de Bacteriologia do Laboratério Central de Roraima
(LACEN-RR). Da coleta até o processamento microbiol6gico o tempo de transporte foi de 30

minutos.
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O material coletado foi diluido em solucéo salina na concentracéo de 1:10. Em seguida,
o efluente foi semeado em &gar MacConkey a partir da diluicdo e diretamente do material
coletado sem repeticBes, e as placas foram inoculadas em estufa a 35°C por 24h. Apds o
crescimento de coldnias bacterianas, foi realizada inoculacdo de coldnias puras em agar

MacConkey, selecionadas de acordo com a morfologia da coldnia em cada placa.

Figura 1 — Visdo aérea da Estacdo de Tratamento de Esgoto da CAER em Boa Vista-RR,
delimitando sua area e identificando o tanque de elevacéo, as lagoas do tratamento e pontos de
coleta para esta pesquisa.

- .

1 - Tanque de elevacéo; PC1 - Ponto de coleta de efluen-
2 - Lagoa facultativa 1; tes do pré-tratamento;
3 - Lagoa facultativa 2; PC2 - Ponto de coleta de efluen-
4 - Lagoa de maturacgao; tes do pos-tratamento.

5 - Emissao para o Rio Branco;

A partir das col6nias puras, foi realizada a identificacdo fenotipica de bactérias Gram-
negativas através da série bioquimica (ANVISA, 2013), em que foram analisados seis
parametros: citrato de Simmons, TSI (Triple Sugar Iron), SIM (Sulphide Indole Motility),

Fenilalanina, Malonato e LIA (Lysine Iron Agar). Os tubos de ensaio foram inoculados em



60

estufa a 35°C por 24h. Os resultados foram interpretados de acordo com as recomendacdes da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2013).

Concomitante a identificacdo de espécies foi realizado o Teste de Sensibilidade a
Antibacterianos (TSA) pelo sistema automatizado VITEK®2. A coldnia pura de bactéria foi
diluida em solucdo salina na concentracdo de 0,5 na escala de McFerland. A partir deste
preparo, foi diluido novamente numa propor¢do de 1:10 e inoculado na cartela do VITEK®2
para analise, com 0s seguintes antibacterianos: ampicilina, amoxacilina/acido clavulanico,
cefepima, cefuroxima, cefuroxima/axetil, cefalotina, ceftriaxona, ertapenem, meropenem,
acido nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina, nitrofurantoina, piperacilina/tazobactam,
sulfazotrim, amicacina e gentamicina. Esta cartela foi escolhida pois abrangia os principais
farmacos empregados na rotina clinica para infec¢fes causadas por bactérias Gram-negativas.
O sistema automatizado fornece os resultados com a Concentra¢do Minima Inibitéria (MIC) e
a interpretacao categorica de S (sensivel), | (intermediario) e R (resistente) de acordo com o0s
padrdes estabelecidos pela Clinical Standard Laboratory Institute no documento M100 (CSLI,
2018).

Em seguida, as bactérias foram inoculadas em Caldo BHI (Brain Heart Infusion) e
incubadas em estufa a 35°C por 24h. Posteriormente foram transportadas para o Laboratorio de
Biologia Molecular (LaBMol), instalado no Centro de Estudos da Biodiversidade (CBio) na
Universidade Federal de Roraima (UFRR), onde se deu prosseguimento as etapas. As amostras
foram submetida a extracdo de DNA pelo método do choque térmico (CHAPMAN et al. 2001)
com modificacBes segundo Branddo et al. (2017), que consiste em transferéncia do meio de
cultura com crescimento para um microtubo de 1,5 ml, que é centrifugado a 6500 rpm por 10
minutos, em seguida, dispensa-se 0 sobrenadante e ressuspende-se o0 precipitado em &gua
ultrapura. Depois os microtubos foram submetidos a fervura a 100 °C por 10 minutos e
rapidamente arrefecidas em freezer -80°C. Estas amostras ficaram armazenadas em freezer -
20°C.

O DNA extraido de todas as amostras foi submetido a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para a deteccdo dos genes blarem, blashv e blactx-m que sdo codificadores de -
lactamases de espectro estendido (ESBL). Foi preparada uma solu¢do com MgCI?* (1,5 uM),
Tampédo 1X, Tag DNA Polimerase (1U), dNTP (0,2 mM), iniciadores (25 pmol) e 5 pl de DNA
molde diluidos em &gua ultrapura em quantidade suficiente para completar o volume final de
25 pl. Esta reacdo ocorreu em termociclador Applied Byosystems ProFlex 3x32, segundo as

condigdes descritas na tabela 1.
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Tabela 1 - Descricdo dos iniciadores e condi¢Ges da PCR para deteccéo dos genes.

Gene Iniciadores (5°-37) Condig0es para Tamanho
Amplificagédo (pb)
blatem F 5>-ATGAGTATTCAACATTTCCG 1 ciclo por 5” a 96°C 867
R 5’-CTGACAGTTACCAATGCTTA 35 ciclos de 1’ a 96°C;
1’ a 60°C;
blasny F 5’-GGTTATGCGTTATATTCGCC 1’a72°C; 867
R 5-TTAGCGTTGCCAGTGCTC 1 ciclo de 10’ a 72°C.
blacTx-m F 5’-ATGTGCAGYACCAGTAARGT 1 Ciclo de 7’ a 94°C 593
R 5’-TGGGTRAARTARGTSACCAGA 35 Ciclos de 50” a
94°C; 40” a 50°C;
1’a72°C;
1 Ciclo de 5’ a 72°C.

Fonte: Ferreira et al. (2011).

Para a identificacdo genotipica das espécies foi realizada PCR para o gene rRNA 16S, um
gene coOdigo de barras para espécies de bactérias, com os iniciadores 27F
(GAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT), gerando um
produto de ~1500pb. As condi¢des para amplificacdo foram: desnaturacédo inicial de 5 min a
96° C, estagio com 35 ciclos, sendo um minuto a 96°C para desnaturacdo, um minuto a 60°C
para anelamento e dois minutos a 72°C para extensao, finalizando com um estagio de extensdo
final a 72°C por 10 min (FERREIRA et al., 2011).

Para verificar o produto amplificado, foi realizada eletroforese em gel, preparado com
agarose a uma concentracao de 1,8% e tampao TBE (Tris Borato de EDTA). Do amplificado
de cada amostra, 5 ul foi corado com Blue Green (0,7 pl), adicionado azul de bromofenol e
sacarose a 10% (2,0 ul) para dar peso a molécula de DNA. Foi utilizado um padrdo de peso
molecular (100 pb), aplicando-se 2,0 ul. Este gel foi submergido em TBE e submetido a uma
corrente elétrica, e posteriormente analisado em Fotodocumentador UV MiniBis. A
amplificag&o foi verificada pela presenca de uma banda e confirmada pelo alinhamento com o
marcador de peso molecular.

Foi realizada reagédo de sequenciamento de Sanger do gene RNAr 16S, para determinar
genotipicamente as espécies bacterianas das cepas isoladas, de acordo com o fabricante. Para
cada amostra foram realizadas duas reacdes a fim de gerar as sequéncias senso (27F) e anti-
senso (1492R). Em cada reacédo de sequenciamento foi utilizado 1 pul de DNA amplificado, 0,6
pl de Tampdo BigDye® Terminator versdao 3.1 (Applied Biosystems™, USA), 1,85 ul de

tampdo de sequenciamento 5X (SaveMoney), 1 pl de iniciador e agua ultrapura livre de
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nucleases suficiente para 10 pl. A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador, nas
seguintes condi¢Oes: desnaturacéo inicial a 96°C por um minuto; 25 ciclos com desnaturagao a
96°C por 10 segundos, anelamento a 50°C por 10 minutos e extensdo a 60°C por quatro
minutos. O produto da reacgdo foi submetido a purificacdo pela precipitacdo com etanol, EDTA
e acetato de sodio. O produto sequenciado foi analisado em sequenciador automatizado Genetic
Analyzer 3500 (Applied BioSystems™),

As sequéncias obtidas foram analisadas usando o software Geneious® versao 5.5.4
(DRUMMOND et al., 2020). Neste software, foi avaliada a qualidade das sequéncias obtidas,
através da andlise do eletroferograma, onde um valor de QV (do inglés Quality Value) indicou
a qualidade. A identidade da bactéria foi determinada por meio de alinhamento das sequéncias
consensos obtidas com sequéncias depositadas no Banco de Dados e Sequéncias Genéticas -

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) através da ferramenta BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool), que alinha as sequéncias através da similaridade entre elas. A

similaridade considerada para esse estudo foi de > 98%.

Resultados e Discussao

Na primeira coleta, foram isoladas sete colonias de bacilos Gram-negativos a partir da
amostragem de efluentes urbanos pré-tratamento, aqueles que chegam a ETE e duas coldnias a
partir dos efluentes pos-tratamento, que sdo diretamente despejados no Rio Branco. Na segunda
coleta, foram isoladas seis col6nias de bacilos Gram-negativos a partir da amostragem de
efluentes urbanos pré-tratamento e sete colénias a partir dos efluentes pds-tratamento. A
distribuicdo das espécies por sitio de amostragem e coleta estdo descritas na tabela 2 e 3.

Na primeira coleta, foram isoladas sete cepas a partir dos efluentes pré-tratamento, das
especies Aeromonas caviae (2), Aeromonas enteropelogenes (1), Citrobacter freundii (1),
Enterobacter cloacae (1), Escherichia coli (1) e Klebsiella pneumoniae (1). O género
Aeromonas foi prevalente com 33,3% das cepas isoladas, sendo que este género apresentou-se
apenas no pré-tratamento. Em apenas uma cepa de A. enteropelogenes foi detectado o gene
blacTx-m, que soma-se as cepas de C. freundii (blasnv) e E. coli (blatem), totalizando 3 cepas
portadoras de genes ESBL no pré-tratamento. Duas cepas foram isoladas a partir dos efluentes:
E. cloacae, com resisténcia a pelo menos um farmaco de 3 classes diferentes de antibacterianos,
e portadora do gene blatem; e uma cepa de K. oxytoca que ndo amplificou para nenhum dos
genes estudados, mas apresentou resisténcia a seis farmacos testados. Para esta pesquisa, foram

consideradas as espécies identificadas pelo gene RNAr 16S, e aquelas que ndo amplificaram
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para este gene ou ndo obtiveram qualidade na analise da sequéncia foi considerado o resultado

da identificacdo fenotipica.

Tabela 2 —Espécies identificadas, perfil de sensibilidade a antibacterianos e genes codificadores
de ESBL encontrados nas cepas da primeira coleta por ponto de amostragem na Estacdo de
Tratamento de Esgoto de Boa Vista-RR.

Ponto de G'éner(')/ _Espécie G'énerf'J/ _Espécie Resisténcia aos _G_enes
Amostragem felr?c?tri]tliﬂcﬁar?t |rc11Ietnitl;‘|cz;1;iars]t antibacterianos coglflég%l?_res
picamente genotipicamente e
Klebsiella oxytoca Aeromonas caviae Né&o realizado Nenhum
Citrobacter diversus Aeromonas caviae Né&o realizado Nenhum
Klebsiella oxytoca Aeromonas enteropelogenes N&o realizado blacrx-m
Pré-tratamento | Enterobacter cloacae Citrobacter freundii CFL blastv
Klebsiella pneumoniae Enterobacter cloacae AMP, AMC e CFL Nenhum
Escherichia coli Escherichia coli AMP, CLF e SUT blarem
Klebsiella oxytoca Klebsiella pneumoniae AMP Nenhum
Citrobacter diversus Enterobacter cloacae AMP’EANMACL* CFL, blarem
Pds- Tratamento AMP, AMC, CFL,
Klebsiella oxytoca* CRX, CRXAC e Nenhum
PPT

*Espécies identificadas apenas com andlise fenotipica. AMP = ampicilina; AMC = amoxacilina/acido clavulanico;
CFL = cefalotina; CRX = cefuroxima; CRXAC = cefuroxima/axetil SUT = sulfatrimetropim; NAL = acido
nalidixico.

Tabela 3 — Espécies identificadas e genes codificadores de ESBL encontrados
nas cepas da segunda coleta por ponto de amostragem na Estacao de Tratamento
de Esgoto de Boa Vista-RR.

Ponto de G_éner(_)/_Espécie G_énerc_)/_Espécie _ _Genes
Amostragem |de|?t|_f|cadas |der!t|f|cadas codificadores de
fenotipicamente genotipicamente ESBL
Providencia sp. Aeromonas cavie Nenhum
Citrobacter freundii Aeromonas hydrophila Nenhum
Pré-Tratamento Escherichia coli* - Nenhum
Klebsiella oxytoca Klebsiella oxytoca Nenhum
Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae blasqv
Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae blasky
Enterobacter aerogenes  Enterobacter cloacae Nenhum
Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae Nenhum
Enterobacter sp. Enterobacter cloacae Nenhum
Pos-tratamento | Klebsiella ozaenae Enterobacter asburiae Nenhum
Hafnia alvei Enterobacter asburiae Nenhum
Enterobacter aerogenes  Enterobacter ludwigii Nenhum
Hafnia alvei Serratia marcescens Nenhum

*Bactérias identificadas fenotipicamente somente.
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Na segunda coleta, foi realizada coleta em duplicata no ponto de efluentes do pré-
tratamento e em triplicata dos efluentes pos-tratamento. Nos efluentes pré-tratamento, foram
isoladas seis cepas das seguintes espécies: K. pneumoniae (2); K. oxytoca (1); E. coli (1); A.
hydrophila (1); e A. caviae (1). Houve prevaléncia do género Klebsiella com 50% das cepas
isoladas nesse ponto, diferenciando dos achados na primeira coleta. Mas o0 género Aeromonas
foi 0 segundo mais prevalente com 33,3% das cepas, sugerindo que este género se mantém nos
efluentes do pré-tratamento. As duas cepas de K. pneumoniae isoladas neste ponto foram
detectadas como portadoras do gene blasHv. No pos-tratamento, foram isoladas sete cepas
pertencentes as seguintes espécies E. cloacae (3), E. asburiae (2), E. ludwigii (1) e S.
marcescens (1). O género Enterobacter foi prevalente com 85,7% das cepas coletadas nesse
ponto. No entanto, nenhuma cepa portadora de genes codificadores de ESBL foi detectada neste
ponto.

Somando as duas coletas, no pré-tratamento foram encontrados 13 bacilos Gram-
negativos, com prevaléncia das espécies K. pneumoniae (3) e A. caviae (3); e no pds-tratamento
foram encontrados nove bacilos Gram-negativos, com prevaléncia da espécie E. cloacae (4).

As frequéncias das espécies de cada sitio de coleta podem ser visualizadas nos graficos 1 e 2.

Gréfico 1 — Frequéncia das espécies encontradas no pré-tratamento da Estacdo de
Tratamento de Esgoto de Boa Vista.

m Klebsiella pneumoniae

B Aeromonas caviae
Escherichia coli
Enterobacter cloacae

m Klebsiella oxytoca
Aeromonas hydrophila

m Citrobacter freundii

m Aeromonas enteropelogenes

Das espécies encontradas no pre-tratamento, 23% pertencem a espécie K. pneumoniae,
um importante patdégeno prevalente tanto em infecgdes graves como portador de resisténcia.
Estes resultados corroboram com os de Zagui et al. (2020) que encontraram prevaléncia da

espécie K. pneumoniae em efluentes urbanos sem tratamento do municipio de Ribeirdo Preto,
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SP. Furlan, Savazzi e Stehling (2020) relataram a presenca de K. pneumoniae multirresistente
em um lago e igarapés do estado de S&o Paulo, Brasil. Os autores concluiram que o perfil de
resisténcia a antibacterianos, a tolerancia a metais e a viruléncia contribuem para a persisténcia
desse patdgeno tanto no paciente como no ambiente aquatico. Essas pesquisas e 0 presente
trabalho alertam para a presenca e possivel persisténcia da espéecie K. pneumoniae no ambiente

aquatico natural.

Gréfico 2 - Frequéncia das espécies encontradas no pds-tratamento da Estacédo de
Tratamento de Esgoto de Boa Vista.

Enterobacter cloacae
Enterobacter asburiae
m Klebsiella oxytoca
W Serratia marcescens
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A espécie A. caviae foi também prevalente com 23,1% (3) das cepas encontradas no pré-
tratamento, um bacilo Gram-negativo comum de ambientes aquéaticos, mas que pode causar
infeccbes em humanos (FILGUEIRAS et al., 2017). Espécies de Aeromonas podem estar
disseminadas em diferentes ambientes aquaticos, desde efluentes hospitalares, urbanos, tanques
de aeracdo, estacOes de tratamento de esgotos e corpos hidricos naturais que recebem efluentes
tratados (CONTE et al., 2020). A identificacdo de A. cavie, A. hydrophila e A. enteropelogenes
so foi possivel através da identificacdo genotipica, mas Conte et al. (2020) concluem que a
taxonomia desse género é bastante complicada por causa da grande similaridade entre as
sequéncias de nucleotideos das diferentes espécies. Para o presente estudo, a espécie foi
identificada com base no maior nimero de alinhamentos com a mesma espécie nas sequéncias
do GenBank através da ferramenta BLAST.

Neste estudo, apenas 15,4% (2) de cepas de E. coli foi encontrada no pré-tratamento,
neste estudo, e nenhuma no pds-tratamento. Apesar de ser um bacilo da flora intestinal e 0 mais
importante patogeno causador de infeccdes urinarias, E. coli pode ser encontrada em lagos
urbanos, efluentes sem tratamento e até mesmo em rio (BARTLEY et al., 2019). Como esta

espécie € utilizada como indicador microbiolégico de qualidade da agua é frequentemente
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detectada em aguas que recebem impactos antropogénicos, mas outras espécies de interesse
clinico podem ocorrer nos efluentes urbanos (BHATT et al., 2020).

Algumas espécies de interesse clinico sdo observadas na lagoa pds-tratamento, como K.
oxytoca, E. cloacae e S. marcescens. Resultados semelhantes foram encontrados por Zagui et
al. (2020) que encontraram 0s patogenos K. pneumoniae, P. aeruginosa e E. cloacae em
efluentes tratados. Para Rodriguez et al. (2020) o género Enterobacter foi o segundo prevalente
em efluentes tratados, ficando atras apenas do género Aeromonas As espécies E. cloacae e S.
marcescens desempenham um papel importante na biodegradacéo de surfactantes, podendo ter
uma funcéo importante na degradacéo de tais substancias no tratamento de efluentes (FEDEILA
et al., 2018). Mas ambas as espécies estdo associadas a surtos de infec¢cdes nosocomiais, com
prevaléncia de espécies do género Enterobacter (GAJDACS; URBAN, 2019). Estas espécies
por serem patdgenos emergentes e estarem amplamente distribuidos na agua e solo, podem
atuar como reservatorios de multirresisténcia no ambiente natural.

E possivel observar uma maior quantidade de espécies no pré-tratamento em comparagao
com a quantidade do pos-tratamento, sugerindo que o tratamento dos efluentes pode reduzir a
diversidade de espécies que sdo emitidas no Rio Branco. Roderova et al. (2016) ndo
encontraram grandes diferencas no numero de espécies entre o pré-tratamento e o pos-
tratamento. Ja Zagui et al. (2020) encontrou trés espécies no efluente tratado, sendo elas K.
pneumoniae, P. aeruginosa e E. cloacae, sendo que esta ultima sé foi encontrada no pods-
tratamento.

O perfil de sensibilidade a antibacterianos foi feito apenas para seis cepas provenientes
da primeira coleta, sendo quatro do pré-tratamento e as duas do pds-tratamento, pois foram
gentilmente cedidas seis cartelas de antibiograma em VITEK para este estudo. Nenhuma
producdo de ESBL foi encontrada nas cepas analisadas, mas cinco apresentaram resisténcia a
pelo menos dois farmacos testados. O resultado do perfil de sensibilidade a cada antibacteriano
testado pode ser visto no gréafico 3.

Pelo perfil de sensibilidade (Grafico 3), foi possivel observar 83,3% de resisténcia aos
antibacterianos ampicilina e cefalotina. Além disso, 50% das cepas testadas apresentaram
resisténcia a amoxacilina associada ao acido clavulanico, que é um inibidor de ESBL. Estes
resultados divergem dos encontrados por Piotrowska, Kowalska e Popowska (2019), em que
foi encontrado alta porcentagem de resisténcia a cefalosporinas de terceira geracdo, como
ceftazidima e cefotaxima. Mas 0s autores encontraram baixa porcentagem de resisténcia ao
aminoglicosideo amicacina, corroborando com os achados desse trabalho, em que as cepas

demonstraram 100% de sensibilidade a amicacina e gentamicina.
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Gréfico 3 — Perfil de sensibilidade a antibacterianos dos bacilos encontrados em efluentes
urbanos.
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AMP = ampicilina; AMC = amxacilina/acido clavuléanico; PPT = piperacilina/tazobactam; CFL = cefalotina; CRX
= cefuroxima; CRXAC = cefuroxima/axetil; CRO = ceftriaxona; CPM = cefepima; ERT = ertapenem; MER
meropenem; AMI = amicacina; GEN = Gentamicina; CIP = ciprofloxacina; NOR = Norfloxacina; NIT
nitrofurantoina; SUT = sulfatrimetropim.

A sensibilidade as cefalosporinas de terceira geracdo corrobora com o fenétipo negativo
para ESBL, pois a resisténcia a esses farmacos € uma assinatura da producéo de ESBL (YELLE;
MASCARENHAS; ARUNA, 2020). Resultados semelhantes foram observados por Roderovéa
et al. (2016), em que as cepas isoladas de efluentes urbanos possuiam um perfil de resisténcia
a ampicilina, cefazolina e ampicilina associada ao inibidor de Beta-lactamase sulbactam, mas
eram sensiveis a cefalosporinas de terceira geracdo e carbapenémicos, além de serem 100%
sensiveis a amicacina. Os resultados observados no perfil de sensibilidade no presente estudo
sugerem que as cepas analisadas ndo produzem enzimas ESBL, pois estas hidrolisam
principalmente cefalosporinas de terceira e quarta geracdo, o que ndo foi observado no perfil
fenotipico.

Uma E. coli, encontrada no pré-tratamento, que apresentou resisténcia a ampicilina e
cefalexina, foi a Unica resistente a sulfatrimetropim. Quanto as cepas encontradas no pos-
tratamento, uma E. cloacae apresentou resisténcia a ampicilina, amoxacilina/acido clavulanico,
cefalexina e a Unica a ser resistente ao acido nalidixico. A espécie K. oxytoca, apresentou

resisténcia aos farmacos: amplicilina, amoxacilina/acido clavulanico, piperacilina/tazobactam,
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cefalotina, cefuroxima e cefuroxima/axetil, sendo a Unica cepa a apresentar resisténcia a cinco
farmacos. Esta K. oxytoca no pds-tratamento sugere a presenca de relevante resisténcia a
antibacterianos sendo emitida no Rio Branco.

A sensibilidade foi de 100% para os antibacterianos ceftriaxona, cefepima, ertapenem,
meropenem, amicacina, gentamicina, ciprofloxacina, norfloxacina e nitrofurantoina. Estes
farmacos sdo restritos ao uso hospitalar, e a resisténcia parece seguir essa tendéncia. Os
efluentes hospitalares misturam-se aos efluentes domésticos e de outras fontes urbanas,
podendo ter uma contribuicdo muito baixa na confluéncia de todo o efluente urbano (AYDIN
et al., 2018). O recomendado seria que os efluentes hospitalares tivessem um tratamento
especifico para eliminacdo de patdgenos antes de serem emitidos na rede de esgoto da cidade.
Além disso, farmacos como amoxacilina associada ao &cido clavulanico sdo receitados para
tratamento em casa, em que as pessoas podem administrar de forma indevida e nédo fazer o
descarte correto do medicamento (CONSTANTINO et al., 2020).

Apesar da producdo de ESBL ndo ter sido observada nas seis cepas analisadas, todas as
22 bactérias encontradas em ambos sitios e momentos de coleta foram submetidas a deteccéao

de genes codificadores de enzimas ESBL, sendo eles blatem, blaskv e blactx-m (tabela 3).

Tabela 3 — Frequéncia de genes codificadores de ESBL encontrados nas cepas
presentes nos efluentes urbanos da Estacdo de Tratamento de Esgoto.
Genes de Resisténcia

N° de cepas encontrados
Ponto de amostragem identificadas blatem  blashv blacTx-m
Pré-tratamento 5 1 3 1
Pds-tratamento 1 1 0 0
TOTAL 6 2 3 1

Trés cepas da primeira coleta com perfil de sensibilidade a antibacterianos caracterizado
foram portadoras de genes codificadores de ESBL, dentre as quais, duas cepas apresentaram o
gene blatem, € uma cepa com o gene blasnv, que € uma C. freundii com resisténcia apenas a
cefalexina. A cepa de E. coli (pré-tratamento), uma das portadoras do gene blatem, € a mesma
com o perfil de resisténcia a ampicilina, cefalexina e sulfatrimetropim. A cepa portadora do
gene blatem € uma E. cloacae, encontrada no pos-tratamento, com perfil de resisténcia a
ampicilina, amoxacilina/acido clavulanico, cefalexina e &cido nalidixico. Esta cepa foi a Unica
portadora de um gene codificador de ESBL no sitio de pds-tratamento, encontrada na primeira
coleta. Ainda na primeira coleta, uma cepa de A. enteropelogenes, encontrada no pré-

tratamento, era portadora do gene blactx-m, Sendo a Unica ocorréncia desse gene entre as 22
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amostras de bactérias dos efluentes urbanos. Ndo foram detectadas associacfes entre 0s genes
testados em uma mesma cepa.

Das cepas resistentes a amoxacilina/acido clavulanico, apenas a E. cloacae encontrada no
pos-tratamento era portadora de um gene codificador de ESBL, blatem. Nas outras duas
resistentes (E. cloacae — pré-tratamento e K. oxytoca — pos-tratamento) a este farmaco nenhum
dos genes de interesse dessa pesquisa foram encontrados. Apesar dos trés genes aqui
investigados serem os codificadores de ESBL mais comuns, muitos outros genes podem ser
codificadores de enzimas ESBL e carbapenemases, fazendo parte da familia de genes bla
(PIOTROWSKA; KOWALSKA; POPOWSKA, 2019). Outro fator que pode ter influenciado
nesses resultados é que alguns dos genes pesquisados poderia estar presente, mas ndo foi
amplificado durante a PCR.

Dentre as seis bactérias com perfil de sensibilidade a antibacterianos fenotipicamente
caracterizado, 50% possuiam um gene codificador de ESBL. Dentre as bactérias que ndo
tiveram o perfil de sensibilidade caracterizado, trés eram portadoras de genes de resisténcia,
todas encontradas nos efluentes do pré-tratamento. Roderova et al. (2016) também encontraram
algumas discrepancias entre o fenotipo sensivel e a presenca do gene mediado por plasmideos
AmpC em algumas cepas. Sugere-se que algo semelhante pode estar acontecendo entre as
bactérias com genes codificadores de ESBL encontradas nesse estudo. Ha indicios de que a
correlacdo entre o fendtipo e gendtipo ndo é sempre 100%. Algumas mutacdes de base Unica
no gene podem levar a alteragcdes no sitio ativo da enzima e esta ndo ser expressa, mas 0 gene
pode sofrer novas mutacdes e tornar a expressar a enzima (GORDON et al., 2014,
MORADIGARAVAND et al., 2018). As cepas portadoras desses genes nesse estudo podem
estar atuando como reservatorios na ETE de Boa Vista, pois este resultado sugere que as
bactérias podem ndo ser virulentas, mas portadoras de genes codificadores de ESBL.

Ao total, foram encontradas seis cepas portadoras de um gene codificador de ESBL, sendo
trés no pré-tratamento na primeira coleta, duas no mesmo sitio na segunda coleta e uma no pos-
tratamento na primeira coleta. Das 22 cepas coletadas, 27,27% (6) possuiam um gene
codificador de ESBL.

Na segunda coleta apenas duas cepas de K. pneumoniae coletadas no sitio de pré-
tratamento eram portadoras do gene blasnv, sendo o Unico gene que ocorreu na segunda coleta.
N&o houve ocorréncia simultanea de dois ou mais genes codificadores de ESBL na mesma cepa.
Outro destaque nos resultados observados é que 83,33% das cepas portadoras de genes ESBL
foram encontradas no sitio de pré-tratamento, ou seja, os efluentes urbanos brutos. Além disso,

na primeira coleta foram analisadas nove cepas, em que quatro portavam genes ESBL, enquanto
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na segunda 13 cepas foram analisadas, e apenas duas portavam genes ESBL, sem nenhuma
ocorréncia nas cepas observadas no sitio de pos-tratamento.

As espécies dos géneros Aeromonas, Enterobacter e a espécie E. coli sdo capazes de
portar genes de resisténcia, como apresentado neste estudo. A preocupacdo ambiental é que
esses bacilos sdo muito bem adaptados ao ambiente aquatico natural, logo considerados
possiveis reservatorios ambientais da resisténcia a antibacterianos (CONTE et al., 2020). Além
disso, a transferéncia horizontal de genes € interespecifica e ocorre numa taxa maior em climas
tropicais (DEVARAJAN et al., 2017). A contribuicdo dos efluentes hospitalares nos efluentes
urbanos pode variar de acordo com a estacdo de clima tropical, mas a contribuicdo em ambas
as estacdes é significativa (AL SALAH et al., 2020).

A maioria das cepas portadoras de genes de resisténcia foram encontradas nos influentes
da estacdo de tratamento de esgoto neste estudo. O tratamento de efluentes adotado influencia
fortemente na qualidade microbioldgica do efluente ao final do tratamento (BHATT et al.,
2020). Entretanto, esses processos podem ser eficazes até certo ponto na remocao de genes de
resisténcia, ndo tendo sucesso num controle confidvel e sustentavel desses genes no ambiente
natural (ASADI-GHALHARI et al., 2020). Desta forma, devem ser preconizados tratamentos
prévios nas principais fontes de disseminacdo de genes de resisténcia, como nos efluentes

hospitalares, e tratamentos mais efetivos no tratamento de efluentes urbanos.

Concluséao

Este estudo foi capaz de detectar tragos de disseminacgéo de genes de resisténcia entre as
cepas bacterianas que chegam ao tratamento de esgoto da cidade de Boa Vista, Roraima, Brasil.
Apesar do perfil fenotipico das cepas demonstrar-se ndo produtor de ESBL, em algumas destas
testadas foi encontrado genes codificadores de ESBL. Demonstrando, assim, a possibilidade de
disseminacéo de bacterias de interesse clinico portando genes de resisténcia a antibacterianos
no ambiente natural, mesmo que discreta. Nos influentes do pré-tratamento foram encontradas
as principais espécies de patdgenos oportunistas como K. pneumoniae e Aermononas e uma
frequéncia maior de cepas portadoras de genes de resisténcia, apontando para o risco que 0s
trabalhadores do setor e moradores do entorno se expdem. Os efluentes hospitalares podem
estar contribuindo para a presenca dessa multirresisténcia, mas ndo se pode afirmar que seja a
unica contribuicdo. Tratamentos prévios dos efluentes hospitalares antes que cheguem as
estacOes de tratamento de esgotos pode contribuir para minimizar tracos genéticos da resisténcia
encontrada nesses lugares, para prevenir o ambiente natural de se tornar reservatorio. Os

achados desta pesquisa apontam para a necessidade de vigilancia com relacéo a disseminagéo
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de bactérias portadoras de genes de resisténcia no ambiente natural, 0 que representa uma

ameaca potencial a satde de seus consumidores.
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4 CAPITULO Il

Comparacéo entre as bactérias Gram-negativas portadoras de genes codificadores de
ESBL encontradas em efluentes hospitalares e na estacdo de tratamento de esgoto da

cidade de Boa Vista, estado de Roraima, Brasil.

Introducéo

Bactérias Gram-negativas sdo predominantes em infeccdes hospitalares e adquiridas da
comunidade. Um dos fatores de viruléncia sdo os lipopolissacarideos (LPS), uma estrutura
exclusiva da membrana externa dessas bactérias (MALDONADO; SA-CORREIA;
VALVANO, 2016). As infeccdes sdo predominantemente causadas por bacilos da familia
Enterobacteriaceae, como Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, entre outras
(MCLELLAN; HUNSTAD, 2016). Mas especies de outras familias também séo encontradas,
sendo as mais comuns as Pseudomonas aeruginosa (Pseudomonadaceae) e Acinetobacter
(Moraxellaceae) frequentemente associadas ao ambiente hospitalar, mas pertencentes a géneros
comuns do ambiente natural também (FISHMAN et al., 2018; NEPAL et al. 2018;
MOUBARECK; HALAT, 2020).

As bactérias Gram-negativas patogénicas sdo muito frequentes no ambiente hospitalar,
podendo causar infecges nosocomiais em pacientes internados. Causam infec¢fes urinarias
associadas ao uso de cateter uretral, infeccdes de feridas, infeccdes do trato respiratorio inferior
associadas ao uso de ventilacio mecanica e bacteremia (ASSUNCAO et al., 2019). Os farmacos
empregados no tratamento empirico dessas infecgfes sdo os antibacterianos de amplo espectro
de agdo principalmente da classe dos B-lactdmicos, que inclui penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos (ETEBU; ARIKEKPAR, 2016). Contudo, as bactérias do
ambiente hospitalar estdo cada vez mais resistentes aos farmacos, prolongando a internacéo dos
pacientes, restringindo as opc¢des de tratamento e aumentando a morbimortalidade
(THEURETZBACHER, 2017).

Nos ultimos anos, vem sendo cada vez mais relatada mundialmente a emergéncia de
bactérias Gram-negativas com resisténcia a antibacterianos de amplo espectro de acéo
(RAHMAN et al., 2018). Estas bactérias podem contar com mecanismos variados de
resisténcia, como as enzimas B-lactamases de Espectro Estendido (ESBL) que promovem a
hidrélise dos antibacterianos [B-lactdmicos de espectro estendido, atingindo penicilinas,
cefalosporinas e monobactam (BUSH; JACOBY, 2010; RAHMAN et al., 2018). Estas enzimas
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sdo codificadas por genes como o blatem, blasnv e blacTx-m, que estéo localizados em elementos
genéticos méveis como os plasmideos (SHAIKH et al., 2015). As bactérias sdo capazes de
duplicar o plasmideo, de forma independente do DNA cromossomal, e transferi-lo de forma
interespecifica através da conjugacdo, resultando numa disseminacdo epidémica de genes
codificadores de ESBL na comunidade bacteriana (SHAIKH et al., 2015; LOPATKIN et al.,
2016).

Durante a rotina no ambiente hospitalar sdo feitos descartes via residuos liquidos, que
podem ser uma via de disseminacdo de bactérias resistentes a farmacos (BUELOW et al., 2018).
Sédo descartados farmacos, materiais contaminados, materiais biol6gicos e excretas de pacientes
(RAFRAF et al., 2016). Entéo os efluentes hospitalares ndo s6 modificam o ambiente, através
do descarte de farmacos, como fornece bactérias capazes de resistir a essa modificagdo. Quando
0 hospital ndo realiza um tratamento prévio especifico para diminuir tais contaminantes nos
seus efluentes, estes sdo lancados na rede de esgoto da cidade carregando moderadas
concentracOes de farmacos e bactérias multirresistentes (WALIA et al., 2016; LORENZO et
al., 2018; ZAGUI et al. 2020).

A agua doce é um recurso natural proveniente de varios reservatérios naturais, como nas
geleiras nos polos, no ar na forma de vapor e em corpos hidricos como rios, lagos e igarapés
(SHIKLOMANOYV, 1998; UNESCO, 2003). As grandes cidades geralmente localizam-se
préximo a um corpo hidrico para que deste seja retirada a agua para abastecer a cidade (PAL et
al., 2014). Como os grandes centros urbanos utilizam a dgua para diversos fins, como para a
agricultura, para usos domésticos, industriais, entre outros, estes setores também geram
residuos liquidos (ANA, 2019). Para minimizar os impactos da descarga de efluentes
contaminados nos corpos hidricos receptores, estes residuos liquidos geralmente séo tratados
em estacdes de tratamento de esgoto (ETE).

No Brasil, 42,6% dos esgotos gerados sdo coletados pela rede sanitaria e sdo tratados, e
o0 tratamento predominante €& por lagoas de estabilizagdo, que realiza tratamentos
microbiologicos que reduzem a mateéria organica dos efluentes para entdo serem lancados no
corpo hidrico receptor (ANA, 2017). Este é o ciclo urbano da agua, em que um rio pode ser
tanto a fonte de abastecimento como o corpo hidrico receptor, como acontece em Boa Vista,
em que a captacao € realizada a montante do despejo, apés tratamento na ETE (CAER, 2020).

Os efluentes hospitalares séo considerados em varios estudos como a principal fonte de
disseminacédo de bactérias multirresistentes no ambiente (LORENZO et al., 2018; WALIA et
al., 2016; ZAGUI et al. 2020). Quando os efluentes hospitalares séo emitidos sem tratamento
prévio especifico na rede de esgoto, acabam chegando a ETE e as bactérias patogénicas

portadoras de genes de resisténcia que persistirem a esse trajeto encontram bactérias nativas
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daquele ambiente. As ETEs estdo entre os mais importantes condutores da propagacdo de
resisténcia a antibacterianos nos ambientes aquéticos, pois oferece um ambiente étimo para a
transferéncia horizontal de genes entre as bactérias durante o processo de tratamento
(LORENZO et al., 2018). Uma grande ameagca ¢ a possibilidade da descarga continua dessas
bactérias no corpo hidrico receptor, transformando esse ambiente em reservatorio da
multirresisténcia e ameagando a satde dos seus consumidores (WALIA et al., 2016).

Portanto, os residuos liquidos urbanos sé@o uma potencial via de disseminacdo de bactérias
multirresistentes no ambiente natural e medidas de controle devem ser adotadas. Alguns
hospitais publicos de Boa Vista (RR) ndo realizam tratamento prévio dos efluentes hospitalares,
que sdo lancados diretamente na rede de esgoto da cidade e chegam até a estacdo de tratamento.
Branddo et al. (2017) ja relataram a presenca de bactérias produtoras de ESBL em efluentes
hospitalares de um hospital publico da cidade de Boa Vista, mas 0s autores ndo investigaram
se este achado se mantém até a ETE da cidade. Com isso, 0 objetivo dessa pesquisa foi comparar
as bactérias Gram-negativas portadoras de genes codificadores de ESBL encontradas nos
efluentes hospitalares com as encontradas nos efluentes urbanos da estacdo de tratamento de
esgoto da cidade de Boa Vista, a fim de compreender como a resisténcia a antibacterianos se

mantém por esta via.
Materiais e métodos

Para a realizacdo desta pesquisa foram escolhidos dois hospitais publicos e a estacdo de
tratamento de esgoto da cidade de Boa Vista, estado de Roraima, Brasil, nos quais foram
realizadas coletas de efluentes (Figura 1).

Foram coletados efluentes hospitalares de dois hospitais publicos de Boa Vista — RR,
Brasil, que possuem Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Primeiro, o Hospital Geral de
Roraima (HGR), o principal hospital terciario da rede publica do estado de Roraima, com 240
leitos de internacdo distribuidos em quatro blocos e 20 leitos de UTI. Em sua estrutura sanitaria,
possui 3 caixas septicas de passagem, uma que recebe efluentes gordurosos da cozinha e duas
de efluentes dos leitos de internagdo e UTI. Todos os efluentes hospitalares convergem para
uma caixa bioldgica, na qual sdo drenados para posterior langamento na rede de esgoto do
municipio.

O segundo hospital incluido nesta pesquisa foi o Hospital da Crianca Santo Antonio
(HCSA), o unico hospital para atendimento infantil no estado, com 167 leitos de internacdo e
10 leitos de UTI. A estrutura sanitaria conta com caixas sépticas seladas que convergem para

uma caixa bioldgica, com drenagem isolada para lancamento na rede de esgoto.
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Figura 1 - Mapa da cidade de Boa Vista-RR e pontos de coleta de efluentes.
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Para verificar a persisténcia de bactérias patogénicas em efluentes urbanos, foram
coletados efluentes da Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) do municipio de Boa Vista-RR.
A ETE conta com o sistema de tratamento por lagoas de estabilizacdo, com as seguintes etapas:
gradeamento das aguas residuais em seu estado bruto, para separacdo de particulas solidas;
lagoa facultativa para degradacdo microbioldgica de matéria organica; e lagoa de maturacdo
para eliminacdo de micro-organismos patogénicos. A partir da lagoa de maturacéo, os efluentes
tratados seguem por um emissario até desague no Rio Branco, a jusante da captacéo. Na estacéo,
foram coletadas amostras das aguas residuais pré-tratamento, apds o gradeamento, e amostras
do pos-tratamento, no ponto em que a 4gua escoa para 0 emissario.

No HGR foram coletados efluentes de trés caixas sépticas: uma desativada que recebia
efluentes dos blocos de internacdo (HGR CS1); outra ativa que recebia efluentes dos blocos e
UTIs (HGR CS2) e a caixa biologica (HGR CS3) que recebia todos os efluentes hospitalares e
interligava-se com a rede de esgoto do municipio. No HCSA foram coletados efluentes apenas
da caixa bioldgica (HCSA CB) que recebia todos os efluentes gerados, pois as caixas sépticas
de passagem eram seladas, sem possibilidade de abertura para esta pesquisa.

Foram realizadas coletas de efluentes em caixas septicas do Hospital Geral de Roraima
(HGR) e do Hospital da Crianca Santo Anténio (HCSA) em setembro de 2019 e dezembro de
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2019, respectivamente. Para a coleta de efluentes hospitalares foi utilizado um modelo protétipo
do coletor de efluentes em profundidade (deposito de patente BR n° 202018009448), e se deu
de acordo com Brandao et al. (2017). O coletor foi submerso fechado para evitar o lodo
superficial que se forma na caixa séptica, aberto numa profundidade de 30 cm e retirado da
caixa séptica contendo 15 ml do residuo liquido.

Para a coleta de efluentes urbanos na ETE foi utilizado um modelo prot6tipo do coletor
de efluentes em profundidade (deposito de patente BR n°® 202018009448), e se deu de acordo
com Brand&o et al. (2017). Foram realizadas duas coletas, sendo a primeira em abril de 2019 e
a segunda em marco de 2020. Em ambas, coletor foi submerso aberto, pois ndo havia lodo
superficial, numa profundidade de 30 cm e retirado da lagoa contendo 15 ml do residuo liquido.
Na segunda coleta, os efluentes poés-tratamento foram coletados a 30 cm e 50 cm de
profundidade. Os efluentes hospitalares e urbanos coletados foram armazenados em caixa
térmica para transporte até o Laboratdrio de Bacteriologia do Laboratério Central de Roraima
(LACEN-RR), onde se procedeu a anélise microbioldgica.

O material coletado foi diluido em solucdo salina na concentracdo de 1:10. Em seguida,
o efluente foi semeado em agar MacConkey a partir da diluicdo e diretamente do material
coletado, e as placas foram inoculadas em estufa a 37°C por 24h. Apds o crescimento de
coldnias bacterianas, foi realizada inoculacdo de colbnias puras em agar MacConkey,
selecionadas de acordo com a morfologia da colonia.

A partir das colbnias puras, foi realizada a identificacdo fenotipica de bactérias Gram-
negativas atraves da série bioquimica (ANVISA, 2013), em que foram analisados seis
parametros: citrato de Simmons, TSI (Triple Sugar Iron), SIM (Sulphide Indole Motility),
Fenilalanina, Malonato e LIA (Lysine Iron Agar). Os tubos de ensaio foram inoculados em
estufa a 35°C por 24h. Os resultados foram interpretados de acordo com as recomendac¢@es da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Concomitante a identificagdo de especies foi realizado o Teste de Sensibilidade a
Antibacterianos (TSA) pelo sistema automatizado VITEK®2 somente para as amostras da
primeira coleta na ETE. A col6nia pura de bactéria foi diluida em solugdo salina na
concentracdo de 0,5 na escala de McFerland. A partir deste preparo, foi diluido novamente
numa proporg¢do de 1:10 e inoculado na cartela do VITEK®2 para analise, com 0s seguintes
antibacterianos: ampicilina, amoxacilina/acido clavulanico, cefepima, cefuroxima,
cefuroxima/axetil, cefalotina, ceftriaxona, ertapenem, meropenem, acido nalidixico,
ciprofloxacina, norfloxacina, nitrofurantoina, piperacilina/tazobactam, sulfazotrim, amicacina
e gentamicina. O sistema automatizado fornece os resultados com a Concentragdo Minima

Inibitéria (MIC) e a interpretacéo categodrica de S (sensivel), I (intermediario) e R (resistente)
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de acordo com os padrbes estabelecidos pela Clinical Standard Laboratory Institute no
documento M100 (CSLI, 2018).

As bacteérias isoladas a partir dos efluentes hospitalares foram submetidas ao Teste de
Sensibilidade a Antibacterianos (TSA) pela técnica de disco difusdo em agar Mueller Hinton
de Kirby e Bauer (HUDZICKI, 2009). A col6nia pura de bactéria foi diluida em solucéo salina
na concentracgdo e 0,5 na escala de McFerland. Em seguida, foram semeadas em &gar Mueller
Hinton com swab. Foram testados os antibacterianos: ampicilina, amoxacilina/acido
clavulanico, aztreonam, cefepima, cefotaxima, cefuroxima, cefalotina, cefazolina, cefoxitina,
ceftriaxona, imipenem, meropenem, tetraciclina, acido nalidixico, levofloxacina,
piperacilina/tazobactam, sulfazotrim, cloranfenicol, amicacina e gentamicina, que foram
depositados numa distancia de 20 mm de centro a centro.

Na mesma placa, foi realizado o teste especifico para deteccdo da producdo de enzimas
B-lactamases de espectro estendido (Extended-Spectrum p-lactamases — ESBL), pela técnica de
disco de aproximacao, em que o antibacteriano amoxacilina/acido clavulénico € depositado no
centro e rodeado pelos antibacterianos: aztreonam, cefotaxima, ceftriaxona e cefepima. A
presenca de distorcdo do halo (zona fantasma) entre os discos indica a producdo de enzimas
ESBL. As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24h. A leitura de todos os resultados
se deu pelo didmetro dos halos formados de acordo com os padrdes estabelecidos pela Clinical
Standard Laboratory Institute no documento M100-S22 (CSLI, 2012).

Em seguida, as bactérias foram inoculadas em Caldo BHI (Brain Heart Infusion) em
estufa a 35°C por 24h. Posteriormente transportadas para o Laboratdrio de Biologia Molecular
(LaBMol), instalado no Centro de Estudos da Biodiversidade (CBio) na Universidade Federal
de Roraima (UFRR), onde se deu prosseguimento as proximas etapas. As amostras foram
submetidas a extracdo de DNA pelo método do choque térmico (CHAPMAN et al. 2001) com
modificac¢Oes segundo Brand&o et al. (2017), que consiste em transferéncia do meio de cultura
com crescimento para um microtubo de 1,5 ml, centrifugado a 6500 rpm por 10 minutos,
dispensa-se 0 sobrenadante e ressuspende-se 0 precipitado em &gua ultrapura. Depois 0s
microtubos sdo submetidos a fervura a 100 °C por 10 minutos e rapidamente arrefecidas em
freezer -80°C. Estas amostras ficaram armazenadas em freezer -20°C.

O DNA extraido de todas as amostras foi submetido & Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para a deteccdo dos genes blatem, blashv € blactx-m que sdo codificadores de f3-
lactamases de espectro estendido. Foi preparada uma solugido com MgCI?* (1,5 uM), Tampao
1X, Taq DNA Polimerase (1U), dNTP (0,2 mM), iniciadores (25 pmol) e 5 ul de DNA molde
diluidos em &gua ultrapura em quantidade suficiente para o volume final de 25 pl. Esta reacdo
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ocorreu em termociclador Applied Byosystems ProFlex 3x32, segundo as condi¢Ges descritas

na tabela 1.

Tabela 1 - Descricdo dos iniciadores e condi¢Ges da PCR para deteccéo dos genes.

Gene Iniciadores (5°-3”) Condicdes para Tamanho
Amplificacdo (pb)
blatem F-ATGAGTATTCAACATTTCCG 1 ciclo por 5* a 96°C 867
R-CTGACAGTTACCAATGCTTA 35 ciclos de 1’ a 96°C;
1’ a 60°C;
blasiv | F-GGTTATGCGTTATATTCGCC a7’ 867
R-TTAGCGTTGCCAGTGCTC I ciclo de 107 a 72°C.
blacTx-m F-ATGTGCAGYACCAGTAARGT 1 Ciclode 7’ a 94°C 593
R-CTGACAGTTACCAATGCTTA 35 Ciclos de 50” a
94°C; 40” a 50°C;
1’ a72°C;
1 Ciclode 5’ a 72°C.

Fonte: Ferreira et al. (2011).

Para a identificacdo genotipica das espécies foi realizada PCR para o gene rRNA 16S,
com o0s iniciadores 27F (3’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-5) e 1492R (3’-
GGTTACCTTGTTACGACTT-5"), gerando um produto de ~1500pb. As condi¢des para
amplificacdo foram: desnaturagdo inicial de 5 min a 96° C, estagio com 35 ciclos, sendo um
minuto a 96°C para desnaturacdo, um minuto a 60°C para anelamento e dois minutos a 72°C
para extensdo, finalizando com um estagio de extensao final a 72°C por 10 min (FERREIRA et
al., 2011).

Para verificar o produto amplificado, foi realizada eletroforese em gel de agarose,
preparado a uma concentracéo de 1,8% e tampdo TBE. Do amplificado de cada amostra, 5 pl
foi corado com Blue Green (0,7 pl), adicionado azul de bromofenol e sacarose a 10% (2,0 ul)
para dar peso a molécula de DNA. Foi aplicando 2,0 ul um padrao de peso molecular (100 pb).
Este gel foi submerso em TBE e submetido a uma corrente elétrica, e posteriormente analisado
em Fotodocumentador UV MiniBis. A amplificacdo foi verificada pela presenca de uma linha
e confirmada pelo alinhamento, de acordo com o tamanho do gene amplificado, com o marcador
de peso molecular.

Foi realizada reacdo de sequenciamento de Sanger do gene RNAr 16S para determinar
genotipicamente as espécies bacterianas das cepas isoladas, de acordo com o fabricante. Para

cada amostra foram realizadas duas reagdes a fim de gerar as sequéncias senso (27F) e anti-
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senso (1492R). Em cada reacdo de sequenciamento foi utilizado 1 pul de DNA amplificado, 0,3
pl de Tampao BigDye® Terminator versdo 3.1 (Applied Biosystems™, USA), 1,85 ul de
tampdo de sequenciamento 5X (SaveMoney), 1 pl de iniciador e agua ultrapura livre de
nucleases suficiente para 10 pl. A reacdo de amplificacédo foi realizada em termociclador, nas
seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 96°C por um minuto; 25 ciclos com desnaturacéo a
96°C por 10 segundos, anelamento a 50°C por 10 minutos e extensdo a 60°C por quatro
minutos. O produto da reacgdo foi submetido a purificacdo pela precipitacdo com etanol, EDTA
e acetato de sodio. O produto sequenciado foi analisado em sequenciador automatizado Genetic
Analyzer 3500 (Applied BioSystems™),

As sequéncias obtidas foram analisadas usando o software Geneious® versao 5.5.4
(DRUMMOND et al., 2020). Neste software, foi avaliada a qualidade das sequéncias obtidas,
através da andlise do eletroferograma, onde um valor de QV (do inglés Quality Value) indicou
a qualidade. A identidade da bactéria foi determinada por meio de alinhamento das sequéncias
consensos obtidas com sequéncias depositadas no Banco de Dados e Sequéncias Genéticas -

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) através da ferramenta BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool), que alinha as sequéncias atraves da similaridade entre elas. A
similaridade considerada para esse estudo foi de > 98%.

Foi realizado teste do quiquadrado de aderéncia no software Bioestat v. 5.0 (AYRES, M.
etal., 2007) para comparar a frequéncia de bactérias portadoras de genes codificadores de ESBL
encontradas nos efluentes hospitalares e aquelas encontradas nos efluentes urbanos, a fim de

esclarecer a diferenca significativa entre os dois tipos de efluentes
Resultados e Discussdo

Foram isoladas 16 cepas de bacilos Gram-negativos a partir dos efluentes hospitalares,
distribuidos nos trés pontos de coleta no HGR e no Unico ponto de coleta do HCSA. Os
resultados para as espeécies identificadas fenotipica e genotipicamente, perfil de resisténcia
obtido pelo teste de sensibilidade a antibacterianos e genes codificadores de ESBL encontrados
nas cepas estdo dispostos na tabela 2.

A espécie K. pneumoniae se mostrou prevalente em 25% das cepas isoladas a partir de
efluentes hospitalares e todas eram portadoras de pelo menos um gene ESBL, com destaque
para uma cepas desta espécie portando simultaneamente os trés genes pesquisados na caixa
bioldgica de confluéncia do HGR, da qual sdo lancados para a rede de esgoto da cidade.
Inclusive, neste ponto, todas as cepas isoladas possuiam genes codificadores de ESBL. As

espécies P. aeruginosa e A. caviae se mostraram frequentes em 12,5% cada entre as cepas
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isoladas, com apenas uma cepa de cada espécie portando os genes blactx-m e blatem,

respectivamente.

Tabela 2 — Espécies identificadas, perfil de sensibilidade a antibacterianos e genes codificadores
de ESBL encontrados nas cepas isoladas de efluentes hospitalares por ponto de amostragem.

Género/Espécie Género/Espécie o Genes
Ponto de : r . o Resisténcia aos o
amostragem identificadas identificadas antibacterianos codificadores
g fenotipicamente genotipicamente de ESBL
BGN Aeromonas enteropelogenes N3io testado blasqv
Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae Nenhum blaswv
AMP, AMC, PPT,
HGR CS1 CFL, CFZ, CRX,
Enterobacter sakazaki Leclercia adecarboxylata CFO, CTX, ATM, Nenhum
CRO, CPM, GEN
e TET.
Providencia retgeri! - N3o testado Nenhum
Providencia stuarti Aeromonas caviae N&o testado Nenhum
Salmonella sp. Chromobacterium violaceum ~ AMP, CFL, CRX, blacTx-m
CFZ, CRXECTX
HGR CS2 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae AMP blashv
Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae Nenhum blashv
Citrobacter diversus Phytobacter diazotrophicus NIT? Nenhum
AMP, AMC, CFL,
CRX, CFZ, CFO,
Citrobacter sp. Aeromonas caviae CTX, CRO, CPM, blarem
ATM, PPT, SUT,
TET e NAL
AMP, AMC, CFL,
CRX, CFZ, CFO, blatem,
Klebsiella oxytoca Escherichia coli CTX, CRO, CPM, blasnv e
ATM, PPT, SUT e blacTx-m
HGR CS3 NAL
AMP, AMC, CFL,
CRX, CFZ, CFO, bla
Klebsiella sp Klebsiella pneumoniae CTX, CRO, CPM, blasT:\’:Aé
' ATM, PPT, SUT, bla
LEVO, TET e crem
NAL
Escherichia coli Shigella sonnei CFL, CRX, CFZ, blacrtx-m
NAL e SUT
BGN! - N3o testado blarem
AMP, AMC, CFL,
BGN Pseudomonas aeruginosa CRX, CFZ, AMl e Nenhum
NAL
AMP, AMC, CFL
HCSA CB ' o
CSAC CRX, CFZ, CFO,
BGN Pseudomonas aeruginosa CRO, CTX, ATM, blacTx-m
IMI, MER, NAL e
CLO

‘Espécies identificadas apenas com analise fenotipica. 2Antibiograma realizado em VITEK-2. BGN = Bacilo
Gram-negativo Nao Fermentador da Glicose. HGR CS1: Caixa Séptica 1 do HGR; HGR CS2: Caixa Séptica 2 do
HGR; HGR CS3: Caixa Séptica 3 do HGR; HCSA CB: Caixa Biol6gica do HGR. AMP = ampicilina; AMC =
amoxacilina/acido clavulanico; PPT = piperacilina/tazobactam; CFL = cefalotina; CFZ = cefazolina; CRX =
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cefuroxima; CFO = cefoxitina; CTX = cefotaxima; CRO = ceftriaxona; CPM = cefepima; ATM = aztreonam; IMI
= imipenem; MER = meropenem; AMI = amicacina; GEN = gentamicina; NAL = acido nalidixico; SUT =
sulfatrimetropim; LEVO = levofloxacina; TET = tetraciclina; CLO = cloranfenicol; NIT = Nitrofurantoina.

Ocorreram apenas uma cepa de cada espécie a seguir: Providencia retgeri (6,25%),
Aeromonas enteropelogenes (6,25%), Leclercia adecarboxylata (6,25%), Phytobacter
diazotrophicus (6,25%), Chromobacterium violaceum (6,25%), Shigella sonnei (6,25%), um
BGN (6,25%) e uma Escherichia coli (6,25%), esta ultima na caixa de confluéncia portando os
trés genes simultaneamente.

Estes resultados corroboram com os achados por Brand&o et al. (2017), em que houve
prevaléncia do género Klebsiella entre as cepas isoladas a partir de efluentes do mesmo hospital
publico aqui analisado, além disso, também portadoras dos genes codificadores de ESBL. A
espécie K. pneumoniae € bastante associada ao ambiente clinico, frequentemente prevalente em
infeccOes graves e com perfil multirresistente, portando um ou mais genes codificadores de
ESBL (FERREIRA et al., 2019). A presenca de patdgenos desse género portando genes bla em
efluentes hospitalares representa uma ameaca a saude de funcionarios do setor sanitario do
hospital.

Nesta pesquisa foi possivel identificar cepas do género Aeromonas, como A.
enteropelogenes portando o gene blashy e A. caviae portando blatem. Os bacilos deste género
sdo comuns do ambiente aquéatico, mas também sdo considerados patdgenos emergentes
(PESSOA et al., 2019). Espécies de Aeromonas também podem ser encontradas em efluentes e
corpos d’agua naturais impactados diretamente por residuos liquidos portando genes
codificadores de ESBL (HARNISZ; KORZENIEWSKA, 2018). Como este género € bem
adaptado ao ambiente aquatico, mas também é um patégeno emergente portador de genes
ESBL, tem grande potencial de cumprir a funcdo de reservatdrio desses genes no ambiente
natural.

Duas coletas de efluentes urbanos foram realizadas na ETE, na primeira, nove cepas
foram isoladas, e na segunda, treze cepas foram isoladas e ndo foi possivel realizar o
antibiograma para tragar o perfil de sensibilidade a antibacterianos. Estes resultados podem ser
visualizados nas tabelas 3 e 4.

O género Aeromonas se mostrou prevalente entre as amostras do pré-tratamento na
primeira coleta, porém na segunda coleta, houve prevaléncia do género Klebsiella no mesmo
ponto de coleta. J& no ponto de amostragem do pos-tratamento, houve diferenga no nimero de
cepas isoladas, com prevaléncia do género Enterobacter na segunda coleta, em que houve
coleta em triplicata dos efluentes, o que pode explicar o nimero maior de cepas detectadas em

relagéo a primeira coleta.
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Tabela 3 — Espécies identificadas, perfil de sensibilidade a antibacterianos e genes codificadores
de ESBL encontrados nas cepas da primeira coleta por ponto de amostragem na ETE.

Ponto de G_énerc_)/ _Espécie G_énerc_)/ _Espécie Resisténcia aos _G_enes
Amostragem fefgt?t'iflcﬁjaﬁt |r(1jetnit|if|citqjars]t antibacterianos coglflégcé?_res
picamente genotipicamente e
Klebsiella oxytoca Aeromonas caviae Néo realizado Nenhum
Citrobacter diversus Aeromonas caviae N&o realizado Nenhum
Klebsiella oxytoca Aeromonas enteropelogenes Né&o realizado blacrx-m
Pré-tratamento | Enterobacter cloacae Citrobacter freundii CFL blastv
Klebsiella pneumoniae Enterobacter cloacae AMP, AMC e CFL Nenhum
Escherichia coli Escherichia coli AMP, CLF e SUT blarem
Klebsiella oxytoca Klebsiella pneumoniae AMP Nenhum
Citrobacter diversus Enterobacter cloacae AMP,eANN,L\CIZ_, CFL, blatem
Pds- Tratamento AMP, AMC, CFL,
Klebsiella oxytoca* - CRX, CRXACe Nenhum
PPT

*Bactérias identificadas fenotipicamente somente. AMP = ampicilina; AMC = amoxacilina/acido clavulanico;
CFL = cefalotina; CRX = cefuroxima; SUT = sulfatrimetropim; NAL = &cido nalidixico.

Tabela 4 — Espécies identificadas e genes codificadores de ESBL encontrados
nas cepas da segunda coleta por ponto de amostragem na ETE.

Género/Espécie

Género/Espécie

Genes

Arzgg:?agzm identi_ficadas ider!tificadas codificadores de
fenotipicamente genotipicamente ESBL
Providencia sp. Aeromonas cavie Nenhum
Citrobacter freundii Aeromonas hydrophila Nenhum
Pré-Tratamento Escherichia coli* - Nenhum
Klebsiella oxytoca Klebsiella oxytoca Nenhum
Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae blasqv
Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae blasnv
Enterobacter aerogenes  Enterobacter cloacae Nenhum
Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae Nenhum
Enterobacter sp. Enterobacter cloacae Nenhum
Pos-tratamento | Klebsiella ozaenae Enterobacter asburiae Nenhum
Hafnia alvei Enterobacter ashuriae Nenhum
Enterobacter aerogenes  Enterobacter ludwigii Nenhum
Hafnia alvei Serratia marcescens Nenhum

*Bactérias identificadas fenotipicamente somente.

Os genes codificadores de ESBL foram encontrados numa frequéncia maior nos efluentes

do tanque de elevacdo, no ponto de amostragem do pré-tratamento, sendo trés cepas na primeira

coleta, cada uma pertencente as espécies K. oxytoca, E. cloacae e E. coli portando um gene
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ESBL, sendo eles blactx-m, blaskv e blatem, respectivamente. Na segunda coleta apenas duas
cepas pertencentes a espécie K. pneumoniae no mesmo ponto foram isoladas portando o gene
blasnv. Apesar do nimero de cepas coletadas no pos-tratamento ter sido maior na segunda
coleta, foi na primeira coleta que o gene blarem foi detectado em uma cepa de E. cloacae.

Estes resultados demonstram a persisténcia dos géneros Klebsiella e Aeromonas nos
efluentes urbanos, principalmente nos efluentes pré-tratamento da ETE. Resultados
semelhantes para a K. pneumoniae foram observados por Zagui et al. (2020), em que a espécie
foi encontrada com maior prevaléncia em efluentes hospitalares, mas quatro cepas foram
encontradas em efluentes da estacao de tratamento. Os autores também encontraram nove cepas
de P. aeruginosa em efluentes hospitalares, mas eles encontraram apenas uma cepa da mesma
espécie em efluentes urbanos. A diminuicao da frequéncia dessa espécie entre os dois tipos de
efluentes também € observada nos resultados aqui obtidos: nos efluentes hospitalares duas cepas
de P. aeruginosa foram identificadas, mas nenhuma em efluentes urbanos.

Apesar do género Aeromonas se manter nos efluentes urbanos, apenas um isolado de A.
enteropelogenes foi portador do gene blactx-m, enquanto nos efluentes hospitalares uma cepa
da mesma espécie portava o gene blasnv e uma cepa de A. caviae portava o gene blatem. Estes
achados parecem sugerir a possibilidade desse género manter genes de resisténcia no ambiente.
Mas Piotrowska, Kowalska e Popowska (2019) concluem que os bacilos Gram-negativos da
familia Enterobacteriaceae tem uma probabilidade maior de manter a resisténcia a B-lactdmicos
na estacao de tratamento que o género Aeromonas.

Nos efluentes do pos-tratamento da estacdo de tratamento foi prevalente o género
Enterobacter, embora em nenhum tenha sido detectado genes codificadores de ESBL. Mas
Rodriguez et al. (2020) que também encontraram prevaléncia desse género em diferentes
estagios do tratamento de esgoto, alertam que Enterobacter e Klebsiella estdo entre os géneros
mais importantes entre 0s mais prevalentes na resisténcia a carbapenemicos em ambientes
aquaticos.

Para a analise das cepas isoladas dos efluentes hospitalares e urbanos foram utilizadas as
técnicas da série bioquimica, para identificacdo fenotipica, e sequenciamento do gene RNAr
16S, para identificagdo genotipica. Ao comparar esses resultados, através do sequenciamento
foi possivel identificar 87,5% (14) das cepas isoladas a partir de efluentes hospitalares, dentre
as quais 28,8% (4) foram convergentes com o0s resultados observados na identificagdo
fenotipica. J& nas cepas isoladas a partir de efluentes urbanos 90,9% (20) das cepas foram
identificadas genotipicamente, dentre as quais 30% (6) convergiram para os resultados da
identificacéo fenotipica.
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A técnica de identificacdo fenotipica pela série bioquimica é limitada pela quantidade de
parametros analisados, como no caso do presente estudo, em que o0s testes sdo voltados para
espécies de enterobactérias (ANVISA, 2013). Nem toda espécie bacteriana pode ser isolada em
meio de cultura, algumas tem crescimento lento e outras podem sofrer stress capaz de alterar o
padrdo bioquimico durante o isolamento, levando a identificacao errénea (RIZAL et al., 2020).
O sequenciamento do gene RNAr 16S desempenha um papel importante na identificacdo de
isolados desconhecidos ou com perfis bioquimicos ambiguos, além de melhorar a capacidade
de reconhecer patogenos emergentes pouco descritos (BAJPAI et al., 2017). Desta forma, a
identificacdo genotipica neste trabalho ndo tem o objetivo de confrontar resultados, mas sim de
auxiliar na identificacdo de bactérias, superando as limita¢Ges da identificacdo fenotipica.

Como a busca pelos genes codificadores de ESBL foi realizada para todas as cepas
isoladas, tanto de efluentes hospitalares como de efluentes urbanos, a caracterizacéo genotipica
da resisténcia a antibacterianos foi assumida como parametro de comparacao entre os dois tipos
de efluentes. A tabela 5 mostra o resultado dessa comparacéo entre os efluentes para bactérias
portadoras de genes bla.

A maior frequéncia de bactérias portadoras de genes bla foi encontrada em efluentes
hospitalares e uma frequéncia significativamente menor foi encontrada em efluentes urbanos.
Estes resultados corroboram com os achados de Al Salah et al. (2020) que apontam os efluentes
hospitalares como principais reservatorios de resisténcia bacteriana a antibacterianos e um dos

principais contribuintes da disseminacdo de genes de resisténcia no ambiente aquatico.

Tabela 5 — Comparacdo entre as cepas portadoras de genes
codificadores de ESBL em efluentes hospitalares e efluentes urbanos.

Genes bla Hospitais Publicos ETE
N % N %
Presente 11 68,75 6 27,27 p*
Ausente 5 31,25 16 72,73 0,0001
TOTAL 16 100 22 100

*teste X2 de aderéncia

Estes resultados corroboram com as pesquisas mais recentes relatando os efluentes
hospitalares como importante fonte de disseminacdo de genes de resisténcia no ambiente
aquatico (AL SALAH et al., 2020; LORENZO et al., 2018; WALIA et al., 2016; ZAGUI et al.,
2020). A baixa frequéncia de bactérias portadoras de genes ESBL na estacdo de tratamento de
esgoto pode ser causada pelo fator de diluicdo, uma vez que os efluentes hospitalares
contribuem em 3% a 11% nos influentes da ETE (AYDIN et al., 2018). A capacidade de
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sobrevivéncia em ambientes aquaticos dos géneros encontrados aqui nessa pesquisa aponta para
a ameaca ambiental de disseminacdo de genes de resisténcia em corpos d’dgua naturais
(CONTE et al., 2020).

A descarga de efluentes tratados em um rio aumenta a possiblidade de prevaléncia dessas
bactérias multirresistentes neste corpo d’agua em relacdo a um rio que nédo recebe tal descarga
(HARNISZ; KORZENIEWSKA, 2018). Além disso, apenas 15% do esgoto gerado em
Roraima € tratado, e 0 municipio de Boa Vista é o Unico que conta com tratamento de esgoto
(ANA, 2017). No ponto de descarga de efluentes no Rio Branco a agua é classificada com uma
capacidade ruim de diluicdo, atendendo a classe 2 com 90% a 97% de remocao da carga
organica (ANA, 2017). Sendo assim, a descarga cepas portadoras de resisténcia bacteriana
comprometeriam ainda mais a qualidade da &gua do Rio Branco, podendo atingir as
comunidades ribeirinhas que utilizam desta para seu consumo (VELASCO et al., 2020).
Esforcos sdo necessarios para minimizar esses impactos, seja na implantacdo de tratamentos
prévios especificos dos efluentes hospitalares, seja na vigilancia dessa multirresisténcia

bacteriana na ETE de Boa Vista.

Concluséao

Os efluentes hospitalares possuem uma frequéncia significativamente maior de cepas
portadoras de genes codificadores de ESBL em comparacdo com os efluentes da ETE,
representando uma ameaca a saude dos funcionarios do setor sanitario dos hospitais e da
comunidade no entorno. Além disso, os achados apontam os efluentes hospitalares como
principais contribuidores da multirresisténcia bacteriana no ambiente. Apesar da baixa
frequéncia encontrada na ETE em relacdo aos efluentes hospitalares, a presenca de bactérias
portadoras de genes codificadores de ESBL nos efluentes urbanos representa uma ameaca a
comunidade no entorno e sugere a possiblidade dessa via como disseminadora no ambiente
natural. Medidas de controle e vigilancia devem ser adotadas tanto no ambiente hospitalar como
na ETE, para minimizar a possibilidade de disseminacéo dessa multirresisténcia no ambiente

natural.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos nessa pesquisa, os efluentes hospitalares representam uma
importante fonte de disseminacdo de bactérias Gram-negativas portadoras de genes
codificadores de ESBL que causam resisténcia aos principais farmacos empregados na rotina
clinica. Apesar de os efluentes urbanos apresentarem uma baixa frequéncia de bactérias com
genes ESBL, tracos de resisténcia a farmacos [B-lactamicos e farmacos de outras classes
puderam ser observados.

Provavelmente a mistura dos efluentes hospitalares emitidos na rede de esgoto da cidade
de Boa Vista-RR tenha influenciado na deteccdo de poucas cepas portadoras de genes de
resisténcia na estacdo de tratamento em relacdo aos residuos liquidos dos hospitais publicos.
Mas ainda assim, algumas cepas de interesse clinico conseguem manter a resisténcia aos
antibacterianos e portar genes codificadores de ESBL nos efluentes urbanos da cidade de Boa
Vista-RR.

Estes resultados contribuem para caracterizagdo genética da resisténcia a p-lactdmicos em
efluentes hospitalares e urbanos da cidade de Boa Vista, Roraima, Brasil. Além de alertarem
para o risco de disseminacdo dessas bactérias no ambiente natural através dos efluentes que
chegam ao Rio Branco; necessidade de controle e vigilancia da multirresisténcia no setor
sanitario de hospitais e na estacdo de tratamento de esgoto; e de tratamentos prévios dos

efluentes hospitalares antes que sejam lancados na rede de esgoto da cidade.
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Figura 6 — Fluxograma da metodologia aplicada.
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Figura 7 — Imagens dos processos da Estacéo de Tratamento de Esgoto de Boa Vista RR.
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Figura 8 — Imagens das coletas de efluentes hospitalares e efluentes urbanos na ETE.
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Figura 9 — Processo de isolamento das cepas obtidas a partir dos efluentes coletados.
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Figura 10 — Processo de analise fenotipica da identificacdo das espécies e teste de sensibilidade
a antibacterianos.
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Tabela 1 — Resultados do alinhamento das sequéncias do gene RNAr 16S na ferramenta BLAST
para identificacdo genotipica das cepas.

Identificacdo da Tamarjho_da . NuUmero de acesso
amostra sequéncia Espécie identificada ID % - GenBank
CONsenso

CX1HGR1 597 pb  Leclercia adecarboxylata 100% CP040889.1
CX1HGR 2 417 pb  Aeromonas enteropelogenes 99% MT361609.1
CX1HGR 4 549 pb  Klebsiella pneumoniae 98% CP054303.1
CX2HGR 1 536 pb  Aeromonas cavie 99% MT435028.1
CX2 HGR 2 550 pb  Klebsiella pneumoniae 99% CP054063.1
CX2HGR 3 550 pb  Phytobacter diazotrophicus 100% CP051548.1
CX2HGR 4 553 pb  Klebsiella pneumoniae 98% CP024570.1
CX2 HGR H2S1 620 pb  Chromobacterium violaceum 100% CP050992.1
CX3HGR1 567 pb  Escherichia coli 98% AP022482.1
CX3 HGR 2 620 pb  Aeromonas cavie 99% CP039832.1
CX3HGR 3 687 pb  Shigella sonnei 99% CP061367.1
CX3HGR 4 207 pb  Klebsiella pneumoniae 98% CP039974.1
HCSA CB-1 388 pb  Pseudomonas aeruginosa 98% MT633047.1
HCSA CB-2 252 pb  Pseudomonas aeruginosa 98% AB922602.1
ETE Pré-B1 466 pb  Citrobacter freundii 99% CP055247.1
ETE Pré-B2 423 pb  Aeromonas enteropelogenes 98% MT422217.1
ETE Pré-B3 479 pb  Klebsiella pneumoniae 98% MT604895.1
ETE Pré-D1 606 pb  Escherichia coli 100% LR739002.1
ETE Pré-D2 553 pb  Aeromonas caviae 99% MT435028.1
ETE Pré-D3 565 pb  Enterobacter cloacae 99% MT613361.1
ETE Pré-D4 487 pb  Aeromonas caviae 98% MT384382.1
ETE P6s-D 567 pb  Enterobacter cloacae 99% MT557018.1
ETE PRE 1C1 327 pb  Klebsiella pneumoniae 99% MT604895.1
ETE PRE 1C2 346 pb  Aeromonas hydrophila 99% MT605959.1
ETE PRE 1C3 350 pb  Klebsiella oxytoca 98% MT568561.1
ETE PRE 1CD 252 pb  Aeromonas cavie 100% MN733089.1
ETE PRE 2C2 321 pb  Klebsiella pneumoniae 99% MT604895.1
ETE POS 1C 258 pb  Enterobacter cloacae 99% MT557018.1
ETE POS 1CD1 519 pb  Enterobacter asburiae 98% MT613364.1
ETE POS 1CD2 534 pb  Enterobacter ludwigii 98% MT613360.1
ETE POS 30CD 216 pb  Serratia marcescens 99% CP055161.1
ETE POS 30C1 262 pb  Enterobacter cloacae 99% MT613380.1
ETE POS 30C2 276 pb  Enterobacter cloacae 99% MT613381.1

ETE POS 50C1 237 pb  Enterobacter asburiae 99% MT613375.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP040889.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X2CZMBCM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP054303.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X2D6WVBH013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT435028.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X2DB02UM016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP054063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=X2DED2SW016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP051548.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X2DKDXSW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP024570.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X2DRZT1Y013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP050992.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X2DV7RDS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP022482.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=X2DYP51N013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP039832.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=X2E2CAYP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP061367.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=67&RID=X2E6ADY9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP039974.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X2EFMEXM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT633047.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=X2EHUERZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB922602.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=X2EZEX12013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP055247.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X2BHD33J013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT422217.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=X2BSZ88N016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT604895.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X2C21XSY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR739002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=X2C5UA75013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT435028.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X2CAD9E1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT613361.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=X2CJD3S7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT384382.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X2CRTSV9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT557018.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X2CVEGVD016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT604895.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X2F327KW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT605959.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=X2F61GW6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT568561.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=X2FFU3W6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN733089.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=X2FJ0TWT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT604895.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=X2FR6BDD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT557018.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=X2FWX4DZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT613364.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=X2G06GSH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT613360.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=X2G3HK74013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP055161.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X2G8MD5E016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT613380.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=X2GE91FX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT613381.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=X2GGF8XV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT613375.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=X2GMJMAZ016
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ANEXOS

Anexo 1 — Primeiro quadro da ANVISA (2013) de determinacdo do Padrdo Bioquimico para
identificacdo das principais Enterobacteriaceae de importancia clinica.

L aciiarronLnio G s i el s g Lo L,

Citrobacter freundii 0

Citrobacter diversus (koseri) 99 99 0 75 0 0 80 99 95
Citrobacter amalonaticus 100 95 5 85 0 0 85 95 95
Edwarsiella tarda 99 1 100 0 0 100 0 100 98
Enterobacter aerogenes 0 95 0 2 0 98 0 98 97
Enterobacter cloacae 0 100 0 65 0 0 97 96 95
Enterobacter gergoviae 0 99 0 93 0 90 0 100 90
Enterobacter sakazakii 1 99 0 1 50 0 99 91 96
Escherichia coli 98 1 1 1 0 90 17 65 95
Escherichia coli inativa 80 1 1 1 0 40 3 20 -
Shigella dysenteriae 45 0 0 0 0 0 2 0 0
Shigella flexneri 50 0 0 0 0 0 5 0 0
Shigella boydii 25 0 0 0 0 0 10 2 0
Shigella sonnei 0 0 0 0 0 0 2 98 0
Hafnia alvei 0 10 0 4 0 100 6 98 85
Klebsiella pneumoniae 0 98 0 95 0 98 0 0 0
Klebsiella oxytoca 99 95 0 90 1 99 0 0 0
Klebsiella ozaenae 0 30 0 10 0 40 6 0 0
Klebsiella rhinoscleromatis 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Morganella morganii grupo 95 0 20 95 95 Vv 0 95 v
Pantoea agglomerans 20 50 0 20 20 0 0 0 85
Proteus mirabilis 2 65 98 98 98 0 0 99 95
Proteus vulgaris 98 15 95 95 99 0 0 0 95
Proteus penneri 0 0 30 100 99 0 0 0 85
Providencia rettgeri 99 95 0 90 98 0 0 0 94
Providencia stuartii 98 93 0 30 95 0 0 0 85
Providencia alcalifaciens 99 90 0 0 90 0 0 0 96
Salmonella spp. 1 95 95 1 0 98 70 97 95
Salmonell typhi 0 0o 97 0 0 98 3 0 97
Salmonella cholerasuis 0 25 50 0 0 95 55 100 95
Salmonella paratyphi A 0 o 10 0 0 0 15 95 95
Salmonella gallinarum 0 0 100 0 0 90 10 95 0
Salmonella pullorum 0 0 9 0 0 100 10 95 0
Salmonella outras 1 90 100 0 0 99 70 99 99
Serratia marcescens 1 98 0 15 0 99 0 99 97
Serratia marcescens bio 1 0 30 0 0 0 55 B 65 14
Serratia liquefaciens 1 90 0 3 0 95 0 95 95
Serratia rubidae 0 95 0 2 0 55 0 0 85
Yersinia enterocolitica 50 0 0 75 0 0 0 95 2
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Anexo 2 — Segundo quadro da ANVISA (2013) de determinacdo do Padréo Bioquimico para
identificacdo das principais Enterobacteriaceae de importancia clinica.

Bactéria/Provas gelatina | Malonato Gasgllcose mm

Citrobacter freundii 0 0 0
Citrobacter diversus (koseri) 0 95 98 50 40 1 0
Citrobacter amalonaticus 0 97 35 9 5 0
Edwarsiella tarda 0 0 100 0 0 0 0
Enterobacter aerogenes 0 95 100 95 100 98 0
Enterobacter cloacae 0 75 100 93 97 30 0
Enterobacter gergoviae 0 96 98 55 98 97 0
Enterobacter sakazakii 0 18 98 99 100 100 0
Escherichia coli 0 0 95 95 50 35 0
Escherichia coli inativa 0 0 5 25 15 5 0
Shigella dysenteriae 0 0 0 0 0 0 0
Shigella flexneri 0 0 3 1 0 0
Shigella boydii 0 0 0 1 0 0 0
Shigella sonnei 0 0 0 2 0 0
Hafnia alvei 0 50 98 5 10 7 0
Klebsiella pneumoniae 0 93 97 98 99 99 0
Klebsiella oxytoca 0 95 97 100 100 100 0
Klebsiella ozaenae 0 3 50 30 20 80 0
Klebsiella rhinoscleromatis 0 95 0 0 75 60 0
Morganella morganii grupo 0 1 99 1 0 0 0
Pantoea agglomerans 2 65 20 40 75 60 0
Proteus mirabilis 90 2 90 2 15 0 50
Proteus vulgaris 91 0 85 2 97 50 80
Proteus penneri 50 0 45 1 100 0 40
Providencia rettgeri 0 0 10 5 15 35 0
Providencia stuartii 0 0 0 2 50 0 10
Providencia alcalifaciens 0 0 85 0 15 0 0
Salmonella spp. 0 0 90 1 1 5 2
Salmonell typhi 0 0 0 1 0 0 0
Salmonella cholerasuis 0 0 95 0 0 0 0
Salmonella paratyphi A 0 0 99 0 0 0 0
Salmonella gallinarum 0 0 0 0 0 0 10
Salmonella pullorum 0 0 90 0 0 0 0
Salmonella outras 1 v 100 v 1 Oou15

Serratia marcescens 90 3 55 2 929 95 98
Serratia marcescens bio 1 30 0 0 - 100 90 82
Serratia liquefaciens 90 2 75 10 98 97 85
Serratia rubidae 90 94 30 100 99 94 99
Yersinia enterocolitica 0 6 5 5 95 25 5

Fonte: ANVISA (2013).
Legenda: V = variavel



