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RESUMO

Com o avanco da medicina moderna, muitas doencas podem ser devidamente tratadas com medicamentos
antimicrobianos, mas seu uso desenfreado pordécadascomega a mostraras consequéncias com a formacgao de
microrganismos multirresistentes, gerando grande preocupacdo na saude publica. Este trabalho objetivou
investigar e identificar as bactérias gram-negativas produtoras de ESBL em uma estacdo de tratamento de
esgoto no bairro Espinheiros, em Joinville/SC. Foram realizadas amostragens em diferentes etapas do
tratamento de efluente sanitario e as bactérias foram identificadas através de testes fenotipicos convencionais.
Foi realizado o método de disco-difusdo para determinagdo da sensibilidade das colonias aos antimicrobianos.
Das 24 bactérias identificadas, 83,33% correspondem as amostragens realizadas nos periodos mais frios do
ano, nos quais predominaram as bactérias Escherichia sp e Klebsiella sp, ambas associadas a microbiota
intestinal de animais homeotérmicos. Todas as bactérias identificadas tiveram alguma resisténcia aos cinco
antimicrobianos testados, sendo 91,66% das amostras resistentes ao antimicrobiano Ceftriaxona, seguido de
70,83% de resisténcia ao antimicrobiano Cefepime, e 62,5% ao Ceftadizima. Amostras do efluente tratado
apods a etapa de desinfec¢do ndo tiveram crescimento de colonias de bactérias, atestando a efetividade deste
processo na remogao dos patégenos remanescentes do efluente sanitario.

PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia bacteriana, Estacdo de tratamento, Satide publica.

INTRODUGAO

A resisténcia a antimicrobianos é uma das principais € mais crescentes preocupacdes de satde publica. Desde a
descoberta do primeiro antimicrobiano, houve um grande avango gerado, porém especialmente nas ultimas décadas
foiobservadauma vulnerabilidade cada vez maior dos humanos aos desafios contemporaneos de saude global,
como doengas infecciosas emergentes e reemergentes conforme demonstrado pela pandemia de coronavirus
(COVID-19), gripe aviaria, epidemias virais de Ebola e Zika, aumento da resisténcia antimicrobiana e o fardo
crescente de doengas ndo transmissiveis (KOBS, 2021).

O uso indiscriminado dos antimicrobianos no ambiente hospitalar, pecuario, alimentos e doméstico ocasionou o
surgimento das primeiras cepas resistentes. Em um panorama mundial, a aplicacio incorreta de antimicrobianos esta
entre os problemas mais urgentes de satide publica do século XXI, sendo estimado pela Organizacio Mundial da
Saude (OMS)que em 2050 a principal causa de mortes serd a resisténcia bacteriana, o que ultrapassaria as mortes
atribuidas aocancer. Amesma organizacdo anunciou recentemente que a resisténcia a antimicrobianos esta nos
deixando sem opgdes de tratamento (LEPESOVA et al., 2020; FERREIRA; OLIVEIRA, 2021).

O ambientehospitalar foio primeiro espacopara a identificagio das bactérias resistentes a antimicrobianos que akém
dos pacientes infectados atingiram também o sistema de esgotamento sanitario. Este Gltimo proporcionauma maior
e constante pressdo e selecio de manutengdo de populagdes de cepas resistentes em todos os ambientes
(LEPESOVA et al, 2020). Em seu estudo, Chagas (2011) investigou a presenca bactérias resistentes aos
antimicrobianos em efluentes de uma estagdo de tratamento de esgotono Rio de Janeiro e indicou que, mesmo apds
o tratamento, o esgoto pode ser consideradoum veiculo ambiental de disseminac¢do de bactérias multirresistentes.
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Esta emergéncia de mecanismos bacterianos de resisténcia contribui para a diminuigdo da eficacia dos antibidticos,
estando associados ao agravamento progressivo da morbidade e mortalidadee, eles também tém um grande impacto
econdmiconos sistemas de satidedevidoao aumento dos custos decorrentes de internagdes prolongadas (BESSA;
LARANIJEIRA, 2020; CERCEO et al, 2016). Entretanto, a analise acerca da expansdo dos mecanismos de
resisténcia no meio ambiente ¢ limitada, e com isto tem se tornado um grande reservatorio de bactérias
multirresistentes (VECCHIA, 2021).

A crescente expressdo de genes de resisténcia promove falhano mecanismo de agdo do antibidtico. As principais
enzimas queinativam os antibidticos sdo denominadas beta-lactamases, e atuam catalisando a hidrolise do anelbeta-
lactamico, levando a perda da a¢do do antimicrobiano sobre a bactéria (QIN et al., 2020). As Enterobacterales
produtoras de genes codificadores de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) também ocupam a “Lista de
patodgenos prioritarios" da Organizacdo Mundial da Satide (OMS) como uma preocupacio de “Prioridade 1 (WHO,
2021).

OBJETIVO

Diante da necessidade de melhorias das estratégias de promogao da saude, sanitarias e ambientais, o presente
trabalho teve como objetivo identificar a presenga de bactérias patogénicas portadoras de genes de resisténcia
a antimicrobianos em amostras de uma esta¢ao de tratamento de esgoto em Joinville/SC.

METODOLOGIA UTILIZADA

No total, foram estabelecidos os trés pontos de coleta de amostras. Os pontos de coleta estdo ilustrados na
Figura 1 e sdo os seguintes: P1 — Esgoto bruto - Chegada do esgoto bruto na ETE, P2 — Reator biologico —
Coleta de amostra liquida do lodo biologico, P3 — Esgoto tratado — Coleta do efluente tratado antes de receber
a desinfecgdo por hipoclorito de sddio. A Figura 2 mostra o fluxograma da metodologia de amostragens e
analises.

Para amostragem microbiolégica de efluentes liquidos foi coletada uma amostra de 1 litro a cada hora durante
24 horas. Para maior representatividade na coleta da amostra do esgoto bruto foirealizada uma amostragem
composta com essas aliquotas coletadas de hora em hora durante 24 horas no dia da amostragem, devido a
varia¢do didria da vazdo daestacdo. Um equipamento amostrador automatico foi utilizado para coleta, sendo
instalado logo na chegada de esgoto bruto da estagdo. Para as coletas do lodo ativado e esgoto tratado da
estagdo foi realizada amostragem manual composta em todos as bateladas que o reator realiza no dia,
diretamente nos colares de tomada e registros localizados na estagao.

Para manteruma padronizacdo na identificacdo das amostras coletadas, durante todas as etapas do processo,
garantindo um rastreio do material que estava sendo analisado, foi definida a seguinte metodologia de
identificagdo das amostras: inicialmente o més em que a coleta estava sendo realizada, seguido de “E” para
amostras de esgoto bruto, “L” para lodo e “S” para efluente tratado.
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Figura 1 — Pontos de coleta de amostras na ETE Espinheiros
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Fonte: elaboracao propria.

Figura 2 — Fluxograma de metodologia de amostragem e analises
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Fonte: elaboracdo propria.

Com as amostras devidamente coletadas e identificadas por seus pontos de coleta, foi feita a diluicdo em
solu¢do salina em 10-3 para o efluente bruto e lodo ativado. Para a amostra de efluente tratado nao foi
necessaria a diluicio. Amostras dessas solugdes foram plaqueadas em triplicata.
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Seguindo a metodologia empregada por Vecchia (2021) a técnica para a identifica¢do dos microrganismos é
possivel pelo método de plaqueamento em meio de cultura especifico (4dgar Macconkey) e Agar ESBL, para
bactérias com espectro expandido, seguido do uso de kits bioquimicos especificos. Decorrido o tempo de
incubac¢do, mantendo as placas a 35°C por 48h, as colonias foram selecionadas de acordo com suas
caracteristicas macroscopicas.

As bactérias selecionadas foram submetidas aos testes para confirmacao de sua identidade, sendo realizados
testes de coloracdo Gram, para verificar a morfologia. Apds, foram aplicados testes bioquimicos utilizando o
Kit NF I1I® (Probac, Sdo Paulo, Brasil) e o kit ¢ mini kit para enterobactérias (New Prov, Parana, Brasil),
seguindo todas as instru¢des do fabricante para identificacao de bactérias (ANVISA, 2008).

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizada utilizado o método de disco-difusio em meio Agar
Mueller-Hinton, no qual o tamanho do halo representa a resisténcia do microrganismo ao antibidtico
(BRCAST, 2022).

O ino6culo bacteriano foi preparado a partir de uma placa de Petri contendo colonias isoladas e comparado ao
padrio 0,5 na escala de turvacdo de McFarland (DensiCHECK Plus® - bioM¢érieux). A suspensdo foi
inoculada em toda a superficie da placa contendo meio de cultura 4gar Mueller-Hinton (bioMérieux) e foi feita
a aplica¢do dos discos de antimicrobianos apds 5 minutos. Em seguida, a placa foi incubada em posicao
invertida em estufa a 35°C, por 16 a 18 horas.
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Os antimicrobianos testados foram cefepime (30 pg), ceftazidima (30 pg), ceftriaxona (30 ng), imipenem (10
ng) e meropenem (10 pg), todos da marca Laborclin.

Tabela 1 - Identificacdo e abreviaturas dos antimicrobianos utilizados

Identificacao Abreviatura
cefepime (30 pg) CPM 30
ceftazidma (30 pg) CAZ 30
ceftriaxona (30 png) CRO 30
imipenem (10 pg) IPM 10
merompenem (10 pg) MER 10

Fonte: elaboragdo propria.

RESULTADOS OBTIDOS

Ao todo foram coletadas 20 amostras, tendo havido crescimento de bactérias em apenas 12. Destas, foram
identificadas 21 bactérias, sendo 8 do esgoto bruto, 5 do lodo ativado e¢ 8 da saida (efluente tratado).
Importante ressaltar que as amostragens do efluente tratado foram realizadas antes da etapa de desinfecgdo.
Amostras do efluente tratado apds a desinfecgdo também foram coletadas, porém nao houve crescimento de
nenhuma colonia de bactérias, o que comprova a efetividade da desinfec¢do da ETE Espinheiros.

Com a metodologia apresentada, foipossivelidentificar todasascoloniasisoladas no estudo e seus respectivos
graus de sensibilidade aos antimicrobianos testados.
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A Tabela 2 traz o resumo dos resultados obtidos, sendo R — resistente, S — sensivel, e I — resistente de acordo
com a exposi¢cao.Para a coluna “ID amostra”, os nimeros correspondem ao més de coleta e as letras o tipo de
efluente, sendo que L € para lodo ativado, E para esgoto bruto e S para saida (ou efluente tratado).

Tabela 2 — Resultados de identificacao de bactérias e de sensibilidade a antimicrobioanos

Placa 3C;) M ga“z ;:;10 IPM 10 %ER ID amostra Zd;:gf:f;ngﬂ)gNTAX Newprov
1 R S R I S 121 Escherichia coli

2 I R R I S 02E Citrobacter farmeri

3 R S R I S 02E Escherichia coli

4 R R R I S 02L Escherichia coli

5 I R R I S 04E Citrobacter freundii

6 1 S R | S 04E Enterobacter cloacae

7 R R R 1 S 04S Ochrobactrum anthropi

8 I S R I S 04S Klebsiella pneumoniae

9 R R R I I 06E Klebsiella pneumoniae

10 R R R I R 06E Klebsiella pneumoniae

11 R R R | S 06E Escherichia coli

12 R R R I R 06S Klebsiella oxytoca

14 R R R I S 06S Escherichia coli

16 R R R I I 06L Klebsiella aerogenes

17 R R R I S 06S Grupo Acinetobacter iwolffii

23 R R R I S 08E Klebsiella oxytoca

25 R R R I S 08L Aeromonas hydrophila complex
27 I S R I S 08L Pseudomonas aerugonosa

28 I I R 1 S 08S Klebsiella oxytoca

29 R [ R I R 08S Enterobacter cloacae

30 I I R I S 08S Pseudomonas fluorescens/putida

Fonte: elaboragao propria a partir de dados obtidos no estudo.
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Os resultados foram interpretados de acordo com as diretrizes do BRCast. Observa -se que a maior resisténcia
apresentada pelos microrganismos foiao antimicrobiano Ceftriaxona, sendo 91,66% das amostras totalmente
resistentes. Para o antimicrobiano Cefepime, 70,83% das amostras foram totalmente resistentes. Para o
Ceftadizima, 62,5% das amostras foram totalmente resistentes. O Meropenem obteve apenas 20,8% de
resisténcia, seguido do Imipenem, com apenas 8,33% de resisténcia.

ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

De acordo com a bula de Ceftriaxona e Cefepime, estes sio antimicrobianos capazes de eliminar grande
variedade de bactérias causadoras de diversos tipos de infec¢des, como meningite, infec¢des respiratorias
agudas ou cronicas, infecgdes renais e do trato urindrio e febre tifoide. Segundo Dalbosco et al (2003),
infecgdes urindrias sdo consideradas as mais comuns na medicina, responsaveis por 80 a cada 1000 consultas
clinicas. A Figura 3 apresenta a distribuicdo das bactérias identificadas ao longo dos meses do ano.

Figura 3 — Numero de bactérias identificadas ao longo dos meses do ano

NUMEROS DE BACTERIAS IDENTIFICADAS

dezf21 jan/22

Fonte: elaboragao propria.

As coletas foram distribuidasigualmente entre as estagdes do ano,no entanto, no periodo do inverno e outono
houve um crescimento maior das colonias de bactérias, visto que das 21 bactérias identificadas na Tabela 3,
83,33% correspondem as amostragens realizadas nos periodos mais frios do ano. Na figura 4 temos a média
diaria de energia solar de ondas curtas incidentes em Joinville, que representa o total diario incidente de
energia solar de ondas curtas que chega a superficie do solo. A radiagdo de ondas curtas inclui a luz visivel e a
radiagdo ultravioleta.

Figura 4 — Média diaria de energia solar de ondas curtas incidentes em Joinville
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Fonte: © WeatherSpark.com (2022).
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O periodo mais radiante do ano dura 3,1 meses, de 1 de novembro a 5 de fevereiro, com média diaria de
energia de ondas curtas incidente por metro quadrado acima de 6,1 kWh. O més mais radiante do ano no
Joinville ¢ dezembro, com média de 6,7 kWh. O periodo mais escuro do ano dura 2,9 meses, de 9 de maio a 6
de agosto, com média didria de energia de ondas curtas incidente por metro quadrado abaixo de 4,0 kWh. O
més mais escuro do ano no Joinville ¢ junho, com média de 3,3 kWh.

Mais da metade dos obitos que ocorrem no Brasil sio devidos doengas respiratorias ¢ diarreia aguda,
especialmente na regido Sul do Brasil as taxas de mortalidade por doengas respiratorias supera as de diarreia
aguda, ocorrendo em maiores taxas nos meses mais frios do ano (WHO, 2021). No entanto, para muitos
estudiosos ainda ndo estd totalmente clara a relacdo direta e tinica da temperatura ambiente baixa com o
aumento dos casos clinicos respiratorios, visto que diversos outros fatores também podem ser relacionados,
como: aglomeragdo em ambientes fechados, nimero de moradores de uma mesma casa,aumento da exposi¢do
a poluentes domésticos, tabagismo ativo e passivo, entre outros (FRAUCHES et al., 2017; HORTAL et al,,
1990). De qualquer forma, sdo nos periodos frios que a populagdo estd mais sujeita a medicagdo por
antimicrobianos, o que vem ao encontro dos resultados encontrados nas amostragens.

As colonias de bactérias de Escherichia sp e Klebsiella sp foram predominantes nas amostragens. A
Escherichia sp ¢ encontrada no intestino grosso de seres humanos e animais homeotérmicos, constituindo
cerca de 80% da flora intestinal aerdbia. Participa ativamente na funcdo biologica de suprimir bactérias
nocivase na sintese da vitamina K, importante na formag¢ao de cabelos e plaquetas sanguineas (WASTESON,
2002). Portanto,ndo ¢ incomum encontra-la em estagdes de tratamento de esgoto. Segundo dados de Palou et
al. (2011), esta bactéria esta relacionada a 50% das infe¢des hospitalares e 70 a 90% das infec¢des do trato
urindrio em pacientes dos Estados Unidos da América (EUA).

A resisténcia da Escherichia sp a maioria dos antimicrobianos tem aumentado desde a década de 1990,
provavelmente relacionado ao uso indiscriminado de medicamentos, assim como a falta de monitoramento ou
auséncia de epidemiologico de resisténcias do Escherichia sp aos antimicrobianos (LINDGREN et al, 2003).

A bactéria Klebsiella sp é encontrada amplamente no meio ambiente e microbiota do trato intestinal de
humanos e animais, causadora de grandes infec¢des hospitalares, responsavel por altas taxas de mortalidade
devido sua resisténcia aos antimicrobianos, por isso, também ¢ chamada de microrganismo multirresistente
(MURRAY et al, 2004).

Os microrganismos podem adquirir resisténcia aosantimicrobianos por meio intrinseco, quando codificada por
um gene universalmente encontrado no genoma da espécie e cuja expressao independe da prévia exposicdo a
antimicrobianos, ou quando da aquisicdo de novo material genético mével ou mutacgdes decorrentes da
exposi¢do a antimicrobianos. A partir do momento em que o gene ¢ modificado, este codigo ¢ passado para as

proximas células-filhas desta bactéria, conferindo resisténcia a estas novas células também (ALAM et al,,
2019; HOLLENBECK; RICE, 2012).

Em se tratando de recursos hidricos e levando-se em considerag¢do os resultados aqui apresentados, é de suma
importancia que a coleta e tratamento do esgoto seja universalizada pois, de outra forma, os patogenos que
comprovadamente sdo eliminados no tratamento do esgoto, estariam sendo dispostos na natureza, com alto
potencialcausadorde polui¢do hidrica, prejudicando a vida tanto da fauna e flora, quanto humana (METCALF
& EDDY, 1991).

CONCLUSOES/RECOMENDAGOES

Este trabalho obteve €xito na investigacio e identificacdo de bactérias patogénicas com resisténcias a agentes
antimicrobianos encontradas na estagdo de tratamento de esgoto do bairro Espinheiros, em Joinville/SC. As
bactérias que se destacaram foram a Escherichia sp e Klebsiella sp, por sua predominancia nas amostragens.
Ambas as bactérias s2o mundialmente conhecidas por serem responsaveis por diversas doencas clinicas.

Todasasbactériasidentificadastiveram alguma resisténcia aos cinco antimicrobianos testados, sendo 91,66%
das amostras totalmente resistentes ao antimicrobiano Ceftriaxona, seguido de 70,83% de resisténcia ao
antimicrobiano Cefepime,e 62,5% ao Ceftadizima,todos estes medicamento sdo recomendadosno tratamento
dasdoencas supracitadas. Amostras do efluente tratado apds a etapa de desinfeccdo ndo tiveram crescimento
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de colonias de bactérias, atestando a efetividade deste processo na remogao dos patdgenos remanescentes do
esgoto.
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