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RESUMO

A presenca de antimicrobianos em efluentes tem sido alvo de pesquisas nas
areas de saude publica e ambiental, devido, principalmente, ao potencial
desenvolvimento de bactérias resistentes e sua persisténcia no meio ambiente.
Na comunidade cientifica, os efluentes hospitalares vém chamando cada vez
mais atengao por ser uma importante fonte de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos e seus genes associados. Nesse contexto, a Escherichia coli é
um dos principais indicadores de qualidade de &aguas, evidenciando
contaminagcdo recente por esgotos sanitarios. A analise de resisténcia a
antimicrobianos em Escherichia coli pode representar uma significativa
aproximacédo dos efeitos gerais de BRA em esgotos sanitarios e sua possivel
disseminacdo ambiental. Este trabalho teve por objetivo isolar cepas de
Escherichia coli de efluentes hospitalares, identificando o nivel de resisténcia dos
isolados a antimicrobianos especificos. Os resultados das andlises fisico-
quimicas dos efluentes hospitalares, de maneira geral, estdo dentro dos
encontrados em literatura, mas com diferencas entre si. Encontrou-se evidéncias
da contaminacdo por efluentes em um lago pertencente a uma unidade
hospitalar. No HISN 1 e HSJN 2, foram obtidos perfis de resisténcia diferentes
na entrada e saida da estacdo de tratamento de esgotos, respectivamente.
Também no HEAC, os perfis de resisténcia foram diferentes nos pontos HEAC
1 e HEAC 2, sendo este apresentando maior diversidade de tipos de
antimicrobianos. No ponto denominado como HUCAM 1 foram encontradas
cepas de Escherichia coli resistentes a ampicilina, ciprofloxacina e
sulfametoxazol — trimetropima. No HUCAM 2, as maiores porcentagens de
resisténcia estavam atreladas, além da ampicilina, a amicacina e a tetraciclina.
O HUCAM LAGOA apresentou resisténcia também a ampicilina e a
sulfametoxazol — trimetropima, mas também a ciprofloxacina. Cepas de
Escherichia coli expressando multirresisténcia igual a 7 foram observadas em
amostras do HEAC, HUCAM Lago e na saida da ETE do HISN. Estas bactérias
que apresentam perfis caracteristicos de resisténcia a antimicrobianos podem

apresentar um risco ambiental na medida em que estas cepas de bactérias
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coliformes podem disseminar a resisténcia para outras bactérias, inclusive
aguelas com caracteristicas patogénicas. Esse monitoramento dos niveis de
resisténcia aos ATB em bactérias, como a Escherichia coli nos efluentes, pode
ser usado como um sistema de alerta precoce para mudancas nos padrbes de
resisténcia da populacdo humana e animal. Entretanto, o potencial risco humano
e na natureza em relacdo ao lancamento de efluentes hospitalares bactérias
resistentes aos antimicrobianos ainda s&o incertos. Se faz necessario uma
padronizacdo de relatérios e exigéncia do monitoramento como tantos outros
parametros de qualidade de &agua, especialmente no Brasil, para permitir a
construcdo de um banco de dados que sdo essenciais para a tomada de

decisdes na salde baseada em evidéncias.

Palavras-chave: Escherichia coli; resisténcia a antimicrobianos; efluentes
hospitalares.



ABSTRACT

The presence of antimicrobials in effluents has been the subject of research in
areas of public and environmental health, mainly due to the potential
development of resistant bacteria and their persistence and dissemination on
environment. In scientific community, hospital effluents have been drawing
attention as an important source of bacterial resistance antimicrobials and their
associated genes. In this context, Escherichia coli is one of the main indicators
of water quality, evidencing contamination by sanitary sewage. The analysis of
antimicrobial resistance in Escherichia coli can represent a significant
approximation of the general effects of antimicrobial resistant bacteria in sanitary
sewage and its possible environmental spread. This work aimed to isolate
Escherichia coli strains from hospital effluents, verifying the level of resistance of
the isolates to specific antimicrobials. The results of the physical-chemical
analysis of hospital effluents, in general, are within the range found in the
literature, but with differences between them. Evidence of contamination by
effluents was found in a lake belonging to a hospital unit. In HISN 1 and HSJN
2, different resistance profiles were obtained at the influent and effluent. Also at
HEAC, resistance profiles were different at HEAC 1 and HEAC 2 points, the last
one had a greater variability of antimicrobial types. In HUCAM 2, the highest
percentages of resistance were linked, in addition to ampicillin, to amikacin and
tetracycline. HUCAM LAGOA also showed resistance to ampicillin and
sulfamethoxazole — trimethoprim, but also to ciprofloxacin. Escherichia coli
strains expressing multidrug resistance equal to 7 were observed in samples from
HEAC, HUCAM Lago and at the WWTP effluent of HISN. These bacteria that
have characteristic antimicrobial resistance profiles may present an
environmental risk as these strains of coliform bacteria can spread resistance to
other bacteria, including those with pathogenic characteristics. This monitoring of
antimicrobials resistance levels in bacteria such as Escherichia coli in effluents
can be used as an early warning system for changes in resistance patterns in the
human and animal population. However, the potential human and nature risk in
relation to the release of hospital effluents from antimicrobial resistant bacteria

are still uncertain. It is necessary to standardize reporting and monitoring



requirements like so many other water quality parameters, especially in Brazil, to
allow the construction of a database that is essential for evidence-based health

decision-making.

Keywords: Escherichia coli; antibiotic resistance; hospital wastewater.



LISTA DE SIGLAS, SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Hg: micrograma

ARB: Antibiotic Resistance Bacteria - Bactéria Resistente aos Antimicrobianos
ARG: Antibiotic Resistance Genes - Genes de Resisténcia aos Antimicrobianos
AMC: Amoxicilina + Acido Clavulanico

AMP: Ampicilina

APHA: American Public Health Association

ATB: Antimicrobianos

ATCC: American Type Culture Collection

ATM: Aztreonam

BrCAST: Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
CFE: Cefalexina

CIP: Ciprofloxacina

CLO: Cloranfenicol

CONAMA: Conselho Nacional de Meio Ambiente

CREFES: Centro de Reabilitacdo Fisica do Espirito Santo

CT: Coliformes Termotolerantes

CTX: Cefotaxima

CONAMA: Conselho Nacional de Meio Ambiente

DBO: Demanda Bioquimica de Oxigénio

DQO: Demanda Quimica de Oxigénio

DDD: doses diarias definidas

EPA: Environmental Protection Agency

ETE: Estacdo de Tratamento de Esgotos
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ESBLs: B-lactamases de espectro estendido
GEN: Gentamicina

GLASS: Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System
IPM: Imipinem

HEAC: Hospital Estadual de Atencao Clinica
HJSN: Hospital Estadual Dr. Jayme Santos Neves
HUCAM: Hospital Universitario Cassiano Anténio Moraes
MR: multiresisténcia

MER: Meropenem

MUG: 4-metilumbeliferil-B-D-glucoronideo

MP: multi-parametro

NMP: Nimero Mais Provavel

n: nimero de amostras

OMS: Organizacdo Mundial da Saude

ONPG: Orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo
PPT: Piperacilina + Tazobactam

RA: Resisténcia a Antimicrobianos

SUT: Sulfametoxazol +Trimetropima

TET: Tetraciclina

THG: Transferéncia Horizontal de Genes

TVG: Transferéncia Vertical de Genes

UFC: Unidades formadoras de colonia

UV: Luz Ultravioleta
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1. INTRODUCAO

A introdugéo da utilizagdo de antimicrobianos (ATB) no tratamento de
infeccBes bacterianas a partir da década de 1940, representou um gigantesco
avanco para a medicina e qualidade de vida de populacdes humanas. Entretanto,
a sua utilizacdo indiscriminada, contribui para o fendbmeno da resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos (ARB) que, atualmente, representa um dos

maiores desafios da medicina contemporanea.

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, caracteriza-se pela
prevaléncia de cepas especificas que sobrevivem a acao dos mesmos devido ao
desenvolvimento de mecanismos de adaptacao e resisténcia. Diante disso, a
frequente ocorréncia de eventos de resisténcia aos antimicrobianos na saude
publica, gera um quadro de preocupacdo devido a reducdo de novos tipos de

antimicrobianos e possivel letalidade desses quadros clinicos infecciosos.

Os casos de ARB estdo relacionados a elevada pressédo seletiva de
antimicrobianos nos organismos de seres humanos e animais, sendo a atuagéo
primaria sobre a microbiota intestinal devido, principalmente, a sua posologia via

oral.

Embora as bactérias resistentes sdo isoladas, frequentemente, em
amostras clinicas, inUmeros microrganismos resistentes e seus genes que
conferem resisténcia tém sido encontrados em esgotos hospitalares e em
matrizes ambientais devido a pressdo seletiva impostas pelas atividades
humanas. Essas atividades incluem o uso excessivo de antimicrobianos em
clinicas, hospitais e asilos (DUAN et al., 2020; FENG et al., 2017) e até mesmo
na automedicagdo. Outras atividades incluem o uso de antimicrobianos para
prevenir doencas no ambito veterinario e promover o crescimento em animais de
fazenda e aquicultura (WATSS et al., 2017; XIONG et al., 2018).

A medida que as bactérias resistentes aos antimicrobianos morrem, os
genes de resisténcia (ARG) podem ou ndo serem degradados, sendo detectados

em fontes de 4gua potavel (SCHWARTZ et al., 2003), aguas superficiais (BAI et
16



al., 2019), solo (CHEN et al., 2016), ar (BRAGOSZEWSKA e BIEDRON, 2018)
e nas estacOes de tratamento de efluentes (NEUDORF et al., 2017). Assim, as
ARB, patogénicas ou ndo, estdo presentes nas fezes e, consequentemente, nos

efluentes associados a hospitais e domicilios.

No meio ambiente, os ATB, mesmo em baixas concentracdes, podem
facilitar o desenvolvimento e a manutencdo da resisténcia bacteriana
(GULLBERG et al.,, 2011). As estacbes de tratamento de esgoto (ETE),
especialmente as que tratam efluentes hospitalares, foram reconhecidas como
reservatério de bactérias resistentes (RIZZO et al., 2013) e as principais vias de
disseminacdo de bactérias e genes de resisténcia a antimicrobianos para

diferentes matrizes ambientais.

No Brasil, as Resolugbes do Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA) n° 357/2005 e 430/2011 estabelecem condicbes e padrbes de
lancamentos de efluentes nos corpos hidricos. Além disso, o padrdo de
potabilidade vigente € estabelecido pela Portaria de Consolidacdo do Ministério
da Saude n° 888 de 04 de maio de 2021 e suas alteracdes, que dispde sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da dgua para consumo
humano no pais. Ainda que, as normativas supracitadas elencam diversos
parametros quimicos e microbiologicos, ndo estabelecem limites padrdes para
0s antimicrobianos presentes em lancamento de efluentes sanitarios e
hospitalares, que se apresentam em baixas concentra¢gdes (na ordem de micro
e nanogramas). Tao pouco, abordam o monitoramento de ARB e ARG em

efluentes sanitarios.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
mais recentes, em 2009, haviam 2.219 unidades de saude em todo Espirito
Santo. Porém, conforme a Companhia Espirito Santense de Saneamento, em
2013, apenas 115 das unidades de salude pertencentes ao estado eram
autorizadas a realizar a ligacdo a rede de tratamento da Companhia (CESAN,
2013). Dessas que nao sao ligadas a rede da CESAN, infere-se que possuem
ou nao solucédo para tratamento de esgoto gerado pela unidade, sendo ambas
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opcOes langcamentos em corpos hidricos préximos as unidades e por fim,

ligacdes clandestinas a rede.

A Escherichia coli € um dos principais indicadores de qualidade de aguas
referenciado na legislacdo, evidenciando contaminagdo recente por esgotos
sanitarios. E devido a sua presenca na microbiota intestinal de animais
homeotérmicos, essas bactérias sdo continuamente expostas ao uso de
antimicrobianos para o tratamento de infeccdes bacterianas, adquirindo e

transmitindo genes que conferem resisténcia.

Dessa forma, a analise de resisténcia a antimicrobianos em Escherichia
coli pode representar uma significativa aproximacéo dos efeitos gerais de ARB
em esgotos sanitarios e sua possivel disseminacdo em diferentes matrizes
ambientais. Contribuindo, principalmente, para nortear e destacar a importancia
da vigilancia e monitoramento no tratamento de efluentes dentro dos
estabelecimentos de saude. Uma vez que, a realidade da infraestrutura do
saneamento brasileiro é deficiente, ndo somente em relacdo a cobertura, mas

também referente a qualidade do tratamento que, atualmente, ndo visa a

remocao de bactérias resistentes e seus genes associados.

2. OBJETIVOS

e Objetivo Geral:

- Avaliar a resisténcia aos antimicrobianos em isolados de Escherichia coli
provenientes de esgotos hospitalares da Regido Metropolitana de Grande
Vitoria — ES.

e Objetivos especificos:

- Caracterizar os esgotos hospitalares por meio das analises fisico-quimicas

e microbiolégicas;
- Isolar e caracterizar Escherichia coli do efluente sanitario hospitalar;

- Analisar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em isolados de

Escherichia coli.
18



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. ANTIMICROBIANOS

Apls o estabelecimento da correlagdo entre 0s microrganismos e
doencas no final do século XIX, os cientistas direcionaram as novas pesquisas
para a busca de substancias que pudessem matar ou reduzir o crescimento do
patogéno sem causar problemas a pessoa ou ao animal infectado. Essas
substancias desenvolvidas e eficazes vém modificando o enfoque da maior parte

das doencas, principalmente, as bacterianas.

Na década de 1930, o cientista britanico Alexander Fleming expandiu esta
fronteira ao descrever a penicilina, inibidor bacteriano produzido por um fungo
identificado com Penicillium notatum, sendo mais tarde chamado de Penicillium
chrysogenum. Porém, atualmente, os antimicrobianos séo sintetizados ou

modificados em laboratérios para o uso em terapias humanas e veterindrias.

A classe dos farmacos com acdo antimicrobiana inclui os antibacterianos,
antifangicos, antiprotozoarios e antivirais. Os antibacterianos dividem-se em
antibiéticos (sintetizados por fungos e bactérias) e o0s quimioterapicos
(produzidos em laboratério). Os antimicrobianos (ATB) sdo compostos que
possuem a capacidade de controlar ou inibir o crescimento de microrganismos
gue possam vir a causar infec¢cdes (DALHOLF, 2020). Atualmente, no Brasil, a
lista de antimicrobianos para tratar infec¢cdes bacterianas, sob uso de prescricao
médica, estd em torno de 130 compostos.

As atividades dos ATB, em relacdo ao crescimento, resumem-se em dois
principais mecanismos: bactericida (causando a morte das bactérias) e
bacteriostatico (inibindo o crescimento bacteriano sem causar a morte).
Entretanto, as porcentagens excretadas de antimicrobianos por meio da urina e

fezes podem variar de 20% a 90% do composto orginal (Jelic et al., 2015).
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Nas dUltimas décadas, os antimicrobianos tém sido utilizados em
guantidades cada vez maiores sem o correto controle (DANNER et al., 2019).
Um estudo realizado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2018), de 2016
a 2018, com objetivo de fornecer a primeira visado geral dos resultados sobre o0
consumo de antimicrobianos e destacar os desafios e as etapas futuras no
monitoramento do consumo de antimicrobianos, obteve que entre 65 paises, o
Brasil foi um dos maiores consumidores de antimicrobianos do mundo,

superando a média do Canada, Europa e Japdo.

A figura 1, divulgada pela OMS (2018), expbe o consumo de
antimicrobianos, em doses diarias definidas (DDD) por 1000 habitantes por dia,
por subgrupo de antimicrobianos em seis paises diferentes em 2015. Dentre
Bolivia, Canada, Costa Rica, Paraguai e Peru, o Brasil ocupou o primeiro lugar,
prevalecendo o consumo de beta-lactamicos (53,4%), macrolideos (16,2%) e
quinolonas (12,8%).
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Figura 1: Consumo em dose diaria definida/1000 habitantes/dia de subgrupos de antimicrobianos
no Brasil e em outros paises, 2016

Fonte: Modificado de OMS, 2018.

3.1.1. Principais tipos de antimicrobianos e seus mecanismos de

acéao

A forma mais comum de classificar os antimicrobianos & de acordo com o

alvo na célula bacteriana, sendo, também, agrupados pela sua estrutura quimica
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e quanto ao espectro de acao. Este ultimo refere-se a diversidade de organismos
afetados pelo agente, podendo ter largo (atuando contra bactérias gram-
negativas e gram-positivas), intermediario e baixo (com atividade restrita a um
grupo de bactérias) espectro de acdo (GUARDABASSI et al., 1998; TRABULSI
et al., 1999).

Os antimicrobianos formam um grupo diversificado de produtos quimicos
gue pode ser dividido em diferentes subgrupos, como [3-lactamicos, quinolonas,
tetraciclinas, aminoglicosideos, clorafenicéis, sulfonamidas, entre outros. A

tabela 1 ilustra exemplos de antimicrobianos e os alvos especificos da célula.

Tabela 1: Exemplos de antimicrobianos e principais mecanismos de ac¢do associados.

Grupos de Principais

. . . ~ Exemplo de classes
antimicrobianos mecanismos de acao

Penicilinas,
cefalosporinas,
carbapenémicos e
monobactamicos

Inibicdo da sintese da
B-lactamicos parede celular
bacteriana

Enzima DNA-girase

. Ciprofloxacina
bacteriano P

Fluroquinolonas

Impedem a sintese

Tetraciclinas . Tetraciclina
protéica
) L, Impedem a sintese Estreptomicina e
Aminoglicosideos " .
protéica Gentamicina

Impedem a sintese

protéica Cloranfenicol

Cloranfenicois

Inibicdo de enzimas

] Sulfametoxazol
redutases e sintetases

Sulfonamidas

Fonte: autora.

3.2. RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIMICROBIANOS (BRA)

Um dos problemas emergentes na medicina € o uso inadequado dos
antimicrobianos que estédo ligados diretamente a resisténcia bacteriana. Dentre
os fatores que contribuiram para o crescente problema de resisténcia, segundo

Reygaert (2018) incluem: aumento do consumo de antimicrobianos, tanto por

21



humanos quanto por animais e; prescricdo inadequada de antimicrobianos na

terapia.

Os microrganismos que nao possuem seu crescimento ou multiplicacao
inibido pelas concentragées dos ATB ministrados, bem como aqueles que nao
tém respostas clinicas durante o tratamento, sdo considerados resistentes, e
multirresistentes (MR) quando possuem a capacidade de resistir aos efeitos de
diferentes classes, sendo uma caracteristica inerente as bactérias ou adquirida
durante a infeccdo (CARVALHO et al., 2021). Segundo Coutinho et al. (2013),
microrganismos com resisténcia a pelo menos trés classes de antimicrobianos

sdo considerados multirresistentes.

O uso excessivo esta relacionado, principalmente, a prescricdo médica
que € baseada em uma combinacdo de baixo custo e baixa toxicidade
(GRIFFITH et al., 2012). Também pode haver prescri¢cdo inadequada, ou seja,
administracdo de ATB de amplo espectro quando as de menor espectro seriam
suficientes e disponiveis (YU, 2011). Outros motivos sdo o desrespeito a
posologia e o tempo de tratamento inadequado do medicamento (CHAGAS,
2011 apud SOUZA et al., 2008). Além disso, o uso prévio de antibiético coloca o
paciente em risco de infeccdo por um organismo resistente ao composto
(REYGAERT, 2018).

O uso irresponsavel de antimicrobianos, favorece a pressdo seletiva,
tendo como consequéncia a selecédo e predominancia de espécies bacterianas
cada vez mais resistentes. A magnitude cada vez maior da resisténcia
antimicrobiana encontrada em patégenos humanos € uma grande preocupacao
para a saude publica em todo o mundo, limitando as op¢fes de tratamento para
infecgdes bacterianas (WINTERSDORFF et al., 2016).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ocorrer tanto por mutacfes e
transferéncias verticais quanto pela aquisicdo de genes que conferem
resisténcia via transferéncia horizontal de genes (TGH), sendo esta ultima
considerada o fator mais importante na disseminacdo da resisténcia
(WINTERSDORFF et al., 2016), detectada até mesmo anteriormente a producéo

e uso de antimicrobianos por humanos. Por exemplo, B-lactamases foram
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encontradas como sendo transmitidas por plasmideos e capazes de se transferir
entre espécies bacterianas ha milhées de anos (BARLOW e HALL, 2002).

Embora a resisténcia aos antimicrobianos seja um fendmeno natural aos
microrganismos, ocorrendo em ambientes com impactos antropogénicos baixos
ou ausentes (ALLEN et al., 2010; RIESENFELD et al., 2004; SEGAWA et al.,
2013), a taxa na qual esses processos ocorrem e 0 numero de cepas resistentes
aumentaram significativamente nas ultimas décadas, tornando-se um problema
significativo quando é acelerada pela utilizacdo incorreta de drogas e descuido
humano (OMS, 2010). Somado a isso, a falta de desenvolvimento de novos
antimicrobianos e o aumento da resisténcia até mesmo aos de ultimo recurso,

traz consequéncias preocupantes para a saude humana e veterinéria.

A resisténcia aos antimicrobianos, segundo JIM O’NEIL et al. (2014), é
reconhecida como uma ameaca ao desenvolvimento e a prosperidade global,
podendo levar, até 2050, 10 milhdes de mortes anualmente, ficando a frente de
casos de cancer em todo mundo. Essa ameaca a saude é diretamente
relacionada a capacidade de tratar uma série de infeccdes causadas por agentes
patogénicos, colocando em risco cirurgias de grande porte, transplante de
orgaos, tratamento de bebés prematuros, controle de diabetes e quimioterapia
contra o cancer sem antimicrobianos eficazes (OMS, 2018). A figura 2,
apresenta-se o tempo que passou desde a introducdo de antimicrobianos

especificos e a observacao de bactérias resistentes a eles.

Tetracilina
Cloranfenicol | Eritramicina Ampicilina
L Meticilina -
Estreptomicina . Daptomicina
Sulfonamidas Vancomicina Celalasporinas Linezolida
Panicilina

1930 1935 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1930 1985 1990 1995 2000 2005

Sulfonamidas ! o Ampicilina Vancornicina | » Linezolida
Tewraciling Meticilina Cefalosporinas Eritromicina

Ponicilina  Esireplomicina Daptomicina

Cloranfenical

Figura 2: Comparacéo entre os anos de inser¢do dos ATB na salde e a primeira resisténcia
associada a cada tipo, observada ao longo do tempo.

Fonte: Adaptado de PAZDA et al., 2019.
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Destaca-se que, a partir de 1970, houve uma reducéao das opcbes de
novos tipos de antimicrobianos capazes de tratar diferentes tipos de infecgdes.
Dessa forma, a OMS e Centro Europeu de Prevencao e Controlo das Doencas
(ECDC), reconheceram a resisténcia aos antimicrobianos como um dos mais
importantes problemas de saude publica do século 21, pois pode causar

ameacas epidémicas e alta mortalidade em todo mundo (PAZDA et al., 2019).

O aumento continuo dos casos de resisténcia aos antimicrobianos e a
reducado de opc¢des de tratamento para os pacientes geram quadros de infecgbes
mais graves que precisam de tratamento mais extenso e de altos custos, muitas
vezes exigindo a hospitalizacdo prolongada (REYGAERT, 2018), ocorrendo o

aumento das taxas de morbidade e mortalidade.

Segundo a OMS (2018), o aumento da resisténcia nao apenas impede
nossa capacidade de tratar infec¢gdes, mas tem efeitos sociais e econdmicos
mais amplos. Dessa forma, o impacto direto e indireto da BRA recaira
principalmente em paises de baixa e média renda, que muitas vezes carecem
de infraestrutura, recursos humanos e financeiros para combater

adequadamente os casos de resisténcia.
3.2.1. Mecanismos de resisténcia

A resisténcia aos antimicrobianos consiste na capacidade adquirida por
um organismo de ser resistente aos efeitos de um agente antimicrobiano, ao qual
deveria ser sensivel, permitindo ser dividida, principalmente, em resisténcia

intrinseca e adquirida, como exposto na figura 3.
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Figura 3: Mecanismos de resisténcia bacteriano, divididos em resisténcia intrinseca e
adquirida.

Fonte: Adaptado de Surette e Wright (2017).

A resisténcia intrinseca é descrita como um conjunto de genes expressos
na mesma espécie bacteriana e que evoluiram como uma resposta geral aos
antimicrobianos (SURETTE e WRIGHT, 2017). Ou seja, € aquela que faz parte
das caracteristicas naturais, fenotipicas do microrganismo, contemplando a

heranca genética do microrganismo.

Sendo assim, estdo inclusas as respostas de reparo ao DNA, bombas de
efluxo de amplo espectro, enzimas de inativagcao codificadas pelo cromossomo
bacteriano (B-lactamases, por exemplo) e barreiras de entrada como porinas
(BELTRAME, 2021). A resisténcia intrinseca a ATB representa um fendtipo
caracteristico de uma espécie ou organismo, resultante de multiplos genes e,
portanto, ndo é facilmente transferivel por transferéncia horizontal de genes
(ALVAREZ-ORTEGA et al., 2011). Na tabela 2, sdo apresentados exemplos de

bactérias e resisténcias intrinsecas associadas a cada uma.
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Tabela 2: Exemplo de bactérias com resisténcia intrinseca.

Organismo Resisténcia intrinseca
Bacterioides Aminoglicosideos, alguns B-lactamicos e quinolonas
Gram positivas Aztreonam
Enterococci Aminoglicosideos, cefalosporinas e lincosamidas
Listeria .
Cefalosporinas
monocytogenes
Gram negativas Glicopeptidicos e lipopeptidicos
Escherichia coli Macrolideos
Klebsiella spp. Ampicilina
Serratia marcescens Macrolideos
Pseudomonas Sulfonamidas, ampicillina, cefalosporinas de 12 e 22
aeruginosa geracdao, cloranfenicéis e tetraciclinas
Stenotrophomonas Aminoglicosideos, B-lactamicos, carbapenémicos,
maltophilia qguinolonas
Acinetobacter spp. Ampicillinas e glicopeptidicos

Fonte: Adaptado de Reygaert (2018).

As principais discussdes sobre resisténcia aos ATB estdo centradas na
resisténcia adquirida, resultante de mutacdo génica e a recombinacdo genética
por transferéncia horizontal de genes (THG) (BAQUERO et al., 2008; HUTINEL
et al., 2021). A aquisicao, temporaria ou permanente, do material genético que
confere resisténcia € possivel por todas as principais vias pelas quais as
bactérias adquirem qualquer material genético: transformacéo, transposicéo,
conjugacdo e mutacdes em seu proprio DNA cromossémico (REYGAERT,
2018). Dentro desse tipo de resisténcia, estdo inclusas as bombas de efluxo
especificas para compostos, expressdo de alvos ndo sensiveis e enzimas que

modificam alvos ou moléculas de antimicrobianos (SURETTE e WRIGHT, 2017).

Segundo Reygaert (2018), além da transmissédo de genes que conferem
resisténcia por plasmideos, internamente a bactéria sequéncias de insercdes
podem mover o material genético e estressores externos (como radiacdo UV e

produtos quimicos) sdo causas comuns de mutacdes genéticas (substitui¢des,
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delecbes e etc.). Geralmente, as mutagbes que auxiliam na resisténcia

antimicrobiana ocorrem em genes que condificam: alvos de drogas;

transportadores de drogas; reguladores que controlam os transportadores de

drogas e; enzimas modificadoras de antimicrobianos (MARTINEZ, 2014).

Segundo ANVISA (2007), LIN et al. (2015) e REYGAERT (2018), os

guatros principais mecanismos de resisténcia séo:

1)

2)

3)

4)

Limitacdo da absor¢éo do antibidtico: a membrana celular externa de
Gram-negativas detém proteinas como as porinas, que Sao
responsaveis por estabelecer canais especificos para a passagem de
substancias do meio externo para interno celular. A permeabilidade
limitada dessas proteinas é responsavel pela resisténcia intrinseca
dos bacilos Gram-negativos a penicilina, eritromicina, clindamicina e

vancomicina;

Modificacéo de sitio-alvo do antibiotico: impedimento da ocorréncia de
qualquer efeito inibitério ou bactericida, constituindo um dos mais
importantes mecanismos de resisténcia. As bactérias podem codificar

um novo produto resistente ao antibiotico, substituindo o alvo original,

Inativacdo do ATB: uma das mais conhecidas formas de degradacéo
sdo as [B-lactamases, que hidrolisam a ligacdo amida do anel beta-
lactamico, destruindo, assim, o local onde os antimicrobianos ligam-se

ao alvo bacteriano;

Remocao do antibiético ativo da célula bacteriana por meio de bomba
de efluxo: bombeamento de ATB do meio intracelular para o
extracelular por meio de proteinas transportadoras. Esse sistema pode
carrear uma ou mais estruturas capazes de bombear diferentes tipos
de medicamentos (WEBBER e PINDOCK, 2003).

A resisténcia intrinseca pode fazer uso de limitacdo de captacao,

inativagcdo dos antimicrobianos e o auxilio das bombas de efluxo. Por outro lado,
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0S mecanismos de resisténcia adquirida usados podem ser modificagéo do alvo,
inativacdo do ATB e efluxo da droga (REYGAERT, 2018)

As bactérias gram negativas, por exemplo, podem fazer o uso de todos
0S quatro mecanismos principais, enquanto as bactérias gram positivas usam
menos 0 mecanismo de limitacdo da absor¢édo de um composto (por ndo possuir
a membrana externa) e ndo tém capacidade para certos tipos de mecanismos
de efluxo (CHANCEY et al, 2012 e MAHON et al., 2014).

A primeira B-lactamase a ser caracterizada foi de E. coli e é codificada
cromossomicamente pelo gene ampC (assim chamado por resisténcia a
ampicilina). As B-lactamases AmpC sdo mais eficazes contra as penicilinas e
algumas cefalosporinas de primeira geracdo (REYGAERT, 2018). Existem
também muitas B-lactamases transmitidas por plasmideos que carregam uma
variedade de genes bla (genes de B-lactamases). Se essas B-lactamases
conferem resisténcia a cefalosporinas de ultima geracao, elas sdo designadas
como beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs). Os inibidores de [3-
lactamase sdo estruturalmente semelhantes as (B-lactamases e funcionam em
combinagdo com um farmaco de [-lactamico e geralmente s&o:

amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina/sulbactam e piperacilina/tazobactam.

Um grande enigma da resisténcia antimicrobiana é que mesmo em
concentracbes baixas ou muito baixas de antimicrobianos (sub-inibitorios),
podem levar a selecdo de alto nivel de resisténcia em sucessivas geracdes
bacterianas e aumentar a capacidade de adquirir resisténcia a outros agentes
antimicrobianos (BLAZQUEZ et al., 2012).

3.2.2. Resisténcia horizontal e vertical

A maioria das estratégias de resisténcia bacteriana € codificada por um
ou mais genes, que podem ser transferidos por meio de diversos mecanismos.
Os genes de resisténcia estdo localizados no cromossomo bacteriano - o0 que
confere certa estabilidade genética ao microrganismo - ou nos plasmideos extra-
cromossomiais (KUMMERER, 2009). Os plasmideos, além das funcdes
essenciais, podem transportar genes de resisténcia aos antimicrobianos, tolerar
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metais toxicos, produzir toxinas e sintetizar enzimas (ZHUANG et al., 2021). A
transmissdo de genes de resisténcia mediada pelos mesmos, € a via mais
comum para aquisicdo de material genético externo e a transmissao por
bacteriofagos € bastante rara (REYGAERT, 2018).

Os microrganismos resistentes a antimicrobianos estdo em toda parte no
meio ambiente e podem se mover entre diferentes ecossistemas e facilitar a
disseminacao de elementos genéticos moéveis que podem conferir resisténcia a
outros organismos (OMS, 2018). A transferéncia pode ocorrer tanto vertical (na
mesma espécie) quanto horizontal (entre espécies diferentes), referindo-se ao

genoma bacteriano, plasmideos, transposons e sequéncias de insercao.

De acordo com BELTRAME, (2021) a principal problematica relacionada
aos genes de resisténcia associados a bactérias comensais ndo-patogénicas é
0 risco da transferéncia de determinantes de resisténcia para organismos
patogénicos. Dessa forma, a microbiota comensal pode se tornar um
reservatorio de genes de resisténcia, podendo estes se propagarem para
microrganismos com potencial patogénico e levando pacientes a quadros
graves. Assim, podemos encontrar cenarios em que o tratamento com

antimicrobianos sao prejudicados para controle ou cura de infecgcbes comuns.

O trato gastrointestinal, por exemplo, € um ambiente repleto de
microrganismos, que favorece compartilhamentos genéticos entre componentes
da microbiota residentes e transientes neste espaco (BELTRAME, 2021). A
literatura cientifica ja traz relatos de bactérias do género Bifidobacterium, muito
empregado como probidtico devido suas propriedades benéficas, carregando

genes de resisténcia relacionados a tetraciclinas (LIM et al., 2018).

3.3. Escherichia coli COMO BIOINDICADORA DE QUALIDADE DA
AGUA

Os organismos patogénicos e parasitos mais frequentemente
encontrados em aguas e esgotos sanitarios podem ser divididos em quatro

principais grupos: bactérias, virus, protozoarios e helmintos (VON SPERLING,
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2014). A maioria destes séo excretados nas fezes e liberados nos esgotos, onde

sem o devido tratamento, podem entrar em contato com os corpos d’agua.

Dessa forma, a quantidade e os tipos de microrganismos presentes na
agua podem ser usados para avaliar a qualidade microbiol6gica da mesma. Essa
qualidade é determinada pela auséncia/presenca de microrganismos, pela
guantidade de indculo e pelo tempo de controle ou destruicdo desses agentes
patogénicos (FIOCRUZ, 2020). Na figura 4, apresenta-se uma representacao
esquematica para ilustrar as categorias de bactérias indicadores de

contaminagao fecal.

Bacténas Intestinais

; Bactarias de
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Figura 4: Representacdo esquematica das bactérias indicadores de contaminacéo fecal (CT =
Coliformes Totais; C. Termo = Coliformes Termotolerantes)

Fonte: Adaptado de Von Sperling (2014).

Os Coliformes totais sdo uma classe de bactérias que podem ser de vida
livre ou ndo, abrangendo os seguintes géneros: Klebsiella, Escherichia,
Enterobacter e Citrobacter (OMS, 1998). Por outro lado, os coliformes fecais ou
coliformes termotolerantes sédo bactérias de um subgrupo de coliformes totais,
predominantemente, do trato intestinal humanos e de outros animais
homeotérmicos, sendo a Escherichia coli (E. coli) a principal espécie pertencente

a esse grupo, possuindo origem exclusivamente fecal.

A principal bactéria utilizada como indicadora de contaminacgéo fecal € a

E. coli, sendo detectada em esgoto e aguas superficiais sujeita a contaminacao
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recente por seres humanos, atividades agropecudrias, animais selvagens e
passaros (OMS, 1993).

Pertencentes a familia Enterobacteriaceae, a E. coli € uma bactéria Gram
negativa, mesofila, na forma de bacilo, anaerdbia facultativa, possuidora de
capsula, flagelos e fimbrias. Em meio sélido, as colonias podem ser observadas
apos 24 horas de incubacdo a 37°C com aspecto rugoso e/ou mucoide
(SANTOS, 2014).

Nas amostras ambientais, os métodos de “Tubos Multiplos” e “Membrana
Filtrante” ainda sdo largamente utilizados na avaliagado de qualidade da agua no
ambito de indicacao de contaminacéo fecal. Entretanto a opcao pelo método de
substrato Cromogénico-Fluorogénico € comumente adotado pela facilidade de
manuseio, bem como por ter relativo custo/beneficio jA& comprovado para
deteccgéo de coliformes totais e de E. coli (BRASIL, 2014; MARQUEZI, 2010).

Segundo a Fundacao Nacional da Saude (2013), o método é baseado nas
atividades enzimaticas especificas dos coliformes ([3-galactosidade) e E. coli (3-
glucoronidase). Os meios de cultura contém substrato cromogénico Orto-
nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) e o fluorogénico 4-metilumbeliferil-B-
D-glucoronideo (MUG) que, ao serem hidrolisado pelas enzimas especificas dos
coliformes e da E. coli, transformam em ortonitrofenol (deteccdo cromogénica) e
4-metilumbeliferona (deteccgéo fluorogénica), respectivamente, como descrito na
figura 5.

Os meios de cultura cromogénicos e fluorogénicos sdo meios de
crescimento microbiolégicos que contém substratos enzimaticos ligados a um
composto cromogéneo (resulta ema mudanca de cor), fluorogéneo (conduz a

emissao de fluorescéncia) ou a juncdo de ambos.

Apbs o periodo de incubacao de 24 horas, caso o0 meio permaneca incolor,
indica a auséncia de bactérias do grupo coliforme e de E. coli na amostra. Se o
meio alterar a cor alterada para amarelo e ndo apresentar fluorescéncia sob luz
UV, indica presenca de bactérias do grupo coliforme e auséncia de E. coli na
amostra. Por fim, caso a cor do meio seja alterada para amarela e apresentar
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fluorescéncia sob luz UV, simultaneamente, significa que bactérias do grupo

coliforme e E. coli estdo presentes na amostra analisada (BRASIL, 2014).

Escherichia colj

Coliformes

MUG
_ 4-methyl-umbelliferyl

ONPG

. O-nitrophenyl

[
\ B-glucuronidase |
B-galactosidase ‘ B3-D-glucuronide

B-D-galactopyranoside
o-niterhenol 4-methyl-umbelliferone

Figura 5: Método de substrato Cromogénico-Fluorogénico para deteccdo de Coliforrmes e
Escherichia coli, simultaneamente (ONPG = Orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo; MUG = 4-
metilumbeliferil-B-D-glucoronideo).

Fonte: https://www.idexx.com.br/pt-br/water/water-products-services/colilert-250/

A E. coli, por ter essa estreita relagdo com o0s seres humanos
(bioindicadora de contaminacéo fecal) e devido a facilidade de isolamento em
laboratério, € uma das bactérias mais amplamente monitoradas na avaliacédo da
resisténcia antimicrobiana no meio ambiente (REINTHALER et al.,, 2003;
FIGUEIRA et al., 2011; AKIBA et al., 2015; PAULSHUS et al., 2019), inclusive
no Brasil (CHAGAS et al, 2011; REBELLO E REGUA-MANGIA, 2014;
GONCALVES et al., 2019; BARTLEY et al., 2019).

3.4. ANTIMICROBIANOS E MEIO AMBIENTE

A temética dos contaminantes emergentes vem ganhando destaque e em
diferentes aspectos pela comunidade cientifica. Essa tipologia trata-se de
centenas de compostos que tém sido detectados nas diferentes matrizes
ambientais (solo, agua e ar), sendo eles, principalmente, de origem antrépica
presentes em efluentes domésticos, industriais, hospitalares e aqueles

provenientes das atividades agricola e pecuaria (MONTAGNER et al, 2017).

Além de apresentarem risco ao ecossistema, a maioria dos contaminantes
emergentes no Brasil ndo estdo presentes na legislagdo, portanto, ndo estao
inclusos nos programas de monitoramento de qualidade nas diferentes matrizes
ambientais. O monitoramento de antimicrobianos — um dos tipos de
contaminantes emergentes - possui grande importancia devido ao fato de muitas

dessas substancias serem, frequentemente, encontradas em corpos d’agua,
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além de gerar impactos sobre a saude humana e de outros animais. Foi somente
no final do século XX, que se iniciaram as investigacdes sobre as fontes, destino
e efeito destes produtos (HALLING- SORENSEN et al., 1998; HIRSCH et al.,
1999).

Os antimicrobianos séo persistentes e lipofilicos, podendo bioacumular e
serem parcialmente metabolizados pelo organismo e seus metabdlitos, lancados
no ambiente por meio das excretas, sendo um possivel via a causar efeitos a
biota e ao homem (MONTAGNER et al, 2017). Os ATB encontrados no meio
ambiente sdo um risco ndo somente por ser um componente quimico, mas
também, devido a uma preocupacdo ainda maior: o fendmeno da resisténcia

entre populacdes bacterianas.

O surgimento da resisténcia antimicrobiana no meio ambiente é o
resultado de uma interacdo complexa entre microbiologia, comportamento
humano e geografia que muitas vezes é impactada pela pressao seletiva do uso
de antimicrobianos na saude humana e animal (BARTLEY et al, 2019). Visto que
a maioria da resisténcia é codificada por elementos genéticos méveis que
permitem a transferéncia entre diferentes espécies de bactérias, existe um
potencial para os genes que codificam a resisténcia se moverem rapidamente e

facilmente no meio ambiente (WOOLHOUSE e WARD, 2013).

Plasmideos, fagos e elementos transponiveis/transposons s&o
considerados elementos genéticos moveis, ou seja, fragmentos de DNA que
podem movimentar-se dentro dos genomas ou mesmo entre genomas
diferentes. Elementos genéticos tais como plasmideos podem amplificar o
problema contribuindo para o aumento da multirresisténcia bacteriana, ja que
estes elementos genéticos méveis podem ser transferidos para outras bactérias
de géneros e espécies distintos (KUMMERER, 2003).

Os principais mecanismos responsaveis pela alta disseminacdo de
bactérias resistentes a antimicrobianos em varios ambientes sédo: mutacao e
recombinacdo de genes alvo de antimicrobianos; transferéncia lateral de genes

e; a influéncia de pressdes de selecao impostas por agentes antimicrobianos ou
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contaminantes de metais pesados (BERENDONK et al., 2015 apud YUAN et al.,
2020). Ha uma preocupacdo de que a prevaléncia da resisténcia esteja
altamente correlacionada com o uso indiscriminado de antimicrobianos e de
metais pesados em tratamentos clinicos e criacdo de animais (JIA et al., 2017,
WANG et al., 2018).

A resisténcia aos antimicrobianos € um problema de saude publica
complexo que integra a saude humana e animal, o setor agricola e ambiental.
Por isso, nenhuma intervencao Unica é suficiente para combater totalmente o
surgimento e a disseminagdo de organismos infecciosos que se tornam
resistentes aos medicamentos antimicrobianos disponiveis, sendo necessario
uma abordagem coordenada e multissetorial e de acédo imediata global (OMS,
2018). Na figura 6, séo abordadas as principais vias de circulacdo de BRA e GRA
no meio ambiente, tendo como principal via de disseminacdo 0s esgotos
(KARKMAN et al., 2018).
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Figura 6: Vias de transmissao para a disseminacao de bactérias resistentes a antimicrobianos
e genes de resisténcia no meio ambiente.

Fonte: Adaptado de Pazda et al. (2019)

O fendmeno da resisténcia esta diretamente ligado a capacidade das
bactérias em poder fazer, e frequentemente o fazem, mudancas no seu material
genético, adquirindo resisténcia aos ATB. Atualmente, artigos publicados na
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comunidade cientifica relatam que ja é possivel encontrar ATB em diferentes
matrizes ambientais, como: na agua potavel (SCHWARTZ et al., 2003), aguas
superficiais (BAl et al., 2019), solo (CHEN et al., 2016), ar (BRAGOSZEWSKA e
BIEDRON, 2018) e nas estac¢des de tratamento de efluentes (NEUDORF et al.,
2017).

A agua é um dos habitats bacterianos mais relevantes na Terra, além de
ser uma das principais formas de disseminacdo de microrganismos na natureza
e tem sido reconhecida como reservatorio de resisténcia a antimicrobianos
(BAQUERO et al., 2008, RIZZO et al., 2013). Ainda que haja intensa pesquisa
nesta area nos ultimos anos, nao esta claro em quais circunstancias as bactérias
presentes na agua sao importantes fontes de resisténcia ou quando atuam como
elementos auxiliares que facilitam a disseminagdo da resisténcia e ademais,

como isso impactaria a saude humana (VAZ-MOREIRA et al, 2014).

No Brasil, o primeiro estudo que investigou bactérias em esgoto foi
realizado na cidade de Rio de Janeiro, em 1984, por Vinhas e Almeida (1984), e
pesquisou a diversidade de espécies de Salmonella sp. e a sensibilidade aos
antimicrobianos com perfil de resisténcia a ampicilina, cloranfenicol,

gentamicina, estreptomicina, tetraciclina, sulfazotrim e acido nalidixico.

Estudo conduzido por BOGER et al. (2021), encontraram cepas de
Escherichia coli, na cidade de Curitiba, resistentes a amoxicilina, norfloxacina,
ciprofloxacina, doxiciclina e sulfametoxazol isoladas de um rio urbano na cidade,
inferindo a possibilidade de que tenham vindo de esgotos sanitarios e possam

estar contribuindo para a disseminacédo da resisténcia bacteriana.

Outro estudo brasileiro, realizado no estado de Sao Paulo, analisou
amostras de &aguas provenientes de abastecimento publico e de pocos de
diferentes cidades, isolando enterobactérias resistentes aos ATB e produtoras
de B-lactamse de espectro expandido de 4guas para consumo humano. Os
resultados mostraram que das amostras analisadas, mais de 30% foram

resistentes a pelo menos um ATB, demonstrando que as estacdes de tratamento
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de &gua, de um modo geral, podem nao remover todos esses microrganismos
associados a resisténcia (MARTINS et al., 2019).

Ainda que os processos de tratamento ETE’'s sejam projetados,
principalmente, para remocdo de matéria organica, bactérias resistentes a
antimicrobianos foram detectadas em efluentes pouco antes de sua descarga
para aguas superficiais (MAO et al, 2015; AMARASIRI et al, 2019).

Na Irlanda (SMYTH et al.,, 2020), mais de 50% dos coliformes fecais
isolados de amostras de efluentes coletados apds o tratamento terciarios de
ETE’s expressaram fendtipos de resisténcia a multiplos antimicrobianos.
Segundo o autor, esses resultados fornecem evidéncias de que esgotos
sanitarios tratados ainda podem ser fontes de enterobactérias resistentes a
antimicrobianos. Por consequéncia, tornando possivel a entrada no meio
ambiente desses microrganismos se a remoc¢ao nao for completa, ou se,
principalmente, ndo forem tratadas (WATKINSON et al, 2007).

3.4.1. Esgotos hospitalares

Nos estabelecimentos de salde, entre eles 0s hospitais e centros clinicos,
h& geracdo constante de residuos soélidos, consumo elevado de agua e
consequentemente o descarte de efluente hospitalar que necessita de

tratamento adequado.

As fontes de efluentes liquidos nos estabelecimentos de saude provém de
diversos setores e atividades, como por exemplo: da lavagem de materiais
contaminados, procedimentos clinicos, das instalacfes sanitarias utilizadas
pelos funcionarios, visitantes e dos pacientes. Além disso, os hospitais geram
também efluentes a partir dos refeitorios, dos servigos de limpeza de superficies
e pisos misturadas com desinfetantes, da lavanderia, dos residuos de
procedimentos do centro cirdrgico, dos ambulatérios e do laboratério de analises
clinicas (KUMMERER, 2001; REINTHALER et al., 2003; EMMANUEL et al.,
2005).
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A caracterizacdo dos esgotos hospitalares ainda ndo esta bem definida.
Porém, ha relatos que existem poucas diferencas em relacdo aos efluentes
domeésticos e hospitalares com relacdo a concentracdo de matéria organica,
metais e pH (CHAGAS, 2011), como exposto na tabela 3. Algumas
caracteristicas especificas sdo atribuidas aos esgotos hospitalares, como:
presenca de maiores concentracbes de metais pesados, desinfetantes,
medicamentos, hormonios e radioisétopos (KUMMERER, 2001 e GAUTAM et
al., 2007).
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Tabela 3: Valores médios obtidos por autores por meio das analises fisico-quimicas e microbiolégicas de efluentes hospitalares e valores médios de esgotos

sanitarios.
Parametros fisico-quimicos e microbioldgicos
Demanda Demanda - Sélidos , _
. . . o o Sdlidos Coliformes Escherichia
: Tipo de Temperatura Condutividade Bioquimicade Quimicade . Suspensos . .
Literatura o L o A Totais . Totais coli
efluente (°C) (us/cm) Oxigénios Oxigénio (mg/L) Totais (cel/100 ml)  (cel/100 ml)
(mg/L) (mg OJ/L) g (mg/L)
Khan et al. . 6,8 -

(2021) hospitalar 8.6 - 230 -1468 80 - 1530 150 -2664 - 11 -900 - -
Akin (2016)  hospitalar 8,7 - - 75 934 - 124 - -
Varela et al. .

(2014) hospitalar - - - - 622 - 305 - -

Korzeniewska 76-
e Harnisz hospitalar 7 3 - - 225 - 2163 398 - 3332 - - - -

(2013) '

Chagas et al. . ]
(2011) hospitalar 7.5 100 380 7,4x10
Von Sperling 6.7 700
. _ ) ) _ _ B B 6_ 1010 6_10°
(2014) sanitario oo 250 - 400 450 -800 1350 10°-10 10°-10
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Os antimicrobianos sdo usados em toda a sociedade, mas os hospitais
sdao uma importante fonte de disseminacdo de resisténcia no ambiente
(HOCQUET et al., 2016). Segundo Baquero et al. (2008), existem os chamados
reservatérios geneéticos, que basicamente sdo locais potenciais para trocas
genéticas e, consequentemente, para a disseminacao da resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos devido a alta interacdo bioldgica e a presenca de selecéo
especifica. Entre estes reservatorios, encontram-se 0s esgotos hospitalares. A
presenca de bactérias resistentes no esgoto depende, portanto, da estacéo de
tratamento de esgoto, da populacdo bacteriana estudada, do agente

antimicrobiano e da concentracéo associada (BAQUERO et al.,2008).

No Espirito Santo, Depizzol et al. (2006), avaliaram a resisténcia a
antibioticos especificos de isolados de Escherichia coli de esgotos sanitario e
hospitalar. Notou-se que o numero de resisténcias nas linhagens das amostras
do esgoto hospitalar foi significativamente maior quando comparado ao das
amostras do esgoto sanitario. Resultado encontrado, também, na revisao por
publicada por Hassoun-Kheir et al. (2020) em 81% dos trabalhos observados,
concluindo que os hospitais possuem um importante como fonte de

disseminacgéao de resisténcia a antimicrobianos no ambiente.

Outro aspecto a se destacar dos efluentes hospitalares sao as
concentracbes de microrganismos patogénicos liberados, principalmente,
bactérias. Segundo Gallert et al. (2005) os Coliformes, Pseudomonas sp.,
Enterococcus sp. sdo bactérias comuns nos esgotos domésticos. Além dessas
bactérias, em uma pesquisa sobre o perfil microbiolégico de bactérias em
amostra de esgoto hospitalar no Rio Grande do Sul, Ortolan et al. (2000)
identificaram diversos géneros bacterianos: Acinetobacter sp., Alcaligenes spp.,
Comamonas sp., Enterobacter sp., Escherichia sp., Enterococcus sp.,
Flavobacterium spp., Klebsiella sp., Leclercia sp., Morganella sp., Pasteurella
sp., Pseudomonas sp., Proteus sp., Serratia sp., Staphylococcus sp.,

Stenotrophomonas sp., Streptococcus sp. e entre outros.
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Um estudo que teve como objetivo determinar a presenca de
Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase em diferentes pontos de uma
ETE na Colémbia, relatando que 83% dos isolados corresponderam na producao
de beta-lactamase foi em relagdo a Escherichia coli, ressaltando o papel
significativo da bactéria na formacdo de resisténcia em ecossistemas
(Aristizabal-Hoyos et al., 2019).

Dessa forma, devido a interacdo das bactérias em ambiente hospitalar e o
papel consideravel da E. coli no que tange a resisténcia bacteriana nos efluentes,
inmeras pesquisas tém se destacado na literatura cientifica nas amostras de

efluentes hospitalares, como exposto na tabela 4.

Tabela 4: Estudos publicados avaliando a resisténcia aos antimicrobianos em Escherichia coli
isoladas de efluentes hospitalares utilizando método de Disco de Difuséo.

Classe dos ATB

Estudo Pais Fonte da amostra
testados

Caixa de passagem do
efluente ambulatorial,  AMP, CIP, GEN,
enfermaria e pontode  SUT, TET, AMC,

Zagui et al., 2022 Brasil confluéncia dos efluente CTX, CLO, IPM,

de todo o hospital MER, PPT, etc.
Kumar et al., Si ETE hospltalqr nooeste CIP, TET, SUT,
e sul do Sri Lanka e etc
2020 Lanka ; L .
duas ETE’s municipais
. Saida de efluentesde  CIP, GEN, CTX,
Girijan et al., e N o
India  trés hospitais para corpo IMP, etc.
2020 o
hidrico
Guruge et al Syi Efluente de trés AMP, CTX, CLO,
29021 " Lanka hospitais, um lago e um TET, GEN, SUT,
canal de uma cidade  CIP, etc.
CTX, CIP, AMP,
Gaspar et al., Romeéni Efluente hospitalar e MER, ATM, GEN,
2021 a esgoto sanitario SUT, etc.
Chukwu et al., Nigéria Amostras de solo e CLO, GEN, CIP,
2018 9 efluentes hospitalares etc.

ATB = Antibiéticos; AMP = Ampicilina; CIP = Ciprofloxacina; GEN = Gentamicina; SUT =
Sulfametoxazol +Trimetropima; TET = Tetraciclina; AMC = Amicacina; CTX = Cefotaxima; CLO
= Cloranfenicol; IPM = Imipinem; MER = Meropenem; PPT = Piperacilina + Tazobactam;
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No estudo de Zagui et al. (2022), no interior do estado de S&o Paulo, foram
coletadas amostras do efluente referente as unidades de ambulatorio e
enfermarias e um ponto da juncdo de todos os efluentes do hospital.
Encontraram elevadas porcentagens de resisténcia para amoxicilina e
ampicilina, sendo o fenotipo multirresistente (MR) atribuido a mais de 60% dos

isolados.

O estudo publicado por Chukwu et al. (2018), na Nigéria, avaliou os efeitos
microbiolégicos de efluentes hospitalares tratados em fossa séptica, por meio da
coleta de solo em diferentes distancias do local de tratamento. Dentre os
microrganismos isolados, foram identificadas cepas de E.coli resistentes a CLO
e a GEN. As altas cargas microbianas dos isolados e as altas densidades dos
coliformes indicaram que ha contaminacdo do meio ambiente do solo em
decorréncia do descarte de efluentes hospitalares, o que provavelmente poderia

ser perigoso para a saude humana.

Coletivamente, os estudos analisados demonstram o papel potencial dos
efluentes hospitalares como um reservatorio ambiental que auxilia no surgimento
e disseminacao de novas cepas de bactérias que apresentam resisténcia. Isso
€ promovido, principalmente, pela coexisténcia de diversas espécies de
bactérias e altos niveis de GRA’s nesses ambientes, 0 que aumenta a
probabilidade de transferéncia de genes em elementos mdveis entre espécies.
Os esgotos sanitérios e efluentes hospitalares ndo tratados podem conter cargas
antimicrobianas, que representam uma importante pressao seletiva para o
surgimento e disseminacdo de BRA (FLANDROY et al., 2018).

O Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System (GLASS)
foi lancado para fornecer uma abordagem padronizada para a coleta, analise e
compartilhamento de dados de resisténcia a antimicrobianos. Com base nas
informacdes fornecidas por 68 paises inscritos no GLASS em 2018, a OMS
concluiu que inumeros paises enfrentam grandes desafios na construcado de

seus sistemas nacionais de vigilancia.
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Os afluentes das ETE 's urbanas contém bactérias de milhares de
individuos da comunidade conectados a um sistema, abrindo possibilidades para
gerar dados de resisténcia a antimicrobianos em nivel comunitario sem a
necessidade de amostrar individuos, sendo um dado valioso para compor o

monitoramento de resisténcia.

Os efluentes tém sido utilizados para a vigilancia do poliovirus e, mais
recentemente, de surtos virais, monitoramento de salmonelas (HOVI et al., 2012,
HELLMER et al., 2014; YAN et al., 2018) e a mais recente ao virus SARs-COV-
2 (HERRERA-URIBE et al., 2022). Testes de suscetibilidade a antimicrobianos
de bactérias isoladas de efluentes podem fornecer informacdes sobre a
resisténcia a antimicrobianos na comunidade (REINTHALER et al., 2013; KWAK
et al., 2015). Para que o monitoramento de efluentes seja til para a geracao de
dados de vigilancia, é necessario investigar a relacdo entre a prevaléncia de
resisténcia a antimicrobianos em &guas residuais e amostras clinicas
(HUIJBERS et al., 2020).

Um estudo em Blangadesh mostrou que a proximidade aos hospitais
estava associada a niveis elevados de BRA nas aguas superficiais, sugerindo
gue a descarga de ATB dos hospitais tem um efeito na abundancia dessas
bactérias e declina com a distancia (ISLAM et al., 2017). Essa informacédo é
corroborada pelo estudo publicado na China, onde concentracdes de tretraclicina
e sulfametoxazol nos efluentes estavam correlacionados a GRA'’s tetM e sull,

respectivamente (LI et al., 2015).

Os efluentes hospitalares podem estar sujeitos a trés diferentes cenarios
de tratamento: descarregado diretamente no meio ambiente; tratado no local e
posteriormente descarregado no meio ambiente ou; tratado no local e
posteriormente descarregado para tratamento de aguas residuais municipais
(PAUWELS e VERSTRAETE, 2006). A ultima abordagem foi preconizada pela
OMS, nas diretrizes publicadas sobre gestdo segura de residuos de
estabelecimentos de salde (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE et al.,
2014). Em publicagdo pelo Welcome Trust and the Center for Disease Control

(CDC), o pré-tratamento de esgoto hospitalar foi considerado como a abordagem
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preferencial, pois foca a aplicagdo de tratamento tecnologico de alto custo nas
principais fontes de resisténcia (CENTROS DOS EUA PARA CONTROLE E
PREVENCAO DE DOENCAS, 2018). Entretanto, a comunidade cientifica ndo
chegou a um consenso sobre a melhor forma de tratar os efluentes sanitarios
domésticos no que tange a redugédo de BRA’s e GRA’s, tampouco os efluentes
hospitalares. Além disso, a variabilidade nos tratamentos e a endemicidade local
de resisténcia dificultam a possibilidade de tirar conclusbes compiladas dos
efeitos do tratamento sobre a abundancia de resisténcias (HASSOUN-KHEIR et
al., 2020).

3.5. LEGISLACAO AMBIENTAL NACIONAL E INTERNACIONAL

O monitoramento de bactérias resistentes aos antimicrobianos e seus
genes associados em esgotos domeésticos € uma realidade longinqua no Brasil,
uma vez que o pais apresenta graves deficiéncias em relacdo ao saneamento
basico. Realidade essa que brasileiros vivem sem acesso ao abastecimento
publico de tratamento e disposicdo adequada de esgoto. Dados recentes do
Sistema Nacional de Informacgé&o sobre Saneamento — SNIS, mostram que pouco
mais da metade da populacao (50,8%) dos esgotos do pais é coletada e tratada,
isso infere que os outros 49,2% sao direcionados diretamente a natureza
(BRASIL, 2020). O lancamento inadequado de efluentes nos corpos hidricos,

compromete, diretamente, a qualidade da agua para os usos multiplos da agua.
3.5.1. Aspectos regulatérios internacionais

A Unido Europeia colocou em pratica, nas Ultimas décadas, inUmeras
legislacbes ambientais, tendo por consequéncia reducdo de poluicdo
significativas no ar, agua e solo (BRANCO, 2021). A Diretiva 60/2000/CE do
Parlamento Europeu e do Conselho estabeleceu um quadro de acao comunitaria
na politica da 4gua e foi adotada a Diretiva-Quadro da Agua da UE, conhecida
como Water Framework Directive cujo objetivo é proteger e recuperar a
qualidade da agua na Europa, como também assegurar a sua utilizacao
sustentavel até 2027 (COMISSAO EUROPEIA, 2000).
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A Ultima Decisdo de Execucdo 2020/1161, estabeleceu inumeras
substancias da lista de vigilancia que sédo selecionadas entre aquelas cuja
informacéo disponivel indiqgue que podem representar um risco significativo, a
nivel da Unido, para o meio aquético, ou por intermédio deste, mas cujos dados
de monitorizag&o sejam insuficientes para se chegar a uma concluséo quanto ao
risco real que representam. Foram inclusos alguns farmacos, dentre os quais, 0S
antimicrobianos:  Azitromicina, Claritromicina, Eritromicina, Amoxicilina,
Ciprofloxacina, Sulfametoxazol e Trimetropim (COMISSAO EUROPEIA, 2020).

A Europa adotou uma abordagem estratégica relativa aos produtos
farmacéuticos no ambiente, priorizou o aspecto da ecotoxicidade, a presenca de
antimicrobiano no ambiente, e 0s possiveis efeitos da exposi¢cdo crénica nos
seres humanos. A legislacdo relativa aos medicamentos constitui o principal
recurso para garantir a qualidade, a seguranca e a eficacia dos farmacos para
utilizacdo nos seres humanos e nos animais, e a protecdo do meio ambiente
(COMISSAO EUROPEIA, 2019).

Na UE, o monitoramento baseia-se em programas de vigilancia
implementados nos Estados-Membros e os dados relevantes s&o
disponibilizados a Comissdo (BRANCO et al., 2021). As diretrizes tém como
objetivos reduzir o uso inadequado e promover o uso prudente de
antimicrobianos e, tem como alvo, todos os atores responsaveis ou que
desempenham um papel relevante no uso ou na prescricdo de antimicrobianos
na Europa (COMISSAO EUROPEIA, 2019).

Nos Estados Unidos, a Agéncia de Protecdo Ambiental — EPA
(Environmental Protection Agency) € o 6rgdo responsavel para monitorar e
garantir a conformidade com a legislacdo de agua limpa, a fim de proteger a
salide humana e o meio ambiente. A Lei da Agua Limpa é a principal lei federal

que rege a poluicdo da agua.

Segundo BRANCO et al. (2021) A EPA possui um programa de
monitoramento dos contaminantes na agua destinada ao consumo que ainda

nao séo regulamentados. O monitoramento fornece dados sobre a ocorréncia de
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contaminantes suspeitos de estarem presentes na agua potavel, o nimero de
pessoas potencialmente expostas e uma estimativa dos niveis dessa exposicao.
Esses dados podem apoiar futuras legislacbes e outras acdes para proteger a

saude publica por meio desse programa.

Atualmente, apenas a eritromicina faz parte da lista, mas serve como o
primeiro nivel de avaliagdo para os contaminantes de agua potavel nao
regulamentados e que necessitam de uma investigacdo mais aprofundada dos
efeitos potenciais sobre a saude, e os niveis que sdo encontrados na agua
potavel (BRANCO et al., 2020; EPA, 2018). Esse monitoramento fornece uma

base para futuras acdes regulatorias para proteger a saude publica
3.5.2. Aspectos regulatérios nacionais

No Brasil, 0 Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) é um 6rgao
consultivo e deliberativo do Sistema Nacional do Meio Ambiente (SISNAMA), foi
instituido pela Lei 6.938/81, que dispfe sobre a Politica Nacional do Meio
Ambiente, regulamentada pelo Decreto 99.274/90. Dessa forma, € o CONAMA
0 responsavel por nortear as legislagbes brasileiras, cabendo aos Estados e
Municipios estabelecer diretrizes que melhor se adequam a realidade do local,

nao podendo ser mais flexivel do que a legislacédo nacional.

No que tange a teméatica 4gua, a Resolucdo CONAMA n° 357/2005 e suas
resolucbes complementares — dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua
e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como as condi¢des e
padrées de lancamento de efluentes - estabelecem que além dos padrées
estabelecidos para os corpos d’agua enquadrados em classes especificas, 0s
efluentes provenientes de servicos de saude, poderdo ser lancados somente
apos tratamento especial. Além disso, o langamento em rede coletora de esgotos
sanitarios conectada a estacdo de tratamento, sera permitido somente
atendendo as normas e diretrizes da operadora do sistema de coleta e
tratamento de esgoto sanitarios. Porém, ndo ha parametros estabelecidos para

concentragbes de antimicrobianos e seus microrganismos associados e
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principalmente, ndo ha definicdo qual o tipo de tratamento dos efluentes dos

servigcos de saude deverédo ser direcionados.

Nesses servigos de saude incluem-se todos os servigos relacionados com
o atendimento a satude humana ou animal, inclusive os servicos de assisténcia
domiciliar e de trabalhos de campo, laboratérios, necrotérios, funerarias, servigos
de medicina legal, drogarias, farmacias, estabelecimentos de ensino e pesquisa
na area de saude, centros de controle de zoonoses, distribuidores de produtos
farmacéuticos e materiais de diagndstico, servicos de acupuntura, servi¢cos de

tatuagem, entre outros.

Uma das maiores preocupacdes da comunidade cientifica € com o grupo
dos ATB, que € a maior categoria de farmacos utilizados na saude humana e
veterindria e sdo consumidas em altas quantidades e pelo seu potencial de
causar o surgimento de resisténcia bacteriana com contato com essas aguas

contaminadas, além do efeito toéxico aos organismos aquaticos (PNUMA, 2017).

7z

Outra legislacdo importante € a estabelecida pela Portaria de
Consolidacao do Ministério da Saude n° 888 de 04 de maio de 2021, que dispde
sobre padrdes de potabilidade da dgua e monitoramento durante o tratamento
para assegurar a qualidade da agua. Entretanto, destaca-se que nao ha qualquer

mencao sobre a avaliagdo de BRA’s e GRA’s na agua tratada.

No Espirito Santo, o Instituto Estadual de Meio Ambiente do Espirito Santo
(IEMA-ES) por meio da Instrucdo Normativa de n® 15/2016 estabelece critérios
técnicos para apresentacdo de resultados de monitoramento de Efluentes
Liquidos Industriais, Efluentes Liquidos Sanitarios, dos Corpos de agua, do solo
e da agua subterrdnea no ambito do licenciamento ambiental do IEMA em
consonancia as Resolu¢cdes Conama n°® 357/2005 e 430/2011, ou norma que vier

a suceder.

Além da Instru¢do Normativa do IEMA, a Companhia Espirito Santense
de Saneamento (CESAN) estabelece que os efluentes provenientes de
estabelecimentos servicos de saude poderéo ser lancados diretamente a rede
coletora que esteja conectada a estacdo de tratamento de esgoto, desde que
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atenda as exigéncias e valores estabelecidos Resolucédo de N° 6221 de 2020.
Porém, novamente, ndo se faz mencgao em relagao ao monitoramento de BRA's,
GRA’s e ATB.

Ainda que ndo se estabeleca monitoramento de BRA e GRA nos corpos
hidricos, efluentes e 4gua tratada, € importante destacar que a Resolugédo n°
357/2005 do CONAMA estabelece que os efluentes ndo deverdo causar ou
possuir potencial para causar efeitos toxicos aos organismos aquaticos no corpo
receptor, de acordo com os critérios de toxicidade estabelecidos pelo 6rgao
ambiental competente. Dessa forma, cabe aos geradores de residuos de servico
de saude, a responsabilidade sobre o gerenciamento dos mesmos desde a
geracdo até a disposicéao final, de forma a atender aos requisitos ambientais e
de saude publica (BRASIL, 2005).

4. METODOLOGIA
4.1. COLETA DE AMOSTRAS

As coletas simples de efluentes hospitalares foram realizadas,
semanalmente, no periodo compreendido entre 30 de novembro de 2020 a 25
de janeiro de 2021 em quatro hospitais da rede publica estadual e UFES
localizados na regido metropolitana da Grande Vitoria (RMGV) conforme descrito

na tabela 5 e apresentado na figura 7.

Tabela 5: Descricdo dos pontos de coleta em cada hospital.

Coordenada -
o g Descricédo do
Hospitais geografica Pontos onto
(Iatitude/longitude) P
HUCAM 1 Rede de esgoto
UCAM -20.300445° HUCAM 2 Rede de esgoto
-40.317941° Lago
HUCAM LAGO pertencente a
unidade
HISN -20.200183° HJSN 1 Entrada da ETE
-40.227483° HJSN 2 Saida da ETE
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-20.327766°

CREFES -40.274135° - Rede de esgoto
LR eis
HEAC -20.314388
'40.3814310 Antes do
HEAC 2
gradeamento

HUCAM = Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes; HISN = Hospital Jayme dos Santos
Neves; CREFES = Centro de Reabilitacéo Fisica do Espirito Santo; HEAC = Hospital Estadual
de Atencao Clinica.

Mapa dos pontos de coleta

Pontos de coleta de efluentes hospitalares

Legenda
Centro de Reablitago Fisica do Espirito Santo
¥ Hospital Estadual de Atengdo Clinica
Hospital Estadual Dr. Jayme dos Santos Neves

# Hospital Universitario Cassiano Antdnio Moraes

Figura 7: Localizacdo no mapa dos hospitais e 0s pontos de coleta das amostras de efluentes
hospitalares na Regido Metropolitana de Vitéria — ES.

Fonte: Google Earth.

O Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes (HUCAM) esta
localizado no municipio de Vitéria — ES, funciona com 277 leitos (UFES, 2020),
atendendo, gratuitamente e 24 horas por dia, a pacientes do SUS da capital do
Estado do Espirito Santo e também dos municipios vizinhos como, Serra, Vila
Velha, Serra, Cariacica, Viana, Fundéo e das demais regifes do Estado, bem

como de outros estados.
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Atualmente, para o tratamento de efluentes, 0o HUCAM n&o possui uma
estacdo de tratamento de efluentes (ETE). Portanto, entende-se que, todo o
efluente oriundo do sistema hospitalar € dirigido diretamente para a rede da
Companhia Espirito-Santense de Saneamento (CESAN — ES) sem tratamento
prévio. Portanto, foram selecionados dois pontos na rede coletora interna — que
recebe efluente provenientes de diferentes areas - bem como de um lago
pertencente a unidade proximo as residéncias e ao estacionamento do local, o

qual suspeita-se ocorrer contaminagao por esgoto hospitalar.

O Hospital Estadual Dr. Jayme Santos Neves (HIJSN), € o maior hospital
do Espirito Santo com 304 leitos disponiveis e encontra-se no municipio da
Serra-ES (GOVERNO DO ESTADO DO ESPIRITO SANTO, 2022). Tal hospital,
detém uma area reservada para tratamento de esgotos (sistema fossa-filtro)
sendo o efluente final direcionado para a rede da CESAN — ES.

O Hospital Estadual de Atencéo Clinica (HEAC) esta localizado na cidade
de Cariacica — ES, conta com 90 leitos disponiveis (GOVERNO DO ESTADO
DO ESPIRITO SANTO, 2022) e atualmente, possui instalada uma ETE com dois
sistemas, que recebem efluente de diferentes é&reas, compostas por:
gradeamento seguido de biodigestores e em paralelo outra unidade composta
por caixa de areia e sistema fossa-filtro. Apds tratamento, o efluente é lancado
diretamente no corrego proximo a area hospitalar. Dessa forma, os pontos de
coleta foram estabelecidos na entrada de cada unidade.

O Centro de Reabilitacdo Fisica do Espirito Santo (CREFES), esta
localizado na cidade de Vila Velha — ES e conta com 20 leitos de medicina fisica
e reabilitacdo (GOVERNO DO ESTADO DO ESPIRITO SANTO, 2022). Assim
como HUCAM, o CREFES nao possui nenhuma estrutura de tratamento de
efluentes, sendo lancado diretamente para a rede da CESAN-ES. Dessa forma,

foi selecionado um ponto de coleta na rede interna.

No periodo de dezembro de 2020 a janeiro de 2021, foram realizadas sete
coletas, semanalmente, nos quatro hospitais. Na tabela 6, apresenta-se de forma

resumida, as datas de coleta e o nUmero de amostras coletadas. No HUCAM 1
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e HUCAM 2 foi necessario realizar uma coleta a mais no dia 16/12/2020 devido
a aparéncia da amostra ao chegar no laboratério. No HUCAM Lago, houve
momentos que a coleta se tornou inviavel devido ao acesso ao local. Por fim, no
dia 21/12/2020, no HEAC 2, no gradeamento, havia inumeros solidos grosseiros

0 que inviabilizou a coleta da amostra.

Tabela 6: Datas das coletas e nimero de amostras coletadas no total.

NUmero Datas de coleta
Ponto de 2020 2021
amostras  30/11 7/12 14/12 16/12 21/12 4/01 18/01 25/01
HUE’AM 8 X X X X X X X X
HU(23AM ! X X - X X X X X
HUCAM 5
LAGO X - X - X X X -
HJSN 1 7 X X X - X X X X
HJSN 2 7 X X X - X X X X
CREFES 7 X X X - X X X X
HEAC 1 7 X X X - X X X X
HEAC 2 6 X X X - - X X X

Fonte: autora.

As coletas das amostras simples foram realizadas pelo turno da manha,
em decorréncia da necessidade de processamento das amostras no laboratorio,
de acordo com as orientacbes do Guia Nacional de Coleta e Preservacao de
Amostras (CETESB, 2011) e as especificacoes da ABNT - NBR 9898/1987, que
dispbe sobre a preservacgdo e técnicas de amostragem de efluentes liquidos e
corpos receptores. O volume coletado em cada ponto foi de trés litros,

manualmente com auxilio de um béquer, armazenado em frascos de plasticos
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limpos, conservados e transportados para o Laboratério de Caracterizacéo
Fisica, Quimica e Microbiolégica (LACAR) pertencente ao Centro de Pesquisa,
Inovacéo e Desenvolvimento (CPID) do Governo do Espirito Santo em parceria
com Fundacao de Amparo a Pesquisa e Inovacao do Espirito Santo (FAPES) e
processadas imediatamente para analise.

4.2. CARACTERIZACAO DOS EFLUENTES HOSPITALARES
4.2.1. Andlises fisico-quimicas

Para obter as caracteristicas fisico-quimicas dos efluentes hospitalares,
todos os métodos analiticos empregados seguiram as analises dos parametros
descritos por Standard Methods for Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2017). Os parametros fisico-quimicos sob avaliacdo das amostras

coletadas estao resumidos na tabela 7.

Tabela 7: Parametros analisados de qualidade de efluentes e métodos aplicados.

Variavel Unidade Método Referéncia
. APHA 2550 B,
Temperatura C Sonda MP 2017
APHA 4500-H* B,
pH - Sonda MP 2017
Oxigénio APHA 4500-O H,
Dissolvido mg/L Sonda MP 2017
Condutividade APHA 2510 A,
Elétrica uSfem Sonda MP 2017
Demanda Método APHA 5220 D,
Quimica de mg O2/L colorimétrico, 2017
Oxigénio (DQO) fluxo fechado
Demanda APHA 5210 D,
Bioquimi . i 2017
|oqu_|mA|c.a de mg O2/L Respirometrico 0
Oxigénio
(DBO?%)
Série de solidos mg/L Gravimétrico API—;,g12754O,

Fonte: autora
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4.2.2. Andlises microbioldgicas

Foi realizada conforme APHA (2017) o método 9223B. Apdés adicdo de
aliquota da amostra coletada em 100 ml meio MUG, seguindo-se a adicdo em
cartela Quanti-Tray®, selada e incubada a 24 + 2 horas a temperatura 37,5 °C.
Apés a incubacgdo das cartelas, os numeros de pog¢os positivos amarelos (para
coliformes) e fluorescentes sob luz ultravioleta (para E.coli) sdo convertidos ao
Numero Mais Provavel (NMP)/100 ml através de uma tabela de conversao

disponibilizada pelo fabricante.

4.3. ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE E. coli DE EFLUENTES
HOSPITALARES

Amostras coletadas de esgoto bruto hospitalar foram processadas para
identificacdo e quantificacéo de E.coli utilizando metodologia descrita por APHA
(2017) e modificagbes propostas por Cassini et al. (2013) baseando-se na
presenca de reacdo positiva em cartela cartela de 98 pocos para E. coli,
isolamentos subsequentes em meios Al e Agar MacConkey. Todas as colonias
isoladas em Meio MacConkey foram avaliadas com testes confirmativos
(Bactray ™) conforme esquematizado no fluxograma apresentado na figura 8.
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Figura 8: Fluxograma do método utilizado para isolamento de Escherichia coli.

Fonte: APHA (2017) e modificacdes propostas por Cassini et al. (2013)

4.3.1. Isolamento da Escherichia coli

A metodologia de isolamento de E. coli foi baseada na presenca de reacao
positiva da cartela de 98 pocos para quantificacdo de Coliformes totais e

Escherichia coli foi realizada segundo Cassini (2013).

A partir dos pogos com reagéo positiva amarela para Coliformes totais e
fluorescente para E. coli (figura 9 e 10) foram retiradas trés aliquotas de
diferentes pocos, para realizar triplicatas, com seringas e cada uma espalhada
em placas com meio Al, especifico para enterobactérias, e agar bacteriolégico
(figura 11 e 12). As placas foram incubadas a 42 °C durante o periodo de 24
horas. Apdés o periodo de incubacgéo, selecionou-se colbnias isoladas e as
armazenou em frascos na geladeira com meio Al e agar, para posterior
armazenamento em microtubos com Caldo Soja Tripticaseina (TSB) e glicerol

20% a temperatura de 2 a 4°C.
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Figura 9: Método da cartela com reagdes Figura 10: Método da cartela com reagdes
positivas para Coliformes Totais. positivas para Escherichia coli.
Fonte: autora. Fonte: autora.

Figura 11: Coleta de amostras positivas para E. Figura 12: Plaqueamento das amostras positivas
coli. em meio Al e agar bacterioldgico.
Fonte: autora. Fonte: autora.

4.3.2. Testes bioquimicos confirmatérios de Escherichia coli

Para realizacdo de testes confirmativos para E. coli, as culturas
armazenadas em TSB + glirecol foram, primeiramente, semeadas em meio agar
MacConkey. Apés crescimento da bactéria por 24 horas a 44°C, selecionou-se
colénias morfologicamente fermentadoras de lactose (meio de coloracdo
rosacea) semelhantes para realizar a suspenséo de agua destilada e MUG, com
intuito de observar a ocorréncia de fluorescéncia. As amostras que positivaram
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para fermentacdo de lactose e fluorescéncia, seguiram para o0s testes

bioquimicos.

Nessa pesquisa, utilizou-se um sistema comercial, com bases em teste
bioguimico, Bactray | e Il ® da Laborclin com 10 pogos de reacdo, cujos
componentes reativos sao: Orto-nitrofenil-galactopiranoside (ONPG), Arginina
(ADH), Lisina (LDC), Ornitina (ODC), Uréia (URE), Vogues-Proscauer (VP), L-
fenilalanina (PD), Triptona (IND), Citrato de sodio (CIT) no Bactray | e Rhamnose
(RHA), Adonitol (ADO), Arabinose (ARA) Salicina (SAL), Inositol (INO), Sorbitol
(SOR), Sacarose (SAC), Manitol (MAN), Rafinose (RAF) no Bactray II.

Para a inoculac&o nos sistemas bioquimicos realizou-se uma suspensao
da bactéria a ser identificada (1mL) semelhante a turvacdo 0,5 da Escala
McFarland, sendo adicionado 100uL da suspensédo em cada pogo, tais quais
representam uma reacao bioquimica diferente. Apos 24 horas de incubacdo em
camara umida a 35 °C para avaliacdo da positividade/negatividade das provas
bioquimicas, as coloracbes foram observadas e comparadas de acordo com
gabarito fornecido pelo fabricante. Ap6s essa etapa, o0s resultados foram
copilados em um software de identificagdo bacteriano disponibilizado pelo
fabricante. Para o controle de qualidade da identificacdo bacteriana, foi utilizado
0 padrao Escherichia coli ATCC 25922.

4.4. AVALIACAO DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE BACTERIANA

As andlises de resisténcia aos antimicrobianos foram realizadas
empregando o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos por difusédo de discos
de acordo com BrCAST (Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing, 2021) e escolhidos com base na Lista da Organizacdo Mundial da
Saude de Antimicrobianos Criticamente Importantes para Medicina Humana
(OMS, 2019).

O método por difusdo de antimicrobiano é realizado a partir de discos
contendo diferentes concentracdes padronizadas pelo BrCAST (2021) em meio
agar Mueller-Hinton. Ao todo, foram testados 13 antimicrobianos, selecionados
em funcéo da sua utilizacdo na rotina dos hospitais (Tabela 8).
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Tabela 8: Antimicrobianos utilizados no presente estudo e suas respectivas concentracdes para
0 método de difusdo de disco.

Antibacterianos Tipo Siglas Conczrl;r)agoes
Ampicilina Penicilina AMP 10
Amoxicilina = Acido Penicilina AMC 20-10
clavulanico
Piperacilina — Tazobactam Penicilina PPT 30-6
Cefalexina Cefalosporinas CFE 30
Cefotaxima Cefalosporinas CTX 5
Meropenem Carbapenémicos MER 10
Imipenem Carbapenémicos IPM 10
Aztreonam Monobactamicos  ATM 30
Ciprofloxacina Fluoroquinolonas CIP 5
Gentamicina Aminoglicosideos  GEN 10
Tetraciclina Tetraciclinas TET 30
Cloranfenicol Clorafenicois CLO 30
Sulfametoxazol - Sulfonamidas  SUT 23,5-1,25

Trimetropima
Fonte: autora.

Para a realizacdo dos testes de susceptibilidade antimicrobiana, as
culturas de E. coli foram inoculadas em placas com meio agar nutriente e
incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, as culturas foram diluidas a uma
concentracdo correspondente a 0,5 na escala de McFarland correspondendo,
aproximadamente, 5x10° Unidades Formadoras de Col6nia por ml (UFC/mI) em
solucéo salina a 0,9%. Para realizar o in6culo da solugdo em placa 150x20mm
com meio Agar Muller- Hinton, utilizou-se um swab estéril para espalhamento em
trés direcbes da placa, seguindo as recomendacdes do BrCAST (2021). Apos
18+2h horas de incubacgéo a 35+1°C, observou-se a presenca ou auséncia de
halos nas placas. Os halos de inibicdo foram interpretados de acordo com 0s
pontos de cortes da tabela padréo (Tabela 9), medidos com auxilio de uma régua
(consideravel area sem crescimento detectavel a olho nu). Como controle do

teste utilizou-se a amostra de E. coli ATCC 25922.

Tabela 9: Interpretagcéo dos halos de inibicdo dos antimicrobianos utilizados.

Antibacterianos Zona de inibicdo em mm
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Sensivel,

Sensivel 2 aumentando ReS|s<tent
exposicao ©
Ampicilina 14 - 14
Amoxicilina — Acido clavulanico 19 - 19
Piperacilina — Tazobactam 20 - 20
Cafalexina 14 - 14
Cefotaxima '(lnfecgoes nao 20 17-19 17
meningeas)
Cefotaxima 20 - 20
Meropenem'(lnfecgoes nao 22 16-21 16
meningeas)
Meropenem 22 - 22
Imipenem 22 19-21 19
Aztreonam 26 21-25 21
Ciprofloxacina 25 22-24 22
Gentamicina 17 - 17
Tetraciclina* 19 - 19
Cloranfenicol 17 - 17
Sulfametoxazol - Trimetropima 14 11-13 11

*Baseado no BRCAST (2020).
Fonte: BRCAST (2021).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA

DOS EFLUENTES HOSPITALARES

As médias dos resultados e os desvios padrdes (s) associados a cada

parametro obtido por meio das andlises fisico-quimicas e microbiolégicos dos

efluentes hospitalares coletados estéo apresentados na tabela 1.
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Tabela 10: Média e desvio-padrao dos resultados obtidos das analises fisico-quimicas e microbiolégica dos efluentes hospitalares

Paradmetros fisico-quimicos e microbiol6gicos

PONTOS oH Temp Cond OD (mg DBOs?C  DQO (mg ST SST CT (cel/100 E.coli
(°C) (us/cm) O2/L) (mg/L) O2/L) (mg/L) (mg/L) ml) (cel/200 ml)

HUCAM1 7.3 27,7 2327 1,13 396 965 1263 181 7,86E+06 1,37E+06

S 0,4 0,7 307,6 0,8 137,0 2443 296,0 123,5 210,8 55,4
HUCAM 2 7,4 28,0 2174 1,27 367 989 1253 180 1,16E+07 4,39E+06
S 0,4 0,6 263,5 0,8 172,7 280,7 269,7 57,9 7,60E+06 8,61E+06
HUCAM 7,3 26,3 559 0,87 47 28 360 11 9,27E+04 1,49E+05

LAGO

S 0,2 0,4 43,4 0,6 17,0 65,7 59,0 8,5 4,10E+06 1,28E+06
HJSN 1 7,1 28,4 1026 0,96 429 1036 753 192 7,85E+06 7,60E+05
S 0,3 0,6 98,6 0,7 120,2 119,4 144,3 63,1 9,40E+06 2,67E+06
HJSN 2 6,7 27,8 1306 2,61 433 999 658 143 2,91E+06 4,43E+05
S 0,2 0,4 575,8 0,9 112,8 364,1 92,9 53,7 9,57E+06 4,82E+06
CREFES 7,9 27,3 1016 1,16 298 880 598 235 4,38E+06 1,56E+06
S 0,5 0,9 429,5 0,8 2374 606,4 354 213 8,83E+06 9,06E+06
HEAC F 7,2 27,9 906 0,56 210 622 462 124 8,14E+06 1,66E+06
S 0,3 1,8 399,6 0,6 77,0 553,9 140,3 45,2 8,66E+06 5,13E+06
HEAC G 8,2 29,5 1080 0,60 199 901 577 257 6,39E+06 2,97E+06
S 0,4 1,2 332,2 0,8 120,8 740,6 303,1 253,9 8,97E+06 9,76E+06

Temp. = Temperatura; Cond. = Condutividade; OD = Oxigénio Dissolvido; DBO = Demanda Bioquimica de Oxigénio; DQO = Demanda Quimica de Oxigénio;
ST = Sélidos Totais; SST = Sdlidos Suspensos Totais; SSV = Sdlidos Suspensos Volateis; CT = Coliformes Totais; E.coli = Escherichia coli; s = desvio-

padrao amostral.
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Em relacdo ao HUCAM, o pH esta dentro das faixas encontradas em
literatura. Entretanto, a condutividade dos pontos HUCAM 1 e HUCAM 2 estao
acima dos valores obtidos por Khan et al. (2021), refletindo, principalmente, que
os efluentes possuem mais ions dissolvidos, possivelmente associado ao uso de
medicamentos e soros em ambiente hospitalar (AKIN, 2016) e também a
influéncia da salinidade devido a Regido da Grande Vitéria estar cercada de

mares.

Foi relatado que as &guas residuéarias hospitalares tinham caracteristicas
geralmente semelhantes aos esgotos domésticos quanto as concentracfes de
DBO e DQO (AKIN, 2016). A faixa do esgoto sanitario segundo Von Sperling
(2014) é de 450-800 mg/L para DQO e 250-400 mg/L para DBO. Este estudo
observou que os valores médios de DQO estdo acima das faixas médias dos
esgotos sanitarios para os pontos HUCAM 1 e HUCAM 2 (965 mg/L e 989 mg/L,
respectivamente) e abaixo (28 mg/L) no HUCAM LAGO. A matéria organica
representada DBO nos pontos HUCAM 1 e 2 esta proxima aos valores obtidos
em literatura, exceto nos estudos publicados por Akin (2016) e Chagas et al.
(2011).

Em relacdo a analise microbiolégica do efluente, os valores de Coliformes
Totais foram da ordem de 10’ NMP/100 ml para HUCAM 1 e HUCAM 2 e de 10°
NMP/100 ml para o lago. Destaca-se as concentra¢cdes de E.coli, principalmente
para o ponto HUCAM LAGO, pois é onde suspeita-se da contaminac¢do de algum

tipo de esgoto - hospitalar ou sanitario - pois proximo ao local h& area residencial.

No Hospital Jayme dos Santos Neves, nos pontos de entrada (HIJSN 1) e
(HJSN 2) destaca-se as concentra¢cfes para DBO, uma vez que, em média, as
concentracfes na saida sdo maiores do que na entrada, indo de encontro ao que
€ estabelecido pelo CONAMA n° 357/2011 que prevé a condi¢cao de lancamento
de efluentes apenas com remocdo minima de 60% na ETE.

O CREFES, se configurou como ponto que apresentou caracteristicas

fisico-quimicas mais préximas ao esgoto domeéstico, uma vez que esta instituicao
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de saude possui baixa rotatividade e € utilizada pelo governo local como
instituicdo de tratamento e recuperacao de problemas de saude relacionados a
mobilidade. Destaca-se, também, que durante as coletas, observou-se menor

vazéo e menor diluigéo.

Ainda que sejam parametros que possam oscilar durante o dia, devido ao
aporte de compostos que sao detectados nos testes de DQO e matéria organica
na DBO, os parametros obtidos no CREFES e no HEAC, de modo geral, estao
dentro dos encontrados em literatura, exceto para DBO e DQO ao ser
comparado com os obtidos por Chagas et al. (2011).

5.2. ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE E. COLI

No plaqueamento das aliquotas retiradas da cartela Quanti-Tray® foram
realizadas triplicatas para cada amostra coletada. Inicialmente, foi realizado o
teste do MUG com intuito de pré-selecdo das amostras, para depois seguir para
o teste bioguimico Bactray ®.Na tabela 11 sdo expostos as porcentagens apos

o resultado dos testes bioquimicos.

Tabela 11: Resultado das amostras apds testes bioquimicos.

Resultado da deteccio dos testes Porcentagem do total de amostras

(n=97)
Citrobacter farmeri 2%
Escherichia hermanii 1%
Escherichia coli 71%
Hafnia alvei 1%
Inconclusivo 24%
Klesbsiella oxytoca 1%

Fonte: autora.

ApOs os testes confirmatdrios para Escherichia coli em meio MacConkey e
bioquimicos no Bactray, de 97 amostras testadas, 32 deram negativos para esse
teste e logo foram descartadas. Do total, 69 amostras (71%) deram resultado

positivos para E.coli seguiram para os testes de antibiograma.
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O sistema Bactray® estabelece porcentagens aceitaveis de identificacéo,
considerando aceitavel para conclusédo porcentagens maiores ou iguais a 80%.
Dessa forma, foram consideradas amostras positivas para E.coli apenas
resultados que apos o teste bioquimico se encaixam nessa orientacao dada pelo
fabricante. Os testes, como exposto na tabela 11, tiveram como resultado:
positivo para Escherichia coli (69 amostras); Klesbsiella oxytoca (1 amostra);
Hafnia alvei (1 amostra); Escherichia hermanii (1 amostra); Citrobacter farmeri (2
amostras) e; amostras inconclusivas com porcentagens variaveis de

identificacdo menores que 80% (23 amostras).

Como o grupo coliformes totais abrange diferentes microrganismos, dentre
0S quais se destacam os géneros Escherichia, juntamente com os géneros
Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella (MOURA et al., 2017), ndo ha indicativos
de que o MUG seja um meio de cultura seletivo, uma vez que os nutrientes
utilizados somente indicam que ha a presenca ou auséncia de coliformes e/ou
Eschericia coli podendo se associar a técnica do “Numero Mais Provavel” para

quantificacao.

Dessa forma, ao semear aliquotas dos pocos positivos para Coliformes
totais e Escherichia coli, ha a possibilidade de cultivar outros tipos de bactérias,
ou seja, falso-positivo. Porém, por ser um método de facil manipulacao, baixo
custo e de resposta relativamente rapida (CASSINI et al., 2013) torna-se viavel
seu uso, sendo necessaria a confirmacao por testes bioquimicos como exposto

nesta pesquisa.

A figuras 13 expbem as porcentagens das cepas de Escherichia coli
confirmada em relacao a cada hospital, respectivamente.

61



Porcentagem de cepas Escherichia coli confirmada
em cada hospital
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Figura 13: Porcentagem de amostras confirmadas para Escherichia coli em relacdo ao total (71

amostras) por hospital.

Fonte: autora.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se perceber que de todas as
amostras confirmadas para E.coli, 10% corresponde as do CREFES, podendo
estar alinhado ao fato de que no referido local ha baixa populacéo atendida e no
momento da coleta as vazdes eram consideravelmente baixas, apresentando
maior tempo de retencdo na rede, levando a perda de diversidade

microbiolégica.

5.3. PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS DOS
ISOLADOS DE Escherichia coli.

Nas tabelas 12, 13, 14 e 15, estdo apresentados os resultados das
resisténcias aos antimicrobianos dascepas de Escherichia coli em cada ponto de
coleta analisados de acordo com BrCAST (2021), seguida pela figura 14 que
expbe o0s niveis de resisténcia e multirresisténcia encontrados por hospital

definidos de acordo com Zagui et al. (2020).
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Tabela 12: Classificacdo das resisténcias obtidas dos testes de Disco de Difusdo em Agar das

amostras de efluentes coletadas do CREFES.

Resistentes

Sensivel, aumentando

Antimicrobianos exposicao

n % n %

AMP 1 14% 0 0%
AMC 0 0% 0 0%
PPT 0 0% 0 0%
CFE 0 0% 0 0%
CTX 0 0% 0 0%
MER 0 0% 0 0%
IPM 0 0% 0 0%
ATM 0 0% 0 0%
CIP 0 0% 0 0%
GEN 0 0% 0 0%
TET 0 0% 0 0%
CLO 0 0% 0 0%
SUT 0 0% 0 0%

n = nimero de amostras bacterianas. AMP = ampicilinas; AMC = Amoxicilina - 4cido clavulanico;
PPT = Piperacilina-tazobactam; CFE = Cefalexina; CTX = Cefotaxima; MER = Meropenem; IPM
= Imipinem; ATM = Aztreonam; CIP = Ciprofloxacina; GEN = Gentamicina; TET = Tetraciclina;
CLO = Cloranfenicol; SUT = Sulfametoxazol-trimetoprima.
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Tabela 13: Classificacio das resisténcias obtidas dos testes de Disco de Difusdo em Agar das amostras de efluentes coletadas do HUCAM.

Resistentes

Sensivel, aumentando exposicao

Antimicrobianos HUCAM 1 HUCAM 2 HUCAM LAGO HUCAM 1 HUCAM 2 HUCAM LAGO
n % n % n % n % n % n %
AMP 6 55% 3 38% 3 43% 0 0% 0 0% 0 0%
AMC 1 9% 4 50% 1 14% 0 0% 0 0% 0 0%
PPT 1 9% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
CFE 0 0% 0 0% 1 14% 0 0% 0 0% 0 0%
CTX 0 0% 0 0% 1 14% 0 0% 0 0% 0 0%
MER 0 0% 0 0% 0 0% 1 9% 0 0% 0 0%
IPM 1 9% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
ATM 0 0% 0 0% 1 14% 0 0% 0 0% 2 29%
CIP 6 55% 0 0% 2 29% 0 0% 0 0% 1 14%
GEN 1 9% 1 13% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
TET 5 45% 3 38% 1 14% 0 0% 0 0% 0 0%
CLO 3 27% 1 13% 1 14% 0 0% 0 0% 0 0%
SUT 5 45% 2 25% 2 29% 1 9% 0 0% 0 0%

n = nimero de amostras bacterianas. AMP = ampicilinas; AMC = Amoxicilina - acido clavulanico; PPT = Piperacilina-tazobactam; CFE = Cefalexina; CTX =
Cefotaxima; MER = Meropenem; IPM = Imipinem; ATM = Aztreonam; CIP = Ciprofloxacina; GEN = Gentamicina; TET = Tetraciclina; CLO = Cloranfenicol; SUT

= Sulfametoxazol-trimetoprima.
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Tabela 14: Classificacdo das resisténcias obtidas dos testes de Disco de Difusdo em Agar das amostras de efluentes coletadas do HISN.

Resistentes

Sensivel, aumentando exposicao

Antibidticos HJSN 1 HJSN 2 HJSN 1 HJSN 2
n % n % n % n %
AMP 3 33% 4 44% 0 0% 0 0%
AMC 2 22% 3 33% 0 0% 0 0%
PPT 0 0% 1 11% 0 0% 0 0%
CFE 2 22% 1 11% 0 0% 0 0%
CTX 2 22% 1 11% 0 0% 0 0%
MER 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
IPM 0 0% 0 0% 0 0% 1 11%
ATM 1 11% 1 11% 0 0% 1 11%
CIP 0 0% 1 11% 0 0% 0 0%
GEN 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
TET 3 33% 4 44% 0 0% 0 0%
CLO 0 0% 2 22% 0 0% 0 0%
SUT 1 11% 2 22% 1 11% 0 0%

n = ndmero de amostras bacterianas. AMP = ampicilinas; AMC = Amoxicilina - &cido clavulanico; PPT = Piperacilina-tazobactam; CFE = Cefalexina; CTX =
Cefotaxima; MER = Meropenem; IPM = Imipinem; ATM = Aztreonam; CIP = Ciprofloxacina; GEN = Gentamicina; TET = Tetraciclina; CLO = Cloranfenicol; SUT

= Sulfametoxazol-trimetoprima.

65



Tabela 15: Classificacdo das resisténcias obtidas dos testes de Disco de Difusdo em Agar das amostras de efluentes coletadas do HEAC.

Resistentes

Sensivel, aumentando exposi¢cao

Antibioticos HEAC 1 HEAC 2 HEAC 1 HEAC 2
n % n % n % n %

AMP 1 13% 3 30% 0 0% 0 0%
AMC 0 0% 2 20% 0 0% 0 0%
PPT 0 0% 1 10% 0 0% 0 0%
CFE 0 0% 2 20% 0 0% 0 0%
CTX 0 0% 2 20% 0 0% 0 0%
MER 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
IPM 0 0% 0 0% 1 13% 0 0%
ATM 0 0% 0 0% 1 13% 2 20%
CIP 2 25% 3 30% 1 13% 4 40%
GEN 1 13% 0 0% 0 0% 0 0%
TET 1 13% 6 60% 0 0% 0 0%
CLO 1 13% 0 0% 0 0% 0 0%
SUT 1 13% 6 60% 0 0% 1 10%

n = ndmero de amostras bacterianas. AMP = ampicilinas; AMC = Amoxicilina - &cido clavulanico; PPT = Piperacilina-tazobactam; CFE = Cefalexina; CTX =
Cefotaxima; MER = Meropenem; IPM = Imipinem; ATM = Aztreonam; CIP = Ciprofloxacina; GEN = Gentamicina; TET = Tetraciclina; CLO = Cloranfenicol; SUT

= Sulfametoxazol-trimetoprima.
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De acordo com as tabelas anteriormente apresentadas, pode-se notar que
a maioria das resisténcias encontradas nas amostras foram relacionadas com a
ampicilina e tetraciclina, seguido por: ciprofloxacina; amoxicilina — acido
clavulanico; sulfametoxazol - trimetropima; cloranfenicol;, cefalexina e
cefotaxima; piperacilina — tazobactam, aztreonam e gentamicina. Nao foi
encontrada resisténcia a meropenem em nenhum dos isolados, apenas uma
amostra caracterizada como resistente aumentando a exposicdo do ponto
HUCAM 1.

No ponto denominado como HUCAM 1 (Tabela 13) foram encontradas
cepas de Escherichia coli resistentes a ampicilina (AMP), ciprofloxacina (CIP) e
sulfametoxazol — trimetropima (SUT). Diferentemente do HUCAM 2, cujas
maiores porcentagens de resisténcia estavam atreladas, além da ampicilina, a
amicacina e a tetraciclina. Por fim, o HUCAM LAGOA apresentou resisténcia
também a AMP e a SUT, mas também a CIP.

No Hospital Jayme dos Santos Neves, na entrada (HJSN 1) e saida da
ETE (HJSN 2), ambos resultados apresentados na Tabela 14, foram obtidos
perfis de resisténcia diferentes na entrada e saida. No HISN 1 e HIJSN 2 as
maiores porcentagens de resisténcia foram, do maior para o menor, a AMP, TET,
AMC. Além dessas foram observadas resisténcia a CFE e CTX no HSJN 1, e
TET e CLO no HJSN 2. Cepas de resisténcia a CIP foram mais frequentes na
saida da ETE, enquanto a SUT e TET, foram menores e igualmente,

respectivamente.

No CREFES (Tabela 12) observou-se, apenas, uma Unica cepa de E.coli
resistente a AMP. Esse resultado € explicado pela baixa rotatividade no local e
consequentemente, baixa vazao e variabilidade de perfis de resisténcia a serem

obtidos da coleta.

No HEAC, os perfis de resisténcia foram diferentes nos pontos HEAC 1 e
HEAC 2, sendo esse ultimo uma maior variabilidade de tipos de antimicrobianos,

podendo ser observado na Tabela 15. Isso deve ao fato de que cada estacédo de
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tratamento de esgoto trata uma area diferente do hospital, interferindo assim, no

perfil de susceptibilidade na entrada de cada estacao.

Segundo os mesmos autores descritos anteriormente, a AMP e CIP estéao
entre os ATB mais prescritos no atendimento ambulatorial no mundo. Em
contraste com MER, GEN e CTX que séo reservadas para tratamento hospitalar
de infeccdes graves, que felizmente, no presente estudo, apresentaram baixas

porcentagens de ocorréncia de resisténcia.

Gaspar et al. (2021), na Roménia, isolaram cepas de E. coli resistentes
de efluentes hospitalares, testando um painel de dez antimicrobianos (de nove
classes diferentes), como por exemplo: a AMP (70,2%), SUT (55,3%), ATM
(51,06%), CIP (31,9%), CTX (34,0%), GEN (12,8%) e MER (4,3%). Perfil esse,
diferente do que encontrado no presente estudo. Entretanto, em comparacéo, a
ampicilina ocupou o primeiro lugar em ambos estudos ainda que em
porcentagens diferentes, atribuindo, principalmente, ao fato de estar entre os
medicamentos mais utilizados para o tratamento de infec¢des respiratérias,

abdominais, tecidos moles e do trato urinario.

A maioria das resisténcias encontradas esta na prioridade alta da lista da
OMS e de acordo com o mesmo, esses antimicrobianos (altos e prioritarios)
devem ser incluidos no programa de monitoramento de resisténcia a
antimicrobianos (OMS, 2019). Segundo o0s mesmos, esses medicamentos
devem ser usados com cautela, pois a perda de sua eficacia pelo surgimento de
resisténcia resultaria na falta de opcdes terapéuticas e por consequéncia risco

de vida em humanos e animais.

As cepas de E.coli testadas com os antimicrobianos (-lactamicos como
as penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos
apresentaram perfis de resisténcia diferentes entre si. No mundo todo, os ATB
pertences a essas classes sdo 0s mais utilizados pela medicina humana, que
conduz inevitavelmente a um aumento da populagdo de BRA’s e um aumento da
quantidade de ATB presentes nos efluentes que podem causar resisténcias em

populacdes bacterianas suscetiveis (GASPART et al., 2021).
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Dos isolados, 18% delas foram resistentes as cefalosporinas cefalexina e
cefotaxima, sendo observadas na entrada e saida da ETE do HISN, na lagoa do
HUCAM e em um dos pontos do HEAC. Destaca-se que observada a resisténcia

a CTX, ocorria, simultaneamente, a resisténcia a CFE.

A maioria das amostras foram sensiveis aos carbapenémicos IPM e MER
testados (99% e 96% amostras sensiveis, respectivamente). O Unico local em
gue encontrou-se cepas de E. coli resistentes a essa classe foi no ponto 1 do
HUCAM, sendo as outras amostras apenas consideradas sensiveis aumentando
a exposi¢cdo. O mesmo ocorreu em um estudo publicado por Abreu et al. (2010)

com efluentes hospitalares em Maringa no Brasil.

A baixa taxa do meropenem pode ser devido ao fato de estar incluido no
grupo “Watch”: continua sendo um ATB reservado para pacientes hospitalares,
€ administrado via parenteral e ndo é usado em nenhuma situa¢cdo como primeira
opcao terapéutica (GASPART et al., 2021).

Embora as sulfonamidas e suas combinacdes tenham sido cada vez
menos utilizadas nos ultimos anos na medicina humana, encontramos, no
presente estudo, uma frequéncia consideravel de 16% resistentes a

sulfametoxazol-trimetoprima.

Na figura 14, é exposto a multirresisténcia aos antimicrobianos obtido por
meio dos dados de perfis de resisténcia das amostras de cada hospital.
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Tipos de multiresisténcia (MR) encontradas nas
amostras por hospital
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Figura 14: Resisténcia e multirresisténcia aos antimicrobianos testados em Escherichia coli por
ponto de coleta para cada hospital.

Fonte: autora.

De acordo com a figura 14, mais da metade dos isolados (53,6%)
apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiético. Em estudo publicado por
Zagui et al. (2020) em Ribeirdo Preto — SP também foram encontradas cepas de
Escherichia coli (multi-resisténcia) MR em efluentes de ambulatério e de
enfermarias, associadas a AMP, AMC, AMO, CTX, IPM, MER, SXT e TET. Esse
amplo perfil de resisténcia a antimicrobianos em isolados do HUCAM, JAYME e
HEAC, é justificado pela administracdo dos mesmos em pacientes internados,
seja para tratamento de infeccdes ou medida profilatica: HUCAM e JAYME por
atenderem diversas especialidades e o HEAC, ainda que foque em tratamento

psiquiatricos, muitos pacientes permanecem no local por tempo indeterminado.

Por outro lado, a multiresisténcia ndo foi observada nas amostras do
CREFES, podendo estar associada ao local em si, que ndo € alvo de
internacBes, apenas para medicina fisica e reabilitacdo para pessoas com

deficiéncia motora, senséria motora e auditiva.

Cepas de E.coli com MR igual a 7 foram observadas em amostras do
HEAC, HUCAM Lago e na saida da ETE do HJSN, apresentando perfil de
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resisténcia proximo: AMP, AMC, CFE, CTX, CIP, TET e SUT. O mesmo ocorreu
para MR a 6 antimicrobianos (AMP, AMC ou PPT, CIP, TET, CLO e SUT).

Kumar et al. (2021), avaliou o perfil de susceptibilidade de E.coli isoladas
de uma ETE hospitalar e duas de esgotos sanitarios municipais. Obteve que em
comparagao com as ETE’s municipais, a ETE hospitalar apresenta uma maior
proporcao de multirresisténcia o que pode ser devido a maior concentracao de

produtos farmacéuticos no efluente.

Ainda sobre o estudo descrito anteriormente, para todas as amostras de
ETE, pelo menos 20% das cepas apresentaram resisténcia a todos 0s seis
antimicrobianos testados. Diferentemente dos resultados obtidos nesse estudo,
pois a maioria das cepas foram resistentes a 2 ou menos antimicrobianos, como

exposto na figura 15.

Além dos casos nédo contabilizados de bactérias resistentes nos hospitais
infere-se que a exposicao de bactérias a produtos como antimicrobianos, metais
pesados e desinfetantes podem contribuir para a selecdo de bactérias
resistentes (MANAIA, 2017). Ou seja, a ocorréncia de BRA’s em pacientes ndo

€ 0 Unico fator para a detec¢do das mesmas nos efluentes.

Outro fator importante a ser considerado € a sazonalidade da populacdo
atendida, no que tange ao periodo de intensa circulacéo de populacéo flutuante
ou turistas. Kolokotsa et al. (2020) relatam resultados em que o tratamento de
efluentes ndo modificou o perfil de resisténcia dos isolados na Grécia e
observaram mudancas no perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos
dimuindo para alguns e aumentando para outras classes no periodo de turismo.
Hospital como HUCAM, que recebe pacientes de outros municipios e estados,
pode estar sujeito a variacao do perfil de resisténcia nos efluentes. Além desse,
o HISN que foi direcionado para receber a maioria dos casos graves de COVID-
19 durante a pandemia, pode ser que tenha modificado o perfil de resisténcia do
efluente ao longo do tempo, devido ao uso de antimicrobianos durante o

tratamento de pacientes.
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Estudo publicado por Huijbers et al. (2020), mostrou que ha relacdes
significativas entre a proporc¢ao de E. coli resistente de amostras de efluentes e
a proporcdo de E. coli resistente de amostras clinicas, sugerindo que o
monitoramento de BRA’s em efluentes pode ser usado para prever os niveis de
resisténcia clinica que, por sua vez, podem ajudar a orientar o uso de
antimicrobianos e o gerenciamento da resisténcia. Em tal estudo foram utilizadas
amostras compostas de afluentes a ETE’s que atendem as principais cidades
em dez paises europeus. Autores responsaveis por conduzir tal pesquisa
ressaltaram que um dos pontos interessantes a ser iniciado o monitoramento é
por meio da coleta de amostras de efluentes hospitalares, que teoricamente se
assemelham mais a populacéo de pacientes desse hospital do que amostras de
um local mais a jusante, onde o efluente hospitalar € misturado e diluido com

efluentes de outras partes da comunidade.

Isso abre a possibilidade de usar o monitoramento de efluentes hospitalares
para a geracao de dados de vigilancia que refletem a situacao clinica, o que pode
ser especialmente valioso em paises como o Brasil, onde os dados de
resisténcia a antimicrobianos sédo escassos. Entrentato, é necesséario que a
legislacdo seja adaptada para exigir dos 6rgaos responsaveis tal monitoramento

e fomentar um banco de dados para servir como tomada de decisao.
6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi possivel identificar que os esgotos hospitalares da
Regido Metropolitana de Vitéria — ES por meio das analises fisico-quimicas e
microbioldgicas estdo dentro da média de qualidade de efluentes hospitalares
encontradas na literatura, porém as caracteristicas fisco-quimicas varariam entre
os hospitais. Encontrou-se, também, perfis de resisténcia diferentes na entrada
e saida da estacao de tratamento de esgoto do HISN, e cepas isoladas do lago

do HUCAM resistente a sete antimicrobianos diferentes.

Os resultados indicam que os efluentes hospitalares analisados, lancam na
rede publica coletora de esgotos e em coOrregos, cepas de Escherichia coli

portadoras de multirresisténcia para determinados antimicrobianos. Portanto,
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tornando-se necessaria a implantagdo de um sistema eficiente de tratamento de

seus efluentes, acompanhados de monitoramento continuo.

Destaca-se que esse estudo apresenta limita¢cdes, como o pequeno tamanho
amostral e o numero de isolados, o que impossibilita estudo estatisticos mais
aprofundados. A falta de caracteriza¢cdo molecular dos isolados também é uma
questdo quando se trata de ampliar as discussdes na deteccdo dos genes.
Apesar dessas limitacdes, a constatacdo de que efluentes hospitalares podem
ser uma fonte de bactérias resistentes consideravel e importante e pode ser uma

via de estudo que se aproxima do padréo de prevaléncia de resisténcia clinica.

Esse monitoramento dos niveis de resisténcia aos ATB em bactérias,
como a Escherichia coli nos efluentes pode ser usada como um sistema de alerta
precoce para mudancgas nos padroes de resisténcia da populacdo humana e
animal. Principalmente por ser uma bactéria que faz parte da microbiota e esta

em contato direto com outros tipos de bactérias e diferentes ATB.

Entretanto, o potencial risco humano e na natureza em relacdo ao
langamento de efluentes hospitalares com BRA’s e GRA’s ainda s&o incertos. Se
faz necesséario uma padronizacdo de relatérios e exigéncia do monitoramento
como tantos outros parametros de qualidade de agua, especialmente no Brasil,
para permitir a construcdo de um banco de dados que séo essenciais para a

tomada de decisfes na salde baseada em evidéncias.
7. RECOMENDACOES

e Analise do fendtipo de resisténcia acompanhado de dados genotipicos,

ou seja, 0s genes detectados em cada um dos isolados;

e Estabelecer a correlagdo de casos clinicos com BRA'’s identificadas no

efluente.
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