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RESUMO

Introdugdo: Bactérias gram-negativas, apesar de ubiquas na natureza, podem causar infec¢des, desen-
volver e disseminar mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos. Destaca-se a resisténcia antimicro-
biana (RAM) a farmacos de relevancia clinica como meropenem, para o qual o estudo da resisténcia em
ambientes aquaticos é pouco explorado. Objetivo: Foi investigada a presenca de bactérias gram-nega-
tivas resistentes ao meropenem (BRM) em uma estacao de tratamento de esgoto (ETE) de Minas Gerais,
Brasil. Dois litros de esgoto bruto (EB) e de efluente (EF) foram coletados. 100pL de cada amostra foram
submetidos a cultura sem e com meropenem (8 ug/mL). Posteriormente, foi realizada dilui¢ao seriada
e 100 pL de cada diluigdo inoculados em agares para a recuperagao de Gram-negativas. Os morfotipos
foram identificadas utilizando agar cromogénico e submetidos ao teste de inativagdo de carbapenémico
na auséncia e presenca de EDTA (EUCAST, 2017; CLSI, 2022) para a investigacdao da producao de car-
bapenemases. Resultados: Um total de 34 morfotipos bacterianos, todos pertenceram a ordem Entero-
bacteriales (26 Escherichia coli e quatro Enterobacter sp. em EB e quatro E. coli em EF) foram recuperados.
Todas as BRM foram produtoras de carbapenemase, a maioria (88,6%) do tipo serinocarbapenemase,
enquanto produtora de metalobetalactamase foi exclusivamente encontrada em EB. Conclusao: Apesar
da redugao dos morfotipos em EF, sua descarga em cursos d’agua deve ser considerada um importante
meio de veiculacdo de BRM no ambiente. Nossos dados apontam para a necessidade de mais estudos
afim de conhecer e estabelecer estratégias de contencdo de disseminagdo de RAM, incluindo a imple-
mentacgao de mais ETEs.

Palavras-chave: Bactérias gram-negativas; Meropenem; Estagdo de tratamento de esgoto; Farmacorre-
sisténcia bacteriana; Ambiente aquatico.

SUMMARY

Investigation of meropenem-resistant and carbapenemase-producing Enterobacterales in a sewage
treatment plant in Minas Gerais, Brazil
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Investigacdo de Enterobacterales resistentes ao meropenem e produtoras de carbapenemases

Introduction: Gram-negative bacteria, despite being ubiquitous in nature, can cause infections and de-
velop and disseminate mechanisms of resistance to antimicrobials. Antimicrobial resistance (AMR) to
drugs of clinical relevance such as meropenem stands out, for which the study of resistance in aquatic
environments is little explored. Objective: The presence of gram-negative bacteria resistant to mero-
penem (BRM) was investigated in a sewage treatment plant (WWTP) in Minas Gerais, Brazil. Two liters
of raw sewage (RS) and effluent (EF) were collected. 100uL of each sample was subjected to culture
without and with meropenem (8 pg/mL). Subsequently, serial dilution was performed and 100 pL of
each dilution was inoculated into agars for the recovery of Gram-negatives. The morphotypes were
identified using chromogenic agar and subjected to the carbapenem inactivation test in the absence and
presence of EDTA (EUCAST, 2017; CLSI, 2022) to investigate the production of carbapenemases. Re-
sults: A total of 34 bacterial morphotypes, all belonging to the order Enterobacteriales (26 Escherichia
coli and four Enterobacter sp. in RS and four E. coli in EF) were recovered. All BRM were carbapenemase
producers, the majority (88.6%) of the serinecarbapenemase type, while metallobetalactamase produc-
ers were exclusively found in RS. Conclusion: Despite the reduction of morphotypes in RS, its discharge
into waterways must be considered an important means of transporting BRM in the environment. Our
data point to the need for more studies to understand and establish strategies to contain the spread of
AMR, including the implementation of more WWTPs.

Keywords: Gram-negative bacteria; Meropenem; Sewage treatment station; Bacterial pharma-
coresistance; Aquatic environment.

RESUMEN

Investigacion de Enterobacteriales resistentes a meropenem y productores de carbapenemasas en
una planta de tratamiento de aguas residuales en Minas Gerais, Brasil

Introduccion: Las bacterias gramnegativas, a pesar de ser ubicuas en la naturaleza, pueden causar in-
fecciones y desarrollar y difundir mecanismos de resistencia a los antimicrobianos. Destaca la resistencia
antimicrobiana (RAM) a farmacos de relevancia clinica como meropenem, por lo que el estudio de re-
sistencia en ambientes acuaticos esta poco explorado. Objetivo: Se investigd la presencia de bacterias
gramnegativas resistentes a meropenem (BRM) en una planta de tratamiento de aguas residuales
(PTAR) en Minas Gerais, Brasil. Se recogieron dos litros de aguas residuales (AR) y efluentes (EF). Se
sometieron a cultivo 100 uL de cada muestra con y sin meropenem (8 pg/mL). Posteriormente se reali-
zaron diluciones seriadas y se inocularon 100 uL de cada dilucion en agares para la recuperacion de
Gram negativos. Los morfotipos se identificaron utilizando agar cromogénico y se sometieron a la
prueba de inactivacion de carbapenems en ausencia y presencia de EDTA (EUCAST, 2017; CLSI, 2022)
para investigar la produccion de carbapenemasas. Resultados: Se recuperaron un total de 34 morfotipos
bacterianos, todos pertenecientes al orden Enterobacteriales (26 Escherichia coli y cuatro Enterobacter sp.
en ARy cuatro E. coli en EF). Todos los BRM fueron productores de carbapenemasas, la mayoria (88,6%)
del tipo serinacarbapenemasas, mientras que los productores de metalobetalactamasas se encontraron
exclusivamente en AR. Conclusién: A pesar de la reduccién de morfotipos en AR, su descarga a vias
fluviales debe considerarse un medio importante de transporte de BRM en el medio ambiente. Nuestros
datos apuntan a la necesidad de realizar mas estudios para comprender y establecer estrategias para
contener la propagacion de la resistencia a los antimicrobianos, incluida la implementaciéon de mas
PTAR.

Palabras clave: Bacterias Gram negativas; Meropenem; Planta de tratamiento de aguas residuales; Far-
macorresistencia bacteriana; Ambiente acuatico.
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1. INTRODUCAO

Resisténcia antimicrobiana (RAM), apesar de ser um evento evolutivo, € um grande desafio a
humanidade, com impacto direto na sobrevida de pacientes com infec¢des por bactérias resis-
tentes, para os quais as opgoes terapéuticas sao reduzidas [1, 2].

Antimicrobianos sao usados na profilaxia e terapéutica de infec¢des em seres humanos e
animais, além disso, como promotores de crescimento na criacao de animais para o consumo
humano. Ademais, seus residuos sao considerados micropoluentes e tém sido encontrados em
diversos ambientes [3]. Por exemplo, no ambiente aquatico, chegam por diversas rotas, tais
como esgotos e efluentes das estagoes de tratamento de esgotos (ETEs), interferindo na ecolo-
gia microbiana, uma vez que exercem pressao seletiva e assim favorecem a RAM e as variabi-
lidades genética e fenotipica [4].

A agua é um recurso indispensavel para a vida e grandes esforcos tém sido feitos para
manté-la disponivel no planeta. Assim, as ETEs estao cada vez mais sendo implementadas
visando a reutilizagao da dgua. O processo de tratamento do esgoto instituido em uma ETE
geralmente acontece em estagios, porém nenhum deles contempla a remogao de residuos de
antimicrobianos [5]. Dessa forma, a populagao bacteriana das ETEs, altamente complexa, con-
siderando os micropoluentes aos quais esta exposta, frequentemente apresenta fendtipo de
resisténcia a antimicrobianos [6].

Destacam-se neste contexto bactérias gram-negativas da ordem Enterobacteriales, sobre-
tudo Escherichia coli, Proteus spp., Enterobacter spp., Pantoea spp. e Morganella morganii que fa-
zem parte da microbiota do trato intestinal de humanos e animais [7]. Estas bactérias sao tam-
bém agentes causadores de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAs) e da comuni-
dade, incluindo septicemias, infec¢des entéricas, infecgdes urindrias e infecgdes cutaneas [8].

No tratamento de infec¢des por Enterobacteriales estao disponiveis varias classes de anti-
microbianos e a escolha clinica é baseada no local de instala¢do da infec¢do e do perfil de sus-
ceptibilidade bacteriana, podendo ser destacado o uso de betalactamicos, quinolonas e amino-
glicosideos, porém a ampla utilizagdo desses antimicrobianos tem resultado em aumento da
RAM [9].

Para betalactamicos, uma classe que inclui o0 maior nimero de compostos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos) e que agem inibindo a sintese da parede celular bacteriana,
varios mecanismos de resisténcia estao descritos, envolvendo modificagcdes estruturais das
proteinas ligadoras de penicilina (PLP), alteragdes nos canais de porina e produgao de enzimas
betalactamases codificadas pelo gene bla, capazes de hidrolisar o anel betalactamico inati-
vando o antimicrobiano [10].

Os carbapenémicos (meropenem, imipenem, ertapenem e doripenem) sao considerados
de ultima geragao e permanecem estaveis diante dos mecanismos enzimaticos primarios de
resisténcia aos betalactamicos [11]. Contudo, devido a sua maior utilizagao em fung¢ao do au-
mento de bactérias multirresistentes (MDR), bactérias resistentes aos carbapenémicos (BRC)
tém sido frequentemente relatadas no cendrio clinico imprimindo grande desafio no manejo
dessas infecgoes [12].

Embora exista grande variedade de mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos beta-
lactamicos, especificamente para os carbapenémicos, a produgao de carbapenemasescujo os
genes apresentam alto potencial de disseminagao via transferéncia horizontal, sao de maior
preocupacao [13]. Essas enzimas codificadas podem hidrolisar também cefalosporinas, peni-
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cilinas e monobactam [14] e sao distribuidas entre as classes A, C e D de Ambler (serino-car-
bapenemases) que apresentam um grupo serina em seu sitio ativo e podem ser inativadas por
inibidores de betalactamases e B (metalobetalactamases - MBL) que possuem ion zinco no seu
sitio ativo e sdo inibidas por compostos quelantes como o 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) [15, 16].

Destacam-se, devido a maior disseminagao entre as BRC, as serinocarbapenemases do
tipo KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase), IMI (imipenem hydrolyzing carbapenemase) e
SME (Serratia marcescens enzyme) e as MBL SPM (Sao Paulo metalobetalactamase), GIM (Ger-
man mipenemase), VIM (Verona imipenemase), IMP (Imipenemase) e NDM (New Delhi metalo-
betalactamases). Ainda, na classe D estdo incluidas as oxacilinases que hidrolisam as oxacilinas,
oximinocefalosporinas e carbapenémicos e abrangem as carbapenemases do subtipo OXA [17-
19].

Ao contrério do relatado na clinica, a presenga BRC ainda € escassa quando se trata do
cendrio ambiental. Entretanto, alguns estudos mostram que BRC, mais frequentemente E. coli,
estdo distribuidas em 4dguas de esgoto doméstico, hospitalar e rios no Japao [20] e India [21].
No Brasil, de acordo com Abrantes [22], Enterobacteriales com esse fenotipo foram detectadas
em amostras de ETE do Rio de Janeiro, o que aponta para um cendrio critico, que pode invia-
bilizar o uso dos carbapenémicos. Deve ser destacada a possibilidade de intercambio dessas
bactérias entre os diversos ambientes de acordo com a perspectiva One Health e também que
ambientes como o aquatico sao considerados reservatorios de RAM, o que pode ser um risco
iminente a satde publica [23, 24].

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo investigar a presenca de bactérias
gram-negativas resistentes ao meropenem (BRM), um importante carbapenémico amplamente
utilizado na clinica, em amostras de dguas de uma ETE bem como investigar a producao de
mecanismos de resisténcia enzimatico aos carbapenémicos circulando entre essas bactérias.
Nossos dados poderao contribuir para aumentar o conhecimento sobre a presenca de BRC em
ambientes aquaticos e alertar para a necessidade de monitoramento da sua disseminacao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Rela¢do de reagentes e materiais utilizados nos experimentos

Brain Heart infusion (Difco, USA); Meropenem p¢, pureza 298% (HPLC) (Sigma-Aldrich, Ale-
manha); Agar MacConkey (Isofar, Brasil); Agar Cetrimide (TM Media, India); Agar Cromogé-
nico (Probac, Brasil); Glicose P.A. (Synth, Brasil); Lactose P.A. (Synth, Brasil); Sacarose P.A.
(Synth, Brasil); Agar SIM (Kasvi, Brasil); Caldo lisina (Synth, Brasil); Agar citrato Simmons
(Kasvi, Brasil); Caldo malonato (HIMEDIA, India); Caldo urease (Synth, Brasil); Enzima cito-
cromo oxidase (Laborclin, Brasil); Glicerol, pureza 299.5% (Sigma-Aldrich, Alemanha); EDTA
(Synth, Brasil); Meropenem discol0 mcg (SensibioDisc — CECON, Brasil); Agar Muller Hinton
(Isofar, Brasil).

2.2. Amostras de agua e recuperacao de BRM

Foram coletados dois litros de dgua (um do esgoto bruto - EB e um do efluente - EF) da Estacao
de Tratamento de Esgotos Varzea das Flores, na cidade de Carmdpolis de Minas - MG (-
20°53'66.40” S -44°62'72.97” W) no dia 27 de marco de 2023.
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As amostras foram coletadas em frascos de polipropileno com tampa de rosca previa-
mente esterilizados, armazenados em gelo até a analise no Laboratério de Diagndstico Labo-
ratorial e Microbiologia Clinica da Universidade Federal de Sao Joao del-Rei, Campus Centro-
Oeste Dona Lindu, Divinopolis-MG.

Para a verificagao do possivel crescimento de BRM foi realizada cultura enriquecida, de
acordo com Paiva e colaboradores [25], com modificagdes. Um volume de 100uL de cada
amostra foi inoculada em frascos contendo: i) apenas 100 mL de caldo Brain Heart infusion
(BHI, Difco) para controle de viabilidade e crescimento bacteriano e ii) 100 mL de caldo BHI
acrescido de meropenem (MEM, Sigma-Aldrich) na concentragao final de 8 pg/mL, que foi
determinada de acordo com os breakpoints do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing [26], o qual classifica como “resistente” para Enterobacterales e Pseudomonas aeruginosa
crescendo a partir desta concentracao. Todos os frascos foram incubados a 35+2 °C por 24 ho-
ras.

2.3. Isolamento e identificacao das colonias de BRM

Ap0s o periodo de incubagao, os frascos foram observados para a inspe¢ao macroscopica da
turbidez, foram realizadas dilui¢Oes seriadas (10! a 107) dos frascos de cultura e 100 uL de
cada diluigao foram transferidos para placas de 4gar MacConkey (Isofar, Brasil) e dgar Cetri-
mide (TM Media, Indian), distribuidos na superficie do agar utilizando a técnica de spread
plate, em duplicata.

As placas foram incubadas a 35+2 °C por até 48 horas. Na pesquisa de espécies de Entero-
bacterales, apos o periodo de incubagao, as placas de dgar MacConkey foram analisadas ob-
servando o crescimento de colonias fermentadoras ou nao de lactose. Todas as colonias foram
submetidas a coloragao de Gram para confirmagao da morfologia e foram identificadas utili-
zando agar Cromogénico (Probac, Brasil) de acordo com a orientagao do fabricante. Além
disso, algumas colonias foram submetidas a provas de identificacao bioquimicas-fisiologicas
classicas, incluindo provas fermentagao de carboidratos (glicose, lactose e sacarose), da pro-
dugao de pigmentos, da motilidade, da descarboxilagao de lisina, da produgao de indol, da
produgao de H-S, da utilizagao de citrato e malonato como fonte de carbono e da producao
uréase [27].

O agar cetrimide, o qual é especifico para a recuperagao de P. aeruginosa, foi analisado
observando a presenca de colonias grandes, apresentando pigmento verde difundido no meio
de cultura [28] e para a confirmacao da identificagdo da espécie foram realizados os testes da
produgao da enzima citocromo oxidase e capacidade de crescimento em temperatura de 42 °C
[29].

Posteriormente, todas as BRM foram inoculadas em agar MacConckey para verificagao da
pureza da cultura por avaliagao da morfologia das colonias. Desta cultura, trés a cinco colonias
foram suspensas em caldo BHI e incubadas a temperatura de 35+2 °C por 18-24 horas. Apods
este periodo de incubagao, 500 uL da cultura foram acrescidos de glicerol 15% v/v e estocado
a —20 °C e as BRM foram catalogadas e incorporadas a bacterioteca do Laboratorio de Micros-
copia, Diagndstico Laboratorial e Microbiologia Clinica da Universidade Federal de Sao Joao
del-Rei, Campus Centro-Oeste Dona Lindu da UFS] para realizacao dos experimentos.

2.4. Investigacao da producao de carbapenemases pelos isolados recuperados do EB e EF

Todas as BRM foram submetidas ao teste de inativagao de carbapenémico na auséncia (mCIM)
e presenga (eCIM) de EDTA [30, 31] (EUCAST, 2017; CLSI, 2022) para a investigagao da pro-
dugao de carbapenemases. Para a realizacao deste teste, trés a cinco colonias de cada isolado
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crescido a partir de agar nutriente foram inoculadas em 2 mL de caldo BHI (Isofar, Brasil).
Simultaneamente, um disco de meropenem 10 mcg (SensibioDisc — CECON) foi colocado em
cada tubo de ensaio e incubados a 35+2 °C por 4 horas.

Apos a incubagao, os discos de meropenem foram removidos dos tubos e colocados em
uma placa de 4gar Muller Hinton (Isofar, Brasil) previamente inoculada com a cepa indicadora
E. coli ATCC® 25922, cujo padrado de turvagdo da suspensao foi compativel com a escala 0,5
McFarland. As placas foram incubadas a 352 °C e a leitura e interpretagao foram realizadas
segundo as orientagdes do EUCAST [30] e CLSI [31]. De acordo com esses protocolos, a obser-
vacao de um halo de inibigao especifico (tamanho em mm interpretado de acordo com os pro-
tocolos citados) para o meropenem ¢ indicativo de que o isolado produz uma carbapenemase.

Simultaneamente ao teste mCIM, foi realizado o teste eCIM o qual apresenta como modi-
ficagao a utilizagdo de um tubo de caldo BHI de cada BRM contendo 20 uL. de EDTA 0,5 M
(pH 7,8 - 8,0). De acordo com o CLSI [31], este procedimento permite a diferenciacao das car-
bapenemases metalobetalactamase e serinocarbapenemase, considerando que as primeiras
tém sua atividade dependente do zinco, que no teste sera quelado pelo EDTA. Nesta pesquisa,
quando hd um aumento de > 5mm no halo de inibi¢ao do eCIM em relagdo ao mCIM ¢é consi-
derado a detecgao positiva de metalobetactamase no isolado, enquanto aumento <4 mm cor-
relaciona com produgao de serinocarbapenemase.

2.5. Analise estatistica

Foi utilizado o programa estatistico SigmaXL. O teste ndo paramétrico de Fischer foi utilizado
para comparagoes dos dados referentes ao nimero de morfotipos recuperados em EB e EF. Os
valores comparados foram considerados estatisticamente significativos quando os valores de
p foram menores que 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

E conhecido que grandes quantidades de antimicrobianos e seus residuos sao liberadas nas
aguas residuais em fungao do metabolismo incompleto em humanos e animais, descarte ina-
dequado de fdrmacos e como residuo de industrias farmacéuticas [32]. Além de favorecer a
selecao de bactérias resistentes, o langamento de antimicrobianos nos recursos hidricos recep-
tores pode impactar a microbiota, a flora e a fauna residente. Dessa forma, ha uma necessidade
de gerenciamento desses micropoluentes recalcitrantes para diminuir o impacto ecoldgico [33,
34].

As amostras de dgua incluidas neste estudo sao provenientes de uma ETE que utiliza para
o tratamento um reator anaerobio (UASB) e uma lagoa facultativa, onde o esgoto € estabilizado
por processos aerdbios e anaerdbios por meio de bactérias dispersas no liquido.

A partir da cultura enriquecida com meropenem, foi observado um crescimento abun-
dante de bactérias gram-negativas no agar MacConkey tanto do EB quanto do EF, porém, em
baixa diversidade, com colonias fermentadoras e ndo fermentadoras de lactose. Considerando
o uso do agar cetrimide, especifico para recuperacao de P. aeruginosa, nenhum crescimento foi
observado o que é corroborado com estudos realizados em aguas residuais no Brasil [35-37].
Esse é um fato curioso uma vez que essa espécie tem a habilidade de persistir por longos pe-
riodos em ambientes adversos [38], possivelmente a disponibilidade reduzida de oxigénio
pode ter alterado seu metabolismo inviabilizando sua recuperagao in vitro [39].

Assim, a partir do dgar MacConkey, um total de 34 morfotipos de BRM (30 em EB e quatro
em EF) foi obtido, mostrando uma redugao de 76,5% dos morfotipos bacterianos no EF da ETE.
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Porém, essa diferenca nao € significativa (p=1). A redugao bacteriana observada pode estar
relacionada com a implementagao do tratamento misto do esgoto (UASB e lagoa algal aerdbia)
que, de acordo com Massé [40], promove a oxidagao carbondcea, a nitrificagdo, a desnitrifica-
¢ao e a remocao biologica do fosforo, este tltimo junto com o nitrogénio e outros nutrientes
importantes fontes de energia para as bactérias heterotroficas, tais como a maioria dos micror-
ganismos do trato intestinal humano [41, 42]. Dessa forma, é aumentada a eficiéncia global do
tratamento do esgoto com maior depuragao bacteriana e melhoria da qualidade do efluente
no que se refere a possibilidade de veiculagao de potenciais patdgenos [43-45].

Todos os morfotipos foram identificados como pertencentes a ordem Enterobacterales (26
E. coli e quatro Enterobacter spp. em EB e quatro E. coli em EF, Quadro 1). E imprescindivel
destacar a presenca da ordem Enterobacterales na maioria dos estudos feitos em aguas resi-
duais [46, 47], fato relacionado ao microbioma deste ambiente, majoritariamente composto por
microrganismos da microbiota intestinal que inclui uma diversidade de Enterobacteriales. Po-
rém, é de particular preocupagao o potencial destas bactérias para causar infecgdes em seres
humanos e também de adquirir e disseminar RAM via transferéncia horizontal de genes [48,
49].

Quadro 1. Enterobacterales recuperadas das amostras de esgoto bruto (EB) e efluente (EF) da Estagao
de Tratamento de Esgotos (ETE) Varzea das Flores, Carmépolis de Minas-MG e carbapenemases detec-
tadas.

Espécies bacterianas (n=34) Carbapenemase detectada
B1_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B2_Enterobacter sp. Serinocarbapenemase
B3_Enterobacter sp. Serinocarbapenemase
B4_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B5_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B6_Enterobacter sp. Serinocarbapenemase
B7_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B8_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B9_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B10_Enterobacter sp. Serinocarbapenemase
B11_Escherichia coli Metalobetalactamase
B12_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B13_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B14_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B15_Escherichia coli Metalobetalactamase
B16_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B17_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B18_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B19_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B20_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B21_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B22_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B23_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B24_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B25_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B26_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B27_Escherichia coli Serinocarbapenemase
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B28_Escherichia coli Serinocarbapenemase
B29_Escherichia coli Metalobetalactamase

B30_Escherichia coli Metalobetalactamase

E1_Escherichia coli Serinocarbapenemase
E2_Escherichia coli Serinocarbapenemase
E3_Escherichia coli Serinocarbapenemase
E4_Escherichia coli Serinocarbapenemase

B: bactéria recuperada do esgoto bruto, E: bactéria recuperada do efluente.

E. coli foi a espécie mais recuperada em EB e a tnica em EF, certamente porque é um
componente da microbiota do trato gastrointestinal de humanos e animais [50] e chega as ETEs
com o aporte de esgoto doméstico [36, 51]. Ratificam esse achado os estudos de Anastasi e
colaboladores [52] e Paiva e colaboradores [35] realizados em ETEs de Queensland na Austra-
lia e Belo Horizonte, Brasil respectivamente.

Por outro lado, o género Enterobacter de facil adaptagao e patdgeno oportunista [53], en-
contrado em menor quantidade apenas em EB (4/30, 13,3%), parece mesmo nao ser tao fre-
quente em amostras de esgoto, como também relatado por Resende [54] em uma ETE de Goi-
ania, Goias. Ao contrario, Hooban e colaboradores [55] relataram o achado de 83,0% de Ente-
robacter spp. em amostras de dgua na Irlanda, porém foram incluidas amostras de esgoto e
rios, o que pode justificar essa diferenca pois, como observado por Simiao e colaboradores [56],
rio ao longo do seu percurso pode abrigar Enterobacter spp.

Enzimas carbapenamases sao relatadas como importante mecanismo de resisténcia a an-
timicrobianos betalactamicos, incluindo carbapenémicos e junto com outros tipos de betalac-
tamases tém sido recorrentes em isolados bacterianos de ambientes aquaticos, como aguas re-
siduais, rios, lagos ou mar [57].

Um fato alarmante aqui observado foi que todos os isolados, tanto de EB quanto de EF em
drenagem espontanea para cursos d’agua foram produtoras de carbapenemases (Quadro 1),
ou seja, BRM ¢é absolutamente integrante da comunidade bacteriana da ETE estudada. A mai-
oria das BRM (88,6%, 26 de EB e 4 de EF) foi produtora de serinocarbapenemase. De fato, BRC
produtores de serinocarbapenemase, especialmente do tipo KPC, estao amplamente dissemi-
nadas em vdrias partes do mundo e sao consideradas endémicas no Brasil desde 2009 [58, 59],
tanto no cendrio clinico quanto ambiental [60, 61]. Confirmando a disseminagao desse meca-
nismo de resisténcia, varios estudos tém relatado o achado do gene blakrc nao apenas em K.
pneumoniae, mas também em E. coli e Enterobacter spp. [22, 58, 60, 62].

Da mesma forma, Enterobacteriales produtoras de metalobetalactamase, apesar de terem
sido descritas mais recentemente [63, 64], tém sido frequentemente encontradas em esgotos e
efluentes hospitalares [65]. Possivelmente esse achado esta relacionado com a elevada quanti-
dade de antimicrobianos utilizados e descartados no ambiente aquatico, tanto de origem do-
méstica quanto hospitalar, além da persisténcia e disseminagao dessas cepas neste ambiente
[66]. Vale ressaltar que a ETE aqui estudada recebe também as dguas residuais da Santa Casa
de Misericordia, principal hospital da cidade de Carmopolis de Minas — MG. Embora nao seja
possivel afirmar que tais cepas sdo advindas de ambiente hospitalar, é certo que ha interferén-
cia na resisténcia antimicrobiana em fun¢ao da possibilidade de intercambio de mecanismos
de resisténcia. Rafraf e colaboradores [67] relatam que efluentes hospitalares podem ser con-
siderados fontes urbanas de contaminag¢ao ambiental com real impacto no desenvolvimento e
disseminacao de RAM.

371



A .B. de Castro-Costa, K.M. Silva-Herrera, A. Pieve de Castro, et al.

A indissociabilidade da qualidade e quantidade da agua com o estado de satide humana,
saude publica, meio produtivo, matéria prima, condigao essencial para a vida, manutengao de
diversos tipos de biomas, torna evidente a sua importancia para a humanidade e reforca a
perspectiva defendida pelo conceito One Health [68]. Dessa forma, é de extrema importancia o
monitoramento e o controle de qualidade dos tratamentos de esgoto e consequentemente do
efluente que € despejado nos rios, uma vez que isso afeta diretamente a qualidade da agua
utilizada pela populagao.

Por fim, esse estudo apresenta limitagdes, tais como nimero amostral e a nao utilizagao
de metodologia molecular, porém, esses fatos nao diminuem a relevancia do estudo no sentido
de ampliar o conhecimento da distribuicao de BRC fora do ambiente clinico bem como dos
mecanismos de resisténcia circulantes, ainda pouco contemplado nas pesquisas.

4. CONCLUSAO

Bactérias da ordem Enterobacterales, sobretudo E. coli, sao as mais prevalentes em amostras
de ETEs, especialmente de esgoto bruto. Sistemas de tratamento de esgoto mistos parecem ter
um papel importante e maior eficiéncia na redugao de bactérias do efluente e, portanto, con-
tribuem para devolver ao ambiente uma dgua que traz menor risco a saude da populagao.

BRM circulam em amostras de dgua de ETEs, sendo que mecanismos enzimaticos de
transferéncia horizontal parecem estar mais disseminados. Os dados obtidos poderao eviden-
ciar a necessidade de tomada de acao frente a descarga e tratamento do esgoto doméstico no
sentido de conter a disseminagao da RAM, especialmente aos carbapenémicos e, consequen-
temente, reduzir os riscos a satide da populacdo do entorno dos cursos d"agua que recebem os
efluentes das ETEs.
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