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RESUMO

A multirresisténcia bacteriana constitui uma preocupacao mundial, agravada pela ineficiéncia
do saneamento basico no Brasil, que favorece a disseminacao de bactérias resistentes a
antibioticos. Nesse contexto, sistemas de tratamento baseados em microalgas surgem como
alternativas sustentdveis para a remog¢dao de patogenos e a melhoria da qualidade dos
efluentes. Dessa forma, o presente estudo identificou bactérias multirresistentes (coliformes
totais, Escherichia coli, Enterococcus spp. € Staphylococcus spp.) a cinco antibidticos
(penicilina, amoxicilina, ciprofloxacino, azitromicina e tetraciclina) em esgoto sanitario bruto
tratado por um reator de microalgas. As bactérias foram isoladas e submetidas a testes de
susceptibilidade antimicrobiana usando o método de difusdo em agar. Os isolados
apresentaram resisténcia multipla, com destaque para coliformes totais (100% de resisténcia a
penicilina e amoxicilina), Escherichia coli (100% de resisténcia a penicilina, amoxicilina e
ciprofloxacino), Enterococcus spp. (100% de resisténcia a azitromicina) e Staphylococcus
spp. (90-100% de resisténcia a todos os antibioticos testados). Quanto as remocdes dos
patogenos pelo reator, observaram-se médias de 3,6 log para coliformes totais, 2,2 log para
Escherichia coli, 1,7 log para Enterococcus spp., € 1,3 log para Staphylococcus spp.. Os
resultados demonstram que, embora o sistema de microalgas reduza minimamente a
quantidade de bactérias, as cepas mais resistentes tendem a sobreviver, incentivando novos

estudos a fim de mitigar essa problematica.

Palavras-chave: Multirresisténcia bacteriana; Antibidticos; Esgoto sanitario; Microalgas.



ABSTRACT

Multidrug resistance in bacteria is a global concern, exacerbated by the inefficiency of basic
sanitation in Brazil, which favors the spread of antibiotic-resistant bacteria. In this context,
microalgae-based treatment systems emerge as sustainable alternatives for pathogen removal
and effluent quality improvement. Thus, the present study identified multidrug-resistant
bacteria (total coliforms, Escherichia coli, Enterococcus spp., and Staphylococcus spp.) to
five antibiotics (penicillin, amoxicillin, ciprofloxacin, azithromycin, and tetracycline) in raw
sewage treated by a microalgae reactor. The bacteria were isolated and subjected to
antimicrobial susceptibility testing using the agar diffusion method. The isolates showed
multiple resistance, especially total coliforms (100% resistance to penicillin and amoxicillin),
Escherichia coli (100% resistance to penicillin, amoxicillin, and ciprofloxacin), Enterococcus
spp. (100% resistance to azithromycin), and Staphylococcus spp. (90-100% resistance to all
antibiotics tested). As for pathogen removal by the reactor, averages of 3,6 log were observed
for total coliforms, 2,2 log for Escherichia coli, 1,7 log for Enterococcus spp., and 1,3 log for
Staphylococcus spp. The results show that, although the microalgae system minimally reduces
the amount of bacteria, the most resistant strains tend to survive, encouraging further studies

to mitigate this problem.

Keywords: Bacterial multidrug resistance; Antibiotics; Sanitary sewage; Microalgae.



SUMARIO

TINTRODUGAO. ......ooiiiiiiiiiiiii e 8
2 OBIET IV O S . .o e 12
2.1 ODJEtIVO GRIAl. .. ettt e 12
2.2 ODbJetiVOS ESPECTIICOS. ...ttt ettt et ettt et et et et 12
3MATERIAL E METODOS. .......coooiiiiiiii e, 13
3.1 Coleta e processamento das amostras do €SZOt0........o.vvuriiriinieitiirieieiiieaieieannanans 13
3.2 Reator de mMiICToal@as. ... ...ouiiuii it 14
3.3 Preparo de amOSIIaS. .. ...ttt et et e et et e e e e e e 15
3.4 Inoculagao de amOSTIaS. ... ottt ettt e e 16
3.5 Isolamento e identificagdo das bactérias do €Sgoto..........ovvviriiiiiiiiiiiiiiiiiiiennnn.. 17
3.6 Teste de suscetibilidade a0s antibiGtiCoS. .......ovuueitiiii e, 19
4 RESULTADOS E DISCUSSAO........oooiiiiiii e, 21
4.1 Médias dos parametros analiSados. .........c.ovuieuiiiiiiniii i 21
4.2 RemMOGAO A€ PALOZEIOS. ... uut ettt ettt e e ettt ettt et et e 22
4.3 Fenotipo de resisténcia @ antibiOtiCOS. .....veuuteeie et eie e ee e eee e eeneeaaas 23
5 CONSIDERACOES FINAIS. ...ttt 36
6 CONCLUSAO. ..ottt e, 37

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........ccooiiiiiiiiiiii e, 38



1 INTRODUCAO

O saneamento basico ¢ definido conforme a Lei n® 14.026/2020 (BRASIL, 2020)
como a provisdo universal de servigos essenciais que assegurem a todos os cidaddos o acesso
a um fornecimento de agua de boa qualidade e em quantidade adequada as suas necessidades,
o que inclui coleta e tratamento apropriados de esgoto, dgua de consumo, residuos sélidos,
bem como a drenagem urbana.

Ao longo do tempo, a implementagdo desses servigcos teve variacdes conforme as
épocas e sociedades. As primeiras praticas de saneamento remontam a Roma Antiga, onde foi
criado um dos primeiros sistemas de esgoto em larga escala, conhecido como Cloaca Maxima,
um importante exemplo de integragdo entre drenagem e aquedutos (Athaydes; Parolin;
Crispim, 2020). Em contrapartida, durante a Idade Média, houve um periodo caracterizado
pela estagnacdo nas técnicas de saneamento, o que contribuiu para o surto de vérias doengas e
epidemias (Rocha; Rosa; Cardoso, 2009; Dos Reis Nunes; Diaz, 2020).

Enquanto a universalizacdo desses servigos basicos no Brasil passou por um atraso
desde a chegada dos colonizadores portugueses, durante o periodo colonial, as primeiras
acdes de saneamento restringiram-se a iniciativas privadas (Heller et al., 2018; Reis Nunes;
Diaz, 2020; Rodrigues et al., 2022). Algumas obras pontuais foram realizadas, porém a
infraestrutura sanitaria abrangia apenas centros urbanos (Rodrigues et al., 2022). Somente em
1918 foi criada a Liga Pro-Saneamento do Brasil, com objetivo de combater doencas,
contribuindo para o inicio da centralizacdo dos servigos basicos de satide e saneamento em
nivel federal (Silveira, 2013; Rodrigues et al., 2022).

Com o avango cientifico para o século XX, a descoberta dos antibidticos representou
um avango significativo até os dias de hoje, ajudando no combate de epidemias, no tratamento
e cura de infecgdes bacterianas (Pedra er al., 2023). Contudo, o uso excessivo desses
antimicrobianos nos setores humano, animal e agricola tem levado a reducdo da eficacia dos
tratamentos, comprometendo a qualidade da 4gua e do solo (Mcewen; Collignon, 2018;
Barrios et al., 2020; Pedra et al., 2023; Xiao et al., 2023). Além da principal e mais
preocupante consequéncia do uso indiscriminado dos antibiodticos € a resisténcia bacteriana
(Pedra et al., 2023).

De acordo com Ferreira (2015), as linhagens multirresistentes e patogénicas podem
originar-se a partir da aquisicdo de genes por processos de transducdo, transformagdao ou
conjuga¢do bacteriana. A transdu¢do, onde um bacteriofago insere seu material genético

(DNA ou RNA) com genes de resisténcia, a transformacdo ¢ quando a bactéria interioriza



fragmentos de materiais genéticos moveis com genes de resisténcia, integrando-os em seu
cromossomo € na conjugagdo, uma bactéria duplica o plasmideo portador de genes de
resisténcia e, através do pilus sexual, transfere tais genes para a bactéria, até entdo, sensivel
(Karkman et al., 2018).

A presenca de bactérias resistentes a antibioticos (BRAs) em esgoto sanitario
(Santos, 2024) ganha destaque, sobretudo entre os microrganismos indicadores de
contaminagao fecal, como os coliformes totais e Escherichia coli, esta ultima uma bactéria
muito numerosa no intestino de humanos e animais homeotérmicos, e frequentemente
associada a perfis de multirresisténcia a antibidticos em afluentes e efluentes de Estagdes de
Tratamento de Esgoto (ETEs) (Abdelgalel et al., 2025; Xie et al., 2023). Existem dois tipos
principais de coliformes: os totais, que podem habitar ambientes aquaticos e solos e
originar-se de fontes diversas; e os termotolerantes, provenientes diretamente de fezes
humanas e de animais homeotérmicos, principalmente presentes em esgoto sanitario
(Nogueira; Filho, 2015). Por essa razdo, esses microrganismos sao usados como indicadores
de contaminagdo fecal, sendo fundamentais para monitorar a qualidade do efluente a ser
langado nos corpos d” agua apoés o tratamento nas ETEs (APHA, 2012).

O controle desses indicadores ¢ uma exigéncia dos Orgdos regulamentadores
ambientais, como o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), de acordo com os
padrdes de qualidade e condi¢des de langamento de efluentes estabelecidos na Resolugdao n°®
430/2011 (BRASIL, 2011). Embora outros microrganismos termotolerantes também sejam
importantes para a verificacdo da disseminagdo de doencgas especificas, eles ainda ndo sdo
rotineiramente monitorados nos programas de controle sanitario e ambiental.

A relevancia de Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (ERV) também ¢
significativa, sdo definidos como cocos Gram-positivos, oxidase negativos e catalase
negativos (Bomfim, 2017). Esse patdgeno bacteriano estd na categoria de alta prioridade da
lista de patdgenos prioritarios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2024) e foi detectado
em ETEs em amostras isoladas de efluente tratado secundariamente (nao clorado) nos Estados
Unidos, apresentando multirresisténcia a diversos antibioticos usados para tratar infecgdes por
ERYV, sendo uma preocupacdo global (Goldstein et al., 2014).

Os Staphylococcus spp. sdo cocos Gram-positivos, aerdbios facultativos, catalase
positivos (Becker; Skov; Von Eiff, 2015). Nos ultimos anos, destacou-se a espécie
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (Rice, 2008). De acordo com o estudo

feito por Silva et al. (2022), cepas de MRSA foram isoladas de 4gua residuais hospitalares e a
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maioria apresentou fendtipos e genotipos de resisténcia a multiplos farmacos, demonstrando
como os efluentes hospitalares estdo se tornando fonte de propagagdo desse patdogeno para o
meio ambiente.

Nao menos importante, destaca-se a importancia de estudos com antimicrobianos e
seus metabolitos, pela capacidade de atingir o meio ambiente por diversas rotas, sendo os
efluentes das ETEs as principais fontes de contaminagdo (Reinthaler ef al., 2003; Tennstedt et
al., 2003; Machado et al., 2020). Esses antimicrobianos alteram a dindmica microbiana
ambiental, promovendo a selecdo de linhagens resistentes e modificando processos como
formac¢do de biofilmes e expressdo génica entre diferentes populacdes bacterianas (Cairns et
al., 2018; Ferreira da Silva et al., 2007) dentre outros maleficios ainda ndo conhecidos.

Em algumas ETEs ¢ utilizado o tratamento convencional de esgoto sanitario por
UASB — do inglés Upflow Anaerobic Sludge Blanket, seguidos por lagoas de polimento, que
constituem sistemas simplificados e econdmicos capazes de remover matéria orginica e
organismos patogénicos, evidenciado pela reducdo do numero de coliformes (Conceicdo,
2019). Todavia, esse tipo de tratamento ndo € projetado com o intuito de remog¢do de
multirresisténcia bacteriana, sendo considerado incapaz de eliminar adequadamente
organismos patogénicos (Von Sperling, 1996; Chagas, 2011; Rizzo et al., 2013; Chernicharo
et al., 2018; Machado et al., 2020; Coelho, 2023).

Os sistemas de desinfeccao normalmente utilizados sdo a clorag¢ao, ozonizagao, UV e
filtragdo por membrana. Contudo, alguns desses métodos apresentam limitagdes importantes.
Por exemplo, na cloragdo pode ocorrer a permanéncia de bactérias multirresistentes no esgoto
sanitario, uma vez que o processo pode selecionar linhagens resistentes ao agente desinfetante
(Chagas, 2011). De forma semelhante, a desinfec¢do por radiacdo UV também pode favorecer
a sobrevivéncia de bactérias multirresistentes a antibidticos (Zhang et al., 2019).

Diante das limitacdes do sistema convencional, o uso de microalgas no tratamento de
efluentes vém ganhando muita visibilidade por suas diversas vantagens, como a capacidade de
absorver nutrientes presentes no esgoto sanitario (Renuka et al., 2013), a produgdo
autossuficiente de oxigénio (Karya; Van Der Steen; Lens, 2013) e o retiso do efluente para
fins agricolas (Wollmann et al., 2019; Bolzani, 2023). Sendo assim, os reatores de microalgas
configuram-se como uma alternativa inovadora para biotratamento secundario e terciario, pois
removem metais pesados (Kumar et al., 2015), farmacos/horménios (De Wilt et al., 2016) e
patogenos (Mufioz; Guieysse, 2006), podem assimilar o CO: (Keffer; Kleinheinz, 2002) e sdao

fontes renovaveis para a geracdo de biomassa (Almomani et al., 2019). A biomassa pode ser
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utilizada para diversos fins como biocombustiveis, ragdo animal e biofertilizantes (Gudiukaite
etal., 2021).

Os reatores em sistemas abertos sdo as formas mais comumente aplicadas no cultivo
de microalgas em larga escala (Ugwu et al., 2008; Park et al., 2011; Sutherland et al., 2017)
devido principalmente ao baixo custo, constru¢do simples e método operacional conveniente;
sendo utilizados em paises como Israel, Estados Unidos e China (Xu et al., 2009; Ting et al.,
2017).

Estudos recentes tém explorado a eficiéncia dos sistemas High Rate Algal Pond
(HRAPs) na remog¢ao de patdogenos, demonstrando resultados promissores frente aos desafios
impostos pelos tratamentos convencionais. De acordo com Ruas et al. (2022) e Pompei et al.
(2023), as HRAPs podem reduzir significativamente a concentragdo de bactérias indicadoras
de contaminagdo fecal, como coliformes totais e E. coli, além de atuarem na remocao de
outros patogenos relevantes como Enterococcus spp., Staphylococcus spp. € Pseudomonas
aeruginosa. Resultados semelhantes foram relatados por Chambonniere, Plouviez e Guieysse
(2023), que também verificaram significativa diminui¢do de coliformes totais e E. coli, o que
torna mais elevado o potencial das HRAPs como uma alternativa sustentavel e eficiente na
mitigacdo de microrganismos em efluentes.

Dentre os tipos de reatores em sistemas abertos, as HRAPs destacam-se por
apresentar as vantagens de comportar maior quantidade de liquido, operando com cerca de
quatro vezes mais esgoto em comparagdo a um fotobiorreator fechado da mesma escala de
producdo (Pawar, 2016) e a capacidade de remover diferentes tipos de metais pesados e
micropoluentes do esgoto (Posadas et al., 2015; Saavedra et al., 2019; Ruas et al., 2020;
Vassalle et al., 2020; Sauco et al., 2021). Além da possibilidade de ser aplicada no tratamento
de esgoto bruto e secundario, e a biomassa produzida, pode ser usada como insumo na
aquicultura, agricultura e producdo de energia (digestdo anaerdbica) (Spolaore et al., 2006;
Ward et al., 2014; Talaickhozani; Rezania, 2017).

Contudo, devido ao aumento da demanda e presenca crescente de antibioticos e
BRASs no esgoto sanitario nao tratado, ¢ fundamental analisar a qualidade do efluente gerado
durante o tratamento. Por se tratar de uma alternativa inovadora, os reatores de microalgas
precisam ser mais investigados quanto a sua eficiéncia na remog¢ao desses contaminantes.

Assim, o presente estudo buscou avaliar o desempenho do reator tipo HRAP no
tratamento de esgoto sanitario, com foco na identificagdo e quantificagdo de microrganismos

patogénicos e na investigacdo de sua resisténcia a diferentes classes de antibioticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi identificar a existéncia de bactérias
multirresistentes (4) a antibidticos (5) em esgoto sanitario bruto apds o tratamento por um

reator de microalgas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Identificar e quantificar coliformes totais, E. coli, Enterococcus spp. €
Staphylococcus spp. em amostras de esgoto ap0ds o tratamento por um reator de microalgas;

b) Identificar fenotipicamente a resisténcia bacteriana a 5 diferentes antibidticos
(penicilina, amoxicilina, azitromicina, ciprofloxacino e tetraciclina) nas amostras citadas no
item a;

¢) Quantificar a remog¢dao das bactérias multirresistentes aos 5 antibidticos
supracitados, sendo estas: coliformes totais, E. coli, Enterococcus spp. € Staphylococcus spp.

apos o tratamento por um reator tipo lagoa HRAP.



13

3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DO ESGOTO

Para a realizacdo deste experimento, coletou-se esgoto sanitdrio na Estagdo de
Tratamento de Esgotos (ETE) do Departamento de Agua e Esgoto de Bauru (DAE), apos
passar pela etapa de gradeamento (Figura 1) do sistema de tratamento local. Nesta etapa,
durante o periodo de agosto a setembro de 2024, pela manha, 10 coletas (210 litros cada)
foram realizadas, totalizando 40 amostras a serem analisadas.

Assim que coletadas, as amostras eram armazenadas em galdes estéreis, devidamente
etiquetados, conservados e transportados (APHA, 1998) para o Laboratério de Hidraulica e
Saneamento da Faculdade de Engenharia de Bauru (FEB), dentro do campus da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), no municipio de Bauru — SP, onde
foram imediatamente processadas. Sob esse viés, uma aliquota dos 210 litros de esgoto
coletados passou por andlises de monitoramento e analises microbioldgicas. O efluente
restante era mantido refrigerado para garantir sua conserva¢do em um tanque resfriador de
esgoto da marca Congel, modelo Congel 500L - Inox fabricado em Missal, Parand, Brasil,
sendo retirado diariamente do refrigeramento até atingir a temperatura ambiente para ser

utilizado para a alimentacao do reator de microalgas diariamente.

Figura 1 - Esgoto sanitario na etapa de pds-gradeamento.

Fonte: Autor (2025)
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3.2 REATOR DE MICROALGAS

O reator do tipo lagoa HRAP (High Rate Algal Pond) utilizado foi confeccionado em
fibra de vidro com volume operacional de 150 litros, medidas de 125¢cm x 60cm x 40cm,
equipado com estrutura metalica de suporte robusto para assegurar estabilidade e eficiéncia
operacional (Figura 2).

A HRAP foi mantida sob alimentagdo semi-continua, com um tempo de detencao
hidraulica (TDH) de 5 dias. Para tal, diariamente eram retirados 15 litros da lagoa HRAP e
adicionados 15 litros de esgoto proveniente da ETE. Antes do funcionamento efetivo do
reator, um cultivo de microalgas foi iniciado a fim de ficoprospectar um consoércio nativo do
esgoto a ser tratado de microalgas-bactérias. O esgoto coletado foi disposto em ambiente
controlado (iluminacdo com lampadas fluorescentes com fotoperiodo de 12/12 horas e
temperatura de 25 a 32 °C) para permitir o crescimento das microalgas (Figura 3).

Ap6s o cultivo, foi adicionado 8 HRAP um ino6culo (10% do volume de operagao da
lagoa = 15 litros) constituido pela cultura mista de microalgas e lodo ativado, juntamente ao
esgoto bruto proveniente da ETE (90%). A concentracdo de s6lidos em suspensdo totais
(SST) do indculo de microalgas-lodo ativado foi de 0,52 g/L, utilizada como propor¢ao inicial
para o processo de inoculagdo.

Para avaliar a eficiéncia desse reator foram feitas analises diarias de alguns
parametros fisico-quimicos, como pH, oxigénio dissolvido (OD) e temperatura do liquido, as
quais foram analisadas através de um multiparametro portatil HI 9829 (HANNA, Instruments,
EUA) e a turbidez com o turbidimetro HACH 2100AN (HACH Company, EUA).

Além disso, outros parametros também foram monitorados semanalmente como a
intensidade luminosa registrada pelo sensor de luz LI-1500 (LI-COR Biosciences, Alemanha),
solidos em suspensdo totais (SST) (2540D), demanda quimica de oxigénio (DQO) pelo
método do dicromato, fosforo total (PT) determinado pelo método colorimétrico do acido
ascorbico e nitrogénio total (NT) analisado por Espectrofotdmetro Nanocolor (Alemanha)
utilizando kits NTK 16, Teste 0-67. Todas as andlises seguiram as metodologias descritas em

APHA (2012).
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Figura 2 - Lagoa HRAP.

Fonte: Autor (2025)

Figura 3 - Esgoto disposto em ambiente controlado para o crescimento das microalgas ja

existentes no meio.

Fonte: Autor (2025)

3.3 PREPARO DE AMOSTRAS

Previamente ao inicio das andlises microbioldgicas, eram preparados os frascos
contendo agua de diluigdo, para que as aguas fossem utilizadas a temperatura ambiente, a fim
de ndo causar danos aos microrganismos contidos nas amostras. Para isso, utilizou-se frascos
de 125 mL da Nalgon®. Estes foram preenchidos com 90 mL de dgua destilada e entdo

autoclavados (Phoenix luferco, AV Plus).
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Os frascos eram distribuidos pela bancada de modo que estivessem de acordo com as
amostras que iriam receber, suas diluigdes e duplicatas. Em seguida, eram etiquetados para
auxiliar e dar inicio as diluigdes das amostras. As diluicdes eram realizadas comeg¢ando
preferencialmente pelas amostras mais concentradas. Com uso de uma pipeta de 10 mL e uma
ponteira previamente autoclavada eram transferidos 10 mL da amostra para o primeiro frasco
de dilui¢do (10") e em seguida para as duplicatas entdo etiquetadas de (10'a) e (10°'b). Desse
mesmo modo o processo era repetido para a dilui¢do (10?) porém nesse momento era
utilizado o frasco da dilui¢do 10, de onde seria transferido 10 mL para o frasco 10~ e para as
duplicatas (10%a) e (10?b). Assim sucessivamente para as diluigdes seguintes. Este
procedimento é conhecido como dilui¢do seriada, ou diluicdo em série.

Para determinacao das diluigdes ideais a serem feitas para as amostras provenientes
do reator HRAP, uma semana de testes antecedeu este experimento para determinagao das
dilui¢des ideais para as amostras. Os resultados semanais durante o periodo experimental
também eram avaliados e levados em consideracdo para monitoramento em diluigdes corretas

do reator HRAP com o passar do tempo de operagdo do mesmo.

3.4 INOCULACAO DE AMOSTRAS

Neste trabalho foi adotado um método de quantificacdo das unidades formadoras de
colonia: o método Pour Plate. De acordo com Baird et al. (2017), a técnica Pour Plate
também reconhecida como standard plate count (contagem padrao de placas) além de possuir
melhor custo-beneficio em relagdo aos outros métodos e exigir menos conhecimento técnico
ou avangado para aplicagcdo; ¢ comumente utilizada na avaliacdo de eficicia de tratamento de
agua (APHA, 2012).

Na execu¢do do procedimento utilizamos os frascos (contendo uma amostra bruta
proveniente do reator de microalgas) para a retirada da amostra que era plaqueada por meio
do método Pour Plate e como tratava-se de uma amostra mais concentrada de patdgenos
utilizou-se esse método devido a sua adequacdo para amostras mais densas.

Para a técnica Pour Plate retirou-se 1 mL de amostra, utilizando um micropipetador
de 1 mL com ponteira previamente autoclavada, que era entdo transferida para a respectiva
placa. Logo ap6s, com uma pipeta de 10 mL, foram adicionados 9 mL do meio de cultura e
homogeneizado, realizando movimentos circulares ou em forma de “oito”. Incubadas assim
que solidificadas a 36 + 1 °C por 24 + 1 horas, assim como recomenda o fabricante (Merck,

Alemanha).
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3.5 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS DO ESGOTO

As amostras de efluente tratado pela HRAP foram semeadas em placas de Petri
descartaveis e estéreis, contendo o meio de cultivo seletivo para cada grupo de bactérias
selecionadas, possibilitando avaliar sua concentracdo e, a partir do monitoramento da
concentragdo no efluente bruto, a remocao. De acordo com as especifica¢des do fabricante de
cada meio, as placas foram incubadas. Os meios utilizados foram: o HiCrome Chromogenic
Coliform Agar (Himedia, India), que se trata de um meio de cultura utilizado em
microbiologia para a detec¢do e identificacdo de coliformes totais e E. coli em amostras,
especialmente em testes de qualidade de 4gua. Nas placas semeadas com esse meio, a espécie
E. coli forma colonias roxo ou azul neste meio, enquanto outras bactérias do grupo coliformes
formam colonias de cores avermelhadas (Figura 7), possibilitando assim a diferenciagdo entre

elas.

Figura 7 - Coloracao em roxo e azul da bactéria E. coli, e em vermelho de coliformes totais.

Fonte: Autor (2025)

Para Enterococcus spp. foi utilizado o meio de cultura Agar Base M-Enterococcus
(Himedia, India), esse meio é usado para isolamento e enumeragdo de Enterococcus spp. em
agua ou esgoto. Este meio ¢ altamente seletivo e utiliza-se polissorbato e carbonato de sodio

para aumentar a sensibilidade para o plaqueamento direto das amostras e aumentar o tamanho
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da colonia. A confirmagdo da presenca de Enterococcus spp. nas placas se da pela presenca

da(s) unidade(s) formadora(s) de colonia na coloragdo vermelha (Figura 8).

Figura 8 - Coloracdo em vermelho da bactéria Enterococcus spp.

Fonte: Autor (2025)

Para identificagdo e isolamento de Staphylococcus spp. foi utilizado o meio de
cultura Baird Parker Agar Base (Himedia, India), bactéria Gram-positiva. Apos
procedimentos de acordo com o fabricante, os Staphylococcus spp. produzem colonias

cinzentas escura a preto (Figura 9).

Figura 9 - Coloragdo em cinza escuro ¢ preto da bactéria Staphylococcus spp.

ik

Fonte: Autor (2025)
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Ap6s a identificagdo e quantificacdo das unidades formadoras de colonia (UFC) para
cada grupo bacteriano no esgoto sanitario bruto e tratado, a eficiéncia da remocao foi
calculada por meio da remogdo percentual e da reducdo logaritmica. A remogdo percentual
(Eq. 1) foi calculada considerando a diferenga relativa entre as concentragdes inicial e final,

enquanto a reducdo logaritmica (Eq. 2) expressa a magnitude da inativagdo em unidades loguo.

Eq. 1 — Remogdo (%) = (C_inicial — C_final) / C_inicial * 100

Eq.2=Log reduction = log10 (C_inicial / C_final)

3.6 TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

A suscetibilidade dos microrganismos isolados foi testada através do teste de difusao
em agar (disco-difusdo), conforme as recomendac¢des dos manuais do EUCAST (2025) — “The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” e CLSI (2017) — “Clinical and
Laboratory Standards Institute” durante 11 dias de experimento.

Para o teste de difusdo em agar, as colonias foram semeadas em meios de culturas de
Chromogenic Coliform Agar (coliformes totais e E. coli), Agar Base M-Enterococcus
(Enterococcus spp.) e Baird Parker Agar Base (Staphylococcus spp.). A partir de tal meio,
uma algada das coldnias foi transferida para uma solugdo salina e a suspensdo foi comparada
com o padrao de turvagao 0,5 da escala de Mc Farland, como recomendam os manuais
EUCAST (2025) e BRCAST (2024). Em seguida, a solucdo bacteriana ajustada foi aplicada
ao meio de agar Mueller Hinton (Himedia, india) em até 15 minutos e discos de quatro
antibioticos (PEN, AMO, CIP, AZI e TET) foram introduzidos no meio, sob placa de Petri
estéril e descartavel (100x20mm). Os antibiodticos utilizados encontram-se listados na Tabela
1.

As placas foram colocadas em estufa a 35°C por 16 a 18 horas. O resultado do teste
de difusdo em agar para a resisténcia aos antibidticos foi obtido através da medida do halo de
inibicdo de crescimento provocado pelos discos de antibidticos colocados nas placas
semeadas (Figura 10). De acordo com o didmetro do halo de inibicdo medido por um
paquimetro de precisdo digital (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1999)
(Figura 10), e utilizando-se como padrdes de referéncia os listados nos manuais EUCAST
(2025) e CLSI (2017), foi possivel verificar a classificacdo da bactéria entre sensivel,

resisténcia intermediaria ou resistente aos antimicrobianos testados.



Tabela 1 - Antibidticos utilizados, classe e concentracao a que pertencem.
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Classe Antibidticos Concentracao (ng)
B-lactamicos Penicilina (PEN) 10
B-lactamicos Amoxicilina (AMO) 10

Fluoroquinolonas Ciprofloxacino (CIP) 5
Macrolideos Azitromicina (AZI) 15
Tetraciclinas Tetraciclina (TET) 30

Fonte: Autor (2025)

Figura 10 - Antibiograma; método de difusdo em dgar e medicao dos halos de

inibi¢ao.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS
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Na Tabela 2 estdo os parametros fisico-quimicos e ambientais que foram analisados
continuamente durante todo o experimento. O valor de pH registrado (8,45) durante o periodo
esteve dentro da faixa de pH ideal para ocorrer fotossintese na maioria das microalgas (6 e
10), onde a forma de bicarbonato ¢ considerada dominante (Rastogi; Madamwar, 2017).

De acordo com Abdel-Raouf, Al-Homaidan e Ibraheem (2012), a fotossintese altera
o pH e a concentragdo de oxigénio dissolvido (OD) do meio, o que causa diminui¢do no
tempo de meia vida de bactérias patogénicas.

A temperatura média do liquido (27,6 + 2,7 °C) registrada na lagoa HRAP durante o
periodo de estudo esta dentro da faixa considerada otima para o crescimento da maioria das
espécies de microalgas (20-36 °C) (Gatamaneni; Orsat; Lefsrud, 2018). Além disso, esse
valor médio apoiou as descobertas de outros estudos que relataram maior eficiéncia nessa

faixa de temperatura (Ouali et al., 2014; Liu; Hall; Champagne, 2020).

Tabela 2 - Os valores da média e desvio padrao de parametros utilizados na caracteriza¢ao da

pos HRAP.

Parametros Unidade Médiatdesvio padrao
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Intensidade luminosa pumol m?2s! 501,24 + 149,34
Temperatura do liquido °C 27,60 + 2,70
pH 8,45+ 1,18
OD mg O2 L 10,29 + 2,95
Turbidez NTU 148,55+ 13,24
SST mg SST L! 257,39 £ 1,69
DQO mg DQO L! 131,98 + 7,94
Fosforo total (PT) mg PT L 4,51 £2,30
Nitrogénio total (NT) mg NT L™ 10,55 £ 6,01

Legenda: OD = Oxigénio dissolvido; SST = Sélidos em suspenséo totais; DQO = Demanda quimica de oxigénio.

Fonte: Autor (2025)

4.2 REMOCAO DE PATOGENOS

A Tabela 3 foi organizada contendo os valores das concentracdes de coliformes
totais, E. coli, Enterococcus spp. € Staphylococcus spp. monitorados no efluente usado como
alimentacdo do reator e de saida do reator HRAP. A concentracdo foi feita pela média de dias
de duracdo do experimento (10 dias), considerando inicio e fim.

O sistema apresentou remog¢ao microbiologica, com redugdes superiores a 3 log-RE
para coliformes totais (>99%), 2,2 log-RE para E. coli (>90%), 1,7 log-RE para Enterococcus
spp. (>92%) e 1,3 log-RE para Staphylococcus spp. (>87%).

Valores semelhantes foram reportados por Pompei et al. (2023), que operaram um
reator do tipo HRAP em sistema aberto com e sem adicdo de CO: para avaliar tanto a
suplementagdo, como a influéncia da luz natural e do sombreamento. No estudo, observou-se
que, sem sombreamento, as remocoes foram superiores para coliformes totais e E. coli, com
valores de 1,94 £+ 1,66 log-RE (92,88 + 6,68%) na condi¢do de adi¢do de CO: e 1,45 £ 0,10
log-RE (96,37 + 0,84%) sem adigdo, apresentando desempenho comparavel ao observado

neste trabalho.
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De modo semelhante, Ruas et al. (2022) investigou trés reatores HRAPs operando
sob condigdes controladas, com sombreamento e adigdo de CO:, observando redugdes de
3,02-3,38 log-RE para Staphylococcus spp. e 3,14-3,45 log-RE para Enterococcus faecalis.

Assim, esses resultados evidenciam a eficiéncia e estabilidade operacional das
HRAPs, sugerindo o seu elevado potencial na mitigacdo de microrganismos patogénicos em

efluentes, mesmo sob diferentes configuragdes e condi¢cdes ambientais.

Tabela 3 - Valores médios dos parametros avaliados do efluente bruto (EG) e do reator de

microalgas (R1) com desvio padrdo (+) e a média do log de remocgdo (Log-RE) e a remogao

(%-RE).

Parametro EG (UFC/100mL) R1 (UFC/100mL) Log-RE %-RE
Coliformes totais 7,6x108+1,1 7,4x10%+3 .4 3,6 99,7
Escherichia coli 2,5x107+£3,1 1,6x1047,2 2,2 90,9

Enterococcus spp. 1,8x107+1,9 1,2x10°+7,8 1,7 92,5
Staphylococcus spp. 2,3x10%+6,3 1,0x10°+1,3 1,3 87,4

Fonte: Autor (2025)

4.3 FENOTIPO DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

De acordo com a proposta internacional elaborada em conjunto pelo European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) e pela European Medicines Agency
(EMEA) (2009), em cooperagdo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
(2006), as bactérias multirresistentes sdo definidas como aquelas que apresentam nao
suscetibilidade adquirida a pelo menos um agente em trés ou mais classes antimicrobianas
(Magiorakos et al., 2012). No presente estudo, todos os grupos analisados (coliformes totais,
E. coli, Enterococcus spp., e Staphylococcus spp.) se enquadram nessa definigdo,

apresentando resisténcia a trés ou mais classes de antibioticos.
4.3.1 Fendtipo de resisténcia a antibidticos para coliformes totais
Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados de suscetibilidade aos antimicrobianos

em coliformes totais. Os resultados indicaram uma resisténcia elevada aos B-lactdmicos, com

halos médios muito abaixo dos pontos de corte para penicilina (0 mm) e amoxicilina (1,5 £
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3,4 mm), sugerindo disseminacdo de mecanismos de resisténcia associados a exposicao
cronica a antibidticos (Jendrzejewska; Karwowska, 2022).

Azitromicina (3,6 £ 5,2 mm) e tetraciclina (10,5 = 9,1 mm) apresentaram
comportamento intermedidrio, indicando heterorresisténcia entre as cepas, ou seja,
subpopulagdes bacterianas com diferentes niveis de tolerancia aos antibioticos, provavelmente
resultante da exposi¢do continua a concentragcdes subinibitérias em efluentes (Martinez;
Canton, 2008; Kummerer, 2009; Baquero; El-Halfawy; Valvano, 2015).

Enquanto o ciprofloxacino (20,2 + 6,3 mm) apresentou comportamento mais
heterogéneo, essa variagdo na resposta bacteriana, proxima ao limite de resisténcia, sugere a
selecdo gradual de cepas tolerantes a fluoroquinolonas (Martinez, 2009).

O desvio padrao reduzido para penicilina e amoxicilina demonstra homogeneidade
na resisténcia entre as amostras, enquanto os maiores valores observados para ciprofloxacino,
azitromicina e tetraciclina indicam heterogeneidade fenotipica, possivelmente associada a

pressoes seletivas varidveis no sistema de tratamento.

Tabela 4 - Zonas médias de difusao em disco e pontos de corte de resisténcia para isolados de

coliformes totais frente aos antimicrobianos testados.

Antibidtico Ponto de corte (mm) Halo médio (mm)+DP
Penicilina >21=S/<17=R 0+0
Amoxicilina >17=S/<13=R 1,5+3,4
Ciprofloxacino >31=S/21-30=1/<20=R 20,2 +£6,3
Azitromicina >13=S/<12=R 3,6£5,2
Tetraciclina >15=S/<11=R 10,5+9,1

Legenda: S = Sensivel; I = Intermediario; R = Resistente de acordo com EUCAST (2025) e CLSI (2017).
Fonte: Autor (2025)

O Grafico 1 evidencia o perfil de sensibilidade dos coliformes totais frente aos
antimicrobianos testados. Observou-se resisténcia total (100%) a penicilina e amoxicilina. Em
relagdo ao ciprofloxacino, 64% dos isolados apresentaram resisténcia, 27% exibiram
resisténcia intermediaria e apenas 9% sensibilidades.

Quando expostos a azitromicina, o comportamento foi distinto, com apenas 18% dos
isolados apresentando resisténcia e 82% demonstrando sensibilidade a esse antibidtico. Para a

tetraciclina, observou-se 55% de isolados sensiveis e 45% resistentes.
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Os resultados obtidos demonstram que, embora o sistema de reator de microalgas
tenha promovido certo grau de reducdo na carga bacteriana, parte dos coliformes totais
manteve perfis de resisténcia relevantes, sugerindo que o ambiente do reator pode atuar como
um reservatorio potencial de genes de resisténcia a antibidticos (GRAsS).

De acordo com Buelow et al. (2018) e Silva et al. (2022), as Estagdes de Tratamento
de Esgoto (ETEs) tém papel essencial na reducdo da proliferacio de GRAs, mas também as
bactérias sobreviventes podem apresentar maior multirresisténcia. De forma complementar,
Amador et al. (2015) apontam que as ETEs podem servir como reservatérios de bactérias
resistentes, aumentando a frequéncia desses microrganismos nos ecossistemas aquaticos.

Além disso, Wang et al. (2015) relataram que os GRAs podem proliferar durante o
tratamento bioldgico, mesmo com a eliminacao dos residuos de antibiodticos, o que indica a
hipotese de que o reator de microalgas, assim como os sistemas convencionais, ndo ¢
totalmente eficaz na eliminacdo desses GRAs. Dessa forma, os resultados deste estudo
sugerem que, mesmo apos um tratamento em um sistema alternativo as ETEs convencionais,
0os GRAs podem persistir no efluente final, representando um risco a dissemina¢ao ambiental
de resisténcia bacteriana, o que necessita ser estudado aprofundado a fim de avaliar medidas
de mitigar o problema.

Brum e Lima (2023) estudaram o perfil de resisténcia bacteriana de coliformes totais
e E. coli em um perimetro urbano do rio Turvo, na cidade de Vigosa (MG), e observaram que
100% dos isolados apresentaram resisténcia a pelo menos quatro agentes antimicrobianos.
Entre esses agentes, destacaram-se a amoxicilina (90% dos isolados resistentes), a
azitromicina (30%) e o ciprofloxacino (5%). Em comparagdo com o presente estudo, os
isolados de coliformes totais provenientes de esgoto sanitario tratado apresentaram resultados
semelhantes para amoxicilina, enquanto a azitromicina apresentou um perfil de sensibilidade
maior e o ciprofloxacino, maior resisténcia.

Embora existam estudos que relatam a ocorréncia de multirresisténcia em E. coli nas
ETES (Abdelgalel et al., 2025), ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem o perfil de
multirresisténcia especificamente para coliformes totais, com énfase nos antimicrobianos
penicilina, amoxicilina, ciprofloxacino, azitromicina e tetraciclina. Assim, o presente estudo

apresenta carater de originalidade no contexto internacional.

Grafico 1 - Perfil de sensibilidade a antibioticos dos isolados de coliformes totais (n=11).
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Fonte: Autor (2025)

4.3.2 Fenotipo de resisténcia a antibidticos para E. coli.

Na Tabela 5 estdo apresentados a suscetibilidade aos antimicrobianos em E. coli. Os
resultados indicaram resisténcia completa a penicilina (0 mm), com auséncia de halo
indicando resisténcia total e evidenciando a perda completa de eficacia do B-lactdmico, e a
amoxicilina, com halos inexistentes (0 mm). Pode-se relacionar essa resisténcia a reducgdo da
permeabilidade da membrana externa, dificultando a entrada de antibidticos, visto que é uma
estratégia muito presente em bactérias Gram-negativas, € no caso da penicilina, ¢ um
medicamente que demonstra eficicia abrangente as bactérias, exceto aquelas que produzem a
enzima [B-lactamase, que lhes confere resisténcia, exemplo disso ¢ a E. coli (Pedra et al.,
2023).

O ciprofloxacino, com média inferior ao limite de resisténcia, indicou cepas
altamente tolerantes as fluoroquinolonas, também apresentou resisténcia completa, com média
de halo de 13,4 £ 6,4 mm, bem abaixo do limite de sensibilidade (> 31 mm) de acordo com
EUCAST (2025) e CLSI (2017). Esse resultado pode indicar que o mecanismo de resisténcia
de Gram-positivas em ter a permeabilidade da membrana externa reduzida a antibioticos afeta
a entrada de fluoroquinolonas, como o ciprofloxacino (De Andrade; Da Costa Darini, 2020).

Em contraste, a azitromicina apresentou indicativo de coexisténcia de cepas sensiveis
e resistentes, com média proxima ao ponto de corte (14,4 = 8,0 mm), sugerindo que E. coli

apresentou maior sensibilidade a esse antibiotico.
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Por fim, a tetraciclina, apresentou halos com valor médio de 9,4 + 6,0 mm, valor este
préximo ao limite inferior de sensibilidade, indicando o predominio de cepas resistentes e alta
variabilidade fenotipica entre os isolados. A resisténcia observada esta relacionada ao
mecanismo comumente descrito para E. coli que, por meio de uma bomba de efluxo
antibidtica que se torna resistente a tetraciclina (Loureiro et al., 2016; Peterson; Kaur, 2018;

Aratjo et al., 2025).

Tabela 5 - Zonas médias de difusao em disco e pontos de corte de resisténcia para isolados de

E. coli frente aos antimicrobianos testados.

Antibidtico Ponto de corte (mm) Halo médio (mm)=DP
Penicilina >21=S/<17=R 0+0
Amoxicilina >17=S/<13=R 0+0
Ciprofloxacino >31=S/21-30=1/<20=R 13,4+ 6,4
Azitromicina >13=S/<12=R 14,4+ 8,0
Tetraciclina >15=S/<11=R 9,4+6,0

Legenda: S = Sensivel; I = Intermediario; R = Resistente de acordo com EUCAST (2025) e CLSI (2017).
Fonte: Autor (2025)

O Grafico 2 evidencia o perfil de sensibilidade de E. coli frente aos antimicrobianos
testados. Observou-se resisténcia total (100%) a penicilina, amoxicilina e ciprofloxacino.
Entre os antibidticos testados, a azitromicina apresentou melhor desempenho, com 73% dos
isolados sensiveis e 27% resistentes.

Em relacdo a tetraciclina, os 11 isolados apresentaram 73% de resisténcia, 9% de
resisténcia intermediaria e 18% de sensibilidade a esse antibidtico testado. Essa alta taxa de
resisténcia, quando comparada ao estudo de Abdelgalel ef al. (2025), que identificou 46,9%
de resisténcia a tetraciclina em &guas residuais hospitalares, evidencia uma diferenca
preocupante, considerando que as amostras do presente estudo foram provenientes de esgoto
sanitario.

A resisténcia total de E. coli a penicilina, amoxicilina e ciprofloxacino demonstra o
perfil de multirresisténcia dessa bactéria. Esse resultado ¢ alarmante, considerando que uma
avaliacdo global sobre a carga de doengas e mortes atribuiveis as bactérias com resisténcia
antimicrobiana identificou E. coli entre os seis patdgenos mais comuns diretamente
responsaveis por mortes associadas a resisténcia antimicrobiana em todo mundo, causando

mais de 250.000 mortes em 2019 (Murray et al., 2022).
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Reinthaler et al. (2003) avaliaram os padrdes de resisténcia de E. coli em ETEs na
Austria e observaram maiores taxas de resisténcia em uma unidade que tratava nio apenas
esgoto municipal, mas também efluente hospitalar. Entre os antimicrobianos testados, a
tetraciclina apresentou os maiores indices de resisténcia (57%), valor inferior ao encontrado
neste estudo (73%), indicando um aumento expressivo desse perfil ao longo do tempo.

Ferreira da Silva et al. (2007) também isolaram E. coli de aguas residuais brutas e
tratadas, observando prevaléncia mais elevada de resisténcia para amoxicilina e tetraciclina
(cerca de 30%). Os autores destacaram ainda que a prevaléncia de resisténcia para
amoxicilina, ciprofloxacino e tetraciclina aumentou de 5 a 10% apds o tratamento,
demonstrando que o processo de depuragdo pode ndo eliminar completamente os
microrganismos resistentes e, em alguns casos, favorecer sua persisténcia. Neste estudo,
observou-se comportamento similar, porém com indices mais acentuados: resisténcia total de
100% para amoxicilina e ciprofloxacino, e 73% para tetraciclina. Esses resultados sugerem a
ideia de co-seleg¢do de resisténcia, especialmente em ambientes ricos em antibidticos como o
esgoto (Guardabassi; Dalsgraard, 2002).

Comparando os resultados obtidos com os dados apresentados por Stelling et al.
(2005), nota-se que as taxas de resisténcia de E. coli provenientes do efluente tratado foram
substancialmente superiores as relatadas em isolados clinicos de diferentes regides do mundo.
Enquanto os autores relataram prevaléncia de resisténcia considerada baixa a moderada,
variando entre 0-40% para amoxicilina, e inferior a 10% para ciprofloxacino, os isolados
avaliados neste estudo apresentaram resisténcia de 100% para penicilina, amoxicilina e
ciprofloxacino. Esse contraste evidencia que, embora as cepas estudadas desse trabalho sejam
de origem ambiental, o esgoto sanitdrio pode atuar como um importante reservatdrio e
disseminador de genes de resisténcia, sobretudo para antibioticos amplamente utilizados tanto
em contextos hospitalares quanto comunitarios.

Assim, a alta prevaléncia de resisténcia observada indica que a pressdo seletiva
provocada pelo descarte continuo de antimicrobianos e seus metabdlitos nas aguas residuais
favorece a sobrevivéncia e disseminacao de cepas multirresistentes no ambiente (Cairns et al.,

2018).

Grafico 2 - Perfil de sensibilidade a antibioticos dos isolados de E. coli (n=11).
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4.3.3 Fendtipo de resisténcia a antibidticos para Enterococcus spp.

Na Tabela 6 estdo apresentados a suscetibilidade aos antimicrobianos em
Enterococcus spp.. Os resultados indicaram que a penicilina, o halo médio de 4,7 + 7,0 ficou
muito abaixo do limiar de sensibilidade (> 15 mm), indicando que a maioria dos isolados
foram resistentes a droga. Igualmente para a amoxicilina (média de 10,0 mm), a maioria dos
isolados foram resistentes, considerando o corte >17 mm para sensibilidade de acordo com
EUCAST (2025) e CLSI (2017). Embora o presente estudo ndao tenha objetivado tal
observagao, sabe-se que a resisténcia de Enterococcus spp. a f-lactamicos ocorre geralmente
por alteracao do alvo (modificacdo das PBPs) ou por degradagdo enzimatica (producao de
beta-lactamase) (Hota et al., 2025).

No caso do ciprofloxacino, com valor médio do halo de 10,5 = 9,8mm, a
interpretagdo indica que muitos isolados estdo abaixo do limite de resisténcia (<15 mm),
embora possa haver alguns no intervalo intermedidrio, o que sugere heterogeneidade
fenotipica entre cepas. Essa resisténcia pode ser pela alteragdao do alvo (mutagdes na DNA
girase e topoisomerase [V) (Hota et al., 2025).

Para azitromicina, o halo médio de 4,1 £ 5,4mm apresentou-se inferior ao critério de
sensibilidade (>23 mm) estabelecido por EUCAST (2025) e CLSI (2017), apontando

resisténcia generalizada.
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Na aplicagdo de tetraciclina obteve-se valor médio do halo de 10,7 = 6,9mm,
mostrando que varios isolados estdo abaixo do limiar de sensibilidade (>19 mm). Este dado
indica que a prevaléncia de resisténcia pode ser associada a resisténcia mediada pelo
mecanismo de resisténcia por bomba de efluxo (Hota et al., 2025). Essa variabilidade nos
halos, especialmente onde os desvios padrdes sdo elevados, sugere que Enterococcus spp. em
ambientes de esgoto também podem estar sujeitos a exposi¢do gradativa ou intermitente a
antibidticos, o que pode favorecer a coexisténcia de cepas com diferentes sensibilidades

dentro de uma mesma populagao.

Tabela 6 - Zonas médias de difusdo em disco e pontos de corte de resisténcia para isolados de

Enterococcus spp. frente aos antimicrobianos testados.

Antibiotico Ponto de corte (mm) Halo médio (mm)=DP
Penicilina S>15/R<14 4,7+7,0
Amoxicilina S>17/R<16 10,0 £ 8,1
Ciprofloxacino S>21/116-20/R< 15 10,5+9.,8
Azitromicina S>23/114-22/R<13 4,1+£54
Tetraciclina S>19/115-18/R< 14 10,7+ 6,9

Legenda: S = Sensivel; I = Intermediario; R = Resistente de acordo com EUCAST (2025) e CLSI (2017).
Fonte: Autor (2025)

O Grafico 3 evidencia o perfil de sensibilidade de Enterococcus spp. frente aos
antimicrobianos testados. Observou-se que, em relagdo a penicilina, 82% dos isolados
apresentaram resisténcia, enquanto 18% foram sensiveis. Considerando este mesmo patdgeno,
um padrdo semelhante foi evidenciado para a amoxicilina, com 82% de resisténcia e 18% de
sensibilidade.

Para o ciprofloxacino, 73% dos isolados foram resistentes, 9% apresentaram fendtipo
intermediario e 18% foram sensiveis. A azitromicina mostrou um padrdo distinto, com 100%
de resisténcia entre os isolados, no caso da tetraciclina, apenas 9% dos isolados foram
sensiveis, 18% apresentaram resisténcia intermediaria e 73% foram resistentes.

A analise revelou que Enterococcus spp. apresentou maior resisténcia a azitromicina
em comparagdo com as demais bactérias avaliadas, sugerindo que a interagdo com
antimicrobianos, como a azitromicina, no ambiente aqudtico pode induzir essa resisténcia,
devido a presenca de antimicrobianos em Estacdes de Tratamento de esgoto (ETEs) que

mesmo em concentragdes baixas podem afetar bactérias susceptiveis de influenciar na selecdo
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a favor de bactérias resistentes, como € mostrado em testes de toxicidade de bactérias
aquaticas (Halling-Sorensen et al., 1998; Hartig; Storm; Jekel, 1999; Hirsch et al., 1999;
Konopka et al., 2022). Os Enterococcus spp. possuem elevada resiliéncia em ambientes
aquaticos e em esgoto, sendo frequentemente associados a sele¢do positiva de cepas
resistentes durante os processos de tratamento de esgoto (Klare et al., 2003; Blanch et al.,
2003).

De acordo com Klare ef al. (2003) e Da Silva et al. (2006), o aumento do uso clinico
de antibioticos, especialmente macrolideos e fluoroquinolonas, tém contribuido para a selecao
ambiental de Enterococcus spp. resistentes, inclusive em efluentes tratados. Esses autores
observaram que o tratamento de aguas residuais pode aumentar a proporcao relativa, por
exemplo, de Enterococcus faecium resistentes a ciprofloxacino, comportamento semelhante
ao identificado neste estudo.

Além disso, a elevada resisténcia observada a tetraciclina (73%) pode estar
relacionada a exposi¢do continua a concentragdes subinibitérias do composto, como relatado
por Peters et al. (2003) e Hayes et al. (2004), que descreveram prevaléncias de resisténcia
variando de 30% a 70% em isolados ambientais e clinicos. Essa variabilidade pode estar
associada tanto a pressdo seletiva ambiental quanto a transferéncia horizontal de genes de
resisténcia (Fluit et al., 2000; Mutnick; Biedenbach; Jones, 2003).

Molale-Tom e Bezuidenhout (2020) isolaram Enterococcus spp. de efluente final e
das 4guas receptoras de trés ETEs na Provincia do Noroeste, Africa do Sul, obtiveram de
resultados que esse patdgeno apresentou resisténcia maior de 58% a tetraciclina e 52% a
penicilina, ¢ menor a ciprofloxacino com 8%. Neste estudo, a resisténcia foi superior com
73% a tetraciclina, 82% a penicilina e 73% a ciprofloxacino.

Park et al. (2024) relataram em seu estudo que a resisténcia ao ciprofloxacino em
Enterococcus spp. aumentou apds o tratamento de efluentes, passando de 21,7% no esgoto
bruto para 31,1% no efluente tratado, enquanto tetraciclina (35,7%) no efluente tratado foi
considerada uma taxa alta de resisténcia. Neste estudo, valores ainda mais altos foram
obtidos, atingindo 73% para ambos antimicrobianos, sugerindo que os processos de
tratamento de esgoto podem ndo estar eliminando adequadamente as cepas multirresistentes.
Essa persisténcia indica que as ETEs podem atuar como reservatdrios e pontos criticos de

disseminagdo de resisténcia antimicrobiana (Klare et al., 2003; Goldstein et al., 2014).
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Grafico 3 - Perfil de sensibilidade a antibidticos dos isolados de Enterococcus spp. (n=11).
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Fonte: Autor (2025)

4.3.4 Fenotipo de resisténcia a antibidticos para Staphylococcus spp.

Na Tabela 7 estdo apresentados a suscetibilidade aos antimicrobianos em
Staphylococcus spp.. Os resultados indicaram um perfil amplamente resistente. Os valores
médios dos halos inferiores a 5 mm para penicilina, valor este muito abaixo do limiar
esperado de sensibilidade (>29), indica resisténcia universal, e amoxicilina, com valor médio
(3,7 mm) bem abaixo do ponto de corte de >18 de sensibilidade. Staphylococcus spp. sao as
principais produtoras de B-lactamase, o que facilita adquirirem resisténcia aos B-lactimicos
(Cussolim et al., 2021).

A resisténcia as fluoroquinolonas, representada pelo ciprofloxacino, com grande
variacdo que sugere presenca de alguns halos acima do limiar sensivel, embora a maioria seja
resistente, foi elevada, com halos médios proximos a 4 mm e azitromicina, com valores
médios muito baixos refor¢ando a resisténcia predominante.

Tanto as tetraciclinas quanto os macrolideos possuem como alvo o ribossomo
bacteriano, especificamente as subunidades 30S e 50S, respectivamente. No entanto, apesar
de serem eficazes em inibir a sintese proteica, algumas bactérias desenvolvem mecanismos de
resisténcia que reduzem a afinidade desses farmacos pelo ribossomo ou promovem sua

expulsdo ativa das células bacterianas por meio de bombas de efluxo (Pedra et al., 2023), o
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que sugere que Staphylococcus spp., pelos resultados da média dos halos, tenha adquirido

€sse mecanismo.

Tabela 7 - Zonas médias de difusao em disco e pontos de corte de resisténcia para isolados de

Staphylococcus spp. frente aos antimicrobianos testados.

Antibidtico Ponto de corte (mm) Halo médio (mm)+DP
Penicilina S>29/R <28 1,9+4,5
Amoxicilina S>18/R<18 3,7+£5,6
Ciprofloxacino S>21/116-20/R<15 4,3+8,5
Azitromicina S>18/114-17/R <13 1,6£5,5
Tetraciclina S>19/115-18/R< 14 3,245.5

Legenda: S = Sensivel; I = Intermediario; R = Resistente de acordo com EUCAST (2025) e CLSI (2017).
Fonte: Autor (2025)

O Grafico 4 evidencia o perfil de sensibilidade de Staphylococcus spp. frente aos
antimicrobianos testados. Observou-se que todos os isolados (100%) apresentaram resisténcia
a penicilina, amoxicilina e tetraciclina. Em relagdo ao ciprofloxacino, 90% dos isolados foram
resistentes, enquanto 10% apresentaram sensibilidade. Quando testados em contato com a
azitromicina, os isolados demonstraram resisténcia de 90% e 10% apresentaram fendtipo
intermediario.

Ramessar e Olaniran (2019) relataram uma resisténcia maior a penicilina (97,5%) e a
azitromicina (66,25%) em isolados de Staphylococcus spp. em efluentes tratados e rios
receptores de duas Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETEs) em Durban, KwaZulu-Natal.
Em comparacdo com o presente estudo, a resisténcia a penicilina foi semelhante (100%),
enquanto a resisténcia a azitromicina aumentou para 91%. O autor também observou uma
menor resisténcia para a tetraciclina (11,25%) e um perfil de sensibilidade ao ciprofloxacino
de 91,25%, enquanto os dados deste estudo mostraram 100% de resisténcia a tetraciclina e
91% ao ciprofloxacino.

Além disso, Safarpoor Dehkordi er al. (2017) também reportaram 100% de
resisténcia a penicilina e a tetraciclina em isolados de amostras de alimentos hospitalares.
Esse cenario ¢ preocupante, visto que ambos os antibioticos sdo amplamente utilizados para
tratar infecgdes por Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRSA) devido a sua

acessibilidade e custo reduzido (Rong et al., 2017).
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Em estudo conduzido por Akanbi et al. (2017) em ambientes aquaticos, como praias,
isolados de Staphylococcus aureus apresentaram 96,7% de resisténcia a penicilina, enquanto a
suscetibilidade ao ciprofloxacino e a tetraciclina foi de 66,7% e 56,7%, respectivamente.
Neste estudo, ambos antibidticos apresentaram um perfil diferente, com resisténcia alta.

Os resultados deste estudo, principalmente a resisténcia total a penicilina,
amoxicilina e tetraciclina, além das elevadas taxas de resisténcia a azitromicina (91%), sdo
consistentes com o perfil descrito por Akya et al. (2020), que avaliou isolados de
Staphylococcus aureus suscetiveis a meticilina (MSSA) e resistentes a meticilina (MRSA)
provenientes de esgoto hospitalar bruto e tratado. Nesse estudo, os isolados de MSSA
apresentaram resisténcia a penicilina (100%), azitromicina (85%) e tetraciclina (80%),
enquanto os isolados de MRSA apresentaram resisténcia a penicilina (100%), azitromicina
(100%) e tetraciclina (45%). Entretanto, observa-se que, no presente estudo, os niveis de
resisténcia a ciprofloxacino (91%) foram superiores aos relatados para os isolados de MRSA e
MSSA, sugerindo possivel selecdo de cepas com fenotipo de multirresisténcia no efluente
tratado.

O perfil de Staphylococcus spp. exibiu resisténcia a trés ou mais classes de
antibioticos diferentes, sendo classificadas como cepas multirresistentes (CDC, 2006; ECDC;
EMEA, 2009). Da mesma forma, Goldstein et al. (2012) relataram que 93% dos isolados de
MRSA em ETEs eram multirresistentes.

Coelho (2023) também identificou a multirresisténcia de Staphylococcus spp. em
ETEs de esgoto bruto no Brasil em Belo Horizonte (MG), relacionando-a ao aumento do
consumo de antibioticos no Brasil, particularmente durante a pandemia de COVID-19. Essa
observacdo se alinha aos resultados do presente estudo, onde antibidticos amplamente
utilizados, como penicilina, amoxicilina e tetraciclina, demonstraram altos indices de
resisténcia.

Esse cendrio representa um risco potencial para os corpos d'dgua receptores de
esgoto sanitario tratado, dado que as infeccoes por MRSA multirresistentes podem ser dificeis
de serem eliminadas durante o tratamento e podem contaminar a agua do mar através das

aguas superficiais receptoras (Goldstein et al., 2012; Akanbi et al., 2017).
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Grafico 4 - Perfil de sensibilidade a antibidticos dos isolados de Staphylococcus spp. (n=11).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Embora o sistema HRAP tenha demonstrado boa remoc¢do de carga bacteriana,
destacam a necessidade de estratégias complementares, como tratamento tercidrio
(ozonizagdo, UV, filtragdo por membranas, dentre outros), devido a carga bacteriana
remanescente e a persisténcia de bactérias multirresistentes.

A emergéncia da resisténcia antimicrobiana se estende além das institui¢des clinicas,
atingindo Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETEs). A maior concentracdo de bactérias
resistentes e a intensa troca de genes de resisténcia em ambientes como esgotos, somadas ao
contato com diversos antibidticos, amplificam essa resisténcia. A atualiza¢do dos manuais de
referéncia, quanto a classificacdo com testes especificos para ETEs torna-se crucial, visto que
a resisténcia ambiental observada em estudos, como este, pode ser superior a observada
clinicamente.

Os resultados também levantam questionamentos sobre a legislagdo ambiental
brasileira. A Resolugdo CONAMA n° 430/2011, que regula os padrdes para langamento de
efluentes, ndo aborda a presenca de bactérias multirresistentes ou genes de resisténcia, criando
uma lacuna regulatoria.

A andlise da resisténcia a antibidticos pode alterar a avaliagdo da qualidade e
multiplos usos das aguas, devendo ser um método complementar aos parametros. A auséncia
de parametros regulatorios compromete o meio ambiente e a saude publica, uma vez que os
corpos hidricos podem disseminar genes de resisténcia.

Portanto, os resultados deste estudo reforcam a urgéncia de atualizar as normas
brasileiras, incluindo critérios modernos de avaliagdo microbiologica, para mitigar a
disseminagdo da resisténcia antimicrobiana, bem como métodos de tratamento que possam

minimizar a disseminac¢ao de multirresisténcia nas ETEs.
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6 CONCLUSAO

De acordo com a andlise dos resultados obtidos, concluiu-se que o reator HRAP
apesar de apresentar remocdao de coliformes totais, E. coli, Enterococcus spp. €
Staphylococcus spp., foi infima, considerando os limites necessarios para reuso. Ademais, 0s
isolados que permaneceram apoOs o tratamento apresentaram perfil de multirresisténcia aos
antibidticos testados. Isso indica que, embora o sistema reduza minimamente a quantidade de
bactérias, as cepas mais resistentes tendem a sobreviver, devido a persisténcia dos genes de
resisténcia que sdo mais dificeis de serem eliminados. Assim, mesmo que o sistema seja
eficaz na remocao dos patogenos utilizando efluente pré-tratado como indica estudos prévios,
nao apresentou boa remocao no tratamento de efluente bruto de alta carga, além de nao ter sid
seletivo quanto a resisténcia, o que evidencia a importancia de associar o tratamento bioldgico
a estratégias complementares de controle de multirresisténcia e refor¢a a necessidade de
monitorar ndo apenas a presenca bacteriana, mas também a resisténcia antimicrobiana nos

efluentes tratados.
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