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RESUMO

O gerenciamento de residuos deve ser realizado corretamente, caso contréario, ha o
aumento de casos de doengas infectocontagiosas e até mesmo o impacto ambiental.
Micro-organismos potencialmente patogénicos podem estar presentes no esgoto,
causando uma série de infecgcdes e como consequéncia, efeitos deletérios a saude humana
e até o Obito. E o caso do género Aeromonas, que embora seja toleravel dentro dos padrdes
de potabilidade da agua, pode causar diversas doengas em homens e animais e ainda
disseminar genes de resisténcia nesse tipo de ambiente. O objetivo do presente trabalho
foi identificar a presenca de Aeromonas sp. isoladas em Estagdes de Tratamento de
Esgoto (ETE), utilizando meio cromogénico com cefalosporina de terceira geracédo e
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realizando posteriormente o Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA). A
Estacdo Central e a Estacdo INI (Instituto Nacional de Infectologia), ambas localizadas
na Fundacdo Oswaldo Cruz, foram eleitas para a realizagdo do estudo. A semeadura foi
diretamente da amostra em CHROMagar ESBL e ap0s enriquecimento da mesma em
BHI, foi realizada nova semeadura no meio cromogénico citado. A identificacdo, apos
triagem, foi baseada em provas bioquimicas, seguida pelo TSA baseado nos compéndios
atualmente aceitos. Foram identificados 28 isolados Aeromonas hydrophila (16),
Aeromonas caviae (9) e Aeromonas sobria (3), resistentes a cefotaxima (presente no meio
seletivo), porém 75% ndo-sensiveis a ciprofloxacino, 71% a ceftriaxona, 57% a
ceftazidima, 46% a cefoxitina, 36% a cefepime, 28% a piperacilina+tazobactam e 11% a
gentamicina. Os resultados apresentaram baixa resisténcia dos isolados testados apesar
de j& crescerem em meio seletivo com antimicrobiano. Entretanto, apresentou frequéncia
aumentada em praticamente todas as amostras, ressaltando a preocupacao com infeccdes
relacionadas a este género. O meio cromogénico utilizado otimizou a triagem de
Aeromonas sp., fazendo com que o mesmo seja de grande importancia também em
amostras ambientais.

Palavras-chave: Aeromonas, cromogénico, antimicrobianos, farmacorresisténcia
bacteriana.

ABSTRACT

Waste management must be carried out correctly, otherwise there is an increase in cases
of infectious diseases and even the environmental impact. Potentially pathogenic
microorganisms can be present in sewage, causing a series of infections and, as a
consequence, deleterious effects on human health and even death. This is the case of the
genus Aeromonas, which, although tolerable within the standards of potability of water,
can cause several diseases in humans and animals and also disseminate resistance genes
in this type of environment. The objective of the present work was to identify the presence
of Aeromonas sp. isolated in Sewage Treatment Stations (STS), using chromogenic
medium with third-generation cephalosporin and later performing the Antimicrobial
Sensitivity Test (AST). The Central Station and the INI Station (National Institute of
Infectious Diseases), both located at the Oswaldo Cruz Foundation, were chosen to carry
out the study. Sowing was carried out directly from the sample in CHROMagar ESBL
and after enrichment in BHI, a new sowing was carried out in the aforementioned
chromogenic medium. Identification, after screening, was based on biochemical
evidence, followed by AST based on currently accepted textbooks. We identified 28
isolates Aeromonas hydrophila (16), Aeromonas caviae (9) and Aeromonas sobria (3),
resistant to cefotaxime (present in the selective medium), but 75% non-sensitive to
ciprofloxacin, 71% to ceftriaxone, 57% to ceftazidime , 46% cefoxitin, 36% cefepime,
28% piperacillin+tazobactam and 11% gentamicin. The results showed low resistance of
the tested isolates despite already growing in selective medium with antimicrobial.
However, it showed an increased frequency in practically all samples, highlighting the
concern with infections related to this genus. The chromogenic medium used optimized
the screening of Aeromonas sp., making it of great importance also in environmental
samples.

Keywords: Aeromonas, chromogenic, antimicrobials, bacterial pharmacoresistance.
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1 INTRODUCAO

Os residuos produzidos a partir de diversas humanas devem ser gerenciados da
maneira correta, de acordo com sua origem. Este processo hem sempre € adequado e ha
décadas, tornou-se um problema em escala global, j& que alguns destes residuos podem
gerar diversas doencas e impacto ambiental (AMARO et al, 2018).

A contaminagdo do esgoto por micro-organismos potencialmente patogénicos
aumenta ainda mais o indice de morbimortalidade da populacdo. Estes micro-
organismos podem causar uma gama de infeccdes, das mais simples até aquelas que
podem levar ao 6bito (REY, 2017). Com o intuito de minimizar os impactos a saude
causados pela inadequado de despejo dos dejetos, para reduzir a polui¢éo do solo e gua,
a Fundacdo Nacional de Saude recomenda a construcdo de um sistema de esgotamento
sanitario (BRASIL, 2015).

O esgotamento sanitario é a principal modalidade de tratamento dos residuos
liquidos, que podem ser classificados em domesticos, pluviais ou industriais. Em paises
em desenvolvimento, como o Brasil, existem muitas cidades sem saneamento ou quando
ha& saneamento, 0 mesmo se apresenta precario (ITB, 2018). Dentre 0s micro-organismos
gue sédo isolados no esgoto e podem estar associados a diversas infeccdes, podemos citar
as bactérias do género Aeromonas (SEKIZUKA et al., 2019).

As Aeromonas sp. sdo bacilos Gram-negativos pertencentes a familia
Aeromonadaceae, sdo anaerdbios facultativos e ndo esporulam. Sdo citocromo oxidase-
positivos, entretanto fermentam a glicose. Reduzem nitrato, porém nao conseguem
desnitrificar. Dependendo da espécie, podem ser consideradas psicréfilas ou mesofilas,
em relacdo a temperatura 6tima de crescimento. Normalmente, as espécies classificadas
como mesofilas, apresentam motilidade positiva, por conta de possuirem flagelo polar
ou até mesmo flagelos laterais (KONEMAN et al., 2018).

Aeromonas sp. sdo amplamente presentes em ambiente aquatico e sao
encontradas com maior probabilidade em agua doce: como lagos, rios, reservatorios de
agua potavel, aguas subterraneas e até mesmo em esgoto. Em menor frequéncia, também
estdo em aguas salgadas com baixa concentragdo de sal (BONIN et al., 2019; PEREIRA
et al., 2020). Espécies deste género podem estar presentes em amostras de adgua que
atendam aos padroes de qualidade para consumo humano e em alimentos,
principalmente em pescados (PABLOS et al., 2009; CORDEIRO et al., 2020), isso

representa um risco potencial a salde.
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Determinadas espécies de Aeromonas possuem a capacidade causar infecces
em animais, humanos ou ndo. Tais infeccbes podem acometer o trato gastrointestinal
principalmente. Entretanto, existe uma gama de infeccGes extra intestinais causadas por
algumas dessas espeécies, como infeccdes de feridas, dos tecidos subcutaneos, fascite
necrosante, sepse, infecgdes do trato respiratorio, ocular, urogenital, meningite,
infecgBes dsseas e das articulagbes (JANDA; ABBOTT, 2010; DAMER et al., 2015;
SOBRAL, 2018).

As espécies com maior associa¢do com infec¢fes em humanos séo A. hydrophila,
A. caviae e A. sobria. Estas espéecies podem apresentar uma diversidade de fatores de
viruléncia, tais como adesinas, capsula, flagelos polar e lateral, proteases, hemolisinas,
citotoxinas, enterotoxinas, leucocidina, elastase, entre outros (PEIXOTO et al., 2012;
GRIM et al., 2014).

Para otimizacdo do processo de identificacdo bacteriana, principalmente de
bacilos Gram-negativos, a clinica utiliza meios cromogénicos adicionados ou nao de
antimicrobianos. Na rotina de pesquisa em ambiente, estes meios ainda ndo téo
difundidos, com poucos relatos de uso e seriam aliados valiosos para estes estudos
(GIRLICH et al., 2019). O objetivo do presente trabalho € identificar a presenca de
Aeromonas sp. isoladas em EstacOes de Tratamento de Esgoto (ETE), utilizando meio
cromogénico com cefalosporina de terceira geracao e realizando posteriormente o teste

de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA).

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas metodologias baseadas no American Public Health Association
(APHA, 2017) para analise de esgotos, adaptadas as préaticas laboratoriais e recursos
disponiveis, embasadas nos compéndios existentes. As demais metodologias utilizadas
estdo descritas abaixo e presentes em Procedimento Operacional Padrdo (POP) do
Laboratdrio de Microbiologia (Labmicro) do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, na
Escola Nacional de Salude Publica Sérgio Arouca — FIOCRUZ, onde as amostras foram
processadas.

Foram realizadas adaptacOes para o uso ambiental, de meios cromogénicos com
antimicrobianos que sdo utilizados em projetos de andlises clinicas, com o intuito de

verificar seu potencial para detecgdo ambiental de amostras resistentes.
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2.1 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO.

A técnica consistiu na coleta do afluente, na entrada das ETE e efluente, na saida
das ETE. Foram realizadas quatro coletas, durante o periodo da manha. Os pontos de
coleta compreendem: afluente (esgoto bruto que vem da rede coletora) e efluente tratado.
A Estacdo Central e a Estacdo INI (Instituto Nacional de Infectologia), ambas
localizadas na Fundacdo Oswaldo Cruz, foram eleitas para a realizagdo do estudo. A
Estacdo INI foi construida para atender ao Hospital de campanha para enfrentamento da
pandemia por COVID-19.

As coletas foram realizadas pelos operadores das ETE, visto que somente eles,
poderiam fazé-las no periodo pandémico. Os mesmos seguiram 0s protocolos de
biosseguranca (BRASIL, 2006; TEIXEIRA; VALLE, 2010; OPAS, 2021), tanto no
procedimento de coleta quanto na utilizacdo dos Equipamentos de Protecdo Individual
(EPI). Apos autorizacdo da realizacdo do trabalho no local proposto, as coletas foram
realizadas pela manha, entre os meses de agosto e setembro de 2021. Foram realizadas
semanalmente, quatro coletas de cada local, com o intuito de possibilitar uma melhor
comparacao entre os resultados encontrados. O volume coletado em cada ponto foi de
1L, armazenado em frascos estéreis graduados e etiquetados de acordo com local e
horério da coleta e transportados em caixa refrigerada para o Labmicro, de acordo com
as especificacbes do Standard Methods for Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2017).

2.2 SEMEADURA E IDENTIFICAQAO BIOQUIMICA BACTERIANA.

Na tentativa de realizar uma metodologia simplificada para recuperacdo de
Aeromonas sp. resistentes, objeto deste estudo, foi utilizado o meio de cultura
cromogénico contendo antimicrobiano cefotaxima (Laborclin, 2018) da classe das
cefalosporinas de terceira geragdo, CHROMagar ESBL (Plast Labor®). A semeadura
foi realizada por esgotamento de 10uL diretamente da amostra e apos enriquecimento
de 24h/36°C da mesma, em meio BHI (Brain Heart Infusion Broth) (HORNSEY et al.,
2013; APHA, 2017; CEBALLOS; DINIZ, 2017; CLSI, 2019; GIRLICH et al., 2019).
As placas de CHROMagar ESBL semeadas foram entdo incubadas 24h/36°C e
observadas ao final do periodo quanto ao seu crescimento.

Apos a realizacdo da coloragdo de Gram, as coldnias foram selecionadas para a
realizacdo das provas bioquimicas, sendo realizado o teste preliminar da oxidase,
(MURRAY et al., 2017; KONEMAN, 2018). O preparo do indculo bacteriano para o
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prosseguimento da identificacdo foi baseado na escala de turbidez de Mc Farland (tubo
0,5), retirando-se de duas ou trés colonias do micro-organismo e diluindo em
aproximadamente trés mililitros de solucéo salina a 0,9%, homogeneizando em agitador
de tubos e utilizado o turbidimetro para verificar a escala (DENSICHECK®)
(NOGUEIRA; MIGUEL, 2010; OPLUSTIL, 2010; CLSI, 2019).

As bactérias Gram-negativas e oxidase positivas foram submetidas ao teste de
fermentacao da glicose. Os isolados que fermentaram a glicose foram submetidos aos
meios de triagem: CV proposto por Costa & Vernin (COSTA; HOFER, 1972), SIM
(Acido Sulfidrico/Indol/Motilidade), Agar base ureia (Christensen), &gar citrato
(Simmons), o teste de VP (Voges-Proskauer) e a desaminacao dos aminoacidos lisina,
arginina e ornitina (CUNHA; SILVA, 2006; MURRAY et al., 2017; KONEMAN,
2018). Para as identificacGes bioquimicas nos meios convencionais que apresentaram
duvidas na definicdo de espécie, foram realizadas identificacbes em método

automatizado em equipamento VITEK 2® (BioMérieux) para a confirmagao.

2.3 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

A suscetibilidade dos micro-organismos isolados foi avaliada através da
metodologia de difusdo em &gar (disco-difusdo). A partir do crescimento da cultura pura,
uma algada das col6nias foi transferida para uma solucédo salina e a suspensédo comparada
com o padrdo de turvacdo 0,5 da escala de Mc Farland. Em seguida, foi realizada a
semeadurano meio de agar Mueller-Hinton e os discos de antibidticos (Oxo0id®) proprios
para Aeromonas sp. foram introduzidos no meio (CLSI, 2019).

Na realizagdo do Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA), foram
utilizados diversos antimicrobianos com base nos compéndios (Guidelines) aceitos no
pais: o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019) e o Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST, 2019). Devido a impasses
sobre a utilizacdo dos mesmos e as adequacbes normativas em nosso pais, deferiu-se a
favor da escolha de mais de um guideline. Os antimicrobianos utilizados foram:
piperacilina+tazobactam, cefoxitina, ceftriaxona, ceftazidima, cefepime, ciprofloxacino,

gentamicina, amicacina, imipenem e meropenem.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O meio cromogeénico utilizado permitiu o rapido isolamento de amostras com o

perfil ESBL positivo, demostrando que sua utilizacdo ndo precisa estar restrita a pesquisa
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de amostras clinicas, favorecendo também os estudos associados a projetos de pesquisa
de resisténcia aos antimicrobianos associados & saude ambiental.

Com relagdo ao isolamento de Aeromonas spp., ESBL resistentes, foram
detectados 28 isolados, identificados em trés espécies: Aeromonas hydrophila (16),
Aeromonas caviae (9) e Aeromonas sobria (3). Estas trés espécies sdo, de acordo com
Rodrigues e Ribeiro (2004), umas da principais e primeiras descritas na literatura. Foram
isoladas em todas as amostras de esgoto bruto das duas ETE, como também em todas as
amostras de esgoto tratado da ETE Central e em uma amostra (terceira) de esgoto tratado
da ETE INI. Néao houve diferenca na frequéncia de espécies entres as estacdes e tipos de
esgoto.

As beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) sdo enzimas que conferem
resisténcia a maioria dos antibidticos beta-lactamicos, incluindo penicilinas,
cefalosporinas, entre outros, 0 que por si so ja representa um alerta de possibilidade de
troca de genes de resisténcia dentro do ambiente do esgoto (ABRANTES; NOGUEIRA,
2017).

A espécie Aeromonas hydrophila estd associada a contaminacdo de pescado e
agua, todavia é também relatada em muitas infecches. Estes agravos acometem
principalmente o sistema tegumentar e gastrointestinal, por conta de lesées e consumo
agua e alimentos contaminados, respectivamente (GRIM et al., 2014; DAMER et al.,
2015; BAKER; GARDNER, 2021; FRANCO-MONSREAL et al., 2022).

A Aeromonas caviae aparece nos estudos de maneira coadjuvante, em menor
frequéncia, como apresentado na pesquisa de Sekizuka e colaboradores (2019), que
isolaram esta espécie em esgoto doméstico no Japdo. Esta bactéria também foi isolada
em residuos de criacdo de aves na China, por Chen e colaboradores (2019).

Ja a Aeromonas sobria, assim como na presente pesquisa, exibe uma frequéncia
muito reduzida nos estudos sobre o género. Porém h& um nimero grande de relatos em
infeccdes em humanos, como no trabalho de Song e colaboradores (2019), onde esta
espécie foi isolada em liquido peritoneal em dialise. Valcarcel e colaboradores (2021)
isolaram A. sobria em amostras de sangue em pacientes adultos e pediatricos portadores
de disturbios hematologicos.

Segundo Sobral (2018), a identificacdo das espécies de Aeromonas pode ser bem
dificil pelos métodos convencionais. Até mesmo 0s métodos automatizados apresentam
limitagdes, sendo necessario, em muitos casos, métodos moleculares para correta

identificacdo. Entre as provas bioquimicas realizadas neste estudo, o teste de Voges
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Proskauer se mostrou essencial para a classificacdo das espécies de Aeromonas sp.,
porém pode apresentar resultados onde a reacdo positiva se apresenta fraca
(MAILAFIA; NABILAH; OLABODE, 2021). Portanto, neste tipo de analise, é preciso

um olhar atento e experiente de quem interpreta o resultado do teste.

TABELA 1 — Perfil de sensibilidade das Aeromonas sp. aos antimicrobianos

Identificador Espécie PIT CFO CAZ CPM CRO IMI MEM AMI GEN CIP

w
Py

1EBC2 Aeromonas hydrophila
1EBC4 Aeromonas hydrophila

1EBC6 Aeromonas caviae
1EBC7 Aeromonas caviae
1EBINI1 Aeromonas caviae

1EBINI4  Aeromonas hydrophila
1ETC1 Aeromonas hydrophila
2EBC1 Aeromonas sobria
2EBC4 Aeromonas hydrophila
2EBC5 Aeromonas hydrophila

2EBC6 Aeromonas caviae
2EBC7 Aeromonas sobria
2EBINI1 Aeromonas caviae
2EBINI5 Aeromonas sobria
2EBINI7 Aeromonas caviae

2EBINI8  Aeromonas hydrophila
2ETC3 Aeromonas hydrophila
3EBC1 Aeromonas hydrophila
3EBINI3  Aeromonas hydrophila
3EBINI4  Aeromonas hydrophila
3EBINI5 Aeromonas caviae
3EBINI6  Aeromonas hydrophila
3ETC1 Aeromonas hydrophila
3ETINI2  Aeromonas hydrophila
4EBC2 Aeromonas hydrophila
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- N 0V v nu nunnu T nunonmu-nu o onoon-—oun0a03—00nm
Jg 0o onvu nun I unvuumw V-0 OV nvwwADO$DAIOTDOO OV VT XV XUV OO0 0D OV XUV XUV XD
nu ;MmO O n o nomonomnonnononoonoonnmononmonoononoononmonoomwonun

0w mnm m oo moononmononnoononm oo oo oo onoono oo onoonm onoonuonoom
n ;MmO nmmononmonomononono oo oo onoononoonmonoononoononuonm
n m OO nmmoononmoononmonnonononoonononoononaodomuwon 0OV
g X0 XUV OV »w OV 0V XUV XUV OV nww;mw OO IOV »mwOmAIUwAOUAO OO O O”W

4EBC3 Aeromonas caviae
4ETC1 Aeromonas hydrophila
4EBINI3 Aeromonas caviae S R S S S S R

PIT (Piperacilina+tazobactam), CFO (Cefoxitina), CAZ (Ceftazidima), CPM (Cefepime), CRO
(Ceftriaxona), IMI (Imipenem), MEM (Meropenem), AMI (Amicacina), GEN (Gentamicina), CIP
(Ciprofloxacino) / Categorias: S (Sensivel), | (Intermediario) e R (Resistente).

Na analise do perfil de sensibilidade das espécies de Aeromonas ESBL isoladas,
foi possivel evidenciar que apesar da resisténcia as beta-lactamases, todas foram sensiveis
aos carbapenémicos (meropenem e imipenem) e a amicacina, como € apresentado na

tabela 1. Os isolados foram 75% ndo-sensiveis a ciprofloxacino, 71% a ceftriaxona, 57%
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a ceftazidima, 46% a cefoxitina, 36% a cefepime, 28% a piperacilina+tazobactam e 11%
a gentamicina (figura 1). Nenhum isolado foi classificado multirresistente, pois para tal
€ preciso que apresentassem resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos
(MAGIORAKOS et al., 2012).

Figura 01 — Grafico de distribuicdo das Aeromonas sp. ndo-sensiveis.

DISTRIBUICAO DAS Aeromonas sp. NAO-SENSIVEIS AOS
ANTIMICROBIANOS
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*Nao-sensiveis = Resistentes + Intermediarios

Fauzi e colaboradores (2021), isolaram Aeromonas sp. em peixes na Malasia e
obtiveram uma resisténcia de 9,8% a gentamicina. Ainda no mesmo estudo, foi detectada
uma resisténcia de 9,8% destes micro-organismos ao ciprofloxacino, valor muito abaixo
dos 75% encontrados neste estudo para 0 mesmo antimicrobiano. Uma possivel
explicacdo para esse fato seria o uso difundido deste antimicrobiano no Brasil,

aumentando consideravelmente a presenca do mesmo no ambiente.
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Na pesquisa de Eid e Hanafy (2019), 7% dos isolados de Aeromonas spp. foram
ndo-sensiveis a gentamicina, 0 que esta em consonancia com nossos resultados. J& para a
amicacina, os isolados apresentaram 21% de nao-sensibilidade, de encontro ao achado de
total sensibilidade nesta pesquisa. As diferencas encontradas, tem como possiveis
explicagdes, o sitio de isolamento destas bactérias, assim como o perfil de cada
localidade. E importante salientar que o antimicrobiano do meio cromogénico ESBL
utilizado neste estudo ndo influenciou no perfil de sensibilidade de outras classes desta
categoria de farmaco, como as quinolonas e aminoglicosideos, pois tem sitio ativo

diferente dos demais.

4 CONCLUSOES

Entre as amostras de Aeromonas ESBL positivas isoladas nas ETE pesquisadas,
foram detectadas as trés principais espécies do género na maioria das coletas, inclusive
no esgoto tratado. Este achado evidencia ndo s6 a ampla distribuicdo deste
microrganismo no ambiente como a ineficacia do tratamento para a eliminacdo do
mesmo. Quanto a sensibilidade aos antimicrobianos, podemos perceber que, apesar de
serem resistentes a pelo menos uma cefalosporina de terceira geracéo, exibem uma baixa
resisténcia a maioria das classes testadas e auséncia de multirresisténcia para diferentes
classes. Mesmo assim existe a preocupa¢do com a contaminacdo por estas bactérias,
disponibilidade de genes de resisténcia no ambiente do esgoto e possivel ocorréncia de

infecces oportunistas.
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