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Resumo

Os antibioticos sdo utilizados, na atualidade, para diversos fins, tais como a nivel da
saude humana, como na veterindria ou para fins agricolas. Esta intensa utilizacdo
promove a sua libertagdo para o meio ambiente, favorecendo a selegéo de resisténcias.
Esta resisténcia aos antibi6ticos emergiu como um problema de magnitude global,
impulsionado pelo aumento das taxas de infe¢fes bacterianas e respetivos tratamentos,
numa escala mundial. A identificacdo de bactérias que possuem uma quantidade
significativa de genes de resisténcia a antibioticos em aguas residuais é um fator de
risco amplamente reconhecido, associado ao agravamento da resisténcia aos antibioticos

num nivel global.

A presenca dessas bactérias esta ligada a selecdo favorecida pelo uso intensivo de
antibidticos e a criacdo de ambientes propicios para o surgimento de novos mecanismos
de resisténcia devido a presenca de residuos de antibidticos nas aguas residuais,
nomeadamente nos mecanismos usados nos seus tratamentos. Este estudo tem como
objetivo reunir, de maneira sistematica, as informacdes mais atualizadas relacionadas a

essa problematica.

Palavras-chave: Resisténcias aos antibioticos; Tratamento de 4&guas residuais;

Transferéncia de genes.
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Abstract

Antibiotics are currently used for various purposes, including human healthcare,
veterinary medicine, and agricultural applications. This extensive use leads to their
release into the environment, promoting the emergence of antibiotic resistance.
Antibiotic resistance has emerged as a global issue, driven by the rising rates of
bacterial infections and their treatments on a worldwide scale. The identification of
bacteria with a significant number of antibiotic resistance genes in wastewater is a
widely recognized risk factor associated with the exacerbation of antibiotic resistance at
a global level.

The presence of these bacteria is linked to the selective pressure exerted by intensive
antibiotic use and the creation of environments conducive to the development of new
resistance mechanisms due to the presence of antibiotic residues in wastewater,
particularly within the treatment processes. This study aims to systematically gather the

most up-to-date information related to this issue.

Keywords: Antibiotic resistance; Waste water treatment; Gene transfer.
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I. Introducéo
1.1. Motivacéo do trabalho

Os genes de resisténcia a antibioticos sdo considerados contaminantes ambientais
emergentes, que podem surgir em varios ambientes, tais como, &guas subterraneas,
aguas superficiais, no solo e em sedimentos, sendo, por isso, alvo de muitos estudos
(Wang et al., 2015). Esses genes de resisténcia sdo considerados, na atualidade, uma
preocupacao na area da medicina, quer pela sua existéncia, quer pela capacidade de
transferéncia entre microrganismos, podendo gerar problemas graves de salde publica,
pelo facto de interferir com o tratamento eficaz de infecbes bacterianas, contribuindo
para um aumento da mortalidade (Pazda et al., 2019). A escassez de regulamentos, bem
como de regimes de monitorizacdo rigorosos contribuem para a permanéncia destas

resisténcias aos antibioticos no meio ambiente (Uluseker et al., 2021).

O aparecimento de resisténcia aos antibi6ticos nas bactérias esta fortemente relacionado
a atividades antropogenicas, tais como, 0 uso excessivo de antibidticos pela populagéo,
quer para fins de saude humana, animal ou na pecuaria, o descarte inadequado de
medicamentos por parte da comunidade, o uso de lamas proveniente das ETARs como
fertilizante para a agricultura, entre outros fatores (Uluseker et al., 2021).

Este trabalho foi motivado pela crescente utilizacdo de antibioticos na comunidade, que
contribui para o aparecimento de residuos de antibidticos em ambientes aquéaticos, como
as aguas residuais, que favorecem a proliferacdo de bactérias que aportam genes de
resisténcia a antibidticos. As estacBes de tratamento dessas aguas apresentam, por isso,
um papel crucial na diminuigdo da proliferagéo desses genes de resisténcia, impedindo

gue estes se disseminem e atinjam o0 meio ambiente.

1.2. Antibiodticos
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Os antibidticos sdo uma classe de farmacos antimicrobianos que inibem funcdes
essenciais para a sobrevivéncia de bactérias. Este grupo de farmacos é amplamente
utilizado para tratar e prevenir doencas infeciosas de origem bacteriana em humanos e
outros animais. Atualmente estima-se que a maioria das infegdes provocadas por
bactérias resistentes a antibioticos (ARB) ocorre em hospitais, aumentando 0s riscos
associados aos tratamentos médicos e prejudicando a visdo dos hospitais como locais

seguros de tratamento de doencas (Lerminiaux et al., 2019).

A pressdo seletiva desta classe de farmacos inibe bactérias suscetiveis a antibidticos,
promovendo um aumento da quantidade de bactérias resistentes a antibiéticos, assim
como a selecdo de mutacgdes e a transferéncia horizontal de genes entre bactérias (Zhang
et al., 2015). A enorme quantidade de antibioticos utilizada na atualidade promove o
aparecimento de residuos de antibiéticos que atingem as aguas residuais, promovendo
essa pressdo seletiva, o que favorece a selecdo de genes de resisténcia em
microrganismos como as bactérias, podendo ser transferidos inter ou intraespécies
bacterianas. Este ciclo s6 € mantido se os residuos de antibidticos continuarem a atingir
esses ambientes aquaticos, pois s assim € mantida essa pressao seletiva (Machowska et
al., 2018).

Estes medicamentos, quando consumidos pelo ser humano sdo metabolizados no
organismo e excretados através da urinas e fezes e, posteriormente, atingem o ambiente
através da descarga de fluxos de aguas residuais (Rout et al., 2021). A elevada
quantidade de antibi6ticos que atinge as aguas residuais, favorece a selecdo de ARBs e
genes de resisténcia a antibioticos (ARGs) que chegam aos ambientes naturais. O
aumento da resisténcia aos antibidticos por parte dos agentes patogénicos microbianos
emergentes consiste num problema de saude puablica global (Barancheshme et al.,
2017).

O crescimento da resisténcia aos antibidticos consiste uma ameacga a eficacia destes
medicamentos na atualidade e no futuro, sendo crucial a utilizagdo racional destes

medicamentos por parte da populacao.
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A manutengdo e propagacdo de resisténcias aos antibidticos durante o tratamento das
aguas residuais pode ser devida a dois principais fatores: (1) transferéncia horizontal de
genes que apresentam resisténcia a esta classe de farmacos, entre bactérias; (2)
sobrevivéncia ou selecdo de bactérias com resisténcia aos antibidticos, que
consequentemente provoca um aumento da quantidade de genes de resisténcia nos

efluentes (Fernandes et al., 2019).
1.3. Aguas residuais hospitalares vs. Aguas residuais comunitarias

As daguas residuais hospitalares e as aguas residuais comunitarias (municipais)
apresentam diferencas relativas a presenca de genes de resisténcia aos antibidticos

presentes em bactérias.

O microbioma das aguas residuais contém uma grande variedade de bactérias que
aportam genes que as tornam resistentes a antibioticos. Estas bactérias adquirem esses
genes de resisténcia devido a pressdo seletiva que é mantida nas aguas residuais, pela
quantidade de residuos de antibidticos ai presentes, com maior relevancia em aguas
residuais de origem hospitalar (Lepper et al., 2023). E por isso, de extrema importancia,
analisar e comparar as aguas residuais de origem hospitalar e de origem comunitaria,

para que mais facilmente se consiga entender essas diferencas.

As aguas residuais de origem hospitalar tendem a ter uma maior quantidade de bactérias
e genes de resisténcia a antibidticos, comparativamente com as aguas residuais de
origem comunitaria, devido ao facto de mais regularmente nos hospitais serem
prescritos e administrados antibioticos mais fortes para tratar doencas especificas de
origem bacteriana, promovendo a selegdo de bactérias mais resistentes (Gaspar et al.,
2021).



O perfil global da resisténcia aos antibidticos em aguas residuais: uma revisao sistematica

O facto de as aguas residuais hospitalares terem um aporte superior de bactérias e genes
de resisténcia a antibioticos, comparativamente com as aguas residuais municipais, isto
pode ser importante para mais facilmente se conseguir contrariar este fator. Ou seja, no
caso de serem detetados genes de resisténcia especificos de determinados antibidticos
nas aguas residuais, pode-se mitigar este fator por exemplo prescrevendo outros
antibioticos durante alguns anos a nivel clinico. Assim, estas resisténcias podem ser
extintas sendo depois possivel retomar a prescricdo desses farmacos, pois s6 aparecem
bactérias e genes de resisténcia a antibiéticos nas aguas residuais se forem prescritos
antibidticos que possam gerar essas resisténcias, mantendo a pressdo seletiva desta
classe de farmacos sobre as bactérias. Ao ndo serem prescritos esses antibioticos, as
bactérias acabam por sofrer pressdes seletivas nesses ambientes que limitam a presenca

dos seus genes de resisténcia.
1.4. EstacOes de tratamento das &guas residuais

De entre todos 0s ambientes aquaticos poluidos devido a atividades antropogénicas, as
estacdes de tratamento de aguas residuais (ETARs) sdo consideradas o principal

reservatorio de microrganismos resistentes (Marutescu et al., 2023).

As estacOes de tratamento das aguas residuais sdo consideradas tecnologias padrao para
a remocéo/eliminacdo de uma enorme variedade de agentes poluentes, onde se incluem
particulas em suspensdo e coloidais, substancias organicas dissolvidas, nutrientes e
agentes patogénicos que habitam nas aguas residuais, como sdo 0 caso das bactérias,
genes de resisténcia e antibidticos (Rout et al., 2021). Um tratamento adequado das
aguas residuais é de extrema importancia antes destas aguas serem langadas nos rios,
lagos ou sistemas de esgotos, de maneira a evitar a propagacédo de ARB e ARGSs no

ambiente (Barancheshme et al., 2017).

A eficacia dos processos de tratamento das aguas residuais para a remocdo de ARB e
ARGs sdo um tema de estudo importante e de extrema relevancia, com o objetivo de
determinar qual ou quais os tratamentos mais eficazes para esse efeito. Este
conhecimento vai permitir, com maior facilidade, o desenvolvimento de padrbes de
qualidade nas ETARs (Marutescu et al., 2023).
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As lamas ativadas presentes nas ETARs sdo ricas em nutrientes e apresentam uma
quantidade elevada de bactérias, que tém um importante papel no controlo da poluicdo
da agua. O facto de existir esta elevada carga de matéria organica e uma alta densidade
bacteriana nas ETARs, fica favorecido um ambiente que promove o contacto célula-
célula e a troca de genes, tornando-se, as ETARS, locais de reservatorio de bactérias

com genes de resisténcia a antibioticos (Wang et al., 2015).
1.4.1. Tipos de tratamentos nas ETARS

As ETARs podem apresentar quatro fases de tratamento das aguas residuais: 1)
tratamento preliminar, onde as aguas residuais que atingem a ETAR séo filtradas e séo,
desta forma separados os residuos de maiores dimensdes (tratamento fisico-quimico); 2)
tratamento primario, onde, por decantacdo primaria, as particulas solidas em suspensao
sdo eliminadas pela acdo da gravidade; 3) tratamento secundario, bioldgico (aerébio ou
anaerobio), através da acdo de bactérias, que digerem a matéria organica presente na
agua, que, de seguida, sofre decantacdo secundaria, processo fisico-quimico,
promovendo o depdsito das lamas que resultaram da acdo dessas bactérias; e o 4)
tratamento terciario, onde sdo removidos todos 0s nutrientes em excesso, tornando as
aguas mais puras. Por fim, a agua retoma a natureza através das regas, na agricultura,
entre outros (SIMDOURO, 2017).

1.4.1.1 Processo bioldgico — lamas ativadas

O processo de lamas ativadas, € um mecanismo de tratamento bioldgico, disponivel na
fase de tratamento secundario das aguas residuais, mais utilizado na atualidade. Este
processo tem como objetivo principal eliminar a matéria organica que permaneceu
dissolvida apds o tratamento primario, utilizando bactérias que se alimentam de matéria

organica e a transformam em dioxido de carbono, 4gua e energia (Atlas_Copco, 2024).
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Este processo de tratamento das AR apresenta como vantagens a sua simplicidade de
mecanismos, Vvisto que apenas é constituido por duas fases de tratamento: o arejamento
e a decantacdo, o que lhes permite também ocupar pouco espaco, uma vez que 0S
equipamentos sdo compactos. Trata-se também de um processo mais ecoldgico, uma
vez que ndo apresenta problemas convencionais como por exemplo o caso dos odores,
entre outros (Air_Liquide, 2024). Porém, este tratamento apresenta desvantagens, tais
como necessitar de manutencdo continua e o facto de os equipamentos consumirem

elevada quantidade de energia (Wang et al., 2018).
1.4.1.2. Tratamento biolégico — Anaerdbio/andxico

Os processos de tratamento anaerobio ocorrem na auséncia de oxigénio, atraves de
microrganismos que sobrevivem neste ambiente e que convertem 0s contaminantes
organicos presentes nas aguas residuais em gas metano e didxido de carbono (VEOLIA,
2024).

A guantidade de ARGs nas aguas residuais quando o tratamento da ETAR € realizado na
auséncia de oxigénio € significativamente menor do que quando o tratamento é
realizado na presenca de oxigénio. Assim, pode-se afirmar que os tratamentos anaerébio
e andxico sao mais eficazes na remocao de ARGs do que o tratamento aerébio, uma vez
que os microrganismos tém maior dificuldade em sobreviver em condigdes anaerobias,

inibindo a propagacao de genes de resisténcia (Du et al., 2015).
1.4.1.3 Tratamentos fisico-quimicos

Os tratamentos fisico-quimicos sdo todos aqueles que envolvem reagdes quimicas para
remocao fisica de metais pesados, particulas solidas, nutrientes e compostos quimicos
que sdo de dificil decomposicao biologicamente, ou seja, que ndo sdo biodegradaveis.
Nestes processos incluem-se a filtracdo, desinfecdo UV, ozonizacdo, entre outros (Patel
et al., 2021). Estes tipos de tratamentos tendem a ser mais eficazes na remocéo de genes
de resisténcia a antibidticos porque inativam bactérias, degradando o seu material

genético, impedindo desta forma a disseminagdo de ARGs no meio ambiente.



O perfil global da resisténcia aos antibidticos em aguas residuais: uma revisao sistematica

A combinacdo de tratamentos bioldgicos com tratamentos fisico-quimicos nas ETARS
pode tornar-se uma vantagem na diminuicdo de genes de resisténcia pois, como 0
tratamento biologico ndo é tdo eficaz na remocdo desses genes, podendo favorecer a
transferéncia horizontal destes entre bactérias, essa combinacdo de tratamentos é
recomendada para que se verifique uma remocado mais eficaz dos genes de resisténcia a

antibioticos nas aguas residuais.
1.5. Resisténcias aos antibidticos nas aguas residuais

As estacGes de tratamento de &guas residuais recolhem &guas residuais municipais,
aguas residuais provenientes de industrias, exploracfes agricolas e de hospitais. Desta
forma, recebem constantemente uma grande variedade de contaminantes, servindo de
reservatorio ambiental para bactérias resistentes aos antibioticos, favorecendo a
transferéncia horizontal de genes entre elas e, por conseguinte verifica-se um aumento

da propagacdo de ARGs entre diferentes espécies bacterianas (Karkman et al., 2018).

A elevada carga de matéria organica e a densidade bacteriana nas ETARS criam um
ambiente favoravel para o contacto entre células, permitindo assim a transferéncia de
genes de resisténcia entre elas, tornando-as resistentes aos processos de tratamento das

aguas residuais (Wang et al., 2015).

As concentragdes sub-inibitorias de antibioticos presentes nas guas residuais induzem
uma pressao seletiva sobre as bactérias, considerando-se um dos fatores de resisténcia
que favorece a transferéncia horizontal de genes intraespécies e interespécies (Silva et
al., 2022). Assim, os agentes patogénicos tornam-se resistentes a esta classe de
farmacos, ndo s6 pela pressdo seletiva mas também pela aquisicdo de genes de
resisténcia, transportados por elementos genéticos moveis, ou através de mutacdes

cromossomicas (Hutinel et al., 2022).

1.5.1. Genes de resisténcia a antibidticos
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As &guas residuais, assim como as estacGes de tratamento de &guas residuais podem
servir de reservatorio ambiental de resisténcia a antibidticos, sendo considerados locais
chave para a transferéncia horizontal de genes, contribuindo para a disseminacdo de
genes de resisténcia a antibiGticos entre microrganismos, nomeadamente bactérias
(Karkman et al., 2018). E importante compreender quais 0s principais grupos
bacterianos que sdo veiculos de ARGs para mais facilmente identificar quais o0s
indicadores bacterianos de ARGs que apresentam a capacidade de sobreviver ao
tratamento, a fim de maximizar a reducéo ou eliminar estes grupos (Fernandes et al.,
2019).

Sédo varios os fatores que estdo relacionados com a persisténcia e disseminacdo de genes
de resisténcia nas aguas residuais. Entre eles enquadra-se 0 uso excessivo de
antibidticos na populacdo, quer para fins humanos, quer veterinarios, a temperatura
ambiente, que quanto mais quente e seca, mais favoravel para a proliferacdo de agentes
patogénicos e o tamanho da ETAR, que quanto menor for, mais pronunciados sdo 0s
picos de ARGs (Parnadnen et al., 2019).

1.5.2. Transferéncia horizontal de genes

A disseminacdo da resisténcia bacteriana, por meio de mecanismos como a transferéncia
horizontal de genes, tem sido alvo de estudo na atualidade pois trata-se de uma das
principais causas de resisténcia a antibioticos (Wang, 2023). A transferéncia horizontal
de genes permite que bactérias sensiveis a determinado antibidtico adquiram novo
material genético, proveniente de outras bactérias (resistentes ao antibidtico), tornando-
se resistentes. Essa transferéncia pode ser por trés mecanismos: conjugacao, transducgéo
e transformacdo natural, através de plasmideos, bacteriofagos e DNA extracelular,

respetivamente (Lerminiaux et al., 2019).

Assim, os plasmideos, bacteriéfagos e o DNA extracelular sdo considerados os trés
principais condutores da transferéncia horizontal de genes através dos processos de
conjugacao, transducdo e transformacdo natural entre as bactérias. Esta transferéncia
genética por estes trés mecanismos é favorecida entre organismos filogeneticamente
semelhantes, porém pode ocorrer entre organismos filogeneticamente distantes
(Lerminiaux et al., 2019).
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E no citoplasma das bactérias que se encontra localizado o seu genoma, isolado do
exterior por uma ou mais membranas, dependendo do tipo de bactéria, limitando a
passagem do DNA, sendo necessarios mecanismos especificos de transferéncia desse

DNA de uma bacteéria para o genoma de outra (Daubin et al., 2016).

Para evitar a propagacdo de ARGs entre as bactérias ambientais, é essencial que se
compreendam esses mecanismos que impulsionam a sua transmissdo, tal como

esquematizado na Figura 1.

Transferéncia horizontal

A
: de genes
a Cc
S=R
Q) transformagdo natural;

Cresciimento b d b) transdugao;
® ©) conjugagio

l 5
J
R S=R) .
Crescimento S: Bactéria sensivel ao antibiético
l @ ) R l Crescimento R:Bactéria resistente ao antibiético
on

w, Elemento genético movel

s Gene de resisténcia A

Gene de resisténcia B
s Gene de resisténcia C
Gene de resisténcia D

Figura 1 — Transferéncia horizontal de genes em bactérias (Adaptado de: (Karkman et al.,
2018))
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1.5.1.1. Conjugacao

A conjugacao bacteriana foi descoberta pela primeira vez em 1946, em E.coli, através
do contacto fisico entre duas células, onde o material genético é transferido de uma
célula (doadora) para outra (recetora). Um conjunto de elementos genéticos moveis,
denominados de elementos integrativos e conjugativos (ICEs), foi descoberto em
genomas bacterianos, que tém a capacidade de se transferir de uma bactéria para outra,

promovendo, desta forma, a disseminacdo de ARGs no ambiente (Sun, 2018).

A conjugacdo é entdo considerada um mecanismo unidirecional de transmissdo de DNA
de uma célula para outra, através, por exemplo, de um plasmideo (Daubin et al., 2016).
Os plasmideos disseminam-se pelas populacBes bacterianas principalmente através do
mecanismo de conjugacdo. Estes elementos genéticos tém a capacidade de se replicarem
independentemente do DNA cromossomico e persistem por mais tempo quando
transportam genes Uteis para a célula hospedeira, como € o caso dos ARGS na presenca

de antibidticos (Lerminiaux et al., 2019).
1.5.1.2. Transducéo

A transducdo, apresenta um papel importante na transferéncia de ARGs e de fatores de
viruléncia, pois trata-se da transferéncia de DNA de uma bactéria para outra, por meio
de um bacteriéfago, ou seja, de um virus que infeta bactérias (Jiang et al., 2018). A
transducgéo pode ser generalizada, ocorrendo a transmisséo de qualquer gene, ou restrita,
limitando-se a transmissdo de alguns genes especificos. A transferéncia de ARGs
através da transducdo generalizada é elevada, comparativamente com a transferéncia de

ARGs através da transducdo restrita (Fillol-Salom et al., 2019).

Os bacteriofagos, ou fagos, adquirem esses genes de resisténcia a antibidticos por meio
de cromossomas e plasmideos de bactérias, devido a excisdo ou encapsidacao imprecisa
do genoma do fago (Pires et al., 2023). Algumas espécies de bactérias utilizam este
mecanismo como vantagem e adquirem bacteriéfagos com o objetivo de facilitar a troca
genética (Daubin et al., 2016).

1.5.1.3. Transformacéo natural
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A transformacdo natural, apesar de ndo ser tdo importante na transferéncia de ARGs,
devido ao facto de ndo se basear na transmissdo de elementos genéticos moveis, trata-se
do processo pelo qual um microrganismo capta DNA livre presente no meio,
verificando-se a absorcéo, incorporacdo e expressdo funcional desse DNA extracelular
(Winter et al., 2021).

Apesar de ser possivel o0 mecanismo de transformacdo natural durante o processo de
infecdo, as evidéncias sdo minimas no que toca ao facto de que essa transformacéo
natural contribui para a transmissdo de ARGs entre bactérias em ambientes clinicos, tais
como hospitais. No entanto, esta falta de evidéncia pode dever-se ao facto de ser dificil
de se detetar a captacdo e recombinacdo do DNA que se encontra livre no meio,

denominado de DNA exdgeno (Lerminiaux et al., 2019).
1.6. Objetivos

Esta revisdo sistematica da literatura permite abordar o tema da resisténcia a antibiéticos
nas aguas residuais. Pretende também avaliar e comparar criteriosamente dez estudos
relacionados com a pesquisa de genes de resisténcia em aguas residuais, tais como

aguas provenientes de hospitais ou da comunidade (aguas urbanas), entre outras.

Os objetivos desta revisdo sistematica sao (1) identificar quais os genes de resisténcia a
antibioticos mais prevalentes nas aguas residuais; (2) quais os tratamentos utilizados nas
ETARs para minimizar/neutralizar as bactérias que aportam genes de resisténcia; (3)
qual o tratamento mais eficaz utilizado nas ETARS para essa remogéo de resisténcias e

(4) quais os métodos mais frequentemente utilizados na detecdo de genes de resisténcia.

11



O perfil global da resisténcia aos antibidticos em aguas residuais: uma revisao sistematica
I1. Metodologia

Foi realizada uma revisdo sistematica, estruturada segundo a checklist do PRISMA
(PRISMA, 2020), que teve por base a selecdo de diversos artigos relacionados com o
tema, de acordo com o fluxograma do PRISMA. A qualidade desses artigos foi avaliada

e esquematizada.

Esta revisdo sistematica permite responder as seguintes questdes de investigacdo: quais
0s genes de resisténcia mais prevalentes nas aguas residuais?; qual o tratamento
utilizado nas ETARs mais eficaz na remogdo desses genes de resisténcia?; E qual a
técnica mais eficaz na detecdo desses genes de resisténcia?. Para formular estas
questdes recorreu-se a estratégia PICO, onde a populacdo, “P”, em estudo corresponde
as bactérias que aportam genes de resisténcia a antibidticos, a intervencdo, “I”,
corresponde aos genes de resisténcia que foram estudados, a comparagdo, “C”,
corresponde as varias ETARs e ao estudo das diferentes aguas residuais (hospitalares ou
comunitarias) e o Outcome, “O”, ou seja o desfecho, corresponde aos resultados
obtidos.

2.1. Estratégia de pesquisa

Para a presente revisdo sistematica da literatura, a pesquisa foi realizada entre outubro
de 2023 e fevereiro de 2024, nas seguintes bases de dados: PubMed, Science Direct e B-
on, utilizando os termos de pesquisa: “antibiotic resistance”, “wastewater” e ‘“‘gene
transfer”, associados com o operador booleano “AND”, de acordo com a seguinte

equacdo de pesquisa: (“antibiotic resistance” AND “wastewater” AND “gene transfer”).

Apenas foram escolhidos artigos que fossem relevantes para o tema em questdo e que
estudassem genes de resisténcia nas aguas residuais. Foram excluidos todos os artigos
aos quais ndo existe acesso a sua versao integral, artigos que ndo abordam o tema em
questdo e artigos de revisdo. De entre os critérios de inclusdo, selecionaram-se apenas
artigos em inglés, publicados entre novembro de 2013 e janeiro de 2024, que relatam
resisténcia bacteriana em aguas residuais. Foi ainda pesquisada informacdo adicional

em sites usando o motor de busca Google.
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Encontra-se esquematizado abaixo, na Figura 2, o fluxograma da pesquisa nas bases de
dados, com o numero de artigos encontrados e o nimero de artigos escolhidos para o

estudo desta revisao sistematica.

A equacdo booleana foi construida com o objetivo de permitir uma pesquisa eficaz e
abrangente e garantir a precisdo exigida neste tipo de estudo. Desta pesquisa resultaram
10 artigos, sem duplicacdo, sendo, pela leitura do titulo excluidos 56 artigos pois nao se
encontravam de acordo com os critérios previamente definidos, devido ao facto de
alguns estudos ndo terem sido realizados em aguas residuais. Dos 31 artigos
selecionados, apds a leitura do resumo, foram excluidos 7 artigos porque ndo estudavam
genes de resisténcia nas aguas residuais. Dos 24 artigos selecionados para a leitura
integral, 14 foram excluidos, uma vez que, ndo abordavam de forma clara as técnicas de
detecdo de genes de resisténcia ou o tipo de tratamento utilizado para as dguas residuais.
No total foram selecionados dez artigos que se enquadravam nos critérios descritos

acima.

Realizou-se a extracdo de dados dos dez artigos selecionados para a revisao,
considerando os autores, os paises em que foram realizados os estudos, o objetivo de
cada estudo em causa, a conclusdo a que chegaram, o tipo de amostras colhidas, o tipo
de identificacdo das amostras e as unidades em que foram detetados os genes de
resisténcia. Estas informacdes foram descritas e organizadas nas tabelas 1 e 2 abaixo,

para mais facilmente visualizar e comparar os estudos dos varios artigos.

13



O perfil global da resisténcia aos antibidticos em aguas residuais: uma revisao sistematica

Identification

Screening

Identificacéo de estudos via bases de dados e registos ]

Foram identificados 164 estudos
Estudos identificados a partir das
bases de dados PublMed (70), B-
on (55) e Science Direct(39)

}

Estudos selecionadosapos a
leitura do titulo

(n=31)
:

Estudos selecionadosapos a
leitura do resumo

(n = 24)
'

Estudos selecionadosapds a
leitura do texto integral
(n=10)

Estudos incluidos na revisdo
(n=10)

Foram definides como filtros de pesquisa:
- Fulltexte open access;

- periodo temporal entre novembro de
2013 e janeiro de 2024

- Idiomas: inglés

Estudos identificados apés filtros:

n =87

Artigos excluidos
(n = 56), porque ndo cumpriam os critérios
definidos para o estudo

Artigos excluidos
(n = 7), porque ndo abordavam genes de
resisténcia nas aguas residuais

Artigos excluidos (n = 14):

Razédo 1: ndo foram estudados genes de
resisténcia;

Razédo 2: os estudos ndo foram realizados
em dguas residuais;

Razdo 3: tratavam-se de revisdes
sistematicas da literatura.

Figura 2: Fluxograma da pesquisa da revisao sistemaética da literatura (Fonte: Page MJ, et al.

BMJ 2021;372:n71. doi: 10.1136/bmj.n71.)
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2.2 Qualidade dos artigos escolhidos

Para avaliar a qualidade dos estudos selecionados para esta revisao sistematica utilizou-
se a ferramenta ROBINS-1 (Risk Of Bias In Non-Randomized Studies of Interventions),
que avalia o risco de Vviés, ou seja, de erros de artigos ndo randomizados, mas que pode
ser adaptada para outros tipos de estudos, como é o caso destes, que avaliam a presenca

de genes de resisténcia nas aguas residuais.

Em primeiro lugar, para essa avaliacdo teve-se em conta se os artigos selecionados
abordavam diretamente genes de resisténcia nas aguas residuais e se as aguas residuais
analisadas eram &guas residuais de origem domeéstica, hospitalar ou industrial. Outro
fator para a avaliacdo foi se os métodos utilizados para a detecdo e quantificacdo dos

genes de resisténcia nas aguas estavam descritos de forma clara e detalhada.

A ferramenta ROBINS-I divide-se em sete principais dominios, que detetam erros

sistematicos que decorrem do processo de pesquisa.

O primeiro dominio, “Bias due to confounding”, permite avaliar se os estudos
selecionados conseguiram controlar viés/erros de confusdo que influenciam a detecdo
ou quantificacdo de genes de resisténcia, como pode ser o caso do tipo de aguas
residuais, as condi¢fes ambientais/climaticas, tipos de tratamento utilizado nas ETARS,
entre outros. E importante que esses fatores de confusdo estejam bem explicitos ao

longo do estudo.

O segundo dominio, “Bias in selection of participants”, permite verificar se a
amostragem das aguas residuais estd relacionada com a populacdo alvo (AR da
comunidade vs AR hospitalar) e se estas foram representativas. As diferencas nos locais
de recolha das amostras devem ser bem identificadas para ndo provocar erros de

interpretacdo na analise dessas amostras.

O terceiro dominio, “Bias in classification os interventions”, avalia se os tipos de genes
de resisténcia foram consistentes e validados nos artigos, ou seja, se as amostras
colhidas nos diferentes locais foram analisadas e interpretadas de forma explicita, clara

e objetiva.
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O quarto dominio, “Bias due to deviations from intended interventions”, permite
determinar se existiram desvios durante o estudo que possam ter influenciado os
resultados obtidos (exemplo: mudancas nas metodologias de detecdo de ARGs ou tipos
de colheita de amostras diferentes). Avalia também se as amostras colhidas ao longo do
estudo tiveram a mesma metodologia de analise, ou se foram analisadas de forma

diferente.

O quinto dominio, “Bias due to missing data”, permite verificar se existiram dados
ausentes significativos que possam ter enviesado os resultados ou se 0s estudos

relataram a auséncia de certos genes de resisténcia.

O sexto dominio, “Bias in measurement of outcomes”, avalia se os métodos utilizados
para a detecdo de genes de resisténcia foram robustos, reprodutiveis e apropriados, ou
seja, se as técnicas para detecdo desses genes tiveram estudos passados que
comprovassem que eram técnicas fiaveis, com resultados fidedignos, para poderem ser

utilizadas nestes estudos.

Por tltimo, o sétimo dominio, “Bias is selection of reported result”, permite analisar se
os estudos selecionados relatam, de forma seletiva, os genes de resisténcia com base nos
resultados desejados ou se foram relatados todos os genes avaliados. Avalia também se
os dados foram organizados de forma clara para mais facilmente serem interpretados

pelos leitores.

Nas tabelas 1 a 10 apresentadas em seguida, foram organizados esses sete dominios
abordados na ferramenta ROBINS-I, com as devidas justificagdes de acordo com o tipo
de risco considerado sobre cada um dos dominios. Dos dez artigos em estudo analisados
para esta revisdo sistematica, apenas dois apresentaram risco moderado de erros. Os
restantes apresentaram risco baixo de erros. Na figura 3 foi organizado o esquema

referente a qualidade dos artigos da ferramenta ROBINS-I.
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Tabela 1: ROBINS-I, Wang et al. (2015)

1. Bias due to confounding

Risco baixo, pois os tipos de tratamentos utilizados nas
cinco ETARs foram distinguidos de forma clara, assim

como o tipo de efluente que receberam.

2. Bias in selection of

participants into the study

Risco baixo, pois as amostras foram colhidas nas
diferentes ETARs de uma forma representativa de cada

tratamento utilizado.

3. Bias in classification of

interventions

Risco baixo, pois 0 método utilizado para dete¢do de

ARGs foi consistente em todas as ETARs em estudo.

4. Bias due to deviations from

intended interventions

Risco baixo, pois o tipo de colheita das amostras foi
igual nas cinco ETARs em estudo, assim como a

extracdo de DNA para detecdo de ARGsS.

5. Bias due to missing data

Risco moderado, pois ndo foram relatados dados néo

obtidos ou incompletos.

6. Bias in measurement of

outcomes

Risco baixo, pois 0 estudo utilizou técnicas para detecdo
de ARGs que ja estdo bem validadas e estudadas, tais
como PCR.

7. Bias in selection of the

reported result

Risco baixo, pois foram relatados todos os resultados
obtidos, ou seja, 0s genes encontrados, nas diferentes
ETARs, de acordo com os varios tipos de tratamentos

utilizados.

Overall bias

Risco de viés baixo.
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Tabela 2: ROBINS-I, Zhang et al. (2015)

1. Bias due to confounding

Risco baixo, pois as trés ETARs em estudo apresentam
os tipos de tratamento bem explicitos, assim como o tipo

de AR que recebem.

2. Bias in selection of

participants into the study

Risco baixo, pois as amostras colhidas sdo
representativas do tipo de ETAR e do tipo de tratamento

(ue esta apresenta.

3. Bias in classification of

interventions

Risco moderado, pois a maioria das bactérias
heterotréficas ndo séo cultivaveis e um dos testes de
detecdo de ARGs foi através do método de Kirby Bauer
que pode levar a erros de dete¢do. No entanto foi

utilizada a técnica de gPCR para essa analise.

4, Bias due to deviations from

intended interventions

Risco baixo pois o tipo de colheita foi realizada de forma
consistente nas trés ETARs em estudo, e até foi avaliado

em dois meses do ano diferentes.

5. Bias due to missing data

Risco moderado, pois ndo foram relatados dados nédo

obtidos ou incompletos.

6. Bias in measurement of

outcomes

Risco baixo, pois as técnicas utilizadas para dete¢éo de
ARGs ja estdo bem estudadas, como o caso do q PCR e
teste de suscetibilidade antimicrobiana no meio de
Mueller-Hinton Agar.

7. Bias in selection of the

reported result

Risco baixo, pois todos os resultados foram explicitos e

analisados.

Overall bias

Risco de viés baixo.
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Tabela 3: ROBINS-I, Amador et al. (2015)

1. Bias due to confounding

Risco moderado, pois 0 uso de antibioticos pela
comunidade pode ter variado ao longo do estudo, de
acordo com a altura em que foram realizadas as colheitas
das amostras. No entanto, o local e tipo de amostras
colhidas foi bem explicito, assim como o tipo de

tratamento.

2. Bias in selection of

participants into the study

Risco baixo, pois neste estudo, apenas foi analisada uma
ETAR, onde foram colhidas seis amostras de locais
distintos. Também foram analisadas &guas superficiais
para além das residuais, com o objetivo de comparar a

guantidade de ARGs presentes.

3. Bias in classification of

interventions

Risco baixo pois os métodos utilizados para dete¢do de
ESBLs e Amp C foi 0 PCR e teste de suscetibilidade

antimicrobiana, que foram bem explicitos.

4. Bias due to deviations from

intended interventions

Risco baixo, pois o tipo de colheita foi consistente e

preciso nos diferentes locais em estudo.

5. Bias due to missing data

Risco moderado, pois ndo foram relatados dados ndo

obtidos ou incompletos.

6. Bias in measurement of

outcomes

Risco baixo, pois as técnicas de detegdo desses genes
foram PCR e teste de suscetibilidade antimicrobiana, que
sdo técnicas amplamente utilizadas para este tipo de

detecéo.

7. Bias in selection of the

reported result

Risco baixo, pois foram expostos todos os resultados

obtidos nos diferentes locais de colheita de amostras.

Overall bias

Risco de viés baixo.
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Tabela 4: ROBINS-I, Varela et al. (2016)

1. Bias due to confounding

Risco moderado, pois o estudo pode ser influenciado por
fatores como o tipo de AR utilizadas, municipais ou
hospitalares, o consumo de antibioticos pode variar, € 0

tipo de saneamento.

2. Bias in selection of

participants into the study

Risco moderado pois as Aeromonas spp. sao bactérias
que apresentam como habitat natural tipico ambientes
aquaticos, logo isto pode conduzir a erros tais como uma
maior quantidade destas bactérias em determinadas
colheitas de amostras, que pode indicar maior nimero de

genes de resisténcias.

3. Bias in classification of

interventions

Risco moderado, pois a técnica utilizada para a dete¢do
de genes de resisténcia as quinolonas mediados por

plasmideos ndo foi explicita de forma clara.

4. Bias due to deviations from

intended interventions

Risco baixo, pois todas as colheitas foram realizadas da

mesma forma nos varios locais.

5. Bias due to missing data

Risco moderado, pois ndo foram relatados dados néo

obtidos ou incompletos.

6. Bias in measurement of

outcomes

Risco moderado pois técnica utilizada para detegdo de
genes foi 0 PCR, no entanto esta ndo se encontra bem

explicita.

7. Bias in selection of the

reported result

Risco baixo, pois os resultados foram todos apresentados

de forma clara e objetiva.

Overall bias

Risco de viés moderado.
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Tabela 5: ROBINS-I, Buelow et al. (2018)

1. Bias due to confounding

Risco moderado, devido a fatores como o uso de
antibidticos pela comunidade em comparagdo com o

hospital.

2. Bias in selection of

participants into the study

Risco baixo, pois as amostras foram colhidas de varios
ambientes, quer provenientes de uma zona que recebeu
esgoto hospitalar, quer de zonas que ndo recebiam esgoto
hospitalar. Assim, foi possivel comparar e analisar as
diferencas entre as AR provenientes de um hospital, quer

AR da comunidade.

3. Bias in classification of

interventions

Risco baixo, pois a amostragem foi representativa dos
varios locais de colheita e foi demonstrada de forma

clara.

4. Bias due to deviations from

intended interventions

Risco moderado, pois todas as amostras foram colhidas e
analisadas de forma clara e consistente, no entanto as
analises do esgoto hospitalar ndo foram registadas de

forma regular.

5. Bias due to missing data

Risco moderado, pois ndo foram relatados dados ndo

obtidos ou incompletos.

6. Bias in measurement of

outcomes

Risco baixo, pois a técnica utilizada para detecdo dos
genes de resisténcia foi 0 qPCR, que é uma técnica

bastante estudada.

7. Bias in selection of the

reported result

Risco baixo, pois os resultados foram demonstrados para

todos os tipos de colheitas de forma organizada e clara.

Overall bias

Risco de viés baixo.
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Tabela 6: ROBINS-I, Fernandes et al. (2019)

1. Bias due to confounding

Risco moderado pois, as trés ETARs em estudo
apresentam tratamentos distintos ou recebem aguas
provenientes de diferentes locais, assim como o uso de
antibidticos pela comunidade e a polui¢do pode variar,
ainda que as ETARs estejam localizadas proximas umas

das outras.

2. Bias in selection of

participants into the study

Risco baixo, pois as ETARs escolhidas estéo localizadas

préximas umas das outras.

3. Bias in classification of

interventions

Risco baixo, pois a distin¢do feita entre as trés ETARs é

clara e os residuos obtidos foram bem explicitos.

4. Bias due to deviations from

intended interventions

Risco moderado, pois as amostras foram colhidas em
alturas do ano diferentes, assim como em anos

diferentes.

5. Bias due to missing data

Risco moderado, pois ndo foram relatados dados nédo

obtidos ou incompletos.

6. Bias in measurement of

outcomes

Risco baixo, pois foi através do gPCR que se detetaram

0s genes de resisténcia presentes nas amostras colhidas.

7. Bias in selection of the

reported result

Risco baixo, pois os resultados foram todos

demonstrados de forma clara.

Overall bias

Risco de viés baixo.

22




O perfil global da resisténcia aos antibidticos em aguas residuais: uma revisao sistematica

Tabela 7: ROBINS-I, Parnénen et al. (2019)

1. Bias due to confounding

Risco alto, pois o tipo de tratamento das ETARS, 0

consumo de antibidticos, a incidéncia de infegdes, o tipo

de AR, sdo fatores que variam de acordo com o pais em

estudo.

2. Bias in selection of

participants into the study

Risco baixo, pois as ETARS selecionadas para analisar

pertencem aos varios paises da Europa em estudo.

3. Bias in classification of

interventions

Risco baixo, pois para todas as amostras em estudo foi
utilizado o gPCR para dete¢do dos varios genes de

resisténcia presentes nas AR.

4. Bias due to deviations from

intended interventions

Risco moderado, pois as amostras foram colhidas de
igual forma nas diferentes ETARS, no entanto as
amostras do afluente da ETAR da Irlanda néo estavam

disponiveis.

5. Bias due to missing data

Risco moderado, uma vez que nem todas as amostras

pretendidas conseguiram ser colhidas.

6. Bias in measurement of

outcomes

Risco baixo, pois a técnica de detecdo dos genes de

resisténcia é confiavel e bem estudada.

7. Bias in selection of the

reported result

Risco baixo, pois todos os resultados das amostras

analisadas foram apresentados de forma clara.

Overall bias

Risco de viés moderado.
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Tabela 8: ROBINS-I, Silva et al. (2022)

1. Bias due to confounding

Risco moderado, pois das trés amostras de aguas
residuais hospitalares em estudo onde foram realizadas

as colheitas para o estudo, apenas umas tinha ETAR.

2. Bias in selection of

participants into the study

Risco baixo, pois a escolha dos hospitais foi aleatéria na

zona norte de Portgal.

3. Bias in classification of

interventions

Risco baixo, pois a presenca de genes de resisténcia e de
viruléncia foi determinada por PCR e através do teste de

suscetibilidade antimicrobiana.

4. Bias due to deviations from

intended interventions

Risco baixo, pois todas as amostras colhidas das AR dos
trés hospitais no norte de Portugal foram realizadas com

0 mesmo procedimento.

5. Bias due to missing data

Risco moderado, uma vez que nem todas as amostras

pretendidas conseguiram ser colhidas.

6. Bias in measurement of

outcomes

Risco baixo, pois 0s métodos utilizados para detecéo de
genes de resisténcia foi através do PCR e teste de
suscetibilidade antimicrobiana, que ja sdo técnicas

amplamente estudadas.

7. Bias in selection of the

reported result

Risco baixo, pois 0s genes isolados e detetados nas AR
foram relatados de forma clara nos resultados da

pesquisa.

Overall bias

Risco de viés baixo.
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Tabela 9: ROBINS-I, Hutinel et al. (2022)

1. Bias due to confounding

Risco moderado, pois este estudo permite quantificar
ARGs de preocupacdo emergente, que raramente ou
nunca foram detetados nas AR desta cidade sueca, ao
longo de cinco anos de estudo. Algumas amostras foram
colhidas na ETAR do hospital universitario e pode haver
risco de viés pois esta ETAR ndo recebe diretamente
matéria fecal de animais de producdo, mas por vezes
pode conter residuos fecais de passaros, gatos e cdes, que

pode enviesar os resultados obtidos.

2. Bias in selection of

participants into the study

Risco baixo, pois as amostras foram colhidas de
diferentes locais, para que o estudo fosse mais

representativo.

3. Bias in classification of

interventions

Risco moderado, pois o estudo distinguiu, de forma
clara, as AR municipais e as hospitalares e utilizou gPCR
para detecdo de genes de resisténcia, porém através da
metodologia utilizada nédo é possivel concluir com
certeza se 0s ARGs encontrados eram provenientes de

espécies patogénicas ou ndo patogénicas.

4. Bias due to deviations from

intended interventions

Risco baixo, pois as amostras, apesar de colhidas em

locais distintos, foram tratadas de igual forma.

5. Bias due to missing data

Risco moderado, uma vez que nem todas as amostras

pretendidas conseguiram ser colhidas.

6. Bias in measurement of

outcomes

Risco baixo, pois para detecdo e anélise do gene 16S
rRNA presente nas amostras de AR, foi realizado gPCR,

gue é uma técnica bastante estudada.

7. Bias in selection of the

reported result

Risco baixo, pois todos os resultados obtidos foram

demonstrados nos resultados do estudo.

Overall bias

Risco de viés baixo.
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Tabela 10: ROBINS-I, Kang et al. (2021)

1. Bias due to confounding

Risco moderado, pois os tratamentos das cinco ETARs
em estudo pode variar, assim como as condigdes
climaticas (variacao de temperatura) ao longo do estudo
(entre setembro de 2020 - 22,8°C - e janeiro de 2021 —
0,1°C).

2. Bias in selection of

participants into the study

Risco baixo, pois foram colhidas amostras de vérios
locais, tais como do afluente, como amostras de lamas,

guer amostras de AR a ETAR.

3. Bias in classification of

interventions

Risco baixo, pois as amostras colhidas foram analisadas
através de gPCR, para detecdo do resistoma, ou seja,

genes de resisténcia.

4, Bias due to deviations from

intended interventions

Risco baixo, pois as amostras foram todas colhidas nas

mesmas alturas ao longo do estudo completo.

5. Bias due to missing data

Risco moderado, uma vez que nem todas as amostras

pretendidas conseguiram ser colhidas.

6. Bias in measurement of

outcomes

Risco baixo pois 0 método utilizado para a dete¢do de
ARGs nas amostras foi gPCR, que é um método

amplamente estudado e utilizado.

7. Bias in selection of the

reported result

Risco baixo, pois os resultados apresentam de forma
organizada os tipos de genes e a quantidade encontrada
destes ao longo das varias amostras colhidas, com os

diferentes tratamentos.

Overall bias

Risco de viés baixo.
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Figura 3: Risk Of Bias In Non-Randomized Studies of Interventions
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I11. Resultados

Foram escolhidos dez artigos para comparar nesta revisao sistematica, com base nos
critérios de inclusdo indicados acima. Todos estes artigos apresentam estudos em aguas
residuais, em diferentes paises, quer da Europa, quer da Asia. Os objetivos, tipo de
amostras colhidas, tipo de identificacdo das amostras, as unidades em que foram
avaliados os ARGs e ARBs e as conclusdes de cada artigo encontram-se descritas, de
forma sucinta, nas tabelas abaixo (11 e 12). A detecdo de ARGs nas amostras, em todos
os artigos estudados, foi determinada por PCR (reacdo em cadeia de polimerase) €, em
alguns deles foram realizados testes de suscetibilidade antimicrobiana.

3.1. Polymerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia de polimerase)

A técnica de PCR foi desenvolvida em 1984 pelo bioquimico americano Kary Mullis, e
consiste numa técnica de biologia molecular que através da utilizacdo de sondas de
DNA especificas, amplifica um fragmento de DNA, produzindo milhGes de cdpias desse
fragmento especifico de DNA. Tornou-se uma das técnicas mais utilizadas em biologia
molecular devido ao seu baixo custo, a sua rapidez e simplicidade de isolar um
fragmento especifico de DNA. O principio da técnica consiste numa rea¢do em cadeia,
ou seja, uma molécula de DNA é utilizada para produzir copias sequenciais de um
fragmento em particular. Essas cOpias continuas sdo realizadas por DNA polimerases,
que sdo enzimas capazes de replicar cadeias de DNA, levando a formacgdo dos novos
fragmentos de DNA (Rocha et al., 2019).

A técnica de PCR é muito utilizada para a determinacdo de genes de resisténcia, sendo
considerada uma técnica bastante fidvel e com 6timos resultados. Porém, certos autores,
consideram também importante a realizacdo de um teste de suscetibilidade

antimicrobiana, utilizando meios de cultura.
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A técnica de PCR tem como principio a dete¢cdo de um ou mais genes especificos
presentes numa amostra, sendo uma técnica considerada limitada pois faz uma pergunta
mais direcionada. No entanto, € possivel, através da realizacdo de uma sequenciagao,
avaliar o genoma completo de uma determinada bactéria em estudo, porém é um
processo mais dispendioso que ndo é regularmente utilizado em testes de rotina no
laboratorio. Assim, a técnica de PCR é considerada mais facil de realizacdo em testes de
rotina em laboratorio, pois permite fazer estudos com um maior nimero de amostras
mais rapidamente, comparativamente com os testes de suscetibilidade antimicrobiana
que apenas detetam se a bactéria em estudo é suscetivel ou resistente ao antibidtico em
estudo, sendo considerado uma avaliacdo mais vasta (Lorenz, 2012). Esta técnica
apresenta como desvantagem a necessidade de utilizar uma quantidade reduzida de
sondas para a realizacdo da sua analise. Para isso é importante identificar os genes mais
prevalentes presentes nas amostras em estudo, para que se possa selecionar que primers
utilizar para essa identificacdo. Por isso é que a realizacdo simultdnea de testes de
suscetibilidade antimicrobiana sdo uma vantagem pois permite verificar se a bactéria em
estudo é ou ndo resistente ao antibiotico. S6 assim é possivel identificar e pesquisar

quais 0s possiveis genes de resisténcia presentes na amostra.
3.2. Teste de suscetibilidade antimicrobiana

E possivel realizar, para além da técnica de PCR, um teste de suscetibilidade
antimicrobiana para avaliar as varias resisténcias de uma determinada bactéria aos
antibioticos. Esse teste de suscetibilidade inclui varios métodos, entre eles: método de
Kirby-Bauer (difusdo em disco em meio sélido) e método de microdiluicdo em placa
(determinacdo da concentracdo minima inibitdéria), como foi verificado em alguns
artigos desta revisdo sistematica. E importante a realizacio da técnica de PCR, no
entanto a realizacdo simultanea destes testes de suscetibilidade tornam o estudo mais

robusto relativamente aos resultados obtidos.
3.2.1. Método de Kirby-Bauer

Esta técnica é utilizada para avaliar a suscetibilidade bacteriana a diferentes antibidticos
e consiste na deposicao de um ou mais discos de antibioticos numa placa em meio de
Mueller-Hinton agar, previamente impregnado com uma determinada bactéria em

técnica assética.
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Apos incubacgdo em estufa, e no caso de existir um efeito antibacteriano, este observa-se
através da formacdo de um halo de inibicdo de crescimento bacteriano, podendo
posteriormente medir-se o seu didmetro e avaliar se existe ou ndo resisténcia (através da

analise dos intervalos de referéncia padronizados).
3.2.2. Método da microdiluigdo em placa

No método de microdilui¢do em placa, é determinada a concentracdo inibitoria minima,
associada ao tamanho do halo de resisténcia (Elshikh et al., 2016), ou seja, a
concentracdo minima de antibiético a partir do qual é possivel inibir o crescimento de
uma bactéria (agdo bacteriostatica). Esta técnica consiste na diluicdo do antibiético num
meio de agar ou num meio liquido que posteriormente é inoculado com a bactéria em

estudo.

E possivel interpretar que quanto menor for o valor da concentragdo minima inibitdria,
mais potente é o antibiotico em causa e mais dificilmente a bactéria adquire resisténcia
(Clinical_and_Laboratory Standards_Institute, 2018).

3.3. Antibidticos estudados

Os antibidticos estudados foram semelhantes nos dez artigos estudados, sendo os -
lactamicos, aminoglicosideos, sulfonamidas, tetraciclinas e quinolonas os mais comuns,
pois sdo as classes de antibidticos mais usualmente utilizadas, tanto a nivel clinico como
pela comunidade. As quinolonas pertencem a classe de antibidticos mais prescrita a
nivel clinico para o tratamento de infe¢Bes dos tecidos moles, 0 que se transmite num
maior aparecimento de genes de resisténcia a esta classe de antibidticos nas AR
hospitalares (Silva et al., 2022).

Nas ultimas décadas os antibidticos tém sido utilizados, para além da terapéutica
humana, na terapéutica animal e na pecuaria, 0 que se converte em problemas graves a
nivel ambiental e problemas de sadde publica, devido ao facto de a quantidade de
residuos de antibioticos nas AR aumentar e ao aparecimento de bactérias resistentes a

esses antibioticos (Amador et al., 2015).
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Segundo Zhang et al. (2015), a quantidade de bactérias resistentes a antibidticos, assim
como a quantidade de bactérias multirresistentes, tende a ser maior no afluente das
ETARs, comparativamente com o efluente. Para além disto, Wang et al. (2015) concluiu
que quanto maior a carga de antibioticos no afluente da ETAR, maior a diversidade de
ARGs nos efluentes. No entanto, as ETARs apresentam um importante papel na

diminuicdo e remocao de bactérias resistentes a antibiéticos e de ARGs.

As AR hospitalares tendem a servir de reservatorio de ARB e de ARGs pois contém
fezes e urina de doentes hospitalizados, que apresentam maior quantidade de bactérias
patogenicas, selecionadas pelos seus genes de resisténcia e até mesmo bactérias
multirresistentes, comparativamente com a populacdo em geral(Buelow et al., 2018).
Para além disto, outro problema que promove o0 aumento de resisténcia aos antibidticos
consiste na quantidade de residuos de antibidticos que atinge as AR hospitalares, que é
preocupante pois apresenta elevada persisténcia, sendo quase impossivel a sua

eliminacdo, promovendo a disseminacdo de ARGs nas aguas (Chamkal et al., 2022).

Segundo Péarnanen et al. (2019), os paises do sul, tais como Portugal, Espanha e Chipre,
sdo aqueles com maior consumo de antibidticos (HAC) a nivel animal, o que se
transmite em valores significativamente superiores de genes de resisténcia nos efluentes
finais destes paises comparativamente com os efluentes finais de paises com baixo
consumo de antibioticos (LAC), como é o caso da Alemanha, Finlandia e Noruega
(paises do norte). A esta questdo, podemos juntar também o facto de, nos paises com
HAC, as temperaturas minimas serem mais altas e a precipitacdo menor, ambiente

favoravel para a sobrevivéncia de bactérias.
3.4. Genes de resisténcia

Os genes de resisténcia analisados nos diversos artigos foram semelhantes, apesar de a

quantidade de genes encontrados nas AR ter variado entre os artigos.
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A guantidade de ARGs detetadas nas aguas residuais varia de acordo com o tipo de
tratamento utilizado na ETAR. Por exemplo, segundo Zhang et al. (2015), quando a
etapa de tratamento com lamas ativadas foi realizada no compartimento
anoxico/anaerobio a quantidade de genes de resisténcia encontrados foi inferior
comparativamente com 0 compartimento aerébio. Isto sugere que as bactérias, assim
como 0s seus genes de resisténcia, na presenca de oxigenio sobrevivem com mais
facilidade, do que quando na auséncia de oxigénio, quer na forma molecular
(compartimento anaerdbico) quer em associacdo (compartimento anoxico). Também
Wang et al. (2015) afirmou que o crescimento microbiano foi mais lento nas fases de
tratamento em que as bactérias se encontravam na auséncia de oxigénio, 0 que

consequentemente conduzia a uma menor quantidade de ARGs formados.

No estudo realizado por Amador et al. (2015), onde foi comparada a quantidade de
ARGs nas aguas superficiais a montante e jusante da ETAR, concluiu-se que a presenca
desses ARGs foi superior nas aguas superficiais a jusante da ETAR, comparativamente
com a montante. Isto pode ser justificado pelo facto de o ecossistema da ETAR ser um
importante reservatorio de bactérias que aportam ARGs e pelo facto de estes genes

poderem ser transferidos horizontalmente para outras bactérias.

Por outro lado, segundo Amador et al. (2015) e Buelow et al. (2018), ao comparar dguas
superficiais a jusante da ETAR e aguas residuais do efluente, a quantidade de ARGs é
superior no efluente. Assim, pode afirmar-se que as ETARs destacam um papel
essencial no tratamento das aguas residuais, através da reducdo da descarga de ARGs

provenientes de fontes humanas do ambiente.

O gene integrasse de classe 1 (intl1) é considerado um elemento genético movel (EGM)
propicio a formacdo de resisténcia a diversos antibioticos que aceleram a disseminacao
de genes de resisténcia a antibidticos nas aguas residuais(Wang et al., 2015). Segundo
Wang et al. (2015), Fernandes et al. (2019) e Parnanen et al. (2019), estes EGM foram

detetados em grande abundancia nas aguas residuais analisadas.

Este gene integrasse de classe 1 esta mais frequentemente associado, a longo prazo, ao
aparecimento de genes de resisténcia nas lamas ativadas, o que favorece a transferéncia

horizontal de genes (Zheng et al., 2020).
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De um modo geral, 0s genes de resisténcia mais comummente encontrados nas aguas
residuais nos artigos selecionados pertencem as classes de antibidticos de sulfonamidas,
entre eles o gene sull, as tetraciclinas, por exemplo tetM e tetW e aos B-lactamicos,
como sdo o caso dos genes bla OXA, bla TEM, bla SHV e bla CTX-M. Segundo
Buelow et al. (2018) e Parnanen et al. (2019), os genes encontrados nas aguas residuais
que apresentavam resisténcia a Vancomicina eram exclusivamente encontrados nas
aguas residuais hospitalares, pois esta classe de farmacos é de uso exclusivo hospitalar
para tratar doencgas graves(INFARMED, 2017), como por exemplo para o tratamento,
via intravenosa, de infegdes graves por MRSA ou para tratar infe¢Ges estafilocdcicas em
doentes que sdo intolerantes ao tratamento com penicilina. Como a vancomicina é
eliminada por filtracdo glomerular, facilmente atinge as aguas residuais hospitalares
(Jodo Carlos Sousa, 2016).

Relativamente a quantidade de genes de resisténcia encontrados nas aguas residuais
apos tratamento nas ETARSs, segundo Buelow et al. (2018) e Silva et al. (2022), estas
estacdes de tratamento tém um importante papel na reducao dessa proliferacdo de genes,
porém as estirpes de bactérias que sobrevivem a esses tratamentos podem ter uma maior
probabilidade de serem multirresistentes e de apresentar genes de resisténcia mais
complexos. Por outro lado, de acordo com Amador et al. (2015), o tratamento das dguas
residuais pode contribuir para o aumento da frequéncia de bactérias nos ecossistemas
aquaticos, pois as ETARs podem servir de reservatorio para bactérias que aportam
genes de resisténcia que podem ser transferidos para outras bactérias. Do mesmo modo,
Wang et al. (2015) afirmou que, apesar de os residuos de antibidticos terem sido
eliminados eficazmente apos tratamento nas ETARS, determinantes da resisténcia aos
antibioticos, como sdo 0s ARGs, proliferaram através das fases de tratamento biologico,
principalmente quando o tratamento foi o processo convencional de lamas ativadas.
Assim, os elevados residuos de antibidticos nas ETARs podem influenciar a

proliferacédo e o destino de ARGs associados.
3.5. Tratamentos utilizados nas ETARs

O tipo de tratamento pode variar nas varias ETARs e influencia a capacidade de
remocdo de agentes patogénicos. Isto verificou-se durante a analise dos varios estudos

selecionados para analise nesta revisao.
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De acordo com varios autores, tais como Wang et al. (2015), Zhang et al. (2015),
quando o tratamento utilizado na ETAR foi realizado na auséncia de oxigénio, a eficacia
na reducdo de bactérias com genes de resisténcia foi superior comparativamente com
tratamentos realizados na presenca de oxigénio, possivelmente devido ao facto de estas
bactérias necessitarem de oxigénio para as suas funcdes vitais, tais como para a

producdo de energia.

Estudos realizados anteriormente mostram que nem as ETARS convencionais nem as
mais recentes/avangadas séo capazes de remover completamente todas as ARB e todos
0s ARGs dos ambientes aquaticos, como sdo 0 caso das aguas residuais, mas que, no
entanto, aquelas que tém tipos de tratamentos mais avancados desempenham um papel
mais eficaz na diminuicdo dessas resisténcias. Os metodos avancados de pos-
tratamento, como a desinfe¢do UV, a ozonizacdo e oxidacdo dos efluentes de agua, tém
a capacidade de remover mais eficientemente ARGs e ARB do que o tratamento
convencional de lamas ativadas, apesar de estes métodos mais avancados terem
desvantagens como uma monitorizacdo e operacdo mais dificil e mais dispendiosa
(Uluseker et al., 2021).
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NUmero Referéncia Pais Objetivo Concluséo
1. Wang et al. (2015) China Investigar o destino e a proliferacdo de ARGsem  Os antibidticos foram eliminados nas esta¢fes de
cada uma das etapas do tratamento de aguas tratamento de aguas residuais farmacéuticas,
residuais farmacéuticas e desenvolvimento de porém os determinantes da resisténcia aos
estratégias e tecnologias de tratamento para antibioticos proliferaram pelas vérias fases de
controlar a disseminacao desses genes. tratamento biol6gico, especialmente na tecnologia
convencional de lamas ativadas.
2. Zhang et al. (2015) China Avaliar as alteracOes na resisténcia a antibidticos Todas as ETARSs apresentaram desempenho
em bactérias heterotréficas cultivaveis; positivo na remocao de bactérias heterotréficas
Estudar se 0s ARGs presentes no afluente eram totais cultivaveis, incluindo coliformes fecais.
diferentes daqueles do efluente;
Investigar se 0s ARGs aumentaram em locais com
fluxo de agua.
3. Amador et al. (2015) Portugal Detecdo de bactérias multirresistentes, produtoras A existéncia de bactérias multirresistentes é

de B-lactamases, AmpC e ESBLs.

principalmente devido &s atividades antrdpicas;
O tratamento das aguas residuais promove o

desenvolvimento de bactérias na agua.
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Portugal Avaliar se o efluente hospitalar pode ser
considerado o principal reservatério de
Aeromonas spp. ou se esta bactéria pode ser
indicadora de resisténcia a antibiéticos em fontes

ndo hospitalares.

O estudo realca que Aeromonas spp. é um
importante indicador de resisténcia a antibioticos
em ambientes aquaticos. Bactérias deste género
podem ser responsaveis pela aquisicao de
resisténcias a antibioticos. Tanto os efluentes
hospitalares, como 0s municipais apresentaram
varios tipos de PMQR (resisténcia as quinolonas

mediada por beta-lactdmicos e plasmideos).

Buelow et al. (2018)

Fernandes et al. (2019)

Holanda Quantificar o papel do efluente hospitalar na

disseminacdo de ARGs no sistema de esgoto.

Portugal Avaliar se o tipo de bactérias presentes nas
ETARs urbanas est4 relacionado com os

mecanismos de resisténcia a antibidticos (AB).
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O esgoto hospitalar apresentou niveis elevados de
ARGs; Ambas as ETARS estudadas apresentaram
niveis semelhantes de ARGs; A quantidade de
genes de resisténcia encontrados no esgoto
hospitalar é superior ao detetado nas ETARS,
devido a um maior uso de AB em ambiente
hospitalar.

A prevaléncia de ARG é superior a quantidade de
familias de bactérias numa ETAR,;

A presenca de ARG pode néo diferir em ETARS

distintas, localizadas na mesma regido.
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Portugal, Espanha, Comparacéo entre o afluente e o efluente de doze

Irlanda, Chipre,
Alemanha, Finlandia e

Parnénen et al. (2019)
ETARs urbanas em sete paises diferentes

(Portugal, Espanha, Chipre, Irlanda, Finlandia,
Alemanha e Noruega).

A quantidade de ARG, ap06s o tratamento das

aguas residuais, foi superior nos paises do sul,

comparativamente com os paises do norte, devido

a um maior consumo de antibidticos nos paises do

bactéria) na presenca de oito antibidticos

diferentes.

Noruega
sul; O aparecimento de ARG esta também
relacionado com fatores socias e climaticos
(temperatura e precipitacéo).
8. Silva et al. (2022) Portugal Caracterizacdo de MRSA presentes em aguas As amostras de agua colhidas apés o tratamento
residuais, quanto a sua resisténcia e linhagens na ETAR, demonstraram melhores resultados
genéticas. relativamente a sobrevivéncia e disseminagéo de
estirpes de MRSA.
9. Hutinel et al. (2022) Suécia Quantificar ARGs em &guas residuais hospitalares  Os ARGs investigados sdo prevalentes na Suécia.
e municipais brutas, bem como em aguas A sua detecdo nas aguas residuais pode indicar a
residuais municipais tratadas. sua presenca na flora intestinal da populacédo
sueca, afetando a eficacia dos tratamentos com
antibidticos.
10. Kang et al. (2021) Coreia do Sul Monitorizar ARGs e MRB (multidrug resistante As espécies Enterococcus e Chryseobacterium

foram as MRB predominantes em todos 0s
processos da ETAR e apresentam elevada

resisténcia a varios antibiéticos.
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Tabela 12 — Artigos selecionados para a RS: amostra, identificacdo e unidades em que foram avaliadas as ARB e 0s ARG.

NUmero Referéncia Tipo de amostra Tipo de identificacdo Unidades (ARB/ARG)

1. Wang et al. (2015) Foram investigadas amostras de aguas residuais de A guantificacdo de ARGs foi realizada por Concentracdo de ARGs — n° de
cinco ETARFs (estacOes de tratamento de aguas PCR e gPCR. copias do gene/ml de agua ou
residuais farmacéuticas) com diferentes recursos n° de copias do gene/g de lama

bioldgicos e processos tecnoldgicos ativada.
fisicos/quimicos.

2. Zhang et al. (2015) Foram colhidas amostras do afluente, do efluente e Enumeragdo de bactérias heterotroficas Identificacdo de ARGs e ARB —

das lamas ativadas em trés ETARs. cultivaveis e coliformes totais; Teste de percentagem (%).
suscetibilidade a antibidticos; Detecdo de
ARG:s e identificacdo de BRA; Extracdo de
DNA das lamas ativadas e gqPCR em tempo
real de ARGs.
3. Amador et al. (2015) Afluente e efluente da ETAR de Choupal; Teste de suscetibilidade antimicrobiana; Determinacdo dos genes que
Zona urbana e hospital; Determinacgdo do indice MAR (Multiple codificam ESBL e AmpC —
Aguas superficiais do rio Mondego, a montante e Antibiotic Resistance); percentagem (%).
jusante da ETAR. PCR multiplex.
4, Varela et al. (2016) Foram comparadas 112 espécies de Aeromonas Os isolados de Aeromonas spp. foram Pesquisa de genes de resisténcia

resistentes ao acido nalidixico (quinolona) isoladas
de efluentes hospitalares, efluentes brutos e de
efluentes tratados em estacdes de tratamento de

aguas residuais urbanas (ETAR).

identificados com base na anélise da
sequéncia do gene 16S rRNA.

as quinolonas mediadas por
plasmideos (PMQR).
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Buelow et al. (2018) Amostras colhidas diretamente da tubagem das
aguas residuais do hospital (na Holanda) e em duas
ETARs, uma urbana que trata 4guas residuais
provenientes de hospitais e outra apenas trata aguas

residuais suburbanas.

Fernandes et al.
(2019)

Colheita em trés ETARs localizadas numa regido de

7 km no norte de Portugal.

gPCR(reacdo em cadeia de polimerase

guantitativa).

gPCR

Composic¢éo da microbiota do
esgoto hospitalar, afluente e
efluente da ETAR e dguas

fluviais — percentagem (%).

Comunidade bacteriana —
Percentagem (%);
Quantificacdo de ARGs —
abundancia genética (nimero
de cédpias do gene/mL de
amostra) e prevaléncia (nimero
de cdpias do gene alvo/nimero
de cdpias do gene 16S rRNA).

Parnanen et al. (2019) Isolados invasivos de sangue e liquido

cefalorraquidiano de vérias bactérias.

Métodos metagendmicos, baseados em
sequéncias shotgun de alto rendimento;
gPCR.

Indicadores de ARGSs nas aguas

residuais — percentagem (%).

Silva et al. (2022) 24 amostras de aguas residuais de trés hospitais
distintos;
24 amostras, apds tratamento na ETAR, do Unico

hospital que dispunha de uma ETAR.

Meétodo de difusdo em discos (Kirby-Bauer)
para avaliar a suscetibilidade
antimicrobiana;

PCR para pesquisar genes de resisténcia.

Resisténcia antimicrobiana e

viruléncia — percentagem (%).
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9. Hutinel et al. (2022) 44 amostras de &guas residuais (aguas residuais nao
tratadas colhidas no esgoto do maior Hospital
Universitério e do ponto de entrada da ETAR; e
aguas residuais tratadas colhidas apos

processamento completo na ETAR).

gPCR — utilizada para quantificar RNA
ribossomal 16S e ARGs.

10. Kang et al. (2021) Foram colhidas 10 amostras de &guas residuais (do

afluente e das lamas ativadas).
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Anédlise da comunidade bacteriana e
identificacdo de ARGs; Testes de resisténcia
a antibioticos e selecdo de MRB; Analise
filogenética de MRB (PCR para amplificar o
DNA); Teste de suscetibilidade
antimicrobiana (método de dilui¢do em

placa).

Contagem de bactérias

resistentes — UFC/g
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V. Conclusao

Ap0s a analise de todos os artigos selecionados para esta revisao sistematica, é possivel
concluir que os genes de resisténcia mais prevalentes nas aguas residuais sé@o aqueles
que apresentam resisténcia a classes de antibioticos como o caso dos B-lactdmicos,
sulfonamidas e tetraciclinas, apesar de outras classes de antibiéticos também
necessitarem de especial atencdo como os macrélidos e os aminoglicosideos. A detecdo
desses genes de resisténcia é realizada, maioritariamente, pela técnica de PCR, pois é
aquela que apresenta resultados mais rapidos em testes de rotina no laboratério, apesar
de ter desvantagens tais como a necessidade de realizar novos estudos para a
identificacdo de novos genes de resisténcia, de acordo com a prevaléncia de genes
detetados na amostra. E também possivel, através da realizagdo de testes de
suscetibilidade antimicrobiana, detetar se uma determinada bactéria é resistente ou
suscetivel a um antibi6tico e posteriormente pesquisar quais os genes de resisténcia. E
aconselhado a utilizacdo dos dois métodos para que os resultados obtidos sejam mais

robustos e comprovados.

O processo convencional de lamas ativadas foi sempre muito utilizado nas estacdes de
tratamento de aguas residuais pois pensava-se ser aquele mais eficaz na remoc¢do de
matéria organica presente nessas aguas No entanto, na atualidade, e apds varios estudos,
este processo revela diversas desvantagens, tais como a necessidade de monitorizacao
constante, a emissao de odores desagradaveis para a populacdo que habita proximo da
ETAR, o facto de durante a eliminagéo das lamas excedentes estas podem conter toxinas
que séo lancgadas para 0 meio ambiente, o elevado custo da manutencdo dos aparelhos, o
fraco desempenho na eliminacdo de bactérias e genes de resisténcia a antibidticos, entre

outras.
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Para diminuir ou mesmo mitigar estes genes de resisténcia nas aguas residuais, 0
tratamento mais eficaz utilizado atualmente nas ETARs é o tratamento realizado na
auséncia de oxigenio, ou seja, em condicdes anaerobias ou andxicas, pois é o0 que
apresenta melhores resultados na eliminagdo de bactérias e genes de resisténcia. Quando
o0 tratamento utilizado na ETAR € o convencional de lamas ativadas (processo aerébio),
a quantidade de ARGs detetados é bastante elevada comparativamente com 0s outros
processos de tratamento. \erificou-.se também que as ETARs que apresentam
tratamento fisico-quimico avancado, para além do tratamento biol6gico, tém uma maior
capacidade de remocdo de bactérias resistentes que aportam genes de resisténcia. Assim
sendo, é aconselhado, para além dos tratamentos biologicos, a implementacdo de

tratamentos fisico quimicos nestas estacdes de tratamento.

As éguas residuais hospitalares aportam uma maior quantidade de bactérias e genes de
resisténcia a antibioticos comparativamente com as &guas residuais comunitarias. Isto
deve-se ao facto de, em ambiente clinico, ser prescrito uma maior quantidade e mais
regularmente farmacos pertencentes a esta classe. Esses genes encontrados nas aguas
residuais hospitalares tendem a ser mais resistentes e estdo presentes em maior
quantidade e em maior diversidade. Para além disso, como a populacdo presente em
ambiente clinico tem o seu sistema imunitario mais comprometido e fragilizado, esses
genes de resisténcia aos antibidticos atuam mais facilmente, dificultando a eficacia do

tratamento.

Por todos os motivos anteriormente mencionados, € possivel concluir que as ETARS
apresentam um importante papel na reducdo de genes de resisténcia a antibidticos nas
aguas que sdo posteriormente libertadas para o meio ambiente, impedindo assim a
transferéncia destes genes entre diferentes microrganismos, quer patogénicos quer ndo
patogénicos. Ainda assim, sd0 necessarios estudos mais pormenorizados pois, a
quantidade de residuos de antibidticos que atinge as aguas residuais continua a
favorecer a pressao seletiva, aumentando a quantidade e a transferéncia de genes de
resisténcia entre bactérias, que, posteriormente sdo lancados para o ambiente,
provocando problemas graves como a disseminacdo de bactérias ndo patogénicas que
recebem esses genes de resisténcia, tornando-se patogénicas, a perda de eficacia de

antibidticos essenciais para o tratamento de varias doencas, entre outros.
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