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RESUMO

OBJETIVOS: Isolar e identificar enterobactérias resistentes a antimicrobianos de éguas para consumo humano na regido
centro-oeste do estado de Sdo Paulo, Brasil. MATERIAIS E METODOS: Foram analisadas 3.726 amostras de dguas de
62 municipios dessa regido, provenientes do sistema pUblico de abastecimento e de pocos como solucées alternativas
coletivas. As amostras positivas para coliformes totais e/ou Escherichia coli foram semeadas em Agar MacConkey, para
isolamento e identificacdo. Avaliaram-se as enterobactérias isoladas para deteccéo de resisténcia a antimicrobianos
e producao de B-lactamase de espectro expandido. RESULTADOS: Das 67 amostras de dguas de 29 municipios com
crescimento de enterobactérias foram resistentes: 21 (31,34%) a pelo menos um antimicrobiano, sete (10,43%) a duas
classes de antimicrobianos, trés (4,47%) a trés classes e uma (1,49%) a quatro classes. A droga que apresentou o maior
nimero de amostras bacterianas resistentes foi a cefoxitina (12), seguida por cefalotina (oito), cefotaxima (cinco), ticarcilina
+ clavulanato (quatro), aztreonam (quatro), dcido nalidixico (trés) e ampicilina + sulbactam (trés). As cefalosporinas
de segunda geracd@o apresentaram o maior nUmero de amostras bacterianas resistentes (12; 32,43%), seguido pelas
penicilinas (10; 14,92%) e cefalosporinas de primeira geracdo (8; 25,81%). Trés (4,47%) amostras foram resistentes a trés
classes de antimicrobianos e uma (1,49%), a quatro classes. CONCLUSAO: As dguas para consumo podem ser fonte de
disseminacdo de bactérias Gram-negativas resistentes e multirresistentes, caracterizando um problema de satde piblica
e sendo importante o tratamento adequado das dguas e o monitoramento dos sistemas de abastecimento pdblico, para
a deteccéo de bactérias resistentes a antimicrobianos.
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ABSTRACT

OBJECTIVES: To isolate and identify antimicrobial-resistant enterobacteria from drinking water in the Midwest region of Séo
Paulo State, Brazil. MATERIALS AND METHODS: A total of 3,726 water samples from public supply system and collective
wells from 62 municipalities were analyzed. Positive samples for total coliforms and/or Escherichia coli were seeded on
MacConkey Agar for isolation and identification. Isolated enterobacteria were evaluated for antimicrobial resistance detection
and expanded spectrum B-lactamase production. RESULTS: From a total of 67 water samples from 29 municipalities
with growth of enterobacteria, 21 (31.34%) were resistant to at least one antimicrobial, seven (10.43%) to two classes
of antimicrobials, three (4.47%) to three classes, and one (1.49%) to four classes. The drug with the highest number of
resistant bacterial samples was cefoxitin (12), followed by cephalothin (eight), cefotaxime (five), ticarcillin + clavulanate
(four), aztreonam (four), nalidixic acid (three), and ampicillin + sulbactam (three). Second generation cephalosporins showed
the largest number of resistant bacterial samples (12; 32.43%), followed by penicillins (10; 14.92%), and first generation
cephalosporins (8; 25.81%). Three (4.47%) samples were resistant to three classes of antimicrobials and one (1.49%)
to four classes. CONCLUSION: Drinking water can be a source of spread of resistant and multiresistant Gram-negative
bacteria, characterizing a public health problem. Proper water treatment and monitoring of public water supply systems
are important to detect antimicrobial resistant bacteria.
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INTRODUCAO

As enterobactérias sdo um grupo de bacilos Gram-
negativos constituintes da microbiota de seres humanos
e animais e estdo associadas a diversos processos
patogénicos'. Séo isoladas de diferentes ambientes e,
quando presentes em dguas para consumo humano,
sGo indicativas de contaminagéo por fezes?.

Desde os anos 1980, as infeccées causadas por
esses microrganismos se fornaram um problema de
saude publica, devido ao surgimento de amostras
multirresistentes a diversas classes de antimicrobianos,
limitando as opcoes terapéuticas®. O aumento do
nimero de amostras bacterianas resistentes pode ser
explicado pela pressdo seletiva decorrente do uso
indiscriminado de antimicrobianos na pratica clinica, na
pecudria e a consequente contaminacdo ambiental?.

A presenca de bactérias  resistentes  aos
antimicrobianos em dguas é um fendmeno bem descrito
na literatura cientifica. Woodford et al.® descreveram
a presenca de bactérias multirresistentes e genes que
codificam resisténcia aos antimicrobianos em vdrias
fontes de dguas residuais e para consumo humano.
Essas bactérias podem ser originérias de contaminacéo
antrépica e resultantes da presséo de selecéo decorrente
da contaminagdo ambiental por antibidticos®. No
ambiente aqudtico, pode haver também a transferéncia
de elementos genéticos que codificam resisténcia,
principalmente em sedimentos, o que colabora para a
disseminag@o de bactérias multirresistentes, bem como
para a manutencgéo desses elementos no ambiente?.

Os mecanismos de resisténcia em enterobactérias,
como a producdo de PB-lactamases de espectro
expandido (extended-spectrum  p-lactamase — ESBL),
metalo-B-lactamases e carbapenemases, sGo mediados
principalmente  por elementos genéticos mbveis,
como plasmidios’, o que justifica a preocupacéo
com o isolamento de entferobactérias resistentes a
antimicrobianos em dguas, uma vez que existe a
possibilidade de contaminacdo e posterior colonizacéo
de individuos por esses microrganismos®, assim como
a ftransferéncia de plasmidios e infegrons contendo
elementos de resisténcia antimicrobiana no intestino
humano?.

Existem diversos relatos de isolamento de bactérias
resistentes e multirresistentes  aos  antibidticos em
dguas para abastecimento publico e em solucées
alternativas de abastecimento. Em estudo realizado por
Coleman et al.’?, 16,9% dos isolados de Escherichia
coli, provenientes de pocos do estado de Alberta,
no Canadd, foram resistentes a pelo menos um
antibiético. Bactérias multirresistentes também  estdo
presentes em dguas para consumo humano. O
isolamento de enterobactérias produtoras de ESBL,
enzima que hidrolisa cefalosporinas, penicilinas e
monobactémicos, foi relatado por Abera et al.'’ em
amostras de dgua colhidas em domicilios atendidos
pelo sistema de distribuicdo de dguas de Bahi Dar,
na Etidpia. Subba et al.'? também descreveram altas
taxas de multirresisténcia de E. coli isolada de dguas
encanadas, pocos e nascentes utilizadas para consumo

no Nepal. O isolamento de E. coli produtora de ESBL
em dguas para consumo também foi descrito em
Bangladesh, com positividode de 26% em 233 cepas
de E. coli provenientes de dguas de tubulacdo para
abastecimento, além de 36% dos isolados classificados
como mulfirresistentes's.

No Brasil, alguns autores relataram a presenca
de enterobactérias resistentes aos antimicrobianos
em dguas para consumo humano e corpos d'dgua.
Gomes-Freitas et al.' descreveram a presenca
de amostras bacterianas resistentes & ampiciling,
tetraciclina e ciprofloxacina em amostras de dguas
de bebedouros escolares. A presenca de bactérias
oportunistas resistentes e multirresistentes também foi
descrita em amostras de dgua mineral & venda em
supermercados do interior do estado de Séo Paulo'.
No estado do Rio de Janeiro, foram isoladas bactérias
multirresistentes no sistema lacustre de Jacarepagud e
da baia da Guanabara, com a presenca de patégenos,
como Shigella sp. e Vibrio cholerae, resistentes a
atimicrobianos'®. A presenca de bactérias produtoras
de ESBL, em d&guas contaminadas por efluentes
hospitalares, foi relatada na Regido Sul do Brasil'”'8. No
estado de Sé@o Paulo, foram detectadas enterobactérias
produtoras de carbapenemase em efluentes hospitalares

e nos Rios Tieté e Pinheiros, os mais importantes da
cidade de Sao Paulo'20.

Genes responsdveis por resisténcia aos antibiéticos
provenientes de bactérias patogénicas e ambientais
podem ser isolados em dguas para abastecimento.
Embora a presenca desses genes na natureza seja
anterior ao surgimento da antibioticoterapia?!, sua
presenca também pode ser relacionada a uma presséo
de selecdo pela contaminacdo por antimicrobianos
ou & transferéncia horizontal de genes entre diferentes
géneros de bactérias?’. Su et al.?? detectaram
genes responsdveis pela resisténcia a tetracicling,
sulfonamidas, macrolideos, cloranfenicol e quinolonas
em dguas para consumo humano no sul da China
em todas as fases de tratamento até a distribuicéo
domiciliar.  Genes codificadores de PB-lactamases
também foram detectados em dguas de pocos da regido
norte da Itélia?®, e em uma amostra bacteriana de E.
coli proveniente de uma amostra de dgua tratada do
nordeste da Franca?*.

O isolamento de genes codificadores de
carbapenemases em dguas para abastecimento também
ié foi descrito. Em estudo realizado por Rathinasabapathi
et al.?®, foram detectados genes responsdveis pela
producdo da New Delhi metallo-p-lactamase em
trés amostras de dguas tratadas com cloro antes da
distribuicéo para consumo.

Dessa forma, a deteccdo de enterobactérias
resistentes aos antimicrobianos em &guas para consumo
humano é um indicador de contaminagéo antrépica no
ambiente, bem como um potencial problema de sadde
publica. Assim, o objetivo deste trabalho foi isolar e
identificar enterobactérias resistentes a antimicrobianos
e produtoras de ESBL, isoladas de &guas para consumo
humano, provenientes de diferentes sistemas de



abastecimento publico e de solucées alternativas de
abastecimento da regido centro-oeste do estado de
Sao Paulo.

MATERIAIS E METODOS

COLETA DAS AMOSTRAS E DETERMINACAO DA
COLIMETRIA

No periodo de fevereiro a novembro de 2015,
3.729 amostras de dgua de 62 municipios da regiGo
centro-oeste do estado de Séo Paulo (Figura 1) foram
analisadas, pelo Instituto Adolfo Lutz de Marilia, quanto
& positividade para coliformes totais e/ou E. coli pela
técnica de substrato cromogénico e fluorogénico
Colilert (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine,
EUA). As amostras provenientes do sistema de
abastecimento pUblico foram coletadas apés o
tratamento nos pontos de entrada das edificacoes
(cavalete) ou nos casos de solucdes alternativas
coletivas, direto do poco, em frascos estéreis de 120
ml, mantidos sob refrigeracéo até o momento do
processamento.

Figura 1 — Regido geogréfica do estudo destacada no mapa
do estado de Sao Paulo, Brasil

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO

As amostras de dgua positivas para coliformes totais
e/ou E. coli foram repicadas por estriamento em placas
de Petri contendo Agar MacConkey e incubadas por
18-24 h para isolamento. Uma Unica colénia de cada
populacdo morfologicamente semelhante foi identificada
por técnicas bioquimicas cléssicas de microbiologia até
o nivel de género'?¢.

DETECQZ:O DA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS E
PRODUCAO DE ESBL

Para a deteccdo de resisténcia as drogas,
foi empregada a técnica de difusGo a partir do
disco?”. Foram avaliadas as seguintes classes de
antimicrobianos:  aminoglicosideos  (amicacina
e gentamicina), monobactdmicos (aztreonam),
cefalosporinas (ceftazidima, cefpodoxima, cefotaxima,
cefepima, cefoxitina e cefalotina), carbapenémicos
(ertapeném, imipeném e meropeném), fluoroquinolonas
(4cido nalidixico e norfloxacina) e associacées de

penicilinas e inibidores de B-lactamase (amoxacilina +
4cido clavulénico, ampicilina + sulbactam e ticarcilina
+ clavulanato). As amostras de enterobactérias foram
consideradas sensfveis, com resisténcia intermedidria
ou resistentes, de acordo com os pontos de corte
definidos pelo manual do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) de 201728, exceto para a
cefalotina, que ndo possui ponto de corte determinado
por esse manual, onde foram empregados os pontos
de corte determinados pelo CLSI publicado em 2015%.
A deteccao de ESBL foi realizada pela técnica de disco
aproximacdo, com disco de amoxacilina + dcido
clavulénico®.

RESULTADOS
AMOSTRAS

Do total de 3.726 amostras de dgua analisadas
no perfodo do estudo, 67 amostras de 29 municipios
da regiGo centro-oeste do Estado foram positivas
para coliformes totais e/ou E. coli e incluidas neste
estudo. Dessas, apenas duas foram obtidas de pocos
de solucdes alternativas coletivas.

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO

Os géneros isolados com maior frequéncia foram:
Enterobacter sp. (28), E. coli (19), Klebsiella sp. (sete),
Edwardsiella sp. (quatro), Proteus sp. (trés), Citrobacter
sp. (dois), Providencia sp. (dois), Salmonella sp. (um) e
Serratia sp. (um) (Tabela 1).

DETEC(;AO~ DA RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS
E PRODUCAO DE ESBL

Das 67 amostras bacterianas analisadas, 21
(31,34%) foram resistentes a pelo menos um agente
antimicrobiano.  As  cefalosporinas  de  segunda
geracdo apresentaram o maior nimero de cepas
resistentes  (32,43%), seguidas pelas  penicilinas
(14,92%) (Tabela 2). Quando agrupados por classes,
trés amostras bacterianas (4,47%) foram resistentes
a cefalosporinas de primeira e segunda geracdes,
duas (2,99%) a cefalosporinas de primeira e segunda
geracdes + penicilinas, duas (2,99%) a cefalosporinas
de terceira geracdo + monbactémicos, uma (1,49%)
a cefalosporinas de segunda geracdo + penicilinas,
uma (1,49%) a cefalosporinas de primeira, segunda
e ferceira geracdées + dcido nalidixico, uma (1,49%)
a cefalosporinas de segunda e terceira geracées +
penicilinas + monobactémicos e uma (1,49%) a
cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracées
+ penicilinas + fluoroquinolonas + monobactémicos.

A cefoxitina foi o antimicrobiano testado que
apresentou o maior nUimero de cepas resistentes
(12), seguido por cefalotina (oito), cefotaxima (cinco),
ticarcilina + clavulanato e aztreonam (quatro cada),
ampicilina + sulbactam e écido nalidixico (trés cada),
amoxacilina + dcido clavulanico, norfloxacina e
cefpodoxima (um, cada) (Tabela 1). A cefalotina
apresentou o maior nimero de isolados com resisténcia
intermedidria, seguido por dcido nalidixico, imipeném e
gentamicina (Tabela 2).
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A espécie E. coli apresentou o maior nimero de
cepas com resisténcia intermedidria (oito), sendo cinco
dessas apenas & cefalotina, uma & gentamicina e ao
meropeném, respectivamente, e uma ao imipeném e co
4cido nalidixico. Dos cinco isolados de Enterobacter sp.
com resisténcia intermedidria, dois foram resistentes &
cefpodoxima, um ao écido nalidixico e & cefpodoxima,
um ao acido nalidixico e um ao imipeném; uma cepa
de Edwardisiella sp. expressou resisténcia intermedidria
& cefpodoxima e & cefalotina e uma apenas & cefalotina.
Foi detectado um isolado de Proteus sp. com resisténcia
intermedidria & amicacina, gentamicina, erfapeném

e imipeném; um de Providencia sp. com resisténcia
intermedidria & cefpodoxima, cefepima e norfloxacina; e
um de Salmonella sp. expressou resisténcia intermedidria
ao aztreonam. As outras espécies isoladas no estudo
ndo apresentaram cepas com resisténcia intermedidria a
qualquer dos antimicrobianos testados.

Nenhum dos isolados foi produtor de ESBL, e a
maioria (14,94%) das amostras de enterobactérias que
apresentou algum tipo de resisténcia foi resistente a
apenas uma classe de antimicrobiano; contudo, uma

(1,49%) amostra de E. coli foi resistente a quatro classes
(Tabela 3).

Tabela 2 — Resisténcia, por classe de antimicrobianos, de enterobactérias isoladas de dguas para consumo humano na
regido centro-oeste do estado de Séo Paulo, Brasil

Sensivel Resisténcia intermedidria Resistente
Classe de antimicrobiano

N % N % N %
Aminoglicosideos 65 97,01 2 2,99 - -
Carbapenémicos 63 94,03 4 5,97 - -
Cefalosporinas 1° geragéo* 16 51,61 7 22,58 8 25,81
Cefalosporinas 2% geracdo* 24 64,87 1 2,70 12 32,43
Cefalosporinas 3° geracéo 62 92,54 - - 5 7,46
Cefalosporinas 4¢ geragdo 66 98,51 1 1,49 - -
Fluoroquinolonas 57 85,08 5 7,46 5 7,46
Monobactédmicos 62 92,54 1 1,49 4 5,97
Penicilinas 57 85,08 - - 10 14,92

Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero, nédo resultante de arredondamento;

avaliadas; N: NUmero de amostras bacterianas.

*: Espécies com resisténcia intrinseca ndo foram

Tabela 3 — Resisténcia e multirresisténcia as classes de antimicrobianos testadas em enterobactérias provenientes de
dguas para abastecimento publico da regi@o centro-oeste do estado de Séo Paulo, Brasil

OR 1R 2R 3R 4R Total
Enterobactérias
N % N % N % N % N % N %
Citrobacter sp. 2 2,98 - - - - - - - - 2 2,98
Escherichia coli 13 19,40 4 6,00 1 1,49 - - 11,49 19 28,38
Edwardsiella sp. ] 1,49 2 2,98 1 1,49 11,49 - 5 7,45
Enterobacter sp. 24 35,82 3 4,47 1 1,49 - - - - 28 41,78
Klebsiella sp. 4 6,00 — - 1 1,49 1 1,49 — 6 8,98
Proteus sp. - - 1 1,49 1 1,49 1 1,49 - 3 4,47
Providencia sp. 1 1,49 — - 1 1,49 — - - — 2 2,98
Salmonella sp. - - - - 1 1,49 - - - - 1 1,49
Serratia sp. 1 1,49 — - - - — — — 1 1,49
Total 46 68,67 10 14,94 7 10,43 3 4,47 11,49 67 100,00

OR: Sensivel a todos os antimicrobianos; 1R: Resistente a uma classe de antimicrobianos; 2R: Resistente a duas classes de antimicrobianos;
3R: Resistente a trés classes de antimicrobianos; 4R: Resistente a quatro classes de antimicrobianos; N: NUmero de amostras bacterianas. Sinal
convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero, néo resultante de arredondamento.
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DISCUSSAO

A presenca de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos em dguas para consumo humano
se caracteriza como um problema de satde publica,
pelo perigo de disseminacdo de cepas resistentes e
consequente colonizacdo dos individuos expostos®. Neste
estudo, o género Enterobacter sp. foi o mais isolado
de dguas para consumo humano, o que pode estar
relacionado com a capacidade de formacao de biofilme
durante o processo de tratamento, dificultando a acdo
do cloro no tratamento da dgua®'. Mais da metade
das amostras de enterobactérias desta pesquisa foram
resistentes a pelo menos uma c|os§e de antimicrobianos,
resultado inferior ao descrito na Africa e na Europa?®,
em d&guas para consumo humano, e superior ao
encontrado por Gomes-Freitas et al.' no Brasil.

A cefalotina e a cefoxitina (cefalosporinas de primeira
e segunda geracdes) foram as drogas que tiveram
a maior taxa de amostras bacterianas resistentes,
possivelmente por serem antibidticos de uso amplo ha
muitos anos para o fratamento de infecgdes comunitérias
e hospitalares, e com mecanismos genéticos de
resisténcia bacteriana disseminados entre as espécies
da familia Enterobacteriaceae®. A  resisténcia das
cefalosporinas de terceira geragéo foi detectada em
cinco amostras e nenhuma foi resistente a cefepima,
uma cefalosporina de quarta geragéo. Dados similares
foram relatados por Talukdar et al.'}, em estudo com
amostras de E. coli provenientes de dguas encanadas de
Daka, Bangladesh, onde descreveram 9% de resisténcia
& cefotaxima, uma cefalosporina de terceira geracéo.
Embora, neste trabalho, a prevaléncia de resisténcia
as cefalosporinas mais recentes tenha sido baixa,
AbdelRahim et al.3* descreveram 81,5% de resisténcia &
cefepima em amostras de enterobactérias isoladas em
dguas para consumo no Egito. As taxas de resisténcia
ao grupo das penicilinas foram baixas, similares aos
dados descritos por Gomes-Freitas et al.'* em amostras
de &guas provenientes de bebedouros de uma escola no
interior do estado de Goids, Brasil.

Apenas duas amostras bacterianas foram resistentes
ao dcido nalidixico, nimero inferior ao descrito por
Talukdar et al.’® na cidade de Daca, Bangladesh, que
apresentou um total de 37% de E. coli resistentes a essa
droga; mas similar ao obtido por Coleman et al.’® com
E. coli, que relataram apenas 0,5% de resisténcia a esse
antimicrobiano. Os mesmos autores'® descrevem baixa
taxa de resisténcia para os aminoglicosideos, o que
diverge do presente estudo, que descreveu a totalidade
de isolados sensiveis a esse grupo de antibidticos. A
resisténcia ao aztreonam foi detectada em 5,97% das
amostras, dado inferior ao descrito por Oliveira e Van
Der Sand' em isolados de dguas de superficies, em um
estudo no sul do Brasil.

A resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos
¢ denominada multirresisténcia e se caracteriza como
um problema de satde publica por diminuir as opcoes
terapéuticas em um processo infeccioso®. Neste trabalho,
uma amostra de Profeus sp. e uma de Salmonella sp.
foram resistentes a trés classes de antimicrobianos,
respectivamente; e uma amostra de E. coli apresentou

resisténcia a quatro classes de antimicrobianos. Isolados
multirresistentes sGo descritos com maior frequéncia em
dguas residuais®, mas também podem ser isolados de
dguas de superficie e para consumo humano, como
nascentes e dgua mineral engarrafada'®®, o que
pode expor a populacéo & colonizagéo por bactérias
resistentes e multirresistentes a antibidticos®. Em um
estudo com cepas de E. coli provenientes de solugdes
alternativas, Coleman et al.'® descreveram 22% de
resisténcia a uma ou duas classes de antibidticos e 14%
de isolados multirresistentes, valores superiores aos
descritos neste estudo.

Muitas bactérias tornam-se multirresistentes  pela
aquisicio de elementos genéticos codificadores de
enzimas que hidrolisam antibiéticos, como é o caso da
ESBL e das carbapenemases’. Neste trabalho, nenhuma
amostra foi produtora de ESBL pelo método fenotipico
utilizado; contudo, estudos detectaram a presenca
de genes codificadores de ESBL em diversos grupos
bacterianos isolados de dguas no Brasil e em outros
paises®'>?2, bem como do DNA bacteriano extraido
diretamente da d&gua?®?3¢. A auséncia de amostras
produtoras de ESBL neste estudo pode estar relacionada
com a falta de acesso as técnicas moleculares capazes
de detectar o gene produtor da enzima, que muitas vezes
pode ndo ser expressa fenotipicamente.

Um dado inferessante obtido neste estudo foi a
presenca de amostras de enterobactérias com resisténcia
intermedidria aos carbapenémicos. Uma cepa de Proteus
sp., isolada de solucéo alternativa de abastecimento,
apresentou resisténcia intermedidria ao imipeném e
ertapeném, uma de Enferobacter sp. e uma de E. coli ao
imipeném e um de E. coli ao meropeném. O isolamento
de bactérias resistentes aos carbapenémicos e deteccéo
de genes produtores de carbapenemase & foi descrito
em dguas residuais, baias e lagos das Regides Sul e
Sudeste do Brasil'*'®'?, o que ressalta a importéncia do
monitoramento de bactérias resistentes em dguas, como
as captadas no centro-oeste do estado de Sao Paulo.

CONCLUSAO

Os achados descritos neste estudo mostram que as
4guas para consumo podem ser fonte de disseminagdo de
bactérias Gram-negativas resistentes e multirresistentes,
o que caracteriza um problema de sadde publica,
e ressalfam a importéncia do tratamento adequado
das dguas, para impedir a exposicio da populagéo
a enterobactérias resistentes e multirresistentes, bem
como do monitoramento dos sistemas de abastecimento
publico, para a deteccGo de bactérias resistentes a
antimicrobianos.
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