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RESUMEN

OBJETIVOS: Aislar e identificar enterobacterias resistentes a antimicrobianos de aguas para consumo humano en la regién
centro-oeste del estado de Séo Paulo, Brasil. MATERIALES Y METODOS: Se analizaron 3.726 muestras de aguas de 62
municipios de esa regién, provenientes del sistema pUblico de abastecimiento y de pozos como soluciones alternativas
colectivas. Las muestras positivas para coliformes totales y/o Escherichia coli fueron sembradas en Agar MacConkey, para
aislado e identificacién. Se evaluaron las enterobacterias aisladas para deteccién de la resistencia a antimicrobianos y
produccién de B-lactamasa de espectro extendido. RESULTADOS: De las 67 muestras de aguas de 29 municipios con
crecimiento de enterobacterias fueron resistentes: 21 (31,34%) a, al menos, un antimicrobiano, siete (10,43%) a dos clases
de antimicrobianos, tres (4,47%) a tres clases y una (1,49%) a cuatro clases. La droga que presenté el mayor nimero
de muestras bacterianas resistentes fue la cefoxitina (12), seguida por cefalotina (ocho), cefotaxima (cinco), ticarcilina
+ clavulanato (cuatro), aztreonam (cuatro), dcido nalidixico (tres) y ampicilina + sulbactam (tres). Las cefalosporinas de
segunda generacién presentaron el mayor nimero de muestras bacterianas resistentes (12; 32,43%), seguidas por las
penicilinas (10; 14,92%) y cefalosporinas de primera generacién (8; 25,81%). Tres (4,47%) muestras fueron resistentes
a tres clases de antimicrobianos y una (1,49%), a cuatro clases. CONCLUSION: Las aguas para consumo pueden ser
fuente de diseminacién de bacterias gramnegativas resistentes y multirresistentes, caracterizando un problema de salud
publica y tornando importante el tratamiento adecuado de las aguas y el monitoreo de los sistemas de abastecimiento
publico, para la deteccién de bacterias 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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INTRODUCCION

Las enterobacterias son un grupo de bacilos
gramnegativos que constituyen la microbiota de humanos
y animales y estdn asociadas con varios procesos
patégenos'. Son aisladas de diferentes ambientes vy,
cuando estdn presentes en el agua para consumo
humano, son indicativos de contaminacién por heces?.

Desde la década de 1980, las infecciones causadas
por estos microorganismos se han convertido en un
problema de salud publica, debido a la aparicién
de muestras multirresistentes a diferentes clases de
antimicrobianos, lo que limita las opciones terapéuticas®.
El aumento en el nimero de muestras bacterianas
resistentes puede explicarse por la presién selectiva
resultante del uso indiscriminado de antimicrobianos
en la prdctica clinica, en la pecuaria y la consiguiente
contaminacién ambiental.

la presencia de bacterias resistentes a los
antimicrobianos en las aguas es un fenémeno bien
descrito en la literatura cientifica. Woodford et
al.> describieron la presencia de bacterias y genes
multirresistentes que codifican la  resistencia a los
antimicrobianos en diversas fuentes de aguas residuales
y para consumo humano. Estas bacterias pueden
originarse a partir de la contaminacién antrépica y
resultar de la presién de seleccion resultante de la
contaminacién ambiental por antibiéticos®. En el medio
ambiente acudtico, también puede haber transferencia
de elementos genéticos que codifican resistencia,
principalmente en sedimentos, lo que contribuye a la
diseminacién de bacterias multirresistentes, asi como
al mantenimiento de estos elementos en el medio
ambiente®.

Los mecanismos de resistencia en las enterobacterias,
como la producciénde B-lactamasas de espectro extendido
(B-lactamasas de espectro extendido — BLEE), metalo-
betalactamasas y carbapenemasas, estdn mediadas
principalmente  por elementos genéticos mdviles,
como los plasmidos’, lo que justifica la preocupacion
con el aislado de enterobacterias resistentes a los
antimicrobianos en el agua, ya que existe la posibilidad
de contaminacién y posterior colonizacién de individuos
por estos microorganismos®, asi como la transferencia
de plésmidos e integrones que contienen elementos de
resistencia antimicrobiana en el intestino humano’.

Hay varios informes de aislados de bacterias
resistentes y  multirresistentes  a  antibidticos  en
aguas para abastecimiento puUblico y en soluciones
de alternativas de abastecimiento. En un estudio
de Coleman et al.’®, el 16.9% de los aislados de
Escherichia coli, provenientes de pozos en el estado
de Alberta, Canadd, eran resistentes a, al menos, un
antibidtico. Las bacterias multirresistentes también estdn
presentes en el agua para consumo humano. Abera

et al.!' relataron sobre el aislado de enterobacterias
productoras de BLEE, una enzima que hidroliza
cefalosporinas, penicilinas y monobactémicos' en

muestras de agua colectadas en hogares servidos
por el sistema de distribuciéon de agua en Bahi Dar,
Etiopia. Subba et al.'? también describieron altas tasas

de resistencia a mltiples farmacos de E. coli aislado
de agua entubada, pozos y manantiales utilizados para
consumo en Nepal. El aislado de E. coli productora
de BLEE en el agua potable también se ha descrito en
Bangladesh, con un 26% positivo en 233 cepas de
E. coli de las tuberfas para abastecimiento de agua,
ademds del 36% de los aislados clasificados como
multirresistentes'®.

En Brasil, algunos autores informaron la presencia
de enferobacterias resistentes a los antimicrobianos
en el agua para consumo humano y cuerpos de agua.
Gomes-Freitas et al.'” describieron la presencia de
muestras bacterianas resistentes a la ampicilina, la
tetraciclina y la ciprofloxacina en muestras de agua en
los dispensadores de agua potable de las escuelas.
La presencia de bacterias oportunistas resistentes vy
multirresistentes también se ha descrito en muestras
de agua mineral a la venta en supermercados en el
interior del estado de S@o Paulo'. En el estado de
Rio de Janeiro, se aislaron bacterias multirresistentes
en el sistema lacustre de Jacarepagud y de la bahia
de Guanabara, con la presencia de patdégenos,
como Shigella sp. y Vibrio cholerae, resistentes a
los antimicrobianos'®. La presencia de bacterias
productoras de BLEE en aguas contaminadas por
efluentes hospitalarios ha sido reportada en el sur de
Brasil'”'8. En el estado de Sé@o Paulo, se detectaron
enterobacterias productoras de carbapenemasas en
efluentes hospitalarios y en los rios Tieté y Pinheiros, los
mds importantes en la ciudad de Séo Paulo'?°.

Los genes responsables por la resistencia a los
antibidticos de las bacterias patégenas y ambientales
pueden ser aislados en el agua abastecimiento. Aunque
la presencia de estos genes en la naturaleza es anterior
a la aparicién de la antibioticoterapia?!, su presencia
también puede estar relacionada con una presiéon de
seleccién debido a la contaminacién antimicrobiana
o con la transferencia horizontal de genes entre
diferentes géneros de bacterias?'. Su et al.?? detectaron
genes responsables por la resistencia a la tetracicling,
sulfonamidas, macrélidos, cloranfenicol y quinolonas
en agua para consumo humano en el sur de China en
todas las etapas del tratamiento hasta la distribucion en
el hogar. También se han detectado genes codificadores
de B-lactamasas en agua de pozo en el norte de ltalia?,
y en una muestra bacteriana de E. coli proveniente de
una muestra de agua tratada del nordeste de Francia?*.

También ha sido descrito el aislado de genes
codificadores de carbapenemasas en aguas para
abastecimiento. En estudio realizado por Rathinasabapathi
et al.?®, se detectaron genes responsables por la
produccién de New Delhi metalo-betalactamasas (NDM)
en tres muestras de aguas tratadas con cloro antes de su
distribucién para consumo.

De esa forma, la deteccién de enterobacterias
resistentes a los antimicrobianos en aguas para
consumo humano es un indicador de contaminacién
antrépica en el ambiente, bien como un potencial
problema de salud publica. De esta forma, el objetivo
de este trabajo fue de aislar e identificar enterobacterias



resistentes a antimicrobianos y productoras de BLEE,
aisladas de aguas para consumo humano, provenientes
de diferentes sistemas de abastecimiento publico y de
soluciones alternativas de abastecimiento de la regién
centro-oeste del estado de Sdo Paulo.

MATERIALES Y METODOS

COLECTA DE LAS MUESTRAS Y DETERMINACION DE LA
COLIMETRIA

En el periodo de febrero a noviembre de 2015, el
Instituto Adolfo Lutz de Marilia analizé 3.729 muestras
de agua de 62 municipios de la regiéon centro-oeste
del estado de Sao Paulo (Figura 1), en relacién a la
positividad para coliformes totales y/o E coli utilizando
la técnica de sustrato cromogénico y fluorogénico
Colilert (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine,
EE.UU.). Las muestras del sistema de abastecimiento
pUblico se recogieron después del tratamiento en
los puntos de entrada de los edificios (caballete)
o en el caso de soluciones alternativas colectivas,
directamente del pozo, en matraces estériles de 120ml,
se mantuvieron refrigeradas hasta el momento del
procesamiento.

Figura 1 — Regién geogrdfica del estudio destacada en el
mapa del estado de Séo Paulo, Brasil

AISLADO E IDENTIFICACION

Las muestras de agua positivas para coliformes
totales y/o E. coli fueron repicadas por estriado en
placas de Petri con Agar MacConkey e incubadas por
18-24 h para aislado. Una Unica colonia de cada
poblacién morfolégicamente semejante fue identificada
por técnicas bioquimicas cldsicas de microbiologia
hasta el nivel de género'?°.

DETECCION DE LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS
Y PRODUCCION DE BLEE

Para la deteccién de resistencia a los medicamentos,
se utilizé la técnica de difusion en disco?. Se evaluaron
las siguientes clases de antimicrobianos: aminoglucésidos
(amikacina y gentamicina), monobactédmicas
(aztreonam), cefalosporinas (ceftazidima, cefpodoxima,
cefotaxima, cefepima, cefoxitina y cefalotinag),

carbapénemicos (ertapenem, imipenem y meropenem)
y combinaciones de penicilinas e inhibidores de
la B-lactamasa (amoxicilina + dcido clavuldnico,
ampicilina + sulbactam vy ticarcilina + clavulanato). Las
mutaciones enferobacterianas se consideraron sensibles,
con resistencia intermedia o resistente, de acuerdo con
los puntos de corte definidos por el manual del Instituto
de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI) de 20177%,
a excepcion de la cefalotina, que no tiene un limite
determinado por este manual, donde se utilizaron los
puntos de corte determinados por el CLSI publicado en
2015%. La deteccién de BLEE se realizé utilizando la
técnica de disco de aproximacioén, utilizando amoxicilina
+ 4cido clavuldnico®.

RESULTADOS
MUESTRAS

Del total de 3.726 muestras de agua analizadas en
el periodo del estudio, 67 muestras de 29 municipios
de la regién centro-oeste del Estado fueron positivas
para coliformes totales y/o E. coli e incluidas en este
estudio. De esas, apenas dos se obtuvieron de pozos de
soluciones alternativas colectivas.

AISLADO E IDENTIFICACION

Los géneros aislados con mas frecuencia fueron:
Enterobacter sp. (28), E. coli (19), Klebsiella sp. (siete),
Edwardsiella sp. (cuatro), Proteus sp. (tres), Citrobacter
sp. (dos), Providencia sp. (dos), Salmonella sp. (uno) e
Serratia sp. (uno) (Tabla 1).

DETECCION DE LA RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS Y PRODUCCION DE BLEE

De las 67 muestras bacterianas analizadas, 21

LOS

(31,34%) eran resistentes a al menos un agente
antimicrobiano.  Las  cefalosporinas  de  segunda
generacién tuvieron el mayor nimero de cepas
resistentes  (32.43%), seguidas de las penicilinas

(14.92%) (Tabla 2). Cuando se agruparon por clase,
tres muestras bacterianas (4.47%) fueron resistentes a
cefalosporinas de primera y segunda generacién, dos
(2.99%) a cefalosporinas + penicilinas de primera vy
segunda generacién, dos (2.99%) a cefalosporinas
tercera generacién + monobactédmicos, una (1.49%) a
cefalosporinas + penicilinas de segunda generacién,
una (1.49%) a cefalosporinas de primera, segunda y
tercera generacién + dcido nalidixico, una (1.49%) a
cefalosporinas segunda y tercera generaciéon + penicilinas
+ monobactdmicos y una (1.49%) a cefalosporinas de
primera, segunda y fercera generacién + penicilinas +
fluoroquinolonas + monobactdmicos.

La cefoxitina fue el antimicrobiano probado que
tuvo el mayor nimero de cepas resistentes (12), seguido
de cefalotina (ocho), cefotaxima (cinco), ticarcilina +
clavulanato y aztreonam (cuatro cada uno), ampicilina +
sulbactam y dcido nalidixico (tres cada uno), amoxicilina
+ Gcido clavuldnico, norfloxacina y cefpodoxima (uno,
cada uno) (Tabla 1). La cefalotina presentd el mayor
nimero de aislamientos con resistencia intermedia,
seguida de dcido nalidixico, imipenem y gentamicina

(Tabla 2).
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Las especies de E. coli mostraron el mayor nimero de
cepas con resistencia intermedia (ocho), cinco de ellas
solo a la cefalotina, una a la gentamicina y meropenem,
respectivamente, y una a imipenem y acido nalidixico. De
los cinco aislados de Enterobacter sp. con resistencia
intermedia, dos fueron resistentes a la cefpodoxima,
uno al dcido nalidixico y la cefpodoxima, uno al d4cido
nalidixico y uno al imipenem; una cepa de Edwardisiella
sp. expresd resistencia intermedia a lo cefpodoxima y
cefalotina y una solo a la cefalotina. Se detecté un aislado
de Proteus sp. con resistencia intermedia a la amikacina,
gentamicina, erfapenem e imipenem; uno de Providencia

sp. con resistencia infermedia a cefpodoxima, cefepima
y norfloxacina; y uno de Salmonella sp. resistencia
intermedia al aztreonam. Las otras especies aisladas en
el estudio no mostraron cepas con resistencia intfermedia
a ninguno de los antimicrobianos probados.

Ninguno de los aislados fue productor de BLEE, y la
mayoria (14,94%) de las muestras de enterobacterias
que presenté algin tipo de resistencia fue resistente a
apenas una clase de antimicrobiano; sin embargo, una

(1,49%) muestra de E. coli fue resistente a cuatro clases
(Tabla 3).

Tabla 2 — Resistencia, por clase de antimicrobianos, de enterobacterias aisladas de agua para consumo humano en la
regién centro-oeste del estado de Sao Paulo, Brasil

Sensible Resistencia intermediaria Resistente
Clase de antimicrobiano

N % N % N %
Aminoglucésidos 65 97,01 2 2,99 - -
Carbapenémicos 63 94,03 4 5,97 - -
Cefalosporinas 1% generacién* 16 51,61 7 22,58 8 25,81
Cefalosporinas 2° generacion® 24 64,87 1 2,70 12 32,43
Cefalosporinas 3 generacién 62 92,54 - — 5 7,46
Cefalosporinas 4° generacién 66 98,51 1 1,49 - -
Fluoroquinolonas 57 85,08 5 7,46 5 7,46
Monobactamicos 62 92,54 1 1,49 4 5,97
Penicilinas 57 85,08 - - 10 14,92

Sefal convencional utilizada: — Dato numérico igual a cero, no resultante de redondeo; *: Especies con resistencia intrinseca no fueron evaluadas;

N: NUmero de muestras bacterianas.

Tabla 3 — Resistencia y multirresistencia a clases de antimicrobianos probadas en enterobacterias provenientes de aguas
para abastecimiento pUblico de la regién centro-oeste del estado de Séo Paulo, Brasil

OR 1R 2R 3R 4R Total
Enterobacterias
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 — — 1 1,49 19 28,38
Edwardsiella sp. 1 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: Sensible a todos los antimicrobianos; 1R: Resistente a una clase de antimicrobianos; 2R: Resistente a dos clases de antimicrobianos; 3R: Resistente
a tres clases de antimicrobianos; 4R: Resistente a cuatro clases de antimicrobianos; N: Numero de muestras bacterianas. Sefal convencional utilizada:

— Dato numérico igual a cero, no resultante de redondeo.
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DISCUSION

La presencia de microorganismos resistentes a los
antimicrobianos en el agua para consumo humano
se caracteriza como un problema de salud publica,
debido al peligro de propagacion de cepas resistentes
y la consiguiente colonizacién de individuos expuestos®.
En este estudio, el género Enterobacter sp. fue el mas
aislado de aguas para el consumo humano, lo que
puede estar relacionado con la capacidad de formacién
de biopeliculas durante el proceso de tratamiento, lo que
dificulta la accién del cloro en el tratamiento del agua®'.
Més de la mitad de las muestras de enterobacterias en
esta investigacién fueron resistentes a al menos una
clase de antimicrobianos, un resultado inferior que el
descrito en Africa y Europa®®, en agua para consumo
humano, y més alto que el encontrado por Gomes-
Freitas et al.' en Brasil.

Lla cefalotina y la cefoxitina (cefalosporinas de
primera y segunda generacién) fueron los medicamentos
que tuvieron la tasa mds alta de muestras bacterianas
resistentes, posiblemente porque han sido ampliamente
utilizados antibiéticos durante muchos afios para tratar
infecciones comunitarias y hospitalarias y con mecanismos
genéticos de resistencia bacteriana diseminada entre
especies de la familia Enterobacteriaceae®. Se detecté
resistencia a las cefalosporinas de tercera generacién en
cinco muestras y ninguna fue resistente a la cefepima,
una cefalosporina de cuarta generacién. Talukdar et al.’®
informaron datos similares, en un estudio con E. coli con
muestras de aguas entubadas de Daka, Bangladesh,
donde describieron un 9% de resistencia a la cefotaxima,
una cefalosporina de tercera generacién. Aunque, en este
estudio, la prevalencia de resistencia a las cefalosporinas
mds recientes haya sido baja, AbdelRahim et al.3
describieron el 81.5% de resistencia a la cefepima en
muestras de enferobacterias aisladas en agua potable en
Egipto. Las tasas de resistencia para el grupo de penicilina
fueron bajas, similares a los datos descritos por Gomes-
Freitas et al.'* en muestras de agua de dispensadores de
agua potable en una escuela en el interior del estado de
Goids, Brasil.

Apenas dos muestras bacterianas fueron resistentes
al d4cido nalidixico, ndmero inferior al descrito por
Talukdar et al.’® en la ciudad de Daca, Bangladesh, que
presenté un total de 37% de E. coli resistentes a esa
droga; aunque similar al obtenido por Coleman et al.™
con E. coli, que relataron apenas 0,5% de resistencia a
ese antimicrobiano. Los mismos autores'® describen una
tasa baja de resistencia para os aminoglucésidos, lo que
diverge del presente estudio, que describié la totalidad
de aislados sensibles a ese grupo de antibidticos. La
resistencia al aztreonam se detecté en 5,97% de las
muestras, dato inferior al descrito por Oliveira y Van Der
Sand'” en aislados de aguas de superficies, en un estudio
en el sur de Brasil.

La resistencia a tres o mds clases de antimicrobianos
se denomina multirresistencia y se caracteriza como un
problema de salud publica porque reduce las opciones
terapéuticas en un proceso infeccioso®. En este trabajo,
una muestra de Proteus sp. y una de Salmonella
sp. fueron resistentes a tres clases de antimicrobianos,

respectivamente; y una muestra de E. coli mostrd
resistencia a cuatro clases de antimicrobianos. Los aislados
multirresistentes se describen, con mayor frecuencia, en
aguas residuales?, pero también se pueden aislar de agua
de superficie y para consumo humano, como manantiales
y agua mineral embotellada'®?, lo que puede exponer a
la poblacién a la colonizacién por bacterias resistentes y
multirresistentes a antibidticos®. En un estudio con cepas
de E. coli de soluciones alternativas, Coleman et al.’®
describieron un 22% de resistencia a una o dos clases
de antibiéticos y un 14% de aislados multirresistentes,
valores superiores a los descritos en este estudio.

Muchas bacterias se vuelven multirresistentes debido
a la adquisicién de elementos genéticos codificadores de
enzimas que hidrolizan antibiéticos, como es el caso de
BLEE y carbapenemasas’. En este estudio, ninguna de las
muestras produjo BLEE por el método fenotipico utilizado;
sin embargo, los estudios han detectado la presencia de
genes que codifican BLEE en varios grupos bacterianos
aislados del agua en Brasil y en ofros paises®'>?,
asi como ADN bacteriano extraido directamente del
agua???3¢, La ausencia de muestras productoras de BLEE
en este estudio puede estar relacionada a la falta de
acceso a técnicas moleculares capaces de detectar el
gen productor de la enzima, que a menudo no puede
expresarse fenotipicamente.

Un dato inferesante obtenido en este estudio fue
lo presencio de mutaciones de enterobacterias con
resistencia intermedia a los carbapenémicos. Una cepa
de Proteus sp., aislada de una solucién de alternativa
de abastecimiento mostré resistencia intermedia @
imipenem y erfapenem, uno de Enterobacter sp. y uno
de E. coli al imipenem y uno de E. coli al meropenem. El
aislado de bacterias resistentes a los carbapenémicos y
la deteccién de genes que producen carbapenemasas ya
se han descrito en aguas residuales, bahias y lagos en
las Regiones Sur y Sudeste de Brasil'®'®1?, lo que destaca
la importancia de monitorear bacterias resistentes en el
agua, como las captadas en el centro-oeste del estado
de Sao Paulo.

CONCLUSION

Los hallazgos descritos en este estudio muestran que las
aguas para consumo pueden ser fuente de diseminacién
de bacterias gramnegativas resistentes y multirresistentes, lo
que caracteriza un problema de salud publica, y destacan la
importancia del tratamiento adecuado de las aguas, para
impedir la exposicién de la poblacién a enterobacterias
resistentes y multirresistentes, bien como del monitoreo de
los sistemas de abastecimiento publico, para la deteccién
de bacterias resistentes a antimicrobianos.
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