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RESUMO

O monitoramento de micro-organismos do grupo coliformes é a principal
forma de assegurar a qualidade microbiologica da agua. A presenca de bactérias do
grupo coliformes inviabiliza a dgua para o consumo humano. Geralmente, estas
bactérias ndo sdo patogénicas, mas algumas estirpes estdo associadas a doencas de
veiculacdo hidrica. Além disso, estes micro-organismos podem desenvolver
resisténcia a antimicrobianos, incluindo sanitizantes e antibioticos. Dessa forma, o
objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos de estirpes
de E. coli isoladas de amostras de agua destinada ao consumo. Durante o ano de
2015, foram coletadas 220 amostras de agua e analisadas quanto a contagem de
bactérias heterotroficas, presenca de coliformes totais e E. coli. As estirpes de E. coli
isoladas dessas amostras de agua foram avaliadas quanto ao perfil de resisténcia a
sanitizantes e antibiéticos por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) por macrodiluicdo em meio liquido e pelo método de difusdo em disco
em agar, respectivamente. Observou-se que 46 (20,9%) amostras de dgua analisadas
apresentaram bactérias do grupo coliformes, das quais 20 (9,0%) estavam
contaminadas por E. coli. Entre as 20 estirpes de E. coli isoladas, 11 (55%)
apresentaram CIM de 2,11 mg/L, 4 (20%) com CIM de 4,22 mg/L, 3 (15%) com CIM
de 1,05 mg/L e 2 (10%) com CIM de 8,44 mg/L para o hipoclorito de sédio. No caso
da biguanida polimérica, 13 (65%) estirpes apresentaram CIM de 4,22 mg/L e 7 (35%)
com CIM de 2,11 mg/L. Em relacdo ao perfil de resisténcia aos antibiéticos, todas as
estirpes isoladas foram resistentes a pelo menos um dos 11 antibiéticos testados. As
maiores taxas de resisténcia foram observadas para amoxicilina (100%) e ampicilina
(80%). Algumas estirpes isoladas também foram resistentes a cefalexina (15%),
cloranfenicol (5%), tetraciclina (5%) e cefotaxima (5%). Apesar do baixo niumero de
amostras de agua contaminadas por E. coli, a presenca de estirpes multirresistentes
a antibidticos e a grande variacdo de CIM observada para os sanitizantes testados
comprometem a utilizagdo desta agua devido a possibilidade de disseminacéo de

genes de resisténcia para diferentes ambientes.

Palavras-chaves: Agua. Bactérias coliformes. Escherichia coli. Antimicrobianos. Perfil

de resisténcia.



ABSTRACT

The monitoring of microorganisms of the coliforms group is the main way of
assuring the microbiological quality of the water. The presence of coliform bacteria
makes water not suitable for human consumption. Generally, these bacteria are not
pathogenic, but some strains are associated with waterborne diseases. In addition,
these microorganisms may develop resistance to antimicrobials, including sanitizers
and antibiotics. Thus, the objective of this work was to evaluate the antimicrobial
resistance profile of E. coli strains isolated from samples of water intended for
consumption. During the year 2015, 220 water samples were collected and analyzed
regading the counts of heterotrophic bacteria, the presence of total coliforms and E.
coli. The E. coli strains isolated from these water samples were evaluated in relation
to resistance profile to sanitizers and antibiotics throughout the determination of
Minimal Inhibitory Concentration (MIC) by macrodilution in liquid culture medium and
by disk-diffusion method in agar, respectively. It was observed that 46 (20.9%) water
samples contained coliform bacteria, which 20 (9.0%) were contaminated by E. coli.
among the 20 E. coli strains isolated, 11 (55%) revealed MIC of 2.11 mg/L, 4 (20%)
with MIC of 4.22 mg/L, 3 (15%) with MIC of 1.05 mg/L and 2 (10%) with MIC of 8.44
mg/L for sodium hypochlorite. In case of polymeric biguanide, 13 (65%) strains
revealed a MIC of 4.22 mg/L and 7 (35%) with a MIC of 2.11 mg/L. Regarding the
antibiotic resistance profile, all strains isolated were resistant to at least one of the 11
antibiotics tested. The highest resistance rates were observed for amoxicillin (100%)
and ampicillin (80%). Some isolated strains were also resistant to cephalexin (15%),
chloramphenicol (5%), tetracycline (5%) and cefotaxime (5%). Despite the low number
of samples of water contaminated with E. coli, the presence of strains multiresistant to
antibiotics and the large MIC variation observed for the sanitizers tested compromise
the use of this water due to the possibility of dissemination of resistance genes to

different environments.

Keywords: Water. Coliform bacteria. Escherichia coli. Antimicrobials. Resistance

profile.
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1 INTRODUCAO

A agua é importante sobre varios aspectos, como ambientais, econémicos,
politicos e sociais, incluindo seus multiplos usos como na producdo agricola,
abastecimento publico, producdo de hidroeletricidade, recreacdo, turismo, pesca,
mineracgao, transporte e navegacgéo (TUNDISI, 2006).

A agua destinada ao consumo humano deve atender aos padrées
estabelecidos pela Portaria n® 2914 de 2011 (BRASIL, 2011), a fim de assegurar a
saude de seus consumidores. A 4gua pode veicular varios agentes patogénicos,
incluindo bactérias (Vibrio cholerae, Salmonella spp., Shigella spp. e Escherichia coli);
virus (Hepatite A e o Rotavirus); protozoarios (Giardia lambia e Entamoeba
histolytica); helmintos (Nematoides e Schistosoma haematobium); e algas (Anabaena
flosaquae e Microcystis aeruginosa) (YAMAGUCHI et al., 2013). O risco sanitario mais
comum associado a agua destinada ao consumo humano € a sua contaminagao por
micro-organismos patogénicos (GORCHEV; OZOLINS, 2011).

O monitoramento de micro-organismos do grupo coliformes é a principal
forma de assegurar a qualidade microbiol6gica da agua. Além disso, um teor minimo
de cloro residual livre na agua deve estar presente para assegurar sua qualidade
microbiologica. A presenca deste grupo de micro-organismos e auséncia de cloro
residual livre inviabilizam a utilizacdo da agua para o consumo humano (SOARES et
al., 2016).

A espécie E. coli compreende micro-organismos comuns ao trato
gastrointestinal de seres humanos e animais de sangue quente. Geralmente, estas
bactérias ndo sdo patogénicas, mas algumas estirpes estdo associadas a doencas de
origem alimentar e veiculacdo hidrica. Além disso, alguns estudos tém demonstrado
gue estes micro-organismos podem desenvolver resisténcia a antimicrobianos,
incluindo sanitizantes e antibiéticos (CERF; CARPENTIER; SANDERS, 2010).

Os sanitizantes séo aplicados para tratar superficies, instrumentos, agua,
etc., incluindo areas da medicina, medicina veterinaria, agricultura, inddstria de
alimentos e area domestica (REYBROUCK, 1998). O desenvolvimento de tolerancia
a estes agentes resulta em uma ineficiéncia do processo de higienizacdo e pode
comprometer a qualidade de produtos e processos. Do mesmo modo, a resisténcia a
antibioticos é um problema frequente em saulde publica, que tem provocado uma

crescente preocupacdo devido ao desenvolvimento e disseminacdo de multiplas
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resisténcias a estes agentes (MARINHO, 2013). As infec¢des causadas por micro-
organismos resistentes tendem a responder cada vez menos a terapéutica, resultando
em tratamentos mais longos, com elevados custos (CASTANHEIRA, 2013).

Os micro-organismos podem tornar-se resistentes aos antimicrobianos a
partir de diferentes mecanismos, podendo atuar sobre a sintese da parede celular, na
inibicdo da sintese protéica, sobre a estrutura e fungcdo da membrana celular, na
interferéncia na sintese do acido nucléicos e na atividade antimetabolica ou
competitividade antagonica (ROSSI, ANDREAZZI, 2005). As fontes de micro-
organismos resistentes s&o diversas, incluindo o wuso indiscriminado de
antimicrobianos em hospitais, clinica veterindria e producdo animal. Os micro-
organismos resistentes circulam entre diferentes habitats, incluindo a agua.

Portanto, investigar a resisténcia destes micro-organismos isolados de
dgua é importante devido ao desenvolvimento de bactérias multirresistentes,
patogénicas ou comensais de seres humanos e animais, e a sua disseminagao no
meio ambiente. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de resisténcia a
antimicrobianos de estirpes de E. coli, isoladas de amostras de 4gua destinadas ao
consumo humano recebidas no Laboratério de Andlise de Agua e Alimentos (LAAA)
durante 2015.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGUA: IMPORTANCIA E PADRAO DE QUALIDADE

A agua € essencial para a manutencao da vida. Seja no que se refere a
saude humana ou ao funcionamento dos ecossistemas, a qual deve estar disponivel
em quantidade e qualidade satisfatérias. Contudo, o uso irracional da agua e a falta
de cuidado com os dejetos gerados trazem uma série de problemas que
comprometem a qualidade e a durabilidade dos recursos hidricos destinados para
producdo agricola, abastecimento publico, producéo de hidroeletricidade, recreacéo,
turismo, pesca, mineracao, transporte e navegacao (TUNDISI, 2006).

A agua para consumo humano deve atender as caracteristicas de
qualidade de acordo com os valores de parametros analiticos estabelecidos pela
Portaria n® 2914, do Ministério da Saude, de dezembro de 2011 (BRASIL, 2011). Essa
legislacdo determina que a agua potavel deve estar em conformidade com os padrbes
microbioldgicos, fisicos, quimicos e sensoriais. A analise microbiolégica da agua é
uma importante ferramenta para determinacdo da qualidade da dgua para consumo
humano e seu padréo de potabilidade. A pesquisa de coliformes totais e E. coli deve
ser realizada periodicamente nos diversos pontos dos sistemas de captacao,
tratamento, armazenamento e distribuicdo de agua. Além disso, deve ser realizado a
contagem de bactérias heterotroficas e o0 monitoramento de cistos de Giardia spp. e
oocisto de Cryptosporidium spp. (BRASIL, 2011).

Doencas provocadas por micro-organismos patogénicos presentes na
agua constituem um problema comum de saude publica no Brasil, onde criancas,
pessoas debilitadas e idosos, especialmente aqueles que vivem em condicdes
insalubres, sdo os mais afetados pela baixa qualidade da agua e das precarias
condicdes de saneamento basico (GORCHEV; OZOLINS, 2011). Portanto, o acesso
a agua potavel de qualidade e quantidade adequada € fator essencial para a

prevencao de riscos a saude e melhoria da qualidade de vida da populagao.

2.2 MICRO-ORGANISMOS INDICADORES

Os micro-organismos indicadores € um tipo de micro-organismo cuja

presenca na agua € uma evidéncia de que ela esta contaminada com material fecal
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de seres humanos e animais de sangue quente. Para avaliar a qualidade
microbiolégica da dgua para consumo humano verifica-se a presenca de bactérias do
grupo coliformes, que atuam como indicadores de contaminacao fecal. O indicador
higiénico-sanitario de origem fecal mais importante é E. coli, micro-organismo
designado como termotolerante, indicando que quando presente na 4gua, a mesma
esta contaminada por fezes (YAMAGUCHI et al., 2013).

Os critérios para a escolha do grupo coliformes, especificamente E. coli,
como indicador de contaminacao fecal na agua deve-se aos seguintes fatores: sdo
encontrados nas fezes de seres humanos e animais de sangue quente; séo facilmente
detectaveis e quantificAveis por técnicas simples e economicamente viaveis; sua
concentracdo na agua contaminada possui uma relacdo direta com o grau de
contaminacéo fecal, tem maior tempo de sobrevivéncia na agua que as bactérias
patogénicas intestinais; sdo mais resistentes aos agentes desinfetantes do que as

bactérias patogénicas (BRASIL, 2013).

2.2.1 Coliformes totais e Escherichia Coli

O grupo dos coliformes totais € um subgrupo da familia Enterobacteriaceae
caracterizado como bacilos Gram-negativos, aerobicos ou anaerébicos facultativos,
nao esporulado capazes de fermentar a lactose com producéo de gas, acido e aldeido
em um periodo de 24 a 48 horas a 35 °C. Os principais membros do grupo que podem
ser veiculados pela agua pertencem aos géneros Escherichia, Citrobacter, Klebsiella
e Enterobacter (BRASIL, 2013).

E. coli € o principal representante dos coliformes termotolerantes, que é um
subgrupo dos coliformes totais, caracterizado por fermentar a lactose e manitol, com
producao de acido e gas em 24 horas a 45 °C (BRASIL, 2013). Apesar de E. coli ser
um micro-organismo comum no trato gastrointestinal e ndo representar perigo para o
seu hospedeiro, algumas estirpes podem ser patogénicas, sendo responsaveis por
diarreias em criangas, septicemia, meningite neonatal e infec¢des do trato urinario. De
acordo com os seus fatores de viruléncia elas podem ser classificadas em E. coli
enteropatogénicas (EPEC), E. coli enterotoxigénicas (ETEC), E. coli enteroinvasivas
(EIEC), E. coli enterohemorragicas (EHEC), E. coli enteroagregativas (EAEC) e E. coli
de adeséao difusa (DAEC) (GORCHEV; OZOLINS, 2011).
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2.3 ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos sédo substéncias quimicas produzidas por micro-
organismos ou de forma sintética, com capacidade bacteriostatica ou bactericida. Os
antimicrobianos apresentam diferentes mecanismos de acao podendo atuar sobre a
sintese da parede celular, na inibicdo da sintese protéica, sobre a estrutura e funcéo
da membrana celular, na interferéncia na sintese do acido nucléicos e na atividade
antimetabolica ou competitividade antagbnica (ROSSI, ANDREAZZI, 2005).

O monitoramento de bactérias resistentes, principalmente de estirpes
indicadoras de resisténcia, é considerado uma medida de combate ao aumento da
resisténcia antimicrobiana. O estudo da resisténcia antimicrobiana em E. coli permite
obter, ao longo do tempo, informacfes antecipadas sobre a sua emergéncia em
bactérias potencialmente patogénicas (MARINHO, 2013). Embora essa bactéria,
geralmente, ndo cause doencas, pode atuar como reservatério de genes de
resisténcias a antimicrobianos, que podem ser transmitidos a outras bactérias
patogénicas (SIQUEIRA, 2015).

2.3.1 Resisténcia a sanitizantes

Os sanitizantes séo substancias amplamente utilizadas na higienizacéo e
desinfeccdo de alimentos, pisos, utensilios em areas industrias e residénciais e no
controle de patégenos veiculados pela agua e alimentos (RIBEIRO; CANUTO;
VESCHI, 2008). O hipoclorito de sédio € umas das fontes de cloro mais utilizadas para
desinfeccado de superficies, alimentos e agua (RIBEIRO et al., 2008). O hipoclorito de
sédio reage com prétons H* formando o acido hipocloroso que € um agente oxidante
com efeito antibacteriano pela oxidagéo irreversivel dos grupos sulfidrila de enzimas
essenciais, interrompendo as fun¢des metabdlicas da célula bacteriana (MENEZES et
al., 2008). A biguanida polimérica é utilizada como desinfetante de uso geral para
pisos, paredes, utensilios e equipamentos em geral. A biguanida polimérica em
contato com a membrana citoplasmatica leva a perda de substancias de baixo peso
molecular, tais como ions de potassio e calcio e também causa a inibicdo de enzimas
como a ATPase, que é uma das proteinas integrais da membrana. A possivel ruptura

subsequente da membrana citoplasmatica pode induzir a perda de substancias
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macromoleculares, a precipitacdo de contetdo citoplasmatico e consequente morte
celular (SANTOS; FERNANDES, 2010).

Os sanitizantes sdo, em geral, usados em concentracdes muito elevadas
em relacdo as suas concentracfes inibitérias minimas, sendo raramente relatado
desenvolvimento de estirpes com resisténcia quando comparados com os antibioticos,
que sdo utilizados em concentragfes proximas da concentracdo inibitéria minima
(KASTBJERG; GRAM, 2012). O desenvolvimento de micro-organismos resistentes
aos sanitizantes, seja através de adaptacdo fenotipica, alteracdo genética ou
aquisicdo genética, aumenta a probabilidade dos sanitizantes perderem a sua
propriedade bactericida, causando graves problemas nas &reas industrias, no preparo
de alimento e na saude humana (CHAPMAN, 2003).

2.3.2 Resisténcia a antibi6ticos

O uso indiscriminado de antibidticos na medicina humana e veterinaria,
pecuaria, agricultura e producdo de alimento contribui para o surgimento e
propagacdo de bactérias resistentes a antibidticos. O desenvolvimento e a
disseminacdo no meio ambiente de bactérias de multiplas resisténcias, patogénicas
ou comensais de seres humanos e animais representam um problema de saude
publica (MARINHO, 2013).

A resisténcia em bactérias € caracterizada pela resisténcia a uma ou mais
classes de antibiéticos. As bactérias podem apesentar mecanismos de defesa contra
a acdo dos antimicrobianos que podem ser intrinsecos ou adquiridos (NHAMBE,
2014). O mecanismo de resisténcia intrinseco ocorre quando algum micro-organismo
possui gene gque confere resisténcia a determinado antibidtico, o qual pode ser inativo
e ativo pela exposicdo a uma droga especifica ou pode ser resistente devido a falta
de um sitio de ligagcdo para um dado antibiético (OLIVEIRA; SILVA, 2008). O
mecanismo de resisténcia adquirido resulta da aquisicdo de material genético com
resultado de uma transferéncia horizontal de genes de resisténcia, por mecanismo de
conjugacao, transducéo, transformacéo e transposicdo (CASTANHEIRA, 2013).

A resisténcia bacteriana torna-se um mecanismo adaptativo para a
preservacao da espécie, onde o0 uso continuo de antibidticos tem contribuido de forma
determinante para o aumento da resisténcia de bactérias geneticamente aptas para

adquirir estes mecanismos de resisténcia (NHAMBE, 2014). Os mecanismos de
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resisténcia bacteriana dependem de vérios fatores que podem ser inter-relacionados
ou ndo, e 0s mais comuns sao: inativagdo enziméatica; alteracao da permeabilidade da
membrana; efluxo ativo de antibidticos; alteracdo do sitio de ligacdo do antibiotico
(ROSSI, ANDREAZZI, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos de estirpes de Escherichia
coli isoladas de amostras de agua destinadas ao consumo humano recebidas no

Laboratorio de Analise de Alimentos e Aguas (LAAA) no ano de 2015.

3.2 Especificos

e Avaliar a qualidade microbiolégica de amostras de dgua recebidas no LAAA no
ano de 2015;

e Isolar estirpes de E. coli das amostras de agua;

e Avaliar a Concentragdo Inibitéria Minima dos isolados de E. coli aos
sanitizantes hipoclorito de sédio e biguanida polimérica;

e Avaliar a resisténcia dos isolados de E. coli aos antibidticos imipenem,
amoxicilina, cloranfenicol, tetraciclina, gentamicina, ciprofloxacina, ampicilina,

cefalexina, cefotaxima, cefepime e cefoxitina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram analisadas durante o ano de 2015, 220 amostras de &agua
destinadas ao consumo humano proveniente de nascente, pogo e abastecimento
publico. As amostras foram coletadas em frascos esterilizados adicionados de
tiossulfato de sédio (3%) e enviadas ao Laboratério de Analise de Alimentos e Agua
(LAAA) da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Juiz de Fora sob
condic¢Oes de refrigeracédo de 0 a 8 °C.

4.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As amostras foram avaliadas quanto a contagem de bactérias
heterotréficas e a enumeracao de coliformes totais e Escherichia coli.

Brevemente, as amostras foram homogeneizadas e diluidas (direta, 101 e
10?), utilizando-se &gua peptonada 0,1% (p/v) como diluente. Posteriormente, para a
contagem de bactérias heterotroficas, aliguotas de 1 mL das diluicdes foram
plaqueadas em placas de Petri contendo Agar Padr&o para Contagem (PCA) por meio
de metodologia em profundidade (pour plate). As placas foram incubadas a 35 °C por
48 horas. Apés a incubacéo, foram selecionadas placas com numero de col6nias entre
25 e 250 para a contagem. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Para enumeracdo de coliformes totais e Escherichia coli foi utilizada a
técnica de Numero Mais Provavel (RICE et al, 2012). Aliquotas de 10 mL das amostras
foram inoculadas em 10 tubos contendo Lauril Sulfato Triptose (LST) em concentracéo
dupla com tubos de Durhan (teste presuntivo). Em seguida, os tubos inoculados foram
homogeneizados e incubados a 35 °C por 48 horas. Os tubos que apresentaram
turvacao do meio e presenca de gas no tubo de Durhan foram considerados positivos.
Uma alcada dos tubos positivos no teste presuntivo foi transferida para tubos contendo
Caldo Verde Brilhante Bile (VBB) com tubos de Durhan e incubados a 35 °C por 48
horas para confirmacé&o de coliformes totais. Os tubos positivos no teste confirmativo
foram repicados em Caldo Escherichia coli MUG (EC MUG) para confirmagéo de E.
coli. Os tubos inoculados foram incubados a 35 °C por 24 horas e avaliados quanto a

producdo de fluorescéncia, sob luz ultravioleta (UV) 365 nm. Os resultados foram
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expressos em NMP/100 mL utilizando-se a tabela de NMP com intervalo de confianga
de 95% de probabilidade, que considera o numero de tubos positivos na inoculagéo

de 10 aliquotas de 10 mL da amostra por tubo (Blodgett, 2003).

4.3 ISOLAMENTO DE Escherichia coli

Estirpes de E. coli das amostras de agua positivas em caldo EC MUG foram
submetidas ao isolamento em agar Eosina Azul de Metileno (EMB). Uma alcada de
um dos tubos positivos de cada amostra foi estriada em placa de Petri contendo EMB
e incubada a 35 °C por 24 horas. Apos incubacao, colbnias tipicas, nucleadas com
centro preto e brilho verde metélico, foram transferidas para um novo tubo contendo
caldo EC MUG e incubado a 35 °C por 24 horas a fim de confirmar o isolamento de
estirpes de E. coli por meio de fluorescéncia sob luz ultravioleta a 365 nm.

As estirpes de E. coli isoladas foram armazenadas em caldo Triptona de
Soja (TSB) contendo 30% (p/v) de glicerol a -20 °C para posterior utilizacdo. Antes
dos ensaios microbiologicos, 0s micro-organismos congelados foram cultivados duas
vezes em caldo TSB a 35 °C por 24 horas para ativacdo das células e mantidos em
geladeira a 4 °C em tubos inclinados contendo TSA para posterior utilizacao.

4.4 AVALIA(;AO DA CONCENTRA(;AO INIBITORIA MINIMA (CIM) DOS ISOLADOS
DE Escherichia coli AOS SANITIZANTES

4.4.1 Preparo dos sanitizantes

Os sanitizantes, hipoclorito de sédio e biguanida polimérica, foram obtidos
na empresa Nippon Chemical e diluidos, com &gua purificada estéril, para uso de
acordo com o ensaio na concentracao desejada.

A concentracdo de cloro total e livre foi determinada pelo método N,N-dietil-
p-fenilenodiamina (DPD), utilizando o aparelho pocket colorimeter I, Hach. A solugao
de biguanida polimérica foi determinada, segundo Mesquita et al. (1997), por
espectrofotometria a 237 nm de absorbancia. Sendo a leitura da solucdo convertida
em porcentagem de biguanida polimérica, segundo a relagédo abaixo:

%biguanida polimérica = A x 8,758/V
Onde:
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A= Absorbancia da solucéo
V= volume da biguanida polimérica

8,758= fator de correcao

4.4.2 Determinacgdo da Concentracao Inibitéria Minima dos sanitizantes

As células de E. coli foram cultivadas overnight (15 horas) em caldo TSB a
35 °C, centrifugadas a 5.000 g por 5 min e ressuspendidas em solucéo fisiologica de
NaCl 0.85% (p/v). O indculo foi padronizado para concentracéo celular de 108 UFC/mL
por meio de determinacéo da Absorbéancia a 600 nm.

Os sanitizantes foram diluidos para concentracdes recomendadas por meio
de diluicbes seriadas 1:2 em agua destilada esterilizada. O sanitizante hipoclorito de
sadio foi diluido nas concentracdes de 0,13 a 270,0 mg/L e a biguanida polimérica nas
concentragdes de 0,033 a 67,5 mg/L, totalizando 12 concentragbes avaliadas para
cada sanitizante. Aliguotas de 0,1 mL das suspensdes de células padronizadas foram
adicionadas em 1,9 mL de cada concentracdo dos sanitizantes avaliada, durante 20
min de tempo de contato e, imediatamente inativadas. Solucao de hipoclorito de sédio
foi inativada com solucao de 0,1M de tiossulfato de sédio e a solucédo de biguanida
polimérica com Tween 80. Uma aliquota de 0,3 mL de cada suspensao bacteriana
com sanitizante inativados foi adicionada a 1,7 mL de Caldo TSB e incubado a 35 °C
por 24 horas. Em adicdo, uma aliquota de 0,1 mL dos tubos inoculados que néo
apresentaram crescimento visivel foi plaqueada pelo método de plagueamento em
superficie (spread plate) em placas de Petri contendo TSA e incubadas a 35 °C por
24 horas. A concentracdo inibitéria minima foi determinada como a menor
concentracdo de sanitizante que apresentou inibicdo de crescimento. Os ensaios

foram realizados em triplicata.

4.5 TESTE DE SENSIBILIDADE DOS ISOLADOS DE Escherichia coli AOS
ANTIBIOTICOS

As estirpes de E. coli isoladas foram analisadas quanto a resisténcia a
antibioticos utilizando o método de difusdo em disco (CLSI, 2012). A suspenséao
bacteriana foi preparada em solucdo fisiolégica de NaCl 0.85% (p/v) a partir de

coldnias cultivadas em Agar TSA a 35 °C por 24 horas e ajustada para a absorbancia
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de 0,1 a 600 nm, equivalente a uma concentracgéo celular de 108 UFC/mL. Em seguida,
com swab de algodao estéril, a suspensédo foi semeada em placas de Petri contendo
Agar Mueller-Hinton (MH). Ap6s absorc&o do inoculo no meio por alguns minutos, a
temperatura ambiente, os discos de antibiodtico foram dispostos sobre a superficie do
Agar MH. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas, em posi¢io invertida.
Foram utilizados discos (Cecon) impregnados com 0s seguintes antimicrobianos:
ampicilina (10 mcg); amoxicilina (10 mcg); cefalexina (30 mcg); cefotaxima (30 mcg);
cefoxitina (30 mcg); cefepime (30 mcg); imipenen (10 mcg); ciprofloxacina (5 mcg);
gentamicina (10 mcq); tetraciclina (30 mcg); cloranfenicol (30 mcg). O resultado foi
interpretado de acordo com o padrao de inibicdo ao redor de cada disco utilizando os
critérios estabelecidos pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute para
Enterobactérias (CLSI, 2016). As estirpes que apresentaram resisténcia intermediaria

aos antibiéticos foram consideradas como resistentes.
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Das 220 amostras de 4gua recebidas no LAAA em 2015, 46 (20,9%) nao

estavam em conformidade com a Portaria n°® 2914/2011, devido a presenca de

bactérias do grupo coliformes. Destas amostras reprovadas, 20 (9,0%) apresentaram

contaminacdo por E. coli, com carga microbiana variavel entre as amostras de agua

avaliadas (Tabela 1).

Tabela 1 - Contagem de bactérias heterotréficas e a enumeracdo de coliformes totais

e E. coli em amostras de aguas destinadas ao consumo humano recebidas no LAAA

no periodo de 2015 que apresentaram contaminacéao por E. coli.

Amostra CBH CO_:j;?;:QeS E coli Classificacdo
Al 5,4 x 101 23 1,1 NT AN
A2 9,4 x 103 >23 2,2 T AA
A3 1,3 x 102 12 1,1 NT AP
A4 7,5x10? 9,2 3,6 NT AP
AS5 5,0 x 102 >23 3,6 NT AN
A6 2,2 x 103 >23 2,2 NT AN
A7 4.4 x 102 >23 16 NT AP
A8 1,45 x 103 16 1,1 NT AP
A9 5,6 x 102 >23 6,9 NT AP

A 10 9,1 x 102 >23 >23 NT AN
All 2,12 x 103 >23 >23 NT AN
Al2 4,35 x 103 >23 9,2 NT AN
A 13 4,3 x 104 >23 6,9 NT AP
A1l4 5,1 x 103 >23 2,2 NT AP
A 15 4,0 x 103 >23 >23 NT AP
A 16 1,4 x 10 23 1,1 NT AP
Al7 6,6 x 103 >23 >23 T AA
A 18 3,8 x 103 6,9 1,1 T AP
A 19 7,6 x 103 >23 51 NT AP
A 20 2,1 x10? 2,2 1,1 NT AP

Agua tratada (T); Agua ndo tratada (NT); agua de nascente (AN); &gua de poco (AP); gua de
abastecimento publico (AA). Resultados em negrito correspondem a amostras com contagem
de bactérias heterotréficas (CBH) acima de 500 UFC/mL.
Fonte: Elaborada pela autora.
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O grupo coliformes, especificamente a espécie E. coli € um importante
indicador de contaminacdo de origem fecal em amostras de agua destinadas ao
consumo humano (YAMAGUCHI et al., 2013). Observou-se no presente trabalho que
85% das amostras que apresentaram E. coli foram de 4gua néo tratada provenientes
de nascentes e pocos, 0 que evidencia a necessidade de cloracdo para garantir a
seguranca microbiolégica da agua destinada ao consumo humano. A Portaria n°
2914/2011 recomenda que a concentragao de cloro residual livre seja de 0,2 a 2 mg/L
para atender a esta finalidade. Neste estudo, foram observadas trés amostras de agua
tratada contaminadas por E. coli, das quais duas ndo apresentavam cloro residual livre
e em uma a concentracao foi de 0,15 mg/L.

Estudos realizados com aguas de nascente e po¢os também evidenciaram
a presenca de E. coli, 0 que aumenta o risco a saude dos consumidores deste tipo de
agua sem tratamento. Em estudo desenvolvido com agua de nascente da regido do
sul do Rio Grande do Sul, Colvara et al. (2009) observaram que 70% das amostras
estavam contaminadas por E. coli. J& em estudo realizado por Daneluz et al. (2015),
a presenca desta bactéria foi constatada em 84,4% das amostras de agua de nascente
e 57,8% das amostras de agua de poco de propriedades rurais da regido sudoeste do
Paranda. A presenca de E. coli na agua nao tratada é bastante variavel e pode ocorrer
em razao da deficiéncia na protecao dos poc¢os e nascentes, incluindo a falta de mata
ciliar ou vegetacao protetora, isolamento adequado da fonte por meios de cercas para
evitar que 0s animais tenham acesso a esses mananciais. Além disso, a chuva pode
contribuir para a contaminagcdo dos mananciais, pois favorece o carreamento de
materiais organicos para o interior desses (FALAVINHA; DEGENHARDT, 2014). Em
estudos realizados com amostras de aguas tratadas, a contaminacdo por micro-
organismos indicadores do grupo coliformes € baixa ou nula em sua maioria. Santos
et al. (2015) analisaram amostras de agua proveniente do sistema de tratamento do
municipio de Nova Xavantina, Mato Grosso, e verificaram auséncia de bactérias do
grupo coliforme em todas as amostras. Resultados semelhantes de auséncia de
bactérias do grupo coliformes foram observados por Santos (2015) em amostras de
agua do sistema de tratamento e distribuicdo da cidade de Currais Novos, Rio Grande
do Norte.

Em relacdo as bactérias heterotréficas nas amostras contaminadas por E.
coli, observou-se uma variagdo na contagem de 2,1 x 10! a 4,3 x 10* UFC/mL. Neste

requisito, 14 (70%) amostras apresentaram contagem maiores que 500 UFC/mL, ou
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seja, fora do limite recomendado estabelecido pela Portaria n® 2914/2011 (Tabela 1).
Estudo realizado por Silva et al (2017) em amostras de 4gua provenientes de pocos
rasos em Carmo do Rio Verde, Goias, verificou que todas as amostras analisadas
apresentaram contagem de bactérias heterotroficas acima do valor recomendado. Ja
o0 estudo de Freire e Lima (2012), realizado em amostras de agua tratada do municipio
de Olinda, Pernambuco, apresentaram contagem de bactérias heterotréficas
inferiores ao recomendado pela Portaria n°® 2914/2011. Determinar a contagem de
bactérias heterotroficas € importante, pois o aumento consideravel da populacéo
bacteriana pode comprometer a detec¢cao de micro-organismos do grupo coliformes.
Além disso, embora a maioria das bactérias heterotréficas ndo seja patogénica, pode
representar riscos a saude, como também deteriorar a qualidade da agua, provocando
odores e sabores desagradaveis (BRASIL, 2013).

Embora a maioria das estirpes de E. coli ndo seja patogénicas, alguns
trabalhos ja detectaram estirpes patogénicas destas bactérias em dgua destinadas ao
consumo humano (VITAL et al., 2012 e SAXENA et al., 2015). Além disso, elas podem
veicular genes de resisténcia a antimicrobianos, incluindo resisténcia a ampicilina e
tetraciclina (PEREIRA, 2013; VASCONCELOS et al., 2016).

5.2 AVALIACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DOS ISOLADOS DE
Escherichia coli AOS SANITIZANTES

As estipes de E. coli isoladas de amostras de agua apresentaram uma
grande variacdo na CIM aos dois sanitizantes avaliados. Algumas estirpes
apresentaram valores de CIM maior para hipoclorito de sodio, enquanto outras para
biguanida polimérica. Verificou-se que 11 (55%) isolados apresentaram CIM de 2,11
mg/L, 4 (20%) com CIM de 4,22 mg/L, 3 (15%) com CIM de 1,05 mg/L e 2 (10%) com
CIM de 8,44 mg/L para o hipoclorito de sédio. Enquanto que para a biguanida
polimérica, 13 (65%) isolados apresentaram CIM de 4,22 mg/L e 7 (35%) com CIM de
2,11 mg/L (Tabela 2).
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Tabela 2 - Concentracdo Inibitéria Minima dos isolados de E. coli aos sanitizantes

hipoclorito de sddio e biguanida polimérica.

Concentracdao Inibitéria Minima (mg/L)
Amostra [ - . - . — =
Hipoclorito de sddio | Biguanida polimérica
Al 1,05 4,22
A2 1,05 2,11
A3 2,11 2,11
A4 2,11 2,11
A5 2,11 2,11
A6 2,11 4,22
A7 8,44 4,22
A8 2,11 4,22
A9 2,11 4,22
A 10 1,05 2,11
All 4,22 4,22
Al2 8,44 4,22
A 13 2,11 4,22
Al4 2,11 4,22
A1l5 2,11 2,11
A 16 4,22 4,22
Al7 4,22 2,11
A 18 4,22 4,22
A 19 2,11 4,22
A 20 2,11 4,22

Fonte: Elaborada pela autora.

Essa variagcdo pode ocorrer em funcdo dos diferentes tipos de micro-
organismos e das respostas variadas a acdo dos sanitizantes (MACHADO et al.,
2010). Em trabalho realizado por Capita et al. (2014), com E. coli ATCC 12806,
observou-se que o CIM (239,0 mg/L) para hipoclorito de sédio foi maior do que os
encontrados no presente estudo. J& o estudo de Vazquez-Sanchez et al. (2014), com
Staphylococcus aureus ATCC 6538, verificou um CIM de 600 mg/L para hipoclorito de
sodio.

As bactérias resistentes aos sanitizantes sdo uma preocupacao constante
para a industria de alimentos, pois 0s micro-organismos patogénicos podem aderir as
superficies de equipamentos e utensilios e neles formarem biofilmes, que poderdo
contaminar os alimentos que tiverem contato com esses objetos (TEIXEIRA et al.,
2015). Além disso, bactérias resistentes podem crescer em sistemas de distribuicdo
de agua potavel sob forma de biofilmes, provocando alteracdes na qualidade
microbiolégica da dgua (CHAVES, 2004)
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5.3 PERFIL DE RESISTENCIA DOS ISOLADOS DE Escherichia coli AOS
ANTIBIOTICOS

Os resultados do teste de sensibilidade aos antimicrobianos mostraram que
100% das estirpes apresentaram resisténcia a pelo menos um dos 11 antimicrobianos
testados. Pode-se observar que todas as estirpes avaliadas foram sensiveis a
imipenem, gentamicina, ciprofloxacina, cefepime e cefoxitina, 95% a cloranfenicol,
tetraciclina e a cefotaxima, 85% a cefalexina e 20% a ampicilina. Todas as amostras

foram resistentes a amoxicilina (Tabela 3).

Tabela 3 - Perfil de resisténcia a antimicrobianos de estirpes de E. coli isoladas de
amostras de agua destinada ao consumo humano recebidas no LAAA no periodo de
2015.

Classificacao dos antibiéticos
TET | GEN | CIP | AMP | CFX

Amostra

Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
A 10
All
A1l2
A 13
Al4
A 15
A 16
Al7
A 18
A 19
A 20
Imipenem 10 mcg (IMP); Amoxicilina 10 mcg (AMO); Cloranfenicol 30 mcg (CLO); Tetraciclina
30 mcg (TET); Gentamicina 10 mcg (GEN); Ciprofloxacina 5 mcg (CIP); Ampicilina 10 mcg
(AMP); Cefalexina 30 mcg (CFX); Cefotaxima 30 mcg; (CTX); Cefepime 30 mcg (CPM);
Cefoxitina 30 mcg (CFO); Sensivel (S); Resistencia intermediaria (I); Resistente (R).
Fonte: Elaborada pela autora.
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Em ambientes aquaticos, os perfis de resisténcia encontrados em isolados
de E. coli apresentam grande variabilidade, segundo a origem da agua. Em estudo
realizado por Pereira (2013), com amostras de agua do Sistema Municipal de
Abastecimento de Agua de S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo, verificou-se que
13,88% isolados de E. coli foram resistentes a ampicilina. Vasconcelos et al. (2016),
verificou que nenhuma amostras de agua do agude de Santo Anastécio, Ceara foi
resistente a ampicilina. Em contrapartida, no presente estudo, 80% das estirpes
isoladas apresentaram resisténcia a ampicilina.

A presenca de estirpes resistentes aos antibioticos é preocupante por
dificultar o tratamento de doencas em humanos e animais. A E. coli pode causar
doencas graves, como infeccbes do trato urinario, bacteremia e meningites
(GORCHEV; OZOLINS, 2011). Segundo estudos realizados por BRAOIOS et al.
(2009), a E. coli foi o patdgeno mais comumente isolados de pacientes com infec¢ao
do trato urinario adquirida na cidade de Presidente Prudente, SP, no periodo de 2006
a 2007, sendo observado uma prevaléncia de 65,97% desses patdogenos. BRAOIOS
et al. (2009) também verificou o perfil de resisténcia a ampicilina dos isolados de E.
coli das amostras de urina, observando uma elevada taxa de resisténcia (52,1%). Para
o tratamento dessa infeccdo um dos medicamentos utilizados s&o os B-lactamicos
pertencentes a classe das penicilinas, como a ampicilina, que agem como inibidores
da sintese da parede celular (CASTANHEIRA, 2013). Desse modo, esse antibidtico
nao seria mais recomendado para o tratamento desses pacientes.

Portanto, é de fundamental importancia a realizacdo de antibiogramas para
avaliacdo do perfil de sensibilidade aos antibibticos, pois permite que os médicos
escolham, entre as diversas alternativas terapéuticas, os antibiéticos mais indicados
ao tratamento. Além disso, investigar a resisténcia destes micro-organismos isolados
de agua é importante devido ao desenvolvimento de bactérias multirresistentes,
patogénicas ou comensais de seres humanos e animais, e a sua disseminacéo no

meio ambiente.
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6 CONCLUSAO

e Observou-se que um baixo numero de amostras de agua analisadas no LAAA
no ano de 2015 estavam contaminadas por E. coli. Em sua maioria, estas amostras
foram provenientes de nascentes e poc¢os (agua ndo tratada), evidenciando a
importancia da cloracdo para garantir a seguranca microbiolégica da agua
destinada ao consumo humano.

e Grandes variacbes na CIM de hipoclorito e biguanida polimérica foram
observadas entre os isolados de E. coli avaliados. A veiculacdo destes isolados
com variado perfil de resisténcia a sanitizantes para a indastria de alimentos
através de 4gua contaminada pode comprometer o processo de higienizacédo e
levar a formacdo de biofilmes e, consequente, contaminacdo dos alimentos
fabricados.

e Todas as estirpes de E. coli isoladas das amostras de agua destinadas ao
consumo humano foram resistentes a pelo menos um dos 11 antibiéticos testados,
com maiores taxas de resisténcia para amoxicilina e ampicilina. A presenca de
micro-organismos multirresistentes a antibidticos em agua pode favorecer a
disseminagéo de genes de resisténcia para diferentes ambientes e dificultar o

tratamento de doencas em humanos e animais.
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