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RESUMO

Este trabalho objetivou caracterizar a resisténcia antimicrobiana de 43 cepas de Escherichia coli
isoladas do acude Santo Anastacio (Fortaleza, CE), durante os meses de janeiro a abril de 2007.
As cepas foram submetidas a testes de suscetibilidade a oito antimicrobianos, tendo 67,4% delas
apresentado sensibilidade a todos. Observou-se resisténcia a tetraciclina (25,6%), ao sulfazotrin
(18,6%), ao acido nalidixico (9,3%) e a ciprofloxacina (4,7%). Nenhuma resisténcia foi observada
aos betalactamicos. Nove (21%) cepas apresentaram multirresisténcia, com um percentual de 78 %
pararesisténcia cromossdmica e 56 % pararesisténcia plasmidial. A presenca de bactériasresistentes
pode estar relacionada ao langamento de antimicrobianos nas dguas através de esgotos, sendo que
o uso inadequado dessas dguas pode comprometer a satide da populagdo.
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ABSTRACT

RESISTANCE PROFILE OF ESCHERICHIA COLI ISOLATED FROM THE ENVIRONMENT.
The aim of this study was to determine the antimicrobial resistance of 43 Escherichia coli strains
isolated from the Santo Antonio weir (Fortaleza, CE, Brazil) from January to April 2007. Suscep-
tibility tests performed with 8 antimicrobials indicated that 67.5% of the strains were susceptible
to all of them. Resistance to tetracycline (25.6%), sulfazotrim (18.6%), nalidixic acid (9.3%), and
ciprofloxacin (4.7 %) was observed. The strains did not show resistance to betalactamics. Nine strains
(21%) were multiresistant, the resistance being chromosome (78%) and plasmid (56 %) mediated.
The presence of resistant bacteria may be related to antimicrobials in the sewage discharged into
the weir, and the inappropriate use of this body of water may pose human health risks.

KEY WORDS: Antimicrobials, resistance profile, superficial waters, E. coli.

sanitdrias em diversas comunidades urbanas. Com
isso, a descarga de efluentes nos reservatérios tem

INTRODUCAO

Em regides com pouco suprimento de agua é
comum a utilizacdo de acudes como fonte de abas-
tecimento para humanos e animais. Essas aguas sao
susceptiveis a contaminagdo, em virtude do despejo
de fossas e esgotos, dejetos industriais e lixo, contri-
buindo para o aumento de micro-organismos como
oscoliformes, Salmonella e Pseudomonas, dentre outros
(VIEIRA; FACANHA, 1994), colocando em risco a satide
da populacao consumidora (AMARAL ef al., 2006).
O uso dos corpos hidricos como receptaculo para
efluentes organicos aumentou com o crescimento
populacional, agravando o declinio das condi¢des

contribuido para o aumento da contaminagao por
micro-organismos patogénicos (Esteves, 1998), in-
cluindo aqueles portadores de genes de resisténcia
antimicrobiana (MEIRELES-PEREIRA et al., 2002) me-
diados por plasmideos R (BooN; CaTTaNacH, 1999).

Escherichia coli, principal agente etiol6gico de
infecgdes entéricas causada pela dgua e alimentos
contaminados, principalmente em grupos popula-
cionais que ndo dispdem de sistema de saneamento,
ou se apresentam vulneraveis como os idosos e
criangas imunocomprometidos (VIERA et al., 2004),
é oindicador de contaminacao de origem fecal mais
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comumente utilizado, pois ocorre em grande nimero
na microbiota intestinal de humanos e animais (
AMARAL et al., 2003).

Por outro lado, o estudo da resisténcia antimi-
crobiana dos organismos indigenos da dgua é de
suma importancia, uma vez que pode indicar o grau
de alteracdo dos ecossistemas pela acdo humana,
além de servirem de reservatérios para genes de
resisténcia (Boon; CatranacH , 1999; BAQuUERro et al.,
2008). A resisténcia microbiana pode ser transferida
por diversos mecanismos, podendo estabelecer-se
entre espécies da mesma populacdo ou diferentes
populagdes, tanto da microbiota animal para a hu-
mana como vice-versa (NISTEN et al., 1993).

Oteste desuscetibilidadea antimicrobianos avalia
a sensibilidade dos micro-organismos a diferentes
agentes (MEIRELES-PEREIRA et al., 2002). Em virtude
da complexidade dos mecanismos de resisténcia, a
selecdo de drogas apropriadas tanto para o teste de
susceptibilidade, quanto para a terapia antimicro-
biana, torna-se uma missao cada vez mais dificil,
podendo levar ao aumento da morbidade e da
mortalidade dos pacientes tratados incorretamente.

Para Mouraetal. (2009), érelevante o conhecimen-
todasreais condi¢des dos mananciais superficiais que
abastecem as cidades, a fim de contribuir significati-
vamente para a promocao efetiva de planejamentos
que visem melhorar a qualidade microbiolégica dos
referidos mananciais, caso seja necessario. Assim,
o objetivo deste trabalho foi determinar o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos de cepas de E. coli
isoladas nas dguas do acude Santo Anastacio.

MATERIAL E METODOS

Foram testadas 43 cepas de E. coli isoladas de
amostras de dgua provenientes do agude Santo
Anastécio (Fortaleza, CE), no periodo de janeiro a
abril de 2007. A identificacdo das amostras foi con-
firmada pelo isolamento de coldnias caracteristicas
em agar EMB (Difco) e testes bioquimicos (Indol,
Vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato)
(MEHLMAN et al.,1984).

O método utilizado no teste de antibiograma
seguiu as recomendagoes do Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI (CLSI, 2007). Utilizaram-se
colonias crescidas em meio agar tryptone soy (TSA
- Difco) por 24 h. Posteriormente, foram retirados in-
Oculos das amostras e colocados em 10 mL de solucédo
salina 0,85%, até atingira turvagao correspondente ao
tubo 0,5 da escala McFarland aferida em espectrofotd-
metro (Micronal, mod. B542). A suspensao bacteriana
foisemeada uniformemente em placas contendo agar
Miieller-Hinton com auxilio de suabes esterilizados.
Apbs absorcao do inéculo no meio por alguns minu-
tos, os discos de antibidticos foram depositados com

pinga esterilizada e as placas foram incubadas a 37° C
por 24 h. Seguido esse periodo, foi efetuada a leitura
dos halos de inibicao utilizando-se paquimetro e,
de acordo com seus tamanhos, as cepas foram clas-
sificadas em sensiveis, intermediérias e resistentes.
Todos os ensaios foram realizados em duplicata e
os testes foram acompanhados usando-se a cepa
padrdo E. coli ATCC 25922, cujas variacdes aceitaveis
para as medidas dos halos de inibi¢do encontram-se
estabelecidas no CLSI (2007). Os antibiéticos testados
foram: Ampicilina (10 pg), Acido Nalidixico (30 pg),
Cefoxitina (30 pg), Ciprofloxacina (5 pg), Imipinem
(10 pg), Nitrofurantoina (300 pg), Sulfazotrin (25 pg)
e Tetraciclina (30 pg).

A presenca ou auséncia de plasmidios-R foi
testada para as cepas que apresentaram perfil de
multirresisténcia aos antimicrobianos testados.
Como agente de curafoi utilizado o Acridine Orange
(AO)naconcentracaode100 pg/mL. Ascepasforam
crescidas em caldo Soja Triptona (TSB), incubadas
por 24h a 30° C em estufa bacteriolégica. Ap6s esse
periodo, aliquotas de 200 pL foram adicionadas aos
tubos contendo caldo Luria Bertani (LB) (controle) e
aos tubos contendo caldo LB + AO que foram logo
em seguida incubados em banho-maria com agita-
¢do constante por 24 h a 30° C. As culturas crescidas
nesses caldos foram submetidas novamente ao teste
deantibiograma frente aos antimicrobianos aos quais
haviam apresentado resisténcia anteriormente para
determinagdo de alteracdo no perfil de resisténcia
(MoLiNa-AJA et al., 2002).

O indice de multipla resisténcia a antimicrobia-
nos (indice MAR) foi calculado como o ntmero de
antimicrobianos ao qual determinado isolado foi
resistente sobre o namero total testado (oito, nesse
caso), multiplicando-se o valor final por 100 para
obtencao dos resultados em percentuais (HIrscH et
al., 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de suscetibilidade aos
agentes antimicrobianos mostraram que 32,6% (14)
das cepas apresentaram resisténcia a pelo menos
um dos oito antimicrobianos usados. Os rios sdo
considerados os principais receptores deresiduos de
antimicrobianos, devido o recebimento de esgotos
urbanos, industriais e hospitalares (FUENTEFRIA ef al.,
2008). Por isso, a presenca dessas drogas em dguas
residuais tem provocado um impacto significativo
na selecao de bactérias resistentes e presentes na
dgua e no sedimento (KUMMERER, 2003).

Os antimicrobianos ampicilina, cefoxitina e imipe-
nem apresentaram eficiéncia de 100% sobre as cepas
(Tabela1). Resultados semelhantes foram encontrados
por MARTINHAGO et al. (2008), ao avaliarem o perfil de
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susceptibilidade de E. coli isoladas do Lago Municipal
em Cascavel, PR, e diferente de MeLo (2006) que rela-
tou resisténcia a ampicilina de 20% em E. coli isoladas
da lagoa do Parque Estadual do Rio Doce, MG. Essa
diferenca de relatos demonstra que a presenca de or-
ganismos antibidticos-resistentes ou genes-resistentes
na agua doce varia de acordo com alguns parametros
como, por exemplo, proximidade com areas que uti-
lizam antibiéticos, como éreas de cultivo ou esgotos
hospitalares, aguas poluidas com esgotos industriais,
devido osmetais contribuiremnoaumento daresistén-
cia antimicrobiana ou, ainda, as diferentes esta¢des do
ano, sendo mais frequente o aumento da resisténcia no
periodo chuvoso (PeAK et al., 2007).

Resisténcia a tetraciclina e ao sulfazotrin foi obser-
vada em 25,6 e 18,6 %, respectivamente, dos isolados
(Tabela 1). ScHNEIDER et al. (2009), estudando cepas de
E. coli isoladas de dguas superficiais em Santa Cata-
rina, relataram resisténcia a tetraciclina em 28,8 % dos
isolados. A tetraciclina é comumente utilizada como
umantimicrobiano de primeira linha sendo, frequent-
emente, utilizada previamente a determinacao do
perfil de resisténcia do patégeno (SayaH et al., 2005).
A resisténcia a esse antimicrobiano é mediada por
plasmideos, queapresentam umaamplavariedade de
determinantes genéticos. Estudos demonstraram que
bactérias do solo ao adquirir resisténcia a tetraciclina
quando exposta ao ambiente atua como reservatério
deresisténcia aosanimais hospedeiros (Rysz; ALVAREZ,
2004; SAYAH et al., 2005).

Resisténcia as quinolonas, como o ciprofloxacino
(4,7%) e o acido nalidixico (9,3%) (Tabela 1), ndao
tem sido associada a transferéncia génica, mas a
expressdo de uma capacidade intrinseca da E. coli
em desenvolver resisténcia quando exposta a um
ambiente com pressao seletiva. Essa pressdo pode
ser exercida por qualquer uma das quinolonas ou
fluoroquinolonas, resultando em resisténcia a todo
o grupo (WEesBER; PibpOCK, 2001, SiLva et al., 2008). O
ciprofloxacino é uma quinolona de segunda geragao
e a menor resisténcia observada ocorre porque essa
droga se equivale as quinolonas de terceira geracdo
e a sua potencia mais diferenciada, principalmente
contraenterobactérias e pseudomonas (TAvAREsetal.,
2009). Comportamento semelhante foi relatado por
ScHNEIDER et al. (2009), a0 observarem maior resistén-
ciaaoacidonalidixico (25,9%) do que o ciprofloxacino
(1,95%) emisolados de E. coli provenientes de aguas
subterraneas e superficiais.

Resisténcia microbiana em organismos que ndo
sao considerados patdégenos primdrios é de suma
importancia, principalmente para aqueles que car-
regam o plasmideo R de resisténcia, uma vez que
a transferéncia desses entre linhagens taxonomicas
proximas (FArs et al., 2005) cria uma variabilidade
genética sobre a qual atua a selecdo natural, dando
vantagens aos mais aptos (Mora et al., 2005).

Quando avaliado o perfil de suscetibilidade
das E. coli por grupos de antimicrobianos usados
(B-lactamicos, tetraciclinas, quinolonas, nitrofuranos
e sulfonamidas), somente aos [-lactdmicos as cepas
ndo apresentaram resisténcia (Tabela 1). Os bacilos
gram-negativos entéricos sdo, na atualidade, amp-
lamenteresistentes aos antimicrobianos tradicional-
mente ativos, tais como sulfonamidas, a ampicilina,
cefalosporinas de terceira geracao e fluoroquinolonas
(Tavares, 2009). A susceptibilidade das cepas de E.
coli aos betalactamicos é satisfatéria uma vez que
este grupo de drogas tem sido o mais utilizado no
controle de doencas infecciosas.

Resisténcia as quinolonas (acido nalidixico e o
ciprofloxacino) tem emergido como um importante
problema de satide publica, resultante da sua livre
utilizagdo na aquicultura e nos processos industriais
de producdo animal (Jacosy, 2005).

Com relacdo ao perfil de multirresisténcia, foi
observado que 21% dos isolados apresentaram
resisténcia a uma combinagdo de agentes antimi-
crobianos incluindo a tetraciclina (89 %), sugerindo
que a utilizacdo de determinados agentes antimi-
crobianos, principalmente de amplo espectro de
agdo, contribui para o aparecimento de resisténcia
(Mora et al., 2005). Monorresisténcia foi observada
apenas para tetraciclina (21%) e sulfazotrin (7%).
De acordo com a literatura, hd4 um aumento de
multirresisténcia entre as cepas de E. coli isoladas
de varios ecossistemas (Ourpou et al., 1999; Fars et
al., 2005). CARDONHA et al. (2004), avaliando o perfil
deresisténcia de cepasisoladas em diferentes praias
na cidade de Natal, RN, observaram que 35,9% das
E. coli apresentavam-se resistentes a um ou mais
antimicrobianos.

Osresultados doindice MAR (Mltipla Resistén-
ciaa Antimicrobianos) para os43isolados mostraram
que9(21%) cepasapresentaramindice MARigual ou
superior a 25%, ou seja, resisténcia associada a dois
ou mais dos oito antimicrobianos testados (Tabela
2). O elevado indice de resisténcia encontrada esta
ligadoafendmenos de pressaoseletiva, que atuariam
favorecendoainstalacao, manutencdo e propagagao
de caracteristicas de resisténcia entre as populacoes
bacterianas noambiente aquatico (BELDA JuNiORet al.,
2005; HirscH et al., 2006).

Quando avaliado se o perfil de multirresisténcia
das amostras testadas era devido a mutagdes cro-
mossOmicas ou plasmidial observou-se que, para
algumas cepas, a resisténcia a tetraciclina (38%),
acido nalidixico (50%), nitrofuratoina (100%) e sul-
fazotrim (14%) foi plasmidial (Tabela 2). Segundo
CARNEIRO et al. (2007), os plasmideos podem carrear
determinantes de resisténcia simultinea a varias
drogas, levando ao fendmeno de selegdo cruzada e
aumentando ondmero de bactérias multirresistentes
em determinado ambiente.
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Tabela 1 - Percentual de suscetibilidade antimicrobiana de Escherichia coli, isoladas da agua do agude Santo Anastécio

(Fortaleza, CE).
o Resistente Intermediario Sensivel
Grupos de antibiéticos S S S
n % n % n %
Betalactamicos
- Ampicilina 0,0 0,0 0,0 0,0 43 100
- Cefoxitina 0,0 0,0 0,0 0,0 43 100
- Imipenem 0,0 0,0 0,0 0,0 43 100
Tetraciclina
- Tetraciclina 11,0 25,6 1,0 2,3 31 72,1
Quinolonas
- Ac. nalidixico 4,0 9,3 0,0 0,0 39 90,7
- Ciprofloxacino 2,0 4,7 0,0 0,0 41 95,3
Nitrofuranos
- Nitrofurantoina 0,0 0,0 1,0 2,3 42 97,7
Sulfonamidas
- Sulfazotrim 8,0 18,6 0,0 0,0 35,0 81,4

Tabela 2 - Indice de maltipla resisténcia a antimicrobianos
(MAR) e perfil de resisténcia plasmidial de Escherichia coli
isoladas dadgua doacude Santo Anastacio (Fortaleza, CE).

Cepa Antimicrobianos MOAR Resisténgia
(%) plasmidial

4 TET, SUF 25 TET

9 TET, CIP, SUF, NAL 50 -

28 NIT, TET 25 NIT, TET

33 TET, NAL 25 NAL

35 TET, CIP, SUF, NAL 50 -

36 TET, SUF 25 TET

38 SUF, NAL 25 SUF, NAL

43 TET, SUF 25 -

Nos isolados com indice MAR de 50% (duas
cepas), aresisténcia ocorreu de formacromossomial,
uma vez que essa caracteristicando foi perdida. Am-
basapresentaramresisténciaa tetraciclina. AKORTHA;
EcBuLE (2008) também relataram resisténcia a tet-
raciclina mediada por cromossomo. A resisténcia
cromossdmica depende de mutagdo espontanea,
embora seja raro; ela é dirigida quase sempre a uma
s6 droga e os genes transferidos com frequéncia
relativamente baixa, apresentam impacto clinico
menor que o da resisténcia plasmidial. No presente
estudo constatou-se que a resisténcia cromossdmica
esteve relacionada a duas ou mais drogas. Além
disso, bactérias sensiveis podem receber genes cro-
mossOmicos mutantes de bactérias ja resistentes,
através dos processos de transformacao, conjugacao
e transducao (ALTERTHUM, 2008).

A presenca de linhagens de E. coli resistentes
a antimicrobianos é preocupante por dificultar o
tratamento de doencas em animais e humanos,
agravando os quadros clinicos curaveis (Mota et

al., 2005). Desta forma, a abordagem da resisténcia
aos antimicrobianos constitui um dos parametros
para definir o grau deimportancia de umalinhagem
bacteriana associada a uma patologia (VoN Baum;
MaRRE, 2005), devendo-se estabelecer melhores cri-
térios para a qualidade da dgua quanto a presenca
de E. coli através de monitoramento constante dos
corpos d’agua.

CONCLUSAO

Osresultados obtidosapontam asdguas doagude
Santo Anastéacio como reservatério na disseminagao
de estirpes de E. coli com elevado grau de resistén-
cia a diversos antimicrobianos, principalmente a
tetraciclina. A presenca de bactérias com perfil de
multirresisténcia demonstra anecessidade daadogao
de medidas que controlem a disseminagdo de genes
de resisténcia visando a redugdo na sua circulagao.
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