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Resumo: O presente trabalho teve por objetivo pesquisar a presenca de enterobactérias resistentes a diferentes
antimicrobianos nas aguas de pocos tubulares perfurados na regido de Santa Teresa e Santa Maria de Jetiba — ES.
Para isso foram coletadas amostras de 10 pocos, sendo cinco pocos em cada localidade. Essas amostras foram
submetidas a testes laboratoriais para isolamento e identificagdo das bactérias presentes e posteriormente o
antibiograma para enterobactérias. Na cidade de Santa Teresa 60% dos pontos de coleta apresentaram
contaminagdo microbiana, ja em Santa Maria de Jetibd, 80% dos pocos estavam contaminados. Houve uma
prevaléncia de coliformes totais, tais como Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloaceae, Enterobacter
gergoviae e Serratia rubideae. Dentre as enterobactérias isoladas 33,4% apresentaram resisténcia a cefalotina e a
tetraciclina e 16,7% a gentamicina. A contaminacdo microbiana em pocos tubulares, e ainda a presenca de
contaminantes com resisténcia a antimicrobianos, mostra um consideravel nivel de interferéncia humana nesses
ecossistemas, evidenciando a necessidade de um cuidado com a forma de utilizag&o dessas aguas, principalmente
se a mesma estiver sendo utilizada em ambientes que lidam com a satide humana.

Palavras-chave: Pocos Tubulares. Enterobactérias. Resisténcia Bacteriana. Contaminacéo.

Abstract: This study aimed to investigate the presence of enteric bacteria resistant to different antimicrobials in
water wells constructed in the region of Santa Teresa and Santa Maria de Jetiba - ES. For they were collected
samples from 10 wells and five wells of each city. These samples were subjected to laboratory tests for isolation
and identification of bacteria and then the antibiogram for enterobacteria. In Santa Teresa 60% of the collected
sites showed microbial contamination, as in Santa Maria de Jetiba, 80% of wells were contaminated. There was a
prevalence of total coliform bacteria, such as Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloaceae, Enterobacter
gergoviae and Serratia rubideae. Among the enterobacterial 33.4% were resistant to cephalothin and tetracycline
and 16.7% to gentamicin. Groundwater microbial contamination, and even the presence of contaminants with
antimicrobial resistance, indicates a considerable level of human interference in these ecosystems, highlighting the
need for careful about how to use these waters, especially if it is being used in environments that deal with human
health.

Keywords: Water wells. Enterobacterial. Bacterial resistance. Contamination.

1 INTRODUCAO humano, ja que a maior parte da reserva dessa
agua em nosso planeta ndo é encontrada na

A &gua é um liquido indispensavel a forma potavel (BARROS e AMIN, 2008).

todas as formas de vida na Terra. Entretanto, Todavia, devido a uma série de fatores que
do total existente no planeta, somente um restringem a utilizacdo das aguas superficiais,
pequeno percentual, referente a 4gua doce, como a contaminacdo por efluentes
pode de fato ser usada para o consumo domesticos, hospitalares e industriais e o
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aumento dos custos da sua captacdo e
tratamento, faz com que a agua subterranea,
obtida pela perfuracdo de pocos tubulares,
seja uma alternativa viavel aos seus usuarios e
tem apresentado uso crescente nos Ultimos
anos (SILVA et al., 2002; ECKHARDT etal.,
2009).

No Brasil, a captacdo de é&gua
subterranea por meio de pocos é bastante
utilizada para o abastecimento publico, até
mesmo por hospitais, hotéis e industrias.
Porém, ndo € comum a realizacdo de analises
frequentes dessas aguas, nem a pesquisa de
possiveis contaminantes, tornando o seu uso
algo de cunho duvidoso (REBOUCAS, 2004).

Diversos tipos de bactérias podem ser
encontradas nas aguas subterraneas, e dentre
0s principais patdgenos contaminantes,
merecem destaque a presenca de bactérias do
grupo dos coliformes, bastonetes gram
negativos que sdo divididos em coliformes
totais e os termotolerantes (MOTTA et al.,
2014).

Diante da presenca de contaminagéo
microbiana faz-se necessaria a avaliacdo da
gualidade da agua subterrdnea usada para
consumo humano, principalmente em relacéo
ao aspecto microbiolégico, considerando
ainda a presenca de bactérias que possuam
ainda resisténcia a farmacos antimicrobianos,
uma realidade ja encontrada em algumas
regides brasileiras, tais como Nordeste e
Sudeste (VASCONCELOS et al., 2010;
CHAGAS et al., 2011; COUTINHO et al.,
2013).

No meio ambiente aquatico a
resisténcia bacteriana pode ocorrer através de
uma pressao seletiva, que é imposta muitas
vezes pelos seres humanos ao contaminar esse
ambiente com dejetos contendo
principalmente metais pesados, bem como
resquicios de antibidticos, que podem vir de
descarte de esgotos ou através da aquicultura
guando esta é feita sem cuidados com as
praticas corretas de producdo. Essa pressao
seletiva, apesar de ndo ser tdo intensa quanto
a de um ambiente hospitalar, também causa
seus efeitos (COLVARA et al., 2009;
VASCONCELOS et al., 2010; COSTA et al.,
2012; GASTALHO et al., 2014). Além disso,
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bactérias resistentes podem se estabelecer
através da competicdo natural entre filos
bacterianos, que em alguns casos acontece
independente da contaminacdo do local onde
essas bactérias se encontram (ALLEN et al.,
2009; DAVIES e DAVIES, 2010; D’COSTA
et al., 2011; FORSBERG et al., 2014;
GIBSON et al., 2014).

Fendmenos como a troca de genes e a
selecdo natural podem explicar o aumento da
resisténcia bacteriana. A troca dos genes
moveis entre esses micro-organismos (via
plasmideos, transposons e integrons), pode
ocorrer por conjugacdo, transformacdo ou
ainda transducdo bacteriana, e nesses casos
tais genes podem conferir diferentes
mecanismos de resisténcia a essas bacterias,
tornando  assim a  associagdo  do
antimicrobiano mais dificil (PEHRSSON et
al., 2013). J& no que diz respeito a selecdo
natural, as bactérias desenvolveram a
resisténcia apds anos de competicdo uma com
as outras, sobrando somente aquelas que
possuiam algum tipo de resisténcia a
substancias antimicrobianas produzidas por
sua “rivais”. Esse processo gerou o que
chamamos atualmente de  resisténcia
intrinseca, com a bactéria ja apresentando um
fenotipo resistente a certas substancias de
acdo microbicida, tornando assim a resisténcia
uma caracteristica fisiologica da mesma
(DANTAS e SOMMER, 2012; PEHRSSON
etal., 2013).

O ambiente aquatico pode ser
considerado um facilitador na troca de
elementos genéticos moveis. A existéncia de
um elevado nimero de micro-organismos e o
contato com aquelas bactérias que apresentam
algum tipo de resisténcia possibilita uma alta
frequéncia de troca desses elementos, que
muitas vezes sdo codificadores de resisténcia
aos antibioticos (BERMAN e RILEY, 2013;
COUTINHO et al., 2013). Atraves desse
contato muitas bactérias, que antes nao
apresentavam resisténcia, podem vir a
apresentar, fendmeno conhecido como
resisténcia adquirida. Eventos como estes sao
importantes para a difusdo de resisténcia aos
antimicrobianos (LIMA et al., 2006; GIBSON
etal., 2014; MARTINEZ et al., 2014).
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E de fundamental importancia o
conhecimento do comportamento bacteriano
em diferentes ambientes, bem como do
fendmeno da resisténcia bacteriana, ndo sé no
ambiente hospitalar, mas também em
diferentes ecossistemas. Estudos que abordam
tais temas contribuem tanto para o0
entendimento de como surgem  0S
mecanismos de resisténcia quanto para 0 uso
de propostas que ajudem a limitar a chegada
das mesmas ao ambiente hospitalar, ja que
muitas vezes as tentativas de inibi-las,
geralmente com o uso de medicamentos, sdo
responsaveis por selecionar e até aumentar a
disseminacéo desses mecanismos
(MARTINEZ, 2008; DANTAS e SOMMER,
2014). O presente trabalho teve por objetivo
de contribuir com 0 aumento do conhecimento
sobre a dispersdo de genes de resisténcia no
meio ambiente e influencia humana sobre as
mesmas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta IN SITU

No total foram coletadas 10 amostras
de pocos tubulares na regido serrana do
Espirito Santo, sendo cinco dentro dos limites
da cidade de Santa Teresa- ES e cinco nos
limites da cidade de Santa Maria de Jetibé-
ES. Com intuito de apresentar a localizagédo
dos pocos foi utilizado o aplicativo
computacional QGIS 2.82 para especializar os
pontos em mapas georeferenciados (Figura 1
e 2). Os pogos a serem amostrados foram
escolhidos de forma aleatdria, devendo
obedecer a dois critérios: estarem em
operacdo no momento da coleta e serem
utilizados para consumo humano. As amostras
foram coletadas com recipientes estéreis e
conservadas em baixa temperatura para
manutencdo das caracteristicas bioldgicas.
Nas coletas foi adotado o procedimento de
purga com o intuito de se obter uma amostra
que fosse representativa do meio, para isso foi
desprezada toda a agua que saiu durante os
primeiros 30 segundos.
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Figura 1 - Mapa de localizacdo dos pontos de coleta em Santa Teresa-ES
Figure 1 - Map of location of collection points in Santa Teresa-ES
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Figura 2 - Mapa de localizagdo dos pontos de coleta em Santa Maria de Jetiba-ES
Figure 2 - Map of location of collection points in Santa Maria de Jetiba-ES

2.2 Analise das Amostras

As amostras de agua foram levadas
para o laboratorio de microbiologia da
faculdade S&o Francisco de Assis e 0s testes
foram realizados em duplicata. Um mL de
cada amostra de agua foi semeado em cinco
mL de meio de cultura do caldo Brain Heart
Infusion (BHI), apds seu crescimento foi feito
0 repique no meio de cultura &gar sangue
(AS), em alguns casos o repique foi repetido
para promover o isolamento da col6nia. As
coldnias isoladas foram submetidas aos testes
da série bioquimica para a identificacdo de
enterobactérias, para esse teste foram usados
os agares triple sugar iron (TSI), meio SIM
(motilidade, indol e sulfto), Citrato de
Simmons e Ureia. Para o teste de resisténcia
foram usados 0s seguintes antibioticos:
Cefalotina, Sulfametoxazol/Trimetropim,
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Ampicilina, Ceftriaxona, Cefepime,
Tetraciclina, Meropenem, Ciprofloxacina,
Cloranfenicol, Gentamicina e Ceftazidima,
pois estes sdo mais comumente usados em
tratamentos ambulatoriais. O teste de disco-
difusdo ocorreu seguindo as normas da CLSI
- CLINICAL LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE (2012).

3 RESULTADOS

Na cidade de Santa Teresa 60% dos
pontos de coleta apresentaram contaminagéo
microbiana, e em amostras coletadas em trés
pocos (B, D e E) foi observado o crescimento
de dois micro-organismos diferentes. J& na
cidade de Santa Maria de Jetiba, 80% dos
pocos (F, G, H e I) estavam contaminados
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Crescimento bacteriano nas cidades de Santa Teresa e Santa Maria de Jetiba-ES

Table 1 - Bacterial growth in the cities of Santa Teresa and Santa Maria de Jetiba -ES

Santa Teresa Santa Maria de Jetiba
Crescimento Bacteriano Ponto de Coleta Crescimento Bacteriano

Ponto de Coleta

Ponto A N&o houve crescimento  Ponto F Enterobacter cloacae

Ponto B Klebsiella pneumoniae, Bacillus sp. Ponto G Bacillus sp., Klebsiella oxytoca

Ponto C N&o houve crescimento  Ponto H Enterobacter cloacae, Serratia
rubideae, Enterococcus sp.

Ponto D Bacillus sp., Enterobacter gergoviae Ponto | Bacillus sp.

Ponto E Bacillus sp., Chryseobacterium sp.  Ponto J N&o houve crescimento

encontradas nos pocos artesianos das
cidades de Santa Teresa e Santa Maria de
Jetiba -ES.

As tabelas 2 e 3 apresentam o
resultado do perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos  das  enterobactérias

Tabela 2 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das enterobactérias isoladas em Santa Teresa-ES
Table 2 - Profile of antimicrobial susceptibility of enterobacteria isolated in Santa Teresa-ES

Antimicrobianos

Bactérias isoladas

O — pd — o = = N @) — o

x N L L = o e < | Ll >

c o o o o s o O o0 F <
Klebsiella pneumoniae S S S RO S S S S S S Ri13
Enterobacter gergoviae S S S RO S S S S S S RI13

S — Sensibilidade, R — Resisténcia (ndmero apds o R indica o tamanho do halo de inibigdo em mm)
CRO — Ceftriaxona, SZT — Sulfametrim, GEN — Gentamicina, CFL — Cefalotina, CIP — Ciprofloxacina, MPM —
Meropenem, CPM — Cefepime, CAZ — Ceftazidima, CLO — Cloranfenicol, TET — Tetraciclina, AMP — Ampicilina

Tabela 3 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das enterobactérias isolados em Santa Maria de Jetiba-ES
Table 3 - Antimicrobial susceptibility profile of enterobacteria isolated in Santa Maria de Jetibd-ES

Antimicrobianos

Bactérias isoladas

O - pd I o = = N O — o

o N w T = o o < | L =

O n o O O s O o O [ <
Enterobacter cloacae S S S RO S S S S S S R12
Klebsiella oxytoca S S S RI10 S S S S S S S
Enterobacter cloacae S S R7 RO S S S S S R9 R9
Serratia rubideae S S S RO S S S S S 115 RO

S — Sensibilidade, R — Resisténcia, | — Resisténcia intermediaria (nitmero ap6s o R e 1, indica o tamanho do halo
de inibicdo em mm) CRO — Ceftriaxona, SZT — Sulfametrim, GEN — Gentamicina, CFL — Cefalotina, CIP —
Ciprofloxacina, MPM — Meropenem, CPM — Cefepime, CAZ — Ceftazidima, CLO — Cloranfenicol, TET —
Tetraciclina, AMP — Ampicilina
4 DISCUSSAO bactérias do grupo coliformes, o que indicaria
um  comprometimento na  qualidade

No presente  trabalho, houve microbioldgica dessas aguas. Entretanto, os

crescimento bacteriano em 70% das amostras
coletadas dos pogos, destes, 71,4% eram
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pocos A e C da cidade de Santa Teresa e 0
poco J de Santa Maria de Jetiba, ndo
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apresentaram crescimento bacteriano. O
ponto A ndo apresentou contaminacao
provavelmente por possuir sua localizacdo
isolada da zona urbana e da eliminacdo de
detritos humanos. Ja o ponto C ndo apresentou
contaminacgdo em raz&o da sua ocupacao, pois
mesmo estando em regido urbana possui uma
area preservada ao seu redor. No caso do
ponto J, a auséncia de contaminacgdo pode ser
justificada por ser um po¢o novo (um més de
construcdo), pela sua profundidade de 12
metros e por estar localizado distante de
grande ocupacdo urbana. Contudo, o fato de
nenhuma bactéria ter sido encontrada néo
descarta a existéncia das mesmas nos locais
analisados.

As enterobactérias isoladas fazem
parte do grupo dos coliformes totais,
indicadores utilizados para monitorar a
potabilidade da &gua. Neto et al. (2013)
também encontraram contaminagdo por
coliformes totais, ao avaliar a qualidade da
agua subterrdnea em comunidade do litoral
cearense, onde 90% dos pogos analisados
estavam contaminados, bem como Motta et al.
(2014) que avaliaram a qualidade da agua
subterranea no Vale do Itajai-SC, onde
2553% das amostras  apresentaram
contaminacéo por coliformes totais.

Ainda, com relacdo as espécies de
coliformes totais encontrados, houve uma
prevaléncia das pertencentes aos géneros
Klebsiella sp, Serratia sp e Enterobacter sp.
Nossos resultados corroboram com as
pesquisas de Silva et al (2013) ao analisarem
pocos na regido de Curitiba-Brasil, bem como
por Kumar et al (20132) ao analisar aguas de
pocos usadas para consumo humano na india.
Contudo, diferente de outros trabalhos, em
nenhum dos pontos de coleta do presente
trabalho foi encontrada a E. coli, que é
principal indicador da presenca de coliformes
de origem fecal.

Quanto ao perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos das enterobactérias encon-
tradas, 33,4% apresentaram resisténcia a cefa-
lotina e a tetraciclina, e 16,7% dos isolados, a
gentamicina.

A resisténcia a cefalotina foi encon-
trada nas duas espécies de Klebsiella, esse
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antimicrobiano, do grupo das cefalosporinas,
¢ largamente utilizado em infeccdes
hospitalares. Resultados semelhantes também
foram encontrados por Chagas et al. (2011) na
cidade do Rio de Janeiro e Figueira et al.
(2012) na regido de Porto em Portugal. Essa
taxa consideravel de resisténcia a cefalotina
pode provavelmente ter ocorrido em razédo da
utilizagdo em excesso de betalactamicos e
cefalosporinas, e descartados pela populacéo.
Tais drogas induzem a selecdo de bactérias
gque possuem o gene bla, um indutor da
producdo de betalactamases, enzimas que
degradam os farmacos betalactamicos como
as cefalosporinas. Isso dificulta os tratamentos
para infeccdes por Klebsiella spp. e também
aumenta a morbidade e mortalidade em
hospitais (RIAZ et al., 2012 UPADHYAY e
PARAJULLI, 2013; FREITAS, 2014).

A Enterobacter cloacae foi a bactéria
que apresentou um maior numero de
resisténcias (Tabela 3). A resisténcia
encontrada a gentamicina pode acontecer
através de uma mutacdo que leva a producao
da bomba de efluxo AcrAB-TolC, por parte de
algumas cepas, podendo conferir a esse
patogeno até multirresisténcia. A gentamicina
pertence a classe dos aminoglicosideos, um
grupo de antibidticos eficientes contra varios
tipos de Dbactérias Gram negativas,
principalmente Enterobacter spp., e por isso 0
isolamento de uma amostra resistente a essa
droga € significativo (HE et al.,, 2011,
CASTANHEIRA, 2013). Outros trabalhos
também  encontraram  amostras  com
resisténcia a gentamicina em espécies de
Enterobacter spp. isoladas de aguas
contaminadas, tais como Zurfluh et al. (2013)
na Suica, bem como Odeyemi et al. (2014),
que  pesquisaram a  presenca  de
enterobactérias em pocos na Nigéria.

A resisténcia a tetraciclina, também
apresentada pela Enterobacter cloacae, se da
provavelmente pela presenca do gene tet, que
é responsavel por dar origem a bombas de
efluxo contra antibidticos desse tipo e possui
um alto indice de difuséo entre as bactérias
(SULLIVAN et al.,, 2013). Figueira et al.
(2012) encontraram 8% de cepas de Entero-
bacter spp. resistentes a tetraciclina em aguas
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de riachos em Portugal.

A enterobactéria Serratia rubideae,
apresentou  resisténcia aos  antibidticos
ampicilina, tetraciclina e cefalotina. N&ao
foram encontrados trabalhos que isolaram
Serratia rubidae de ambientes aquaticos com
resisténcia a tetraciclina, mas sabe-se que esse
mecanismo pode estar relacionado ao gene tet,
transformando as cepas que apresentam esses
genes em disseminadoras em potencial
(SULLIVAN, 2013).

Ainda, € importante considerar que 0s
isolados de Serratia rubidaea e Enterobacter
sp. fazem parte de um grupo denominado
CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter
spp., Serratia spp., Providencia spp., e
também fazem parte a Morganella spp. e
Hafnia alvei). Sdo bactérias que possuem o
gene AmpC cromossomal, associado a
producdo de uma betalactamase. Esse gene
sofre uma desrepressdo quando a bactéria
entra em contato com grande quantidade de
betalactamicos, levando ao desenvolvimento
de resisténcia induzida a cefalosporinas de
terceira geracao, que sdo muito utilizadas em

hospitais (TAVARES, 2014; LEAO-
VASCONCELOS et al., 2015).
A resisténcia  adquirida  por

enterobactérias no meio ambiente merece uma
atencéo por parte da comunidade em geral,
pois ja foi confirmada em vérios estudos a
presenca de tais cepas fora do ambiente
hospitalar e ainda a possibilidade das mesmas
adentrarem em ambientes que lidam com a
satde humana, aumentando assim o risco de
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desfechos desfavoraveis nos tratamentos de
pacientes com algum tipo de infecgdo
(EVANGELISTA e OLIVEIRA, 2015).

5 CONCLUSAO

O isolamento de bactérias resistentes
em aguas subterraneas revela o nivel de
interferéncia do homem no ecossistema
aquatico e mostra a disseminacdo desses
mecanismos para fora do ambiente hospitalar.
Isso é preocupante, pois pode vir a elevar 0s
danos a saude de quem apresentar alguma
infeccdo comunitaria e aumentar o tempo e
gastos com esse tipo de infeccao.

A presenca de resisténcia em bactérias
encontradas no meio ambiente aquético torna
clara a  necessidade de  andlises
microbioldgicas periodicas das aguas usadas
para consumo humano, a fim de evitar que
essa resisténcia se dissemine para outros
ambientes. Esse tipo de controle através de
analise da agua pode vir a auxiliar no controle
da disseminacdo da resisténcia bacteriana,
principalmente em ambientes hospitalares,
merecendo assim uma atengdo por parte de
todos.
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