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Resumo

Objetivo — Investigar a prevaléncia da bactéria Pseudomonas aeruginosa em amostras de agua e superficie anteriormente coletadas em
uma empresa privada, localizada no noroeste do estado de Sdo Paulo e determinar a suscetibilidade desse microrganismo frente a dife-
rentes antimicrobianos. Métodos — Foram coletadas amostras de dgua e swab de superficie em um incubatério de matrizes situado no
noroeste do estado de Sao Paulo. Para o isolamento, foram realizadas técnicas de semeadura e posteriormente a técnica de identificagdo
do pigmento piocianina através da luz ultravioleta. Quanto ao perfil de resisténcia, as cepas foram submetidas a testes de antibiogramas
com os antibiéticos enrofloxacina, ciprofloxacina, norfloxacina, colistina, sulfametazol e trimetropim, fosfomicina, gentamicina, neo-
micina, estreptomicina, tetraciclina, doxiciclina, amoxilina, ceftiofur para verificacdo da susceptibilidade frente aos antibiéticos. Resul-
tados — Foram analisadas o total de 402 amostras, sendo que 21 delas apresentaram positividade para P. aeruginosa. As amostras
analisadas apresentaram resisténcia ou resisténcia intermedidria a pelo menos uma classe de antimicrobiano testado. Conclusdes — Os
resultados obtidos no presente trabalho mostram a capacidade que a Pseudomonas aeruginosa tem de sobreviver em locais imidos,
com condig¢des minimas de nutrientes, mesmo quando submetida a higienizagdo constante, além do amplo perfil de resisténcia obser-
vado frente aos diversos farmacos empregados no tratamento das infecgdes causadas por este patégeno.

Descritores: Agua; Prevaléncia; Pseudomonas aeruginosa

Abstract

Objective — Investigate the prevalence of the bacteria Pseudomonas aeruginosa in water samples and surface collected earlier in a
private company, located in the northwest of the state of Sdo Paulo and determine the susceptibility of this microorganism to different
antimicrobials. Methods — Water samples and swabs were collected from surface in a hatchery located in the northwestern state of Sao
Paulo. For isolation, seeding techniques were performed to identify the pigment pyocyanim by ultraviolet light. Regarding the resistance
profile, the strains were submitted to antibiotic susceptibility test with antibiotics enrofloxacin, ciprofloxacin, norfloxacin, colistin, sul-
fametazol and trimethoprim, fosfomycin, gentamicin, neomycin, streptomycin, tetracycline, doxycycline, amoxicillin, ceftiofur. Results —
A total of 402 samples were analyzed, and 21 of them were positive for P. aeruginosa. The samples showed resistance or intermediate
resistance to at least one class of antimicrobial tested. Conclusions — The results obtained in this study show the ability of Pseudomonas
aeruginosa has to survive in humid, with minimum conditions of nutrients, even when subjected to constant cleaning, in addition to
broad resistance profile seen across the various drugs used in the treatment of infections caused by this pathogen.

Descriptors: Water; Prevalence; Pseudomonas aeruginosa

Introducao

A veiculagdo hidrica de agentes etioldgicos de cara-
ter infeccioso ou parasitario é responsavel pela alta in-
cidéncia de doencas que afetam as populagdes de
modo geral'3.

A presenca de bactérias do grupo coliforme em agua
potavel tem sido vista como um indicador de contami-
nacdo fecal relacionado ao tratamento inadequado ou
inabilidade de manter o desinfetante residual na agua
distribuida®. Uma das maiores preocupagdes para os
consumidores é a qualidade da agua potavel relacio-
nada aos padrdes microbiolégicos, hoje medida pelo
nimero de coliformes totais e Escherichia coli®.

No Brasil, a bactéria Pseudomonas aeruginosa é con-
siderada padrao em aguas de abastecimento por se tratar
de bactérias heterotréficas. Através da sua versatilidade
metabdlica, a Pseudomonas aeruginosa teria vantagens
sobre os outros géneros de microrganismos na agua®.

A bactéria Pseudomonas aeruginosa é considerada
um bacilo gram-negativo, aerébico, ndo formador de
esporos, pertencente a familia Pseudomonadaceae. Esse
bacilo apresenta-se sozinho, em pares ou em pequenas
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cadeias, sendo mével devido a presenga de um ou mais
flagelos polares. Essa bactéria produz pigmentos fluo-
rescentes e sollveis em dgua, como a piocianina e a
pioverdina, o que facilita sua identificagcdo. Cresce aero-
bicamente e ndo fermenta os carboidratos. No exame
direto nao é facilmente distinguivel de outros bacilos
gram-negativos ndo-fermentadores. Outra caracteristica
observada nessa espécie é o odor doce semelhante a
uva, proveniente de suas coldnias em meios de culturas.
Através de meios de triagem e bioquimicos é possivel
identificar a P. aeruginosa por meio de métodos ma-
nuais, semi-automatizados e automatizados’. Somam-
se a essas propriedades sua capacidade de produzir
biofilme além do amplo espectro de resisténcia que
estes microrganismos frequentemente apresentam, po-
dendo ser resistentes a diferentes classes de antimicro-
bianos, inclusive contra cefalosporinas de terceira e
quarta geragoes, assim como a carbapenémicos®.

A P. aeruginosa apresenta uma distribuicdo cosmo-
polita, com predilecdo por ambientes imidos, sendo
encontrada no solo, na dgua e em humanos. As mini-
mas necessidades nutricionais contribuem para seu



sucesso ecoldgico e para seu papel como agente opor-
tunista®. Ela é capaz de crescer em 4gua destilada
usada para diluir drogas administradas por injecdo in-
travenosa'. E considerada o segundo agente patogé-
nico mais frequente nas pneumonias nosocomiais, o
terceiro nas infecgdes urindrias, o quarto nas infeccoes
pos-operatérias e o sétimo em septicemias, além de
estar relacionada a falhas respiratérias e de morte da
maioria dos doentes com fibrose cistica’'*. Sendo o
objetivo principal do presente trabalho, foi investigar
a prevaléncia da bactéria Pseudomonas aeruginosa
em amostras de dgua e superficie anteriormente cole-
tadas em uma empresa privada, localizada no No-
roeste do estado de Sao Paulo, assim como determinar
a suscetibilidade desse microrganismo frente a dife-
rentes antimicrobianos.

Métodos

A presente pesquisa, dispensada de submissdao ao
Comité de Ftica por nao envolver pesquisas em seres
humanos ou animais, apresentou um estudo descritivo,
por meio de pesquisa de campo que avaliou os resulta-
dos em andlise microbiolégica de agua e swab de su-
perficie anteriormente coletadas em uma empresa pri-
vada localizada no Noroeste do estado de Sao Paulo,
seguindo como referéncia o ano de 2013.

As amostras foram coletadas em um incubatério de
aves matrizes por se tratar de um ambiente onde nio é
utilizado nenhum tipo de antimicrobiano e por nao
apresentar nenhum vinculo com ambiente hospitalar,
com o objetivo de avaliar se as cepas isoladas nesse
ambiente, mesmo sem nenhum contato com antimi-
crobianos, possuem ou nao resisténcia aos grupos far-
macolégicos testados. Os pontos de coletas de dgua
foram: agua pia do laboratério (ponto A), dgua maquina
de lavagem bandejas (ponto B), ambas coletadas em
saco estéreis. As amostras de swab de superficie foram
obtidas nos pontos: ventosa inovojet bandeja 1 (ponto
C), ventosa inovojet bandeja 2 (ponto D), mesa transfe-
réncia inovojet (ponto E), umidificador incubadora
(ponto F), umidificador nascedouro (ponto G), bandeja
de ovos (ponto H), vacinadora coccidiose (ponto 1) e
entrada de ar salas com ovos ou pintos (ponto ), todas
coletadas com auxilio de swab umidecido em solucao
salina 1%, seguindo os padroes internos do controle
de qualidade da empresa. Importante ressaltar que ndo
existe nenhum contato desse material com humanos
susceptiveis.

As técnicas de cultivo e isolamento do microrga-
nismo P. aeruginosa foram realizadas pelo laboratério
de controle de qualidade da empresa por meio de se-
meaduras em meio de cultura seletivo denominado
Cetrimide Agar Base (Difco) com adigao de glicerol,
incubado em incubadora B.O.D (demanda bioquimica
de oxigénio) 37°C + 1°C, durante um periodo 48 horas
para posterior realizagdo da identificagdo bacteriana.
O resultado das amostras segue o critério de qualifica-
¢do com somente presenca e auséncia em 100 mL da
amostra’™'e.
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As colbnias de P. aeruginosa hidrolisam a caseina
produzindo um pigmento difusivel esverdeado (piocia-
nina) visualizado no Cetrimide Agar Base (Difco). Um
dos fatores que facilitam a identificagdo é o odor ca-
racteristico e adocicado semelhante ao de uva verde,
juntamente com a fluorescéncia apresentada na colonia
da bactéria pela composigdo do pigmento da pioverdina
quando submetida a um foco de luz Ultra Violeta (UV),
apé6s ter realizado procedimento recomendado o
resultado é considerado positivo para Pseudomonas
aeruginosa'>1®.

O perfil de susceptibilidade dessas amostras foi de-
terminado frente aos antimicrobianos (enrofloxacina,
ciprofloxacina, norfloxacina, colistina, sulfametazol +
trimetropim, fosfomicina, gentamicina, neomicina, es-
treptomicina, tetraciclina, doxiciclina, amoxilina, cef-
tiofur), por meio de testes de difusdo em agar. Assim, foi
realizada uma diluicdo da bactéria, sendo este semeada
em tubos de ensaio contendo solugdo salina 0,85% uti-
lizando como pardmetro a escala de 0,5 Mac Farland.
Em seguida foi feita a semeadura, com a ajuda de swabs
sobre a superficie do meio de agar Mieller-Hinton
(Difco). A etapa seguinte consistiu na colocagdo dos
discos impreguinados com antibiéticos, fazendo-se leve
pressdo para permitir o contato entre 0s mesmos e a su-
perficie do meio. As placas de antibiogramas foram sub-
metidas a uma incubadora B.O.D (Demanda bioquimica
de oxigénio) a 37°C, por 24 horas, com posterior leitura
de acordo com o didmetro de sensibilidade apresentado
por cada amostra frente aos diversos antimicrobianos
utilizados. A interpretacao desses resultados foi realizada
de acordo com as recomendacdes do CLSI".

Resultados

Foram identificados 21 isolados de Pseudomonas ae-
ruginosa: nove dos pontos de coleta E (3), G 3) e ] (3);
sete do ponto de coleta C; quatro dos pontos F (2) e |
(2) e 1 do Ponto D. Nenhum isolado de P. aeruginosa
foi recuperado nos Pontos A, B e H (Tabela 1).

Quanto ao perfil de susceptibilidade aos antimicro-
bianos, 51,14% das amostras de P. aeruginosa isoladas
no Ponto C, foram resistentes ou apresentaram resis-
téncia intermedidria a pelo menos trés classes diferentes
de antimicrobianos (B-Lactamicos, Tetraciclinas e Sul-
fonamidas) (Tabela 2).

Das sete amostras isoladas no Ponto C, apenas uma
apresentou perfil de resisténcia a todos os grupos de
antimicrobianos testados. Para a classe das quinolonas,
um (Enrofloxacina) de trés antimicrobianos testados
apresentou 95,23% do perfil de resisténcia ou resistén-
cia intermediaria juntamente ao grupo das sulfonamidas
que também apresentaram 95,23% de resisténcia, além
de ser efetivo apenas para um dos isolados positivos
(amostra 21, como demonstrado na Tabela 2).

As amostras encontradas nos pontos E (amostra 3) e |
(amostra 8) apresentaram alto indice de resisténcia a
seis grupos de antimicrobianos (Tetraciclinas, p-Lacta-
micos, Aminoglicosideos, Fosfomicinas, Sulfonamidas
e Polimexina E) (Tabela 2).
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Tabela 1. Locais de isolamento das amostras analisadas

Total de Amostras
Amostras Ponto de coleta amostras Positivas
N %o
Agua A Agua (Pia laboratério) 38 0 0
B Agua méquina de lavagem bandejas 37 0 0
C Ventosa inovoject bandeja 1 43 7 16
D Ventosa inovoject bandeja 2 37 1 2,5
E Mesa de transferéncia inovoject 43 3 7
Swab de superficie F Umidificador incubadora 43 2 4,5
G Umidificador nascedouro 43 3 7
H Bandeja de ovos 42 0 0
| Vacinadora coccidiose 39 2 5
J Entrada de ar (salas com ovos ou pintos) 37 3 8
Total 402 21 5

Fonte: Dados da pesquisa, 2014

Tabela 2. Circunferéncia dos Halos de sensibilidade ou resisténcia ao antimicrobianos testados nas amostras isoladas

Antimicrobianos halos(mm)

Amostra  Ponto  Eno Cip Nor Cl Szt Fos Gen Neo Est Tet Dox  Amo Eft
coleta 5 5 10 10 25 200 10 30 10 30 30 10 30

pg/MI
1 F 22 26 26 12 0 22 24 22 12 12 0 0 10
2 G 10 32 10 12 0 18 22 22 10 0 0 0 0
3 E 22 32 32 14 0 0 26 20 22 0 0 0 12
4 C 16 26 30 0 30 22 20 22 20 0 12 0 22
5 E 16 26 20 0 0 14 0 16 10 0 0 0 0
6 C 16 32 30 12 0 22 22 20 12 0 0 0 12
7 J 20 28 26 12 0 18 20 20 12 18 18 0 0
8 | 16 20 22 0 0 12 20 20 18 16 12 0 0
9 C 14 12 12 0 0 0 12 10 12 0 0 0 0
10 D 20 30 28 12 0 14 20 22 12 12 0 0 0
11 C 22 28 30 12 0 20 18 20 16 0 0 0 16
12 F 12 24 24 12 0 18 18 14 10 0 0 0 0
13 G 20 34 32 12 0 24 18 16 12 12 0 0 10
14 | 20 22 24 12 0 18 24 20 18 18 14 0 10
15 C 22 34 34 12 0 14 18 16 10 10 10 0 10
16 C 18 28 30 12 0 16 18 20 14 0 0 0 10
17 G 22 26 22 12 0 16 18 16 0 0 0 0 0
18 C 12 10 18 12 0 18 20 16 10 0 0 0 22
19 E 20 28 32 14 0 20 20 20 10 0 0 0 0
20 J 20 32 28 12 0 20 20 20 10 0 0 0 0
21 J 24 34 30 12 0 0 22 18 10 10 0 0 10

* A tabela mostra acima a circunferéncia dos halos de sensibilidade ou resisténcia aos antimicrobianos Enrofloxacina (Eno), Ciprofloxacina (Cip), Norfloxacina
(Nor), Colistina (Cl), Sulfametazol + Trimetropim (Szt), Fosfomicina (Fos), Gentamicina (Gen), Neomicina (Neo), Estreptomicina (Est), Tetraciclina (Tet), Doxiciclina

(Dox), Amoxilina (Am) e Ceftiofur (Eft).
Fonte: Dados da pesquisa, 2014

Os isolados referentes aos pontos de coleta F (amos-
tras 1 e 12), G (amostras 2, 13 e 17) e o ponto )
(amostras 7, 20 e 21) apresentaram resisténcia ou re-
sisténcia intermedidria a quatro classes farmacoldgicas
Sulfonamidas, Aminoglicosideos, Tetraciclinas e os 8-
Lactamicos, sendo efetivo apenas para o grupo das
Fosfomicinas, Polimexinas e para dois (Ciprofloxacina
e a Norfloxacina) de trés antimicrobianos testados do
grupo das Quinolonas. J& o ponto de coleta D (amos-
tra 10) foi sensivel apenas para o grupo das Polimexi-
nas e Quinolonas e ndo foi efetivo para os demais
grupos de antimicrobianos Sulfonamidas, Tetracicli-
nas, B-Lactamicos, Fosfomicinas, Aminoglicosideos
(Tabela 2).
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Discussao

Tendo em vista que Pseudomonas aeruginosa apre-
senta tolerancia a uma ampla variedade de condigbes
fisicas, é responsavel por diferentes infecgdes comuni-
tarias e hospitalares, cuja gravidade é amplamente
reconhecida®™".

Pseudomonas aeruginosa foi identificada em 5,22%
das amostras analisadas no presente estudo, resultado
semelhante ao estudo realizado no Estado do Parana?,
no qual observou a presenga de Pseudomonas aerugi-
nosaem 10,41% das amostras de dgua potavel analisa-
das, incluindo 23,53% das amostras do sistema de dgua
secundario e 8,56% das amostras do sistema de agua
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principal; as P. aeruginosa isoladas foram testadas para
sensibilidade ao cloro livre e sobreviveram a uma con-
centracao de cloro trés vezes acima da concentracao
minima usada. Baseando-se neste achado, foi reco-
mendada, no Estado do Parand, a determinacao peri6-
dica de Pseudomonas em adicao aos dados rotineira-
mente coletados na maioria dos sistemas de
abastecimento.

O trabalho realizado por Feltman e colaboradores?,
analisou N isolados de Pseudomonas aeruginosa pro-
venientes do ambiente hospitalar, assim como de amos-
tras clinicas provenientes de aspirado traqueal de pa-
cientes submetidos a ventilacio mecanica, escarro de
pacientes com fibrose cistica, além do sangue, urina e
feridas, achado laboratorial também presente em diver-
sos outros estudos além do fato de alguns demonstrarem
uma grande resisténcia aos antibiéticos testados, dados
que mostram a necessidade de implementar a¢des para
a diminuicdo dos indices dessas infecgoes?!2,

Maia e colaboradores™, analisando cepas isoladas
de frangos e peixes, observaram resisténcia a algumas
drogas como a Amoxicilina/acido clavulanico, Tetraci-
clina, Sulfametoxazol-Trimetoprim, Cloranfenicol, den-
tre outras usualmente eletivas, de uso parenteral ou t6-
pico no tratamento de infecgdes por P. aeruginosa.

No estudo realizado por Fuentefria e colaboradores®,
foi observada resisténcia a carbapenémicos em amostras
de agua do Rio Passo Fundo, embora o fenétipo de
multirresisténcia ndo tenha sido observado.

Além de substancias antimicrobianas e desinfetantes,
bactérias resistentes também sdo excretadas por seres
humanos e lancadas no efluente, podendo alcancar
outros compartimentos ambientais®****. A pressao sele-
tiva exercida pelos antibiéticos normalmente presentes
no efluente hospitalar é um importante fator de selecao
de bactérias resistentes, como as encontradas em alguns
dos pontos deste estudo. Por outro lado, existem muitas
evidéncias de que a resisténcia antimicrobiana ja esteja
presente em ambientes naturais e que ocorra apenas a
troca de genes entre bactérias, fato que também pode
estar ocorrendo entre os isolados do presente estudo,
uma vez que os principais mecanismos de resisténcia
aos antibiéticos onde foi observada resisténcia sao ad-
quiridos e passiveis de transferéncia horizontal®.

Conclusao

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram
a capacidade que a bactéria Pseudomonas aeruginosa
tem de sobreviver em locais dmidos, com condigdes
minimas de nutrientes, mesmo quando submetida a hi-
gienizagao constante.

O padrao de resisténcia encontrado na presente pes-
quisa estd de acordo com a literatura, demonstrando o
perfil de resisténcia da bactéria Pseudomonas aerugi-
nosa frente a diversos farmacos utilizados no tratamento
de infec¢bes causadas por este patdégeno oportunista.
Estes dados permitem questionar se ainda vém sendo
utilizada uma avaliagdo continua do perfil de susceti-
bilidade as diferentes drogas empregadas na terapéutica
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humana e veterindria ou ainda em programas de moni-
toramento, ou se a persisténcia de genes de resisténcia
a estas drogas se mantém no meio ambiente, inferindo
na necessidade de uma avaliagdo ampla que permita
apontar um perfil efetivo em nosso meio.
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