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RESUMO

Cercade 7% da popul agéo bacteriana do solo esté representado por bactérias Gram-negativas aerdbias/
anaerodbias facultativas. Muitas espécies s@o patogénicas e estdo envolvidas em casos de infeccOes
hospitalares. O potencial de patogenicidade dessas bactérias pode ser avaliado através da investigacéo
dasuaresisténciaaantimicrobianos. Além deste propésito, o objetivo do trabalho foi também identificar
bacilos gram-negativos (BGN) isolados do solo. Paraisso, 18 amostras de solo foram semeadas em caldo
de Hajna. A obtenc&o de col6nias isoladas seguiu-se em Mc Conkey égar e Mueller Hinton &gar com 5%
de sangue de carneiro. Foram repicadas 283 col 6nias com diferentes caracteristicas morfol gicas, em meio
de IAL. Natriagem, obteve-se BGN fermentadores e ndo fermentadores, cuja identificago se fez pela
metodol ogiaconvencional. | dentificou-se 94,35% de enterobactérias e 5,65% BGN nao fermentadores. A
resisténcia bacterianafoi mais expressiva aos antibi6ticos ampicilina, cefalotina, cefoxitina, amoxicilina
com &cido clavul@nico etetraciclina, variando entre 49,82% a87,28%. Todos osisolados bacterianosforam
resistentes a pelo menos um antibiético, o que demonstra consideravel potencial patogénico por
constituirem um reservatério de resisténcia. A associagéo entre solo e resisténcia antimicrobiana precisa
ser mais estudada. Observagdes e experimentos adicionais possibilitaréo conhecer melhor essarelagéo e
0S processos que possam contribuir para a emergéncia de bactérias resistentes.

Palavras-Chave. bacil os gram-negativos, solo, resisténciaaantimicrobianos.

ABSTRACT

Gram-negative aerobic bacteriaarefoundin nearly 7% of soil resident-bacteriapopulation. Many bacteria
speciesare pathogenic, and they areresponsiblefor nosocomial infections. Antimicrobial drugsresistance
isrelevant for assessing the potential pathogenic features of circulating bacteria strains. The aim of the
present study wasto identify Gram-negative bacilli (GNB) isolated from soil, and to test the antimicrobial
resistance. Eighteen soil samples were inoculated into Hajna's broth for enrichment. Bacterial isolation
was done on Mc Conkey agar and MUeller Hinton blood agar. Isolated bacteria colonies (283) were
inoculated onto modified Rugal medium for screening the fermentative GNB and non-fermentative GNB,
and followed by identification by means of conventional methodology. Most of them (94.35%) belonged
to Enterobacteriaceae, and 5.65% were non-fermentative GNB. High rates of bacterial resistance were
evidenced to ampicillin, cefalotin, cefoxitin, amoxicillin+clavulanic acid, and tetracycline, varying from
49.82% to 87.28%. All of theisolated bacteria showed resistance to at |east one antibiotic. These results
provide remarkable data on pathogenic potential asaconstituent of aresistance reservoir. Further studies
on the relationship between soil and antimicrobial resistance needs to be performed. Then the advanced
experiments and observationswill provide best understanding on the mechanism and the process associated
with the emergence of environmental drug-resistant bacteria.

Key Wor ds. Gram-negativebacilli , soil, antimicrobial resistance.

Rev. Inst. Adolfo L utz, 64(2): 245-251, 2005 245



Silva, Pda et a. Contaminac&o por matérias estranhas e microrganismos em farinaceos comercializados em Ribeiréo Preto, SP. Rev I nst

Adolfo Lutz, 64(2):245-251, 2005

INTRODUCAO

A populacéo de bactérias aerdbias e anaerébias
facultativas do solo é formada na sua maioria por bactérias
heterotréficas, pertencentes a ordem Eubacteriales!. Cerca de
93% é representada pel as bactérias Gram-positivas e o restante
pelas Gram-negativas® que sdo classificadas como bacilos e
cocos Gram-negativos, aerébios/microaerofilos, nao
fermentadores e bacilos Gram-negativos anaerébios
facultativos, fermentadores.

Com relagdo a morfologia e fisiologia, as bactérias
Gram-negativas encontradas no solo sdo muito heterogéneas.
Séo reconhecidos como bacilos Gram-negativos ndo
fermentadores os géneros Acetobacter; Acidovorax;
Achromobacter; Acinetobacter; Agrobacterium;
Alcaligenes; Brevundimonas; Azotobacter; Beijerinckia;
Burkholderia; Chryseomonas; Comamonas; Cupriavidus;
Derxia; Ensifer; Flavimonas; Flavobacterium;
Janthylobacterium; Methylobacterium; Methylovorus;
Paracoccus; Pedobacter; Pseudomonas; Ralstonia;
Rhizobacter; Sphingobacterium; Sphingomonas e
Stenotrophomonas,®*5¢ enquanto que, entre os bacilos Gram-
negativos fermentadores sdo consideradas, principal mente,
as espécies da familia Enterobacteriaceae.

Estas bactérias estao largamente dispersas na
natureza, ocupando varios nichos ecol 6gicos distribuidos
pelo solo, agua, frutas, vegetais, graos, plantas, flores e
trato intestinal dos animais e dos seres humanos. Muitas
espécies estdo associadas com abscessos, pneumonia,
meningite, septicemia, feridas, infecgdes urinérias e
intestinais, além de estarem envolvidas em casos de
infeccBes hospitalares*®.

A ocorréncia de bactérias Gram-negativas no solo é
pouco estudada e geralmente, sdo investigadas quanto a sua
habilidade em realizar alteragdes quimicas especificas como a
decomposi¢ao da celulose, proteinas e herbicidas, assimilacdo
do nitrogénio e resisténcia a antimicrobianos’.

O estudo da resisténcia de bactérias isoladas do meio
ambiente é de fundamental importanciaem sadde pablica, para
avaliar as cepas circulantes quanto ao potencial de
patogenicidade, devido a pressdo seletivaexercida pelo uso de
antibidticos.

A utilizagdo de maneira indiscriminada dos agentes
antimicrobianos nas préticas médicas, veterinériase agricolas é
um dos fatores que leva a emergéncia de bactérias
multirresistentes que sdo selecionadas e langadas no meio
ambiente'!. Este fato, associado a transferéncia genética de
fatores de resisténciaentre microrganismos representaum grande
problemano tratamento de doengasinfecci osas, especialmente,
em pacientes hospitalizados'.

O objetivo deste trabalho foi identificar bactérias
Gram-negativas aerdbias e anaerdbias facultativas
isoladas de solo e investigar sua resisténcia a
antimicrobianos.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao e preparo dasamostrasde solo: asamostrasforam
obtidas de solo do tipo cerrado, naregido de Barretos, Séo
Paulo, Brasil. O solo encontrava-se arado, adubado,
adicionado de cal e cultivado com leguminosas e gramineas.
Foram col hidas 18 amostras da camada superior do solo em
uma profundidade de até 20cm, que levadas ao laboratério
foram peneiradas e acondicionadas em sacos plasticos sem
uso, selados e estocados a —20° C, até o momento dos
procedimentos laboratoriais. Para enriquecimento de
bactérias Gram-negativas semeou-se 10g de cada amostra
em 90mL de caldo de Hajna®. Essas amostras assim
preparadas foram incubadas a 35 - 37<C por até 48 horas
paraaseguir serem inocul adas em mei os solidos, obedecendo
atécnica de semeadura quantitativa®.

I solamento bacteriano: partiu-se de dilui¢des seriadas do
caldo de Hajna? (10'a 10°%) em solucdo tamp&do. Tendo
identificado a diluicéo ideal como sendo 10, utilizou-se o
volume de 10 ulL, com al¢a bacterioldgica calibrada, para
inoculagdo em placas de agar Mc Conkey e agar Muller
Hinton (Difco), este tltimo foi adicionado de 5% de sangue
desfibrinado de carneiro. As placas inoculadas foram
incubadas a 35 - 372 C por até 48 horas®. Foram selecionadas
varias col6nias de diferentes tipos morfol 6gicos e inocul adas
no meio de Rugai modificado por Pessoae Silva(lAL). Ap6s
incubagdo a35—37°C, por até 24 horasidentificou-se bacilos
Gram-negativos fermentadores e ndo fermentadores, no total
de 283 amostras. Cada isolado foi conservado em Agar
Nutriente inclinado, para os demais procedimentos.

| dentificac8o dosisoladosbacterianos: foi realizada por testes
bi oquimicos padronizados e adotados pelo Instituto Adolfo
Lutz, com a utilizacdo de esquemas de classificacdo
bacteriana descritos em manuais de sistematica e
microbiologia clinica*3°. A identificagdo dos bacilos Gram-
negativos com caracteristicas de serem fermentadores da
glicosefoi direcionada como paraenterobactérias’ e aqueles
com caracteristicas de ndo fermentadores foram submetidos
a testes reconhecidos para a sua identificagéo®456814,

Analisenumérica compar ativa: criou-se um banco de dados
reunindo em uma tabela as caracteristicas fenotipicas das
bactérias, cujos resultados das reacGes foram registrados
como positivo (P) ou negativo (N). Uma outratabelacom as
caracteristicas fenotipicas, definidas para cada provavel
suspeito, também foi elaborada, de acordo com Sneath
(1984)%. A andlise dos dados foi realizada através de
comparagOes entre as tabel as, estabel ecendo a similaridade
entre as caracteristicas fenotipicas apresentadas pelas
bactérias estudadas com as das bactérias determinadas na
literatura. Determinou-se a espécie bacteriana quando a
similaridade entre os registros das tabelas foi = 90%.
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Testesdesensibilidade a antimicrobianos

Foram utilizados grupos de drogas antimicrobianas
sugeridas para bactérias Gram-negativas, fermentadoras e ndo
fermentadoras, com os respectivos limites de sensibilidade
estabelecidos pelo National Committeefor Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) parao teste de disco-difusao’®’. O inéculo
bacteriano foi preparado em solucéo fisiologica esterilizada
equivalente a concentracdo de 0,5 da escala de Mac Farland
(IX10® UFC/mL), apartir de um crescimento de 18 horasem placa
de agar Mac Conkey. Com auxilio de um “swab”, fez-se a
inoculacdo da amostra bacteriana em placa de agar Mueller
Hinton, onde posteriormente foram colocados os discos dos
antibiéticos; amicacina (AMI), amoxicilinat+écido clavulanico
(AMC), ampicilina(AP), &cido nalidixico (AN), cefalotina(CF),
cefoxitina (CFO), cefotaxima (CTX), ciprofloxacina (CIP),
cloranfenicol (CO), gentamicina (GN), imipenem (IPM),
levofloxacina (LVX), polimixina B (PLB), sulfametoxazol+
trimetoprim (SUT), tetraciclina(TT), ticarcilina+écido clavulanico
(TIM) etobramicina(TB)*. A leiturado antibiogramafoi redlizada
apos 24 horas de incubagdo a 37°C. Os hal os de inibi¢do foram
medidos e os resultados avaliados de acordo com NCCLS.
Foram utilizadas as cepas padrbes de Staphylococcus aureus

ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Escherichia coli ATCC 25922 para o controle de qualidade'®!.

RESULTADOS

Na tabela 1 estdo listadas as 283 bactérias
convencionalmente identificadas, sendo a grande maioria
(94,35%) formadapor membrosdafamiliaEnterobacteriaceae,
pertencentes principal mente ao género Enterobacter (62,19%).
Os restantes dos isolados (5,65%) foram classificados como
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores.

Na figura 1 é demonstrada a freqiiéncia da resisténcia
aos 17 agentes antimicrobianos testados, podendo-se observar
a ocorréncia de niveis de resisténcia bacteriana acima de 40%
para ampicilina, cefalotina, cefoxitina, amoxicilinat+éacido
clavulanico etetraciclina.

Na Tabela 2 séo apresentadas as diferentes espécies
bacterianas isoladas e as porcentagens individuais das
resisténcias aos antimicrobianos testados. Observou-se entre
as 28 espécies de bactérias identificadas, que 24 (85,71%)
apresentaram multirresisténcia (resi sténciaaquatro antibioticos

Tabela 1. Porcentagens das diferentes espécies de bacilos Gram-negativos isolados de solo.

BACILOSGRAM-NEGATIVOSISOLADOSDE SOLO

Fermentadores | solados Nao Fermentador es | solados
NP % N° %

Citrobacter amalonaticus 6 212 Acinetobacter sp. 3 1,06
Citrobacter braakii 2 0,71 Achromobacter sp. 5 177
Citrobacter freundii 2 0,71 Ralstonia pickettii 6 212
Citrobacter intermedius 3 1,06 Stenotrophomonas maltophilia 2 0,71
Citrobacter koseri 3 1,06

Citrobacter sedlakii 8 283

Citrobacter youngae 2 0,71

Enterobacter aerogenes 2 742

Enterobacter amnigenus 1 035

Enterobacter cancerogenus 3 106

Enterobacter cloacae A B2

Enterobacter gergoviae 6 212

Enterobacter intermedius 2 0,71

Enterobacter sp. 49 1731

Erwinia rhapontici 1 035

Escherichia coli 10 353

Hafnia alvei 3 1,06

Klebsiella pneumoniae 12 424

Klebsiella sp. 1 035

Raoultella terrigena 3 1,06

Serratia liquefaciens 7 247

Serratia marcescens 18 6,36

Serratia odorifera 9 318

Serratia rubidae 1 035

TOTAL 27 935 TOTAL 16 565
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ou mais), principalmente nos géneros Enterobacter, Serratia e
em bacilos gram-negativos ndo fermentadores.

Enterobacter cloacae foi a enterobactéria que
apresentou maior porcentagem de resisténcia aos
antimicrobianos, principal mente aamicacina, amoxicilinacom
acido clavulanico, ampicilina, cefal otinae cefoxitina, enquanto
a maioria das enterobactérias foi totalmente sensivel a
ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, levofloxacina, com
excecdo da Serratia marcescens que demonstrou 5,6% de
resisténciaagentamicinaelevofloxacina

Citrobacter koseri, Enterobacter amnigenus, Klebsiella
sp e Serratia rubidae foram sensiveis a cefoxitina, sendo que
0s outros isolados apresentaram resisténcia a este agente
variando de 16,7% a 100%.

A resisténciaaosaminoglicosideosfoi menos prevalente
entre os isolados, enquanto que aos betalactédmicos foi a que
mais prevaleceu. Todas as espécies de Enterobacteriaceae
i dentificadas apresentaram resisténciano minimo atrésdos cinco
betalactdmicos testados, exceto E. amnigenus, Klebsiella sp,
Raoutella terrigena e Serratia rubidae. A maioria das cepas
apresentou resisténcia as cefalosporinas de primeira (CF) e
segunda geracdo (CFO) e sensibilidade a cefalosporina de
terceirageracéo (CTX).

Foram utilizados os antimicrobianos amoxicilina e
ticarcilina com acido clavulanico como associacdes de
betalactémicos e inibidores de betalactamases. Dezenove
espéciesde BGN fermentadores no total foram resistentes para

amoxicilina+acido clavulanico, ja com ticarcilinat+éacido
clavulanico houve resisténcia em oito espécies de
enterobactérias.

Osisolados de bacilos Gram-negativos ndo fermentadores
apresentaram um ato indice de resisténcia aos betalactémicos
testados, mesmo com associ acdo deinibidores. Podemos observar
que Achromobacter sp e Stenotrophomonas maltophilia foram
100% resistentes a ticarcilinat+éacido clavulanico e
amoxicilinat+acido clavulanico. Aindaneste grupo bacteriano nota-
se que levofloxacina foi a quinolona mais ativa, seguida por
ciprofloxacinae&cido naidixico. Resisténciaaosaminoglicosideos
s0 ndo foi observadaem Acinetobacter sp, que mostrou 100% de
sensibilidade a estes antibi 6ticos, enquanto que aresisténcia foi
de 100% ao sulfametoxazol-+trimetoprim.

Stenotrophomonas maltophilia exibiu seu padréo de
resisténcia tipica, incluindo susceptibilidade as quinolonas,
sulfametoxazol +trimetoprim e alto indice de resisténcia ao
imipenem, sendo o Uni co bacilo Gram negativo nédo fermentador
gue apresentou 100% de sensibilidade ao cloranfenicol. Todos
os isolados de nédo fermentadores apresentaram resisténcia a
ampicilina, cefaloting, cefoxitina, cefotaximaepolimixinaB.

DISCUSSAO

O uso extensivo de antibiéticos é considerado um
importante fator na emergéncia de bactérias resistentes aos

Figura 1. Porcentual daresisténcia aos agentes antimicrobianos testados, encontrada entre as 283 amostras de bacilos Gram-

negativos isolados do solo.
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antimicrobianos, principalmente para as enterobactérias, que
fazem parte de diferentes nichos ecoldgicos, conduzindo a
expansdo de grupos de genes de resisténcia na naturezat®%,

Todos os bacilos Gram-negativos investigados
apresentaram resisténcia a um ou mais dos 17 agentes
antimicrobianostestados. Existe escassez de dados naliteratura
sobre o assunto, dificultando a comparacdo de nossos
resultados. No entanto, as porcentagens de resisténcia
encontradas podem ser comparadas com aquel asrel atadas para
bacilos Gram-negativos isolados de ambientes aquaticos,
esgotost'?, vegetais??, microbiota intestinal de animais® e
humana?* e de pacientes hospitalizados®.

Demodo geral observou-se boa sensibilidade das cepas
ao imipenem. Os isolados de Enterobacter sp foram mais
resistentes a cefotaxima do que qualquer outra enterobactéria,
coincidindo com dados encontrados em cepas isoladas de
pacientes hospitalizados® %,

Outrosautoresrelataram aresisténciaantimicrobianade
bactérias de diversasfontes ambientais, principal mente, aquelas
que recebem dejetos humanos ou de animais?®%. Os estudos
mostram que as bactérias encontradas nas fezes humanas podem
ser isoladas do ambiente aquético**?2"28 | |ixos de instal agdes
hospitalares e farmacéuticas?, sol0'°, ragdes e outros produtos
paraanimais®, fezes de aves®® e mamiferos” 2,

Comparando isolados de Escherichia coli do solo,
avaliados neste estudo, com isolados de amostras fecais de
aves?®, observamos maior sensibilidade a cefotaxima,
ciprofloxacina e levofloxacina do que naqueles isolados
hospitalares'®#, o que ocorreu também paraSerratia marcescens
frente a ciprofloxacina®. Esse fato pode estar relacionado a
pressao seletiva do uso de antibiéticos no ambiente hospitalar.

A resisténcia das enterobactérias ao &cido ndidixico variou
de 8,2 a33,4% e atetraciclinade 28,6 a 100%. Resisténciaaestas
drogas assim como aos betalactamicosforam observadas também
em isolados de &gua doce de afluente urbano' e de amostras de
vegetas, ondeEnterobacter sotambémfoi oisolado maisfreqiente,
gpresentando menor resisténcia aos antimicrobianos testados™.

Muitas espécies de bacilos Gram-negativos podem
produzir betalactamases. Para restabelecer a atividade dos
betal actémicos, foram introduzidos compostos que inibem
a gumas destas enzimas. Desde meados dos anos 1980 tém sido
usados acido clavulanico, sulbactam e tazobactam em
combinagdo comamoxicilinaeticarciling, ampicilinaepiperaciling,
respectivamente. No entanto, semelhante a outros relatos da
literatura?®* encontramos espécies de Enterobacter, Citrobacter,
Acinetobacter, Serratia e E. coli resistentesaamoxicilina/acido
clavulanico, sugerindo a presenca de betal actamasesinduzidas.

A resisténciaintrinsicaadeterminados antibi 6ticos como
cefalotina, polimixina, ampicilinaetetraciclinaéumapropriedade
genética de algumas espécies de bacilos Gram-negativos,
especialmente, enterobactérias. Este tipo de resisténcia foi
também observado entre osisol ados bacterianos, corroborando
com osresultados encontrados por Tinko e Kmeé?, em trabalho
realizado com fezesdeaves.
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Os padrdes de resi sténciade bacil os gram-negativos ndo
fermentadores sdo diferentes daguel es dos membros dafamilia
Enterobacteriaceae. Estes apresentaram maiores niveis de
resisténcia para certos antibioticos, como amicacina, acido
nalidixico e cefotaxima. Emborao método de disco difusdo ndo
seja recomendado para bacilos gram-negativos né&o
fermentadores, foram aplicados os padrdesinterpretativos para
P. aeruginosa. No entanto, o NCCLS aconselha que seja
reportado para Stenothrophomonas maltophilia, somente
levofloxacina, sulfametoxazol +trimetoprim e ciprofl oxacina=L.,

Os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores
apresentaram resisténcia no minimo a 58,82% dos
antimicrobianos testados. L evando-se em conta o potencia de
patogenicidade destas bactérias, elas representam uma
preocupacdo na area de salde, pois assim como as
enterobactérias, os géneros Acinetobacter, Achromobacter,
Ralstonia e Stenotrophomonas est&o dispersos ho meio
ambiente. Sao reconheci dos como fitopatdgenos, com habilidade
para sobreviver em superficies secas ou Umidas, podendo estar
presentes na pele de pessoas sadias. Devido aisto, eles podem
tornar-se importantes agentes de infec¢des hospitalares,
principalmente em pacientes imunocomprometidos ou
debilitados, que se submetem a procedimentos invasivos®2%,

CONCLUSOES

A populag&o bacteriana estudada apresenta consideravel
potencial patogénico por constituir um reservatério de
resisténcia antimicrobiana, que poderia ser transmitido para
outras bactérias, inclusive aguelas de ambiente hospitalar.

A importancia deste estudo reside no fato de que pouco
se conhece a respeito da conexdo entre solo e resisténcia
antimicrobiana. Somente através de experimentos e observages
estaremos hébeis para entender a relagdo e 0s processos que
contribuem paraaemergénciadeste problema.

Existem varias questBes com relacao a origem,
disseminacéo e controle daresisténcia bacteriana. Paraas duas
primeirasjase detém razodvel conhecimento, mas com relacéo
ao controle é que se encontram as maiores dificuldades,
dependendo, sobretudo, de a¢des educativas e politicas.

E preciso investir naconscientizagio das classesmédica,
veterindria, farmacéuti ca e autoridades sanitarias, paraque haja
a colaboracdo da comunidade em geral contra o uso abusivo
dos antimicrobianos, pois observa- se a preocupagdo cadavez
maior com a falta de opg¢do terapéutica para o tratamento das
infeccBes hospitalares.
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