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RESUMO:

O principal objectivo deste trabalho consistiu earacterizar os perfis de
resisténcia a antibioticos, desinfectantes e metesados em estafilococos
isolados de aguas residuais de uma estacdo deérgtade aguas residuais, que

recebe principalmente efluentes domésticos.

O estudo incluiu trinta e nove isolados de estedib@s provenientes das aguas
residuais brutas e tratadas. A identificacdo dotad®s ao nivel de espécie
recorreu a genotipagem e andlise da sequéncia o ggga 0 rRNA 16S. Os
perfis de resisténcia a  antibidticos  (amoxicilina,tetraciclina,
sulfametoxazol/trimetoprim, ciprofloxacina, gentaina, eritromicina,
vancomicina, meticilina, oxacilina, clindamicinandomicina e penicilina),
desinfectantes (peroxido de hidrogénio e hipodadié sédio) e metais pesados
(niquel, caddmio, mercurio e zinco) foram determosmdtravés do método de
difusdo em agar. Para os isolados com fendtipoedisténcia a eritromicina,
testou-se a inducao de resisténcia a clindamietnayés do teste D. Para avaliar
a possivel associacdo entre fendtipos de resiatémei susceptibilidade aos
diferentes agentes antimicrobianos testados recggea uma andlise de
correlacdo. Os determinantes genéticos responsapela resisténcia a
eritromicina érmA, eemC emsrA/B) e meticilina (necA) foram pesquisados por
PCR.

A identificagdo dos isolados revelou a presencal@e espécies distintas no
conjunto de estirpes em estud&aphylococcus pettenkoferi, S. succinus, S
aureus, Spasteuri, Scohnii, Sarlettae, S. haemolyticus, Sequorum e S
saprophyticug/S. xylosus. Estas duas Ultimas espécies, que ndo puderam ser
distinguidas através da analise da sequéncia do A 16S, representaram o
grupo mais abundante (77%). No que se refere aal@msia de resisténcia a
antibiéticos no grupo de estirpes analisadas, deres mais altos foram
registados para lincomicina (66,7%), eritromicind3,1%), clindamicina
(17,9%), gentamicina (17,9%) e tetraciclina (7,7%%glo contrario, ndo se
observou resisténcia a amoxicilina, ciprofloxacinajancomicina e
sulfametoxazol/trimetoprim. Comparando os halosnd@cao produzidos pelos

diferentes agentes antimicrobianos, detectaramessiyeis associacdes de



fendtipos de resisténcia ou de susceptibilidaddicanlas pela ocorréncia de
correlagdes positivas significativas<Q,0001) - por exemplo entre tetraciclina e
ciprofloxacina, tetraciclina e gentamicina, clindeima e lincomicina, meticilina

e oxacilina, e penicilina e amoxicilina. A avalipela analise de correlacéo
efectuada, ndo ocorreram nestes isolados assogidedenodtipo de resisténcia
entre antibiéticos e desinfectantes ou metais passafiodos os isolados que
apresentaram resisténcia a eritromicina detinhao, ppenos, um dos dois genes
msrA e msrB, que codificam o mecanismo de resisténcia mediaddombas de
efluxo. O genermC foi detectado em dois isolados, um 8nsaprophyticus/S.
xylosus e um S succinus, sendo que este Ultimo apresentava também o gene

msrA. O geneermA nao foi detectado em nenhum isolado.

Este estudo constituiu uma primeira abordagem geesiguar se estafilococos
provenientes de uma estacao de tratamento de Bggidsais municipais podem
actuar como agentes de disseminagéo de resisgaaibidticos. Neste aspecto,
0 estudo da sobrevivéncia destes organismos nesscde agua receptores pode
contribuir para esclarecer o potencial efeito deemeatério das estacdes de

tratamento de aguas.



ABSTRACT:

The main objective of this work was to charactetize resistance patterns to
antibiotics, metals and disinfectants of staphytotdsolated from raw and
treated water from a wastewater treatment planeive mainly domestic

effluents.

This study included thirty nine isolates from ramddreated wastewater. Isolates
were identified at species level by genotyping &68 rRNA sequence analysis.
Resistance patterns of antibiotics (amoxicillintrageycline, sulfamethoxazole-
trimethoprim, ciprofloxacin, gentamicin, erythronnycvancomycin, methicillin,
oxacillin, clindamycin, lincomycin and penicillin)disinfectants (hydrogen
peroxide and sodium hypochloride) and heavy métatkel, cadmium, mercury
and zinc) were determined using the agar diffusioathod. Isolates with
erythromycin resistant phenotype were tested fdudrble clindamycin resistance
using the D-test. In order to assess the poss#secetion between resistance or
susceptibility phenotypes of different antimicrdbégents a correlation analysis
was used. The genetic determinants responsiblerighromycin érmA, ermC
andmsrA/B) and methicillin (necA) resistance were detected by PCR.

The isolates identification revealed the preserfctem different species among
the group of analyzed strain$-pettenkoferi, S. succinus, S. aureus, Spasteuri,
Scohnii, Sarlettae, S haemolyticus, Sequorum, S saprophyticus/Sxylosus.
These two last species, that were impossible toricighate by 16S rRNA
sequence analysis, represented the most abundam (£7%). Concerning the
predominance of resistance to antibiotics in theugrof analyzed isolates, the
highest values were observed for lincomycin (66,7&sythromycin (23,1%),
clindamycin (17,9%), gentamicin (17,9%) and tetchicye (7,7%). On the other
hand, it was not observed resistance to amoxictijprofloxacin, vancomycin or
sulfamethoxazole-trimethoprim. Comparing the intiioi halos produced by the
different antimicrobial agents, possible associetiof resistance or susceptibility
phenotypes were detected, which were revealed dwydthurrence of significant
positive correlations o<0,0001) - for example between tetracycline and

ciprofloxacin, tetracycline and gentamicin, clindamim and lincomycin,



methicillin and oxacillin and penicillin and amoitim. The correlation analysis
revealed that in these isolates there were no @sgots of resistance phenotype
between antibiotics and disinfectants or heavy eefdl erythromycin resistant
isolates had, at least, one of the two genssAnand msrB which encode a
resistance mechanism by active efflasmC was detected in two isolates, dhe
saprophyticus/Sxylosus and oneSsuccinus that also revealedisrA. No ermA

was detected.

This study is a first approach to assess the patesftect of staphylococci from

a municipal wastewater treatment plant as disséromagents of resistance to
antibiotics. Considering this, the study of thevstal of these organisms in the
receiving water courses, can contribute to expglanpotential reservoir effect of

wastewater treatment plants.
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ENQUADRAMENTO

A resisténcia aos antibioticos ndo € um problema@nO inicio da antibioterapia
foi um periodo bem sucedido levando a que numerdsascas infecciosas
provocadas por bactérias pudessem ser controlddag, (2002). Em 1928,
Alexander Fleming descobriu o primeiro antibiéticatural, a penicilina. Este
antibiotico foi isolado a partir de culturas de dos do génerdenicillium e,
posteriormente, em finais dos anos 30, produziddagga escala por Chain &
Florey. A sua eficacia no combate as infec¢cbesebacias foi posta a prova
durante a Segunda Guerra Mundial, permitindo satuatas vidas. Desde entéo,
numerosos antibioticos foram isolados de seres sviw produzidos
laboratorialmente em larga escala. Assim, rapidaenes antibidticos tornaram-
se fundamentais no combate as infeccbes de origaetertana, permitindo o
aumento da esperanca de vida no século XX. Alémetdicina, também outras
areas, como a pecuaria e aquacultura, beneficidoanso de antibiéticos (Mazel
& Davies, 1999; Kkmmerer, 2004).

Perante este cenario, as bactérias, conhecidas spelaplasticidade, foram
capazes de desenvolver uma série de mecanismogpejuetiram torna-las

resistentes aos antibidticos. Desta forma, a emei@ée disseminagdo da
resisténcia a antibioticos tornou-se inevitavehdeeconsiderado actualmente um
problema de saude publica (Levy, 2002; 2004).

Quando se analisa o problema da resisténcia a@itils devem considerar-se
dois pontos fundamentais: a selec¢cdo de microngensisesistentes por accao de
agentes antimicrobianos e a aquisicdo de genesstléncia por transferéncia
horizontal de genes. O primeiro ponto decorre daréacia de antibiéticos e/ou

dos seus produtos de degradacdo no ambiente, ppelonit seleccao de bactérias
detentoras de genes de resisténcia em detrimeatqu#ando sao portadoras de
tais elementos genéticos (Alonaal., 2001; Kimmerer, 2003). O meio século
de uso abusivo e excessivo de antibidticos tevey davida, impacto na

populacdo microbiana (Mazel & Davies, 1999; LeW§04£). O consumo mundial

de antibidticos na agricultura e nas areas da nmedimimana e veterinaria ronda

2 de 88



os milhdes de quilogramas por ano (Levy, 2004).uBég Levy (2000), a
seleccdo de estirpes resistentes pode ocorrer @ddusante o tratamento
antimicrobiano mas também ap0s esse tratamento.a@mbioticos nao
metabolizados e/ou os seus produtos de degradagaexsretados juntamente
com as fezes e a urina, chegando desta formaagestde tratamento de 4guas
residuais (ETARs) (Kmmerer, 2003, 2004; Hirct al., 1999). Estudos levados
a cabo por Al-Ahmadet al. (1999) demonstraram que alguns antibioticos
permanecem inalterados, ou seja, hdo se degradameio aquatico por longos
periodos de tempo, mesmo depois das aguas resideaisn sujeitas a
tratamentos em ETARS, podendo, assim, exercer ggesselectivas sobre as
bactérias. Para além dos antibidticos, outros agesam accéo bactericida e/ou
bacteriostatica, como os desinfectantes e algutaisrgesados, poderdo exercer
um efeito de pressdo selectiva (McDonnel & Russdl@99; Levy, 2004,
Kbvmmerer, 2004). Além disso, também a aquisicdo desgyde resisténcia por
transferéncia horizontal de genes pode ocorrereseambientes. Diversos
estudos demonstram fortes evidéncias de que ddrénesia horizontal de genes
€ um processo comum em locais tdo diversos comasaguperficiais, aguas
residuais, solo e animais (Kruse & Sorum, 1994 ohskch et al., 1994; Davison,
1999; Ohlsenet al., 2003). As ETARs podem ser consideradas comaisloca
favoraveis para a transferéncia horizontal de geleesesisténcia a antibidticos
entre bactérias, pelo facto de reunirem condi¢idisnés para essa ocorréncia,
como sejam as elevadas quantidades de biomassautridates (Guardabassi

al., 2001). De facto, a transferéncia horizontal deegesnvolvendo resisténcia a
antibioticos ja foi descrita em lamas activadasnec@maras imersas situ em
aguas de ETARs em bactérias do géranerococcus (Marcineket al., 1998).
Neste aspecto, a presenca de residuos de ageititegcenbianos pode favorecer
ndo so a transferéncia de genes, mas também g&®elde organismos tolerantes
a antibidticos. Todas estas condicbes resultam neowogia microbiana

completamente diferente da da era pré-antibidtica.

Sao varios os estudos relativos a bactérias retaste antibidticos em meios
hospitalares (Fontaine & Hoadley, 1976; Walter, 59&chmitz, 1999;
Kommerer, 2004). Contudo, estudos que foquem outabgidts sdo bem mais

escassos. Actualmente, sdo varias as estirpegiaaageque ndo respondem aos
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tratamentos clinicos aplicados por ja ndo seremegtiveis a antibidticos. A
maioria destas sao bactérias comensais dos humarmsn grande dispersao
ambiental, contudo € ao nivel clinico que maisese vindo a evidenciar o
problema de resisténcia a antibidticos nestes deslaOs estafilococos, que
incluem diversos patogénios oportunistas, sdo ekerdp tais organismos,
frequentemente associados a infec¢cdes nosoconlass(BEnd Bannerman, 1994;
Hiramatsuet al., 1997). Alguns estudos, realizados nos Estadaslognda
Ameérica, Canada e América latina, reportam queaceec50% das infec¢cdes nos
cuidados intensivos sao devidaStaphylococcus aureus e a diversas espécies de
estafilococos coagulase negativo (Pfadleal, 1997; Fridkinet al., 1999; Lowy,
2003).

1.20 CICLO URBANO DA AGUA COMO VEICULO DE DISSEMINACAO DE

MICRORGANISMOS

A agua é um dos habitats mais importantes paraaatérns e, por isso,
representa um dos principais vectores para a ssardinacao. A agua destinada
ao consumo é captada nos rios, lagos ou lenc@sidos, transportada até as
Estacbes de Tratamento de Agua (ETA), onde é auj@itprocessos de
purificacdo, e seguidamente encaminhada para Estagelevatorias e
Reservatorios que depois a conduzem até as tardosaconsumidores. Depois
de usada, a 4gua, entdo designada por residuadnédé para as Estacdes de
Tratamento de Aguas Residuais (ETARS), e, depoisatida, devolvida ao meio

aquatico.

No que diz respeito a purificacdo da agua, estenéprocesso que pretende
remover 0s contaminantes que eventualmente contemhando-a potavel, isto
é, prépria para o consumo humano. Os tratamentpe @as dguas captadas sao
sujeitas dependem da sua origem e podem incluicepsps de tamizacao,

filtracdo e desinfeccéo.
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Varios microrganismos, alguns dos quais patogénicns oportunistas,
demonstraram ser capazes de sobreviver nos sistendsstribuicdo de agua,
(Marshall, 1992). Os microrganismos podem entrar sistemas de distribuicéo
através de varias vias, como, por exemplo, durastprocessos de tratamento
(Characklis, 1998), ou através de deficiénciasimiagestruturas dos sistemas de
distribuicdo (Sibilleet al., 1998). O desenvolvimento de biofilmes nas sigies
das condutas permite que microrganismos e/ou pkasicpresentes na agua
adiram, contribuindo para o seu crescimento. Oilbief pode proteger os
microrganismos da desinfeccdo, bem como aumentanrasao das condutas
(Allen et al., 1980; Ridgwa Olson., 1981).

Durante o transporte das aguas através das corghutasie de distribuicéo, as
bactérias que ai vivem sdo expostas a diversatasglzs, como por exemplo, a
metais. A exposicdo de populacdes bacterianas aignejue se encontram a
superficie das condutas, e a materiais de corrgs@ose depositam e acumulam
no sistema de distribuicdo, pode conduzir a eligénadas bactérias susceptiveis
a metais em detrimento de outras que sao tolerahligasns metais pesados tém
sido apontados como possiveis factores na seldagderiana para a resisténcia
a antibioticos (Alonsoet al., 2001). Armstronget al. (1981) comparou a
sensibilidade a antibidticos entre bactérias prmrges de aguas captadas e de
sistemas de distribuicdo e observou que a freqa&wecresisténcia a antibidticos
era mais elevada nos isolados apos tratamento%® 8 que antes (18,6%).
Segundo os autores, estes resultados sugerirama cgedeccdo de bactérias
resistentes a antibioticos podia estar associad&at@mmento das aguas, mas
também podia resultar da exposicdo a alguns metsados presentes nas
condutas (Armstrongt al., 1981).

As ETARs, por sua vez, tém como objectivo o trat@melas aguas residuais
produzidas diariamente nas mudultiplas actividadesédticas, permitindo uma
possivel reutilizacdo destas, através de um prodassado que inclui processos

mecanicos, fisico-quimicos e microbiolégicos.
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Na Figura 1 apresenta-se um esquema ilustrativiva@mento a que as aguas

residuais podem ser sujeitas.

Desarenador Tanque de
lamas activas

Agua Efuente
Residual T tratado

Y

Gradagem
Decantador Decantador
primério secundario
Tratamento preliminar Tratamento secundario

Tratamento primario

Figura 1 —Esquema geral de tratamentos de uma ETAR.
(Adaptado de Ferreira & Sousa, 1998)

O tratamento pode incluir trés etapas: a remocéoolgectos de maiores
dimensdes e eventualmente de gorduras (tratameelionimar); a remocao de
sélidos decantaveis sob a forma de lamas (tratammithario); e a degradacéo
de substancias organicas pela accdo de microrgasi@matamento secundario).
Em algumas ETARs, as aguas sdo também sujeitas @atamento terciario

constituido por uma série de processos fisico-quisngue tém como finalidade
remover poluentes mais especificos ou promovesiaf@ecao da agua (Brock &

Madigan, 2000). Porém, em Portugal este tratanéraoo.

As ETARs sdo reconhecidas como locais favoraveia padisseminacdo de
determinantes de resisténcia a antibidticos, poarnavarazdes. Além de
constituirem um meio rico em nutrientes, recebenctdrms resistentes a
antibioticos e podem tratar efluentes industrigismeésticos, hospitalares ou
provenientes da agricultura, onde a presenca dasyesados, desinfectantes ou
antibioticos pode ser um problema (Guardabassil., 2001). Sdo varios 0s
estudos que demonstram a existéncia de bactéssserdes a antibidticos e de
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elementos genéticos que transportam resisténcmil@Giicos em comunidades
bacterianas residentes em ETARs (Mach & Grimes2;1B&zquezt al., 1996;
Smalla & Sobecky, 2002; Szczepanowetkal., 2004; Auerbackt al., 2007).

Outros estudos referem que bactérias resistentastiBioticos persistem nos
efluentes finais de ETARs (Reinthaktral. 2003; Ferreira da Silvet al., 2006;

Ferreira da Silvaet al., 2007). Uma vez que estes efluentes sao langao®s
cursos de agua naturais, as ETARs podem consiiuarforma de disseminacao

de bactérias resistentes a antibiéticos e/ou dessgenes.

As normas e os critérios que avaliam a qualidadeefloentes finais de ETARS
encontram-se legislados. Os parametros de deschgaaguas residuais ao
contrario das aguas de consumo nao incluem a andae parametros

microbioldgicos.

1.3CONTAMINACAO AMBIENTAL COM AGENTES ANTIMICROBIANOS

A producdao total de antibidticos na Alemanha, er84]19oi de 1831 toneladas,
das quais 624 sdo penicilinas (Hirsathal., 1999). Embora ndo seja possivel
estimar as quantidades de antibidticos aplicadosnadicina veterinéria, 0s
valores correspondentes a medicina humana saol&gazs O mesmo estudo
refere que uma elevada percentagem de cada aicttb@tos seus metabolitos
,que séo excretados via urina e/ou fezes, € rdgista meio ambiente (Tabela 1)
(Hirschet al., 1999).
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Tabela - Consumo anual de antibiéticos na medicina hunearespectivas percentagens de
excrecao de antibiéticos na Alemanha.

(Adaptado de Hisrckt al., 1999)

Doses diarias Dose Quantidade Inalterada Metabolitos

Antibibticos pre_scptas diaria prescrita 80-90 10-20
(milhdes) (gramas) (toneladas)
. 750 -
Amoxicilina 34 2250 255-127,5 30-60 20-30
. 3000-

Ampicilina 0,6 6000 1,8-3,6 40 ~60
Penicilina V 70 2000 140 ~40 ~60
Oxacilina - - - 50-70 30-50
Penicilina G 0,1 240-720 1,8-3,6 ~ 65 ~20
Dicloxacilina - - - ~15 -
Sulfametoxazol/ 41,6 400-1600 16,676 ~ 60 .
trimetoprim
Trimetoprima 41,6 80-360 3,3-15 >60 -
Eritromicina 19,8 200-1000 3,9-19,8 >60 -
Claritromicina 10,5 125-250 1,3-2,6 5-10 70-90
Cloranfenicol 20,1 - - >70 -
Clorotetraciclina 1,9 - - 80-90 -
Tetraciclina - - - ~60 ~40
Minociclina 8 100-200 0,8-1,6 >80 -
Oxitetraciclina - - - >70 -
Doxiciclina 80,2 100-200 8-16

Um estudo semelhante foi desenvolvido na DinamparaHalling-Srensenet

al. (1998), e revelou que os antibidticos usados fpatamento humano e animal
atingem valores de consumo muito elevados. Nes$se pauantidade total anual
de antibioticos foi calculada em 37,7 toneladasaso de tratamento humano,

enquanto 49,7 toneladas foram aplicadas na medieieainaria.

A guantidade de antibioticos aplicada na Unido peieg durante o ano de 1996,
rondou as 10 200 toneladas, sendo que 50% forardosisaa medicina
veterinaria e como promotores de desenvolvimengoadrdo com Wise (2002),
o consumo mundial de antibidticos estima-se en&el@ 000 — 200 000

toneladas por ano (gnmerer, 2003).

A entrada dos antibiéticos no ambiente pode damesevarias vias, resultando na
contaminacdo das aguas de superficie e residuaBigéra 2 apresenta um
esquema das possiveis vias de exposi¢cao das aggiastiioticos (Hirsclet al.,
1999).
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Figura 2 — Vias possiveis de exposicao de antibidticosreosrsos hidricos (o nimero 1 indica o
processo de lixivia¢ao).
(Adaptado de Hirscht al., 1999

As vias de exposicao podem ser subdivididas emgiaj®os: substancias usadas
para tratamento humano e para tratamento vetarirf@rgensen & Halling-
Sarensen, 2000).

De acordo com as vias de exposi¢cao apresentadasitiogdticos aplicados na
medicina humana e/ou veterindaria ao serem desealteg nos esgotos
domésticos, podem chegar as ETAR®(ifnerer, 2004). Também 0s que sao
aplicados na medicina veterinaria, depois da defecau miccédo, podem atingir
o solo e afectar os organismos que ai vivem. Oemantos dos animais sao,
muitas vezes, usados como adubo que é conservadangoes durante algum
tempo antes da dispersdo nos campos. Apos lixwjaggantibidticos e os seus
metabolitos podem atingir as aguas subterranedin@i8erensenet al., 1998;

Jorgensen & Halling-8rensen, 2000).

Os antibidticos sdo extensamente usados em aquacls principais classes de
farmacos usadas sdo as tetraciclinas, sulfonanedatoranfenicol. O meio

receptor vai ser exposto directamente aos antb®tipois estes, bem como 0s
outros quimioterapicos, sdo aplicados em conjuato aditivos alimentares. No

entanto, verifica-se a acumulacdo de antibiotiemsdd ao excesso de alimento
aplicado e a produgédo de excrementos por pldepeixes. A maior parte das
drogas em excesso permanece nos sedimentos, octel®@arrer degradagao ou
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lixiviagdo para as aguas subterraneas circundghiiesch et al., 1999). Outra
fonte que contribui para o aumento de antibidtieametabolitos nos recursos
hidricos refere-se a descarga de residuos provesiemnle industrias
farmacéuticas. Se os antibidticos nao forem dedmslau metabolizados durante

o tratamento nas ETARS, vao acabar por contamirsrlm e, assim, atingir 0s
lencois fredticos, as &guas superficiais e, emmaltinstancia, a agua para
consumo humano (Hirsadt al., 1999). Todas as vias de disperséo discutidas até
aqui, aplicam-se igualmente aos diversos metalatieoantibiéticos, capazes de
gerar também efeitos de pressdo selectiva (Riochards Bowron, 1985;
Kbvmmerer, 2004).

Também os metais e os desinfectantes tém sidade$ezomo agentes geradores
de presséo selectiva. O sector industrial é o ipahcesponsavel pela existéncia
de metais pesados nas aguas residuais. Por odtrods desinfectantes, usados
em ambientes, superficies e utensilios, sdo intidda no meio hidrico através
dos efluentes produzidos pelos hospitais, quintasstabelecimentos de

processamento de alimentos.

1.4 MECANISMOS DE ACGAO E RESISTENCIA DE AGENTES ANTIMICROBIANOS

Os antibidticos sao substancias produzidas porongianismos, bactérias ou
fungos, e que tém capacidade para inibir a muwtigho bacteriana, exercendo
accao bacteriostatica, ou bactericida, provocandoo#e de bactérias alvo.
Atendendo ao sentido etimolégico da palavra, asstanbias produzidas
sinteticamente (por exemplo, sulfonamidas ou qomad) ndo devem ser
designadas por antibioticos mas antes por agentesierobianos. Desta forma,

0 conceito de agente antimicrobiano inclui todasudstancias capazes de causar
a morte e inibir o crescimento dos microrganisn®®odck & Madigan, 2000;
Garretet al., 1998). Os antibi6ticos constituem uma das cladsesubstancias

mais importantes produzidas, em larga escala, neoepsos microbianos.

O principio da antibioterapia radica no facto deansbioticos serem substancias

gue afectam mais adversamente 0s microrganismogudoos hospedeiros,
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actuando como agentes toxicos selectivos. O grauorieidade selectiva
depende dos mecanismos de accéo do farmaco. Hristgrande pluralidade de
classificacfes para os antibioticos. Estes podenpagse de acordo com o seu
modo de accdo ou mais vulgarmente segundo a suduestquimica. Cada
classe é caracterizada pelo respectivo principtovaa@ os varios membros
distinguem-se através da adicdo ou subtraccdo dgpogr quimicos

suplementares.

Os mecanismos de accdo e de resisténcia dos #éobbi@®ncontram-se bem
documentados. Os mecanismos de ac¢do compreendebicdo da sintese da
parede celular, inibicdo da sintese proteica p@émcsobre os ribossomas,
alteracdo da sintese dos acidos nucleicos e inibigh diversas enzimas do
metabolismo citoplasmatico (Garret, 1998; Brock &dan, 2000; Fluiet al.,
2001).

Os principais processos de resisténcia a antibgtipodem envolver a
inactivacao do antibidtico através de ataque ertmmamecanismos de efluxo,
diminuicdo de permeabilidade ou alteracédo dos $oalao. A Tabela 2 apresenta
resumidamente as principais familias de antibidficms seus mecanismos de

accao e de resisténcia.
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Tabela 2 —-Mecanismos de acg¢éo e de resisténcia a antibidticos
(Garretet al., 1998; Brock& Madigan, 2000, Fluit anet al., 2001)

Familia

B-lactamicos

Quinolonas

Tetraciclinas

Aminoglicosideos

Glicopéptidos

Macroélidos

Sulfamidas

Lincosamidas

Exemplos

Penicilinas
Amoxicilina
Meticilina

Oxacilina

Ciprofloxacina

Tetraciclina

Gentamicina

Vancomicina

Eritromicina

Sulfametoxazol-
trimetropim

Lincomicina
Clindamicina

& Penicillin-Binding-Proteins

Mecanismo de accdo Mecanismos de resisténcia

Hidrélise enzimatica do anel

Inibicaio da sintese de B-lactamico p-lactamases)

peptidoglicano, através Alteracdo das PBPsor
da accdo das PBPs mutac&o

Reducédo da permeabilidade

Blogqueio da acco das Alteracdo das enzimas

topoisomerases do tipo Mecanismo de efluxo
II, DNA girase e

topoisomerase IV Reducéo da permeabilidade

por alteracdo das porinas

Fraca incorporagdo

intracelular e efluxo do
Inibicdo da sintese antibiotico
proteica ao nivel da
subunidade 30S dos

ribossomas

Impermeabilizacao da
membrana citoplasmatica

Proteccao do ribossoma por
proteinas citoplasmaticas

Inactivacdo enzimatica dos
Inibicdo da sintese antibidticos
proteica por acgéo ~ .
sobre a subunidade 3OSAIteraga0 905 ribossomas
: por mutagao
dos ribossomas

Mecanismo de efluxo

Inibicdo da sintese de Alteracdo enzimatica dos
peptidoglicano ribossomas

Inibicdo da sintese
proteica ao nivel da
subunidade 50S dos
ribossomas

Mutacéo ribossomal

Aumento da produgéo de
InibicBo competitiva da DHFR
dihidrofolato redutase
(DHFR), bloqueando a
sintese de DNA e RNA

Alteracdo no gene estrutural
da DHFR por mutagéo

Alteracdo enzimatica do

Actuacdo ao nivelda  (ipossoma

subunidade 50S dos

ribossomas Impermeabilizagéo do

involucro bacteriano
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Contrariamente ao que se verifica com os antilwétios mecanismos de accdo
dos metais e desinfectantes nem sempre estdo lmaneeslos e descritos na

literatura. Relativamente aos desinfectantes testadste estudo, sabe-se que o
peroxido de hidrogénio @#D,), usado como biocida para a esterilizacao,

desinfeccdo e anti-sepsia, funciona como agent#ante, produzindo radicais
livres OH', gue oxida grupos tiol de enzimas e outras praseienquanto o

hipoclorito de soédio, mais conhecido por lixiviaibe a sintese de DNA
(McDonnell & Russel, 1999).

Metais referidos frequentemente como contaminand@sbientais foram
seleccionados para serem testados neste estudmn@®stos de mercurio séo
capazes de se combinar com grupos —SH (tiol) dekeipas, inactivando-as
através da enzima redutase tHg>Hg%). Também os ides de prata interagem
com o0s grupos tiol das enzimas e outras proteinastivando as bactérias
(McDonnell & Russel, 1999).

1.5AQUISICAO DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

1.5.1RESISTENCIA ADQUIRIDA E NATURAL

A resisténcia aos antibioticos pode ser intrinsegaadquirida. A resisténcia
intrinseca/natural ocorre em bactérias que samsnsgEis ao agente sem que
tenha havido aquisicdo de factores de resisténcsdioe devidas a aspectos
fisioldgicos e estruturais da célula (Murray, 19979r exemploPseudomonas
aeruginosa € naturalmente resistente a penicilina, devidacpalmente a
incapacidade da substancia atravessar a membr&rasee a desactivacdo do
antibiotico através de enzimas. Por outro lades&téncia adquirida surge numa
populacao bacteriana como consequéncia da ocaréaanodificacdes no DNA
da bactéria por mutacdo cromossdmica ou por tn@msf@a horizontal de genes
(Guardabassi & Dalsgaard, 2002; Sundsfjatd al., 2004). A resisténcia
intrinseca resulta de um longo processo de evolggwética, enquanto a
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adquirida pode surgir num curto espaco de tempar@abassi & Dalsgaard,
2002).

1.5.2M ECANISMOS DE AQUISICAO DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICO S

MUTACOES CROMOSSOMICAS

As mutacbes sao alteracdes na sequéncia nucleotigligpodem ocorrer
espontaneamente durante o processo de replicacBdldoA probabilidade de
ocorréncia de uma mutacdo assume valores relathtant@ixos: estima-se em
108 por par de nucleotidos e por geracdo, isto é, @hbdctérias descendentes
de uma célula pode ocorrer apenas um organismatdetde uma mutacéo
(Garrettet al., 1998).

A resisténcia conferida por mutagédo € geralmemtiads, para um sé composto
ou grupo de compostos semelhantes, e a probal@lidaddesenvolvimento de
resisténcia simultanea a varios farmacos € peq&ma.frequéncia de mutantes
resistentes para um antibiético fosse d&, ¥0frequéncia de mutacéo para uma
resisténcia simultanea a dois farmacos seria dé #otrés 18°, a quatro 18*
(Brock & Madigan, 2000; Ferreira & Sousa, 1998; retret al., 1998). Deste
modo, a multirresisténcia, observada em numerosa¥omanismos que
demonstram reduzida susceptibilidade a antibidticée pode ser explicada
apenas por mutagdo, mas antes por recombinacéaticgené

TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES

Durante muitos anos assumiu-se que a transfer@ariatica entre diferentes
espécies de microrganismos era um fendmeno radsEistudos recentes vieram
contrariar a ideia de que a resisténcia a antdmétiera adquirida apenas por
mutacdo espontanea; durante a evolucdo bactedanapacidade de explorar
novas condicdes ambientais e responder a novasopgesselectivas surge,

principalmente, como fruto da aquisicdo de genestjamsferéncia horizontal
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entre bactérias. O processo de transferéncia mbalzde genes (THG) contribuiu

para a diversidade genética existente nas bactérias

A transferéncia horizontal de genes (THG) consiste dadiva de material
genético entre uma célula dadora e uma receptate. &nceito aparece em
contraposicao a transferéncia vertical de genegore entre 0os progenitores e
as células-filhas (Stansfietd al. 1998; Miller, 1998). Os possiveis mecanismos

de THG sé&o a conjugacéo, a transducdo e a traresféon

Através da transformacdo ha entrada de DNA livezalghente proveniente da
lise celular, e sua posterior incorporacao estérekélulas competentes. (Brock
& Madigan, 2000; Miller, 1998). A transformacdo uval entre bactérias

distantemente relacionadas parece ser possivaj€eral., 1998).

A transducéo consiste na transferéncia de DNA ndedpor um bacteriéfago e
pode ser de dois tipos, generalizada ou espedalizatransducédo generalizada
envolve o ciclo litico, em que qualquer fragmereddNA da bactéria hospedeira
pode, por engano, ser encapsidado, originandocpksi denominadas de
particulas transdutoras que podem entdo trandd®iik para outras bactérias.
Por outro lado, a transducdo especializada estiada ao ciclo lisogénico de
bacteri6fagos temperados. Na presenca de um estipnid exemplo radiacdes
UV, o ciclo vegetativo do bacteriéfago € induzidoerre a excisdo do DNA
viral do genoma bacteriano. Porém, por vezes,seftaracao pode ser defeituosa
e retirar ndo s6é sequéncias virais mas também seigséacterianas vizinhas do
local de integracdo (Brock & Madigan, 2000; Millé998). A transduc¢do nao é
considerada um mecanismo muito importante na tdecanaterial genético na

natureza, pois o0 seu espectro de accao € muitaided{iDrogeet al., 1998).

A conjugacao consiste na transferéncia unidireetiole DNA, plasmidico ou
integrado em cromossomas, por contacto directe dydctérias através de um
tubo de conjugacapi(us). O processo de conjugacdo € mediado por plassiideo
F, que contém genes localizados que codificam jmrageenvolvidas na formacao
de pilus e processo de conjugacdo. Ha a passagem de DNAigiao de uma
célula dadora que apresenta factof),(Fara uma célula receptora, que nao
contém factor (F, e o DNA é replicado pelo processo do circulcamts.

Alternativamente, o factor F pode ser integrad@nmonossoma, designando-se a
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estirpe dadora por HfHigh frequency of recombination) (Brock & Madigan,
2000; Roy, 1999; Miller, 1998; Drogt al., 1998). Os processos de transferéncia
de material genético anteriormente referidos podeorrer em varios habitats,
tais como a agua, sedimentos, solo, plantas e en{@aardabassi & Dalsgaard,
2002).

MIGRACAO INTRACELULAR DE GENES QUE CONFEREM RESISTENA

A disposicdo dos genes no genoma ndo é necessat@amstavel. Existem
segmentos de DNA, como por exemplo aqueles quesi@nfresisténcia aos
antibioticos, capazes de migrar de um ponto paratim do genoma bacteriano.
Este movimento pode ocorrer ou ser facilitado pandposdes e integrdes. Os
transposdes podem ser sequéncias de insercdoangermio mais simples, ou
transposdes complexos. As sequéncias de insergasismn em pequenos
segmentos de DNA com um gene que codifica pararefpsase ladeado por
extremidades com sequéncias de repeticdo inve(®drRi). Os transposoes
complexos sdo segmentos maiores com uma regidoakenoe contem varios
genes, sendo que alguns conferem resisténcia laiGaicths e metais pesados,
factores de viruléncia e outros, flanqueados pok. §Btes Ultimos movem-se
como uma unidade, podendo saltar do cromossomaipapasmideo ou para o
genoma de um bacteridéfago, ou vice-versa. Existeambém, transposofes
conjugativos que apresentam a capacidade de tré&nsi® por conjugacao
permitindo a sua transferéncia ndo s6é de um loagh P outro do genoma

bacteriano mas também de uma bactéria para outra.

Segundo Hall & Collis (1999), os integrées sdo adab genéticas que incluem
componentes de um sistema de recombinacdo sitewiisp que permite
capturar e mobilizar genes contidos em elementostges moveis, por vezes
cassetes de genes. A expressao de tais cassgfsedeinseridas nos integroes é
possivel, devido a existéncia de um promotor laedlb a montante da zona de
integracdo. Desta forma, transposdes e integr@s agmo vectores naturais de
clonagem e de expressao. Além disso, as barreerdssdersédo destes elementos
sao reduzidas, uma vez que estes elementos genéfiomecessitam de regides

de homologia entre transposéao/integrao e o locd¢ o ser inseridd8ennett,
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1999). Deste modo, os transposdes e os integréiétafa a propagacéo de genes
de resisténcia pela populacdo bacteriana atravésedanismos de THG (Brock
& Madigan, 2000; Garred al., 1998).

1.6 FACTORES QUE PODEM PROMOVER A SELECCAO DE RESISTENCIA

Apesar de existir uma série de factores que pod#éoenciar o desenvolvimento
de resisténcia numa populacao de bactérias, aie&ipasontinua e prolongada de
bactérias tolerantes a concentragfes subterapgutiea antibidticos pode
promover a seleccdo de organismos resistentes.f&sleneno designa-se por
presséao selectiva e pode ocorrer no hospedeir@ moemo ambiente (Bmmerer,
2004). A exposicdo de bactérias a concentracOeteraputicas de agentes
antimicrobianos, que ocorre, por exemplo, quandamgidticos sdo usados
como promotores de crescimento (Khachatourians8;19%tte et al., 1999;
Aarestrupet al., 2001) ou devido ao uso improprio na medicina &wane
veterinaria (Teubner, 1999), pode aumentar a wddold com que as bactérias
resistentes sdo seleccionadas. Também os metasirdedtantes sdo referidos
como factores de seleccdo para a resisténcia laicditios (Alonsoet al., 2001,
Levy, 2002; Kiummerer, 2004; Summers, 2006). Os isief@esados e
desinfectantes conduzem ao desenvolvimento deé&esia a antibioticos atraves
de duas formas possiveis. Os genes que codificaistérecia a metais pesados
podem localizar-se na mesma estrutura genética aguada resisténcia a
antibioticos, sendo o exemplo mais frequente aistéimcia no plasmideo ou em
elementos genéticos moveis (Wiremah al., 1997). Alternativamente, as
bactérias podem apresentar mecanismos de ressst@hei especificos a metais
pesados, desinfectantes e antibidticos, como émpeo do sistema codificado
pelos genesnarA em Escherichia coli, que confere resisténcia a mercurio e a
tetracilina (Seoane & Levy, 1995). Em qualquer ws dasos, a exposicdo a uma
substancia resulta na seleccdo de bactérias résssta outra substancia (co-
seleccao) (Rasmussen & Sgrensen, 1998; Guard&bBsdsgaard, 2002).
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S&o varios os estudos que revelam o risco dos grresonferem resisténcia a
antibiéticos serem disseminados pela comunidadieti@ta através de seleccao
indirecta por metaisAlonsoet al., 2001; Levy, 2002; Kimmerer, 2004; Summers,
2006. A hipotese da ocorréncia de co-seleccao € coraola pela evidéncia
indirecta de que as bactérias isoladas a partsedanentos marinhos poluidos
com metais pesados sao significativamente maisteasés a antibiéticos do que
aquelas que vivem em ambientes ndo poluidos (Raemus Srensen, 1998).
Outro estudo, levado a cabo por Bet@l. (2005), demonstra que a introducéo
de cobre em solos para agricultura seleccionamsaaesisténcia a esse metal
mas também indirectamente a resisténcia a antbgtiMcArthuret al. (2001)
concluiu que em rios em que ndo eram descarregqdasquer bactérias
resistentes a antibidticos as elevadas concenwadée metais, de origem

industrial, contribuiam para a seleccao indireetassisténcia a antibiéticos.

1.70 GENERO STAPHYLOCOCCUS

O geéneroSaphylococcus pertence a famili&@aphylococceae. Os estafilococos
sdo cocos Gram positivos, apresentam diametro énfree 1,5 um e sao
desprovidos de motilidade. Agrupam-se caracteaistente em cachos, embora
possam ocorrer como cocos isolados, aos pares owaeeias curtas. S&o
aerdbios facultativos e produzem acidos por degéadaa glicose. A parede
celular contém peptidoglicano e acidos teicdicos $aphylococcus séo
susceptiveis & accao da lisostafina, mas resistarilise pela lisozima (Kloos &
Jorgensen, 1985; Kloa al., 1992; Ferreira & Sousa, 1998). Os estafilococos
formam colonias de 2 a 3 mm de diametro, brilhariess e opacas. A cor das
colénias pode variar de branco a amarelo douradcalatanjado. Toleram
elevado teor de NaCl (10%) e crescem entre os &820°C. E pratica corrente
incorporar sal quando se quer obter um meio setepiara estafilococos (Kloos
& Jorgensen, 1985; Kloa# al., 1992; Ferreira & Sousa, 1998).

Os estafilococos apresentam alguns factores déEnaia, isto €, mecanismos

gue permitem a invasao do hospedeiro ou a evaséistema imunitario (Kloos
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& Jorgensen, 1985; Kloost al., 1992; Ferreira & Sousa, 1998). Estes
mecanismos encontram-se mais extensamente estuda@os espécie
Saphylococcus aureus. Um desses factores consiste na capacidade de
produzirem coagulase. Trata-se de uma enzima ekitac que estimula a
reaccdo de coagulagcdo no plasma formando um compgiem a protombina,
conduzindo ao depodsito de fibrina em redor dosfiEgtacos protegendo-os,
assim, da fagocitose. Todavia, s6 uma espécie ¢uittag para 0os humanos é
capaz de a produzi&aphylococcus aureus. Desta forma, esta enzima torna-se
importante na identificacdo desta espécie (Kloakogersen, 1985; Kloc al.,
1992; Ferreira & Sousa, 1998). Os estafilococos s@iohecidos pela sua
ubiquidade no meio ambiente (Kloos, 1980), podesdo encontrados em
produtos alimentares (carne, leite e queijo), elo ea areia, em agua doce ou
salgada e em poeiras na atmosfera (Ke@s., 1992). No entanto, a maior parte
dos estafilococos sao descritos como habitantgselgae mucosas de humanos,
podendo existir em densidades até-10 CFU/cnf (Kloos et al., 1992;
Huebnergt al., 1999).

Os estafilococos sao importantes patogénicos psraumanos. De entre os
estafilococos, 0sS. aureus sédo considerados como 0s principais agentes
etiologicos nas infecgcbes nosocomiais. Podem cawsar série de infeccdes
superficiais e profundas em humanos e animais, chmmculos, impetigo,
abcessos, celulite, osteomielites, artrites, pneugsp empiemas, meningites,
bactériemia, septicemias, endocardites e sindraanpete escaldada (Kloos &
Jorgensen, 1985). Por outro lado, durante muitqpéenconsiderou-se que 0s
estafilococos coagulase negativo tinham reduziddéricia (Klooset al., 1992;
Kloos & Bannerman, 1994, Huebnet,al., 1999). Contudo, tem-se verificado
um numero crescente de estudos que os referem gatngénicos oportunistas
(Kloos et al., 1992; Kloos & Bannerman, 1994; Kesse al., 1998). Os
estafilococos coagulase negativo encontram-se eimsrhespitalares e muitos
sdo considerados como agentes importantes na giisie infeccoes,
especialmente, em doentes imunodeprimidos, recégiects e pacientes com
préteses (Kloos & Bannerman, 1994).

As principais espécies de estafilococos coagulagativo encontradas em seres

humanos sad. epidermidis e S saprophyticus (Huebner,et al., 1999). S
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epidermidis é habitante regular da pele e mucosas, sendadevado, de entre os
coagulase negativo, a espécie com maior prevalérigele humana e com
maior potencial patogénico, sendo também apontanw émportante agente de
bactéremia e endocardites em servicos hospitalAresia viruléncia deve-se a
producdo de um exo-polissacarido, que aumentarérada do microrganismo a
superficies inertes, formando biofilmes, ficandssim, protegido da accdo do
sistema imunitario e dos antibioticos (Huebreeral., 1999).S. saprophyticus €

considerado um organismo patogénico do aparelhm@noi especialmente, em
mulheres jovens e sexualmente activas. E considesad dos agentes mais
frequentes em infec¢Bes urinarias, estando a dogepacidade relacionada com

a capacidade de adesao as células do sistemadaiKi@oset al., 1992.

Alguns estudos mostram que pode haver transmisegaial através do contacto
com a pele de um paciente infectado, ou transmisshit@cta, via contacto com
as maos dos prestadores de cuidados saudaveis mu ecoipamentos

contaminados como cateteres e proteses (Emmer€84).1Além disso, a

contaminacao de alimentos, como por exemplo a ctandéem é referida com
veiculo de transmissdo @aphylococcus spp. (Klooset al., 1992; Rodriguez-

Callejaet al., 2006).

1.8 DISTRIBUICAO DE STAPHYLOCOCCUS SPP. RESISTENTES A

ANTIBIOTICOS NO MEIO AMBIENTE

S&o varios os estudos que revelam resisténciailscticbs emStaphylococcus
spp. de proveniéncia clinica, como por exemploa parlincomicina (Mee-
Marquetet al., 2004; Harochet al., 2003), para a eritromicina (Randrianireta
al., 2007), para a tetraciclina (Ardetal., 2005), para a clindamicina (Stewatd
al., 2005) e para a gentamicina (Cafferkegl., 1983).

Também se conhecem diversos estudos relativamentexisténcia de
estafilococos resistentes a antibioticos em isalade animais. Num estudo

realizado por Pateét al. (1998), foram isolados&aphylococcus da pele e
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mucosas de gatos, sendo que 22 em 187 demonstest&€ncia a antibioticos
como a lincomicina, a oxitetraciclina, cotrimoxaeoénrofloxacina. Morrist al.
(2006) detectaram 35% d®& aureus, 17% deS intermedius e 40% deS

schleiferi resistentes a meticilina em isolados de caesos.gat

Os escassos estudos relativosstaphylocococcus spp. de origem ambiental
referem a existéncia d& simulans, S. lenticus, S. xylosus e S. hyicus, isolados de
aguas poluidas de Marrocos, detentores de detertesiagenéticos que
codificam resisténcia a antibidticos, tais comoetaticlina e o cloranfenicol
(Kessieet al., 1998).
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CAPITULO 2:

MATERIAIS E METODOS
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CAPITULO 2: MATERIAISE METODOS
2.1 AMOSTRAS

Foram estudados 39 isolados de estafilococos peaves de uma Estacdo de
Tratamento de Aguas Residuais (ETAR) situada néiseljorte de Portugal.
Esta ETAR esta dimensionada para servir uma popalde 100 000 habitantes
de uma &rea com uma densidade populacional detelfitantes por K Trata
um caudal constituido por efluentes domésticosécde 70%) e industriais pré-
tratados (cerca de 30%). O afluente (dgua residugh) € submetido a um
tratamento preliminar (gradagem) para a remocéaooljectos de grandes
dimensbes, e depois sujeito a tratamento prim&doqQe de sedimentacao
primario e desarenacao) que remove principalmestsdidos em suspensao
sedimentaveis. O tratamento secundario do eflupniteario é realizado por
lamas activadas. Ap0s a sedimentacdo das lamasadedi (tanque de
decantacédo), o efluente tratado é descarregadosisiema de agua natural. O
tempo total de retencao hidraulica é de aproximadéenl 2 h.

A amostragem e o isolamento das bactérias forarizadas previamente,
conforme se descreveu em Ferreira da Séval. (2007), em 4 periodos
diferentes: Novembro de 2004, Janeiro, Abril e dulle 2005. Recolheu-se 1
litro de amostra de agua residual afluente (entradi@nque de lamas) e de agua
tratada proveniente do decantador secundario nuripierte estéril que,

seguidamente, foi transportado para o laboratéaioadisado.

Os presumiveis estafilococos foram isolados em ManBalt Agar (Pronadisa)

a 30°C e purificados por subcultura em meio nutritiOs isolados foram

caracterizados preliminarmente através da coloralfidsram e presenca de
citocromoc oxidase e de catalase. As culturas puras forarseceadas a -80°C,

em meio nutritivo LB (5 g/l triptona; 2,5 g/l) sgmhentado com glicerol a 15%
(VIv).
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2.1 M ANIPULACAO DE CULTURAS , MEIOS DE CULTURA E CONDICOES

DE CRESCIMENTO

2.2.1MANIPULACOES DE CULTURAS E DNA

Todas as manipulacbes de culturas e DNA foram wddes nhuma camara de

fluxo laminar (Telstar, Bio-II-A).

2.2.2MEIOS DE CULTURA

a. Meio selectivo utilizado para isolar e manussaculturas: Mannitol Salt Agar
(MSA, Pronadisa). Preparou-se suspendendo 111 glitronde agua destilada.

A suspenséo foi aquecida até ebulicao e agitadasosgmente, durante 1 min.

b. Meio nutritivo usado na purificacdo e manuseis culturas: Plate Count Agar
(PCA, Pronadisa). Preparou-se suspendendo 23,5ngede num litro de agua

desmineralizada.

c. Meio utilizado para realizar os antibiogramal® meétodo de difusdo em agar:
Mueller-Hinton (Oxoid). Preparou-se suspendendo g3®um litro de agua
destilada. Para testar os antibioticos vancomi¢wid), meticilina (MET) e
oxacilina (OX) este meio foi suplemementado com IN&E (p/v).

Todos os meios foram esterilizados por autoclavagerh21°C durante 15
minutos. Depois de autoclavados, arrefeceram até cke 45°C e, em condicdes
de assepsia, foram distribuidos por placas de 8et80 mm. No caso do meio
Mueller-Hinton (Oxoid) usaram-se placas de 9 cndidenetro, em que este se
colocou de modo a ter uma superficie plana e untaraaluniforme de
aproximadamente 4 mm. Quando os meios estavancadbf, as placas foram

invertidas e armazenadas até serem usadas.
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2.3CARACTERIZACAO PRELIMINAR

Os isolados criopreservados foram cultivados quialneente em meio nutritivo
(PCA ou MSA) e foram incubados a 30°C, durante eniopdo maximo de 24 h.
Todos os isolados foram sujeitos aos seguintesstelst caracterizacao fenotipica
preliminar: coloracdo de Gram, morfologia celulapresenca de citocromo
oxidase, de catalase e de coagulase.

2.3.1COLORACAO DE GRAM

A partir de células crescidas em PCA, durante 16+2fez-se e fixou-se um
esfregaco de cada isolado. Posteriormente, cobrauesfregaco com solucao de
cristal de violeta e deixou-se actuar durante 6@wu-se o corante com agua
destilada. ApGs o uso da solucdo de cristal deetdplem que todas as células
ficam coradas, seguiu-se a aplicacéo de solutoudelLo mordente, que, uma
vez combinado com o corante primario, forma um dert insolluvel
intracelular. De seguida, aplicou-se alcool etibc®5%, durante 30 s e lavou-se,
novamente, com agua destilada. Finalmente, seguauaplicacdo de safranina
O, um corante secundario, que permite observaacsgiins Gram-negativas com
cor vermelha. Estas distinguem-se das bactériasoan de roxo, designadas
Gram-positivas. Esta técnica, além de permitiririsir Gram-positivos de
Gram-negativos, também permitiu determinar a fodna organismos (cocos,
cocobacilos ou bastonetes). Como estirpes de dontforam usadas
Saphylococcus aureus DSM 1104 (controlo positivo) Escherichia coli ATCC
25922 (controlo negativo).

Reagentes para a coloragdo de Gram:
Violeta de Cristal 2 g violeta de cristal

20 ml alcool etilico a 95%
0,8 g oxalato de aménia
100 ml 4gua destilada
Soluto de Lugol 2gKI
1 g cristais de iodo
100 ml &gua destilada
Safranina O 2,5 g de safranina O a 100 ml de alcool etilico a 95%
adicionou-se 10 ml desta solugéo a 100 ml de agua destilada
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2.3.2TESTE DA CATALASE

Para detectar a presenca da enzima catalase adiesenuma gota de peroxido
de hidrogénio (3 %, p/p) sobre uma lamina de map® limpa e seguidamente
colocou-se uma ansa de células crescidas em PG#hsArvacdo imediata de
formacgéo de bolhas de oxigénio indicou uma rea@giitiva. Como controlo
positivo foi usada a estirg#aphylococcus aureus DSM 1104.

2.3.3TESTE DA CITOCROMO C OXIDASE

A técnica utilizada para detectar a presenca deroinoc oxidase consistiu em
colocar numa tira de papel Whatman algumas gotaseagente tetrametil-p-
fenilenediamina dihidrocloreto (TMDP) a 1%. Com yalito, retirou-se uma

colonia de uma cultura em PCA que foi esfregadaesolpapel.

Uma reaccao positiva corresponde ao aparecimentgodeazul e negativa
quando ndo ha aparecimento de cor. Esta coloragsidta da oxidacdo do
reagente pela citocronwoxidase; o reagente oxidado € azul e a forma reaéz
incolor. Como estirpes de controlo foram usaS&phylococcus aureus DSM
1104 (controlo negativo) d’seudomonas aeruginosa DSM 1117 (controlo
positivo).

2.3.4TESTE DA COAGULASE

Realizou-se a pesquisa da enzima coagulase atdavé@setodologia em tubo
(pesquisa de coagulase livre), utilizando plasmaaidho liofilizado (Biokar
Diagnostics). Inoculou-se com uma ansa de célukscidas em meio PCA, 0,3
ml de plasma reconstituido e incubou-se a 37°Geifigas realizaram-se apoés 4
e 24 h de incubacdo. A formacdo de codgulo foicatdia de uma reaccao
positiva. Utilizou-se como controlo positivo a g3t Staphylococcus aureus
DSM 1104.

26 de 88



2.4DETERMINACAO DE FENOTIPOS DE RESISTENCIA A

ANTIBIOTICOS , DESINFECTANTES E METAIS PESADOS
2.4.1ESTIRPES DE REFERENCIA

As estirpes de referéndischerichia coli ATCC 25922 éaphylococcus aureus
DSM 1104 foram incluidas em cada ensaio de modo oatralar a
reprodutibilidade e repetibilidade dos resultadbfidos. Os halos de inibicdo

(mm) esperados para estas estirpes de referén@mirdicados na Tabela 3.

Tabela 3: Halos de inibigdo (mm) aceitaveis para asstirpes de referéncia para os
antibiogramas.

(Adaptado de SFM 2006
Halos de inibigcdo (mm) para estirpes de

Antibicticos referéncia
Escherichia coli Staphylococcus aureus
ATCC 25922 DSM 1104

Amoxicilina (AML) 22,0-26,5
Ciprofloxacina (CIP) 31,0-38,0

Gentamicina (CN) 19,0 - 26,0 19,0-27,0

Sulfametoxazol/trimetoprim 25,5-30,5 28,0-32,5
(SXT)
Tetraciclina (TE) 18,0 — 25,0 24,0 -30,0

* Société Francaise de Microbiologie
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2.4.2 DETERMINACAO DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIBIOTICOS —

ANTIBIOGRAMAS

A resisténcia a antibioticos foi testada pelo métde Kirby-Bauer, com base nas
recomendacdes do CLSI (Clinical and Laboratory @&eats Institute, 2006).

A susceptibildade bacteriana a agentes antimianokigpode ser medida vitro
usando o método de difusdo em agar. Usando estadohagia, os agentes
antimicrobianos séo aplicados sob a forma de disb®spapel de filtro.
Simultaneamente, os discos absorvem a agua do dissojJvendo o antibiotico,
que, assim, fica livre para se difundir atravésadar, de acordo com as leis
fisicas da difusdo. O resultado € a formacao dgnamliente de concentracdo de
antibiotico que decresce com a distancia ao dEste processo € mais rapido do
que a multiplicacdo celular. Quando esta ocorrea sewndicionada pela
concentracdo de antibiético nos diferentes pordigslata, permitindo determinar

a zona de inibicao (Washington, 1985).

a) Preparacéao do in6culo
De acordo com as recomendag0fes, utilizou-se umulim@mm uma densidade

celular correspondente a 0,5 na escala de McFarlend primeiro lugar,
preparou-se o inoculo-padréo, usando coloniaStajghyl ococcus aureus DSM
1104 crescidas em PCA que foram homogeneizadas em solajia estéril
(NaCl 0,85%, p/v). A densidade Optica (DO) da sospe foi medida num
espectofotometro a 625 nm de forma a atingir valode absorvancia
compreendidos entre 0,220 e 0,240, que correspary® unidades McFarland
(~10° CFU/ml) (SFM, 2006). De seguida, fez-se uma susierdirecta em
solugéo salina para todas as amostras para obtetwwacao coincidente com a
da suspensédo-padrao preparada previamente. A cagapaentre a suspensao-
padréo e as demais amostras foi facilitada pelalasam fundo branco com uma

linha contrastante preta.

b) Inoculacdo do meio de cultura
Procurou-se que o periodo de tempo entre a pré&madagindculo e a inoculagao

do meio de cultura ndo fosse superior a 15 minndculacéo foi feita com

auxilio de uma zaragatoa previamente mergulhadas@ensao bacteriana, tendo
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o cuidado de a apertar e rodar trés vezes conprarades do tubo e de seguida o
mesmo numero de vezes acima do nivel do liquidm, @&dinalidade de eliminar
o liquido em excesso. Posteriormente, com a mesmnagatoa semearam-se por
estrias apertadas as placas de Mueller-Hinton @xa@m trés direcgoes,
perpendiculares entre si, por toda a superficimeéi@. Deixou-se secar o inéculo

durante 5 min.

c) Aplicagéo dos discos de antibiéticos
Os discos impregnados de antibidtico (Tabela 4,id)xtoram retirados do

frigorifico e deixados atingir a temperatura amtgeme forma a minimizar a
condensacao do ar. Os discos foram aplicados sobreio Mueller-Hinton

(MH) ou Mueller-Hinton (MH) com NaCl 2% inoculadopm a ajuda de um
dispensador (Oxoid). O dispensador permite o prquisicionamento dos discos
com igual espacamento de 54 mm de circunferén@adi€cos sdo colocados

firmemente sobre a superficie de agar permitinda perfeita difuséo.

d) Incubacéo
Antes que tivessem passado 15 min apds a prepaes;atacas foram invertidas

e colocadas numa incubadora a 35-37°C durante 18-24

e) Leitura dos halos de inibicao
Apoés 18-24 h de incubacédo, mediram-se os halosidegdo, com a ajuda de

uma régua. A placa fechada foi observada sobre wndof negro. Segundo a
inibicdo de crescimento verificada, as bactériap s#assificadas como
Susceptivel (S), Intermédio (I) ou Resistente (@, acordo com a seguinte

tabela, como recomenda o CLSI (Tabela 4).
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Tabela 4 —Concentra¢des de antibidticos e classificagdo déébas como S (Susceptivel), |
(Intermédio), ou R (Resistente) p&aphylococcus spp

(Adaptado de CLSI, 2006)

Antibibticos jonce.nt'fj’if;éo Halos de inibicdo (mm)
o antibiotico 3 I R

Amoxicilina (AML) 25 ug >21 14-20 <14
Ciprofloxacina (CIP) 5ug >22 19-21 <19
Gentamicina (CN) 10 pg >15 | - <14
Sulfametoxazol/trimetoprim
(SXT) 25 ug >16 10-15 <10
Tetraciclina (TE) 30 ug >19 17-18 <17
Eritromicina (E) 15 pg >22 17-21 <17
Vancomicina 5 (VA) S5 ug >12 | - <11
Meticilina (MET) 5ug >15 | - <15
Oxacilina (OX) 5 ug >15 | - <15
Clindamicina (CLI) 2ug >15 | - <15
Lincomicina (LIN) 2 ug >15 17-20 <17
Penicilina G (PE) 6 ug >29 8-28 <8

Para verificar a reprodutibilidade dos resultadb8dos para os antibiogramas,
repetiram-se 65% dos mesmos.
2.4.3 DETERMINACAO DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS — ATB™

STAPH 5

Quatro isolados que apresentavam perfis de resigtémais infrequentes e dois
gue ndo apresentavam fendtipo de resisténcia aimedbs antibiéticos referidos

acima foram testados também com kit comercial ATBM STAPH5
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(BioMérieux® SA), seguindo as instru¢cdes do fabriea Okit comercial inclui

15 antibiéticos, em uma ou duas concentragfe<{c @12 mg/l penicilina (PE),
38 mg/l sulfametoxazol/trimetoprim (TSU), 4-8 mgkntamicina (CN), 0.5-4
mg/I eritromicina (E), 0,5-2 mg/l clindamicina (QLK-8 mgl/l tetraciclina (TE),
4-8 mg/l minociclina (MIN), 4-16 mg/l vancomicinaVA), 8-16 mg/l

teicoplanina (TEC), 1-2 mg/l rifampicina (RFA), 489/l norfloxacina (NOR),
2-4 mgl/l levofloxacina (LVX), 2-16 mg/l acido fustd (FUC), 32-64 mg/I
nitrofurantoina (FUR), 1-2 mg/I de quinupristinafdaristina (QDA), 0,25 mg/l
de oxacilina coagulase (-) (OXAE) e 2 mg/l de okiagi(OXA).

De acordo com as recomendacdes do fabricante,rptepa uma suspenséo para
as amostras com uma densidade celular correspender? na escala de
McFarland. De seguida, transferiu-se 200 pl de eada das suspensfes para
ampolas de meio ATB e 0 mesmo volume para ampaanelo ATB Na 2%
(para os testes OXAE/OXA). Posteriormente, inocidela galeria e procedeu-se
a incubacéao durante 18-24 h a 37°C, em aerobiokstuda visual dos resultados

consistiu em pesquisar em cada cupula a preserigavdeao.

Segundo a presenca ou auséncia de turvacao, gEeesao consideradas como
Susceptivel (S), Intermédio (I) ou Resistente (lR)acordo com as instru¢des do

fabricante que se encontram resumidas na segalméat

Tabela 5 — Interpretacdo de ATE STAPH 5 quando os antibidticos sdo testados com 2
concentracoes.

Aspecto das cupulas Resultados
Estirpe
c C c C
transltcido | translicido - ; S
turvo transldcido + - |
turvo turvo + + R
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2.4.4DETERMINACAO DE RESISTENCIA A CLINDAMICINA INDUZIDA

POR ERITROMICINA

A expressao de resisténcia a clindamig@ode ser constitutiva ou induzida por
eritromicina. Para se testar este fenotipo, odige eritromicina e clindamicina
sao colocados a uma distancia adequada, de maa® antpos os antibibticos se
cruzem no meio agarizado. Uma zona de inibicdo amd de D indica que a
eritromicina induziu a resisténcia a clindamicihadlercq, 2002; Stewaret al.,
2005). Por este motivo, este teste designa-se pernd presente trabalho foi
realizado conforme descrito por O’Sullivehal. (2006). Apés inoculacdo das
placas, aplicaram-se, com a ajuda de uma pingdisoss de clindamicina (2 pg,
Oxoid) e eritromicina (15 pg, Oxoid) sobre a suiggafdo meio Mueller-Hinton,
que ficaram a distancia de 15 mm. As placas foramabadas a 35-37°C durante
18-24 h.

A leitura dos resultados consistiu na medicdo dakshde inibicdo dos
antibiéticos e de acordo com a Tabela 4. A ocoreéte inducao de resisténcia a
clindamicina por eritromicina foi indicada por ummana de inibicdo em forma de

D. Quando nédo houve efeito de inducdo a zona beéa foi circular.

2.5 DETERMINACAO DE SUSCEPTIBILIDADE A DESINFECTANTES E

METAIS PESADOS

Para a detecgcdo de susceptibilidade a desinfestantmetais, recorreu-se ao
método descrito por Ferreira da Silgtaal. (2007). A preparacdo do meio de
cultura PCA, das suspensfes bacterianas, bem caimmocllacdo das placas foi

realizado como referido, respectivamente, nos 2.2, 2.4.2 a) e b).

As solucbes de metais pesados (Merck) testadas '60amM Cd(NQ),.4H,O,
200 mM ZnSQ, 200 mM NiCh.6H,0O e 50 mM HgGJ, e os desinfectantes foram
peroxido de hidrogénio (1,5 %, p/p) e lixivia comar (< 2,5 %, p/p hipoclorito

de sédio).
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Apés a inoculacado, procedeu-se a aplicagdo dosfdetintes e das solucbes de
metais pesados. Para os desinfectantes usarardiseo? brancos (Oxoid) que,
depois de colocados sobre a superficie de agamifica distancia de 54 mm,
foram impregnados com 5 pl de hipoclorito de sdmliocom igual volume de
peroxido de hidrogénio. As solucdes de metais messatD pl das solugcbes de
cadmio e mercurio, e 15 ul das de niquel e zirmmanfi colocadas directamente

sobre o meio de cultura.

A incubacéo e leitura dos halos de inibicao foraalizados como descrito nos
pontos 2.4.2 d) e e).

Devido ao facto de n&o haver tabelas de refer@nmarelacionem os halos de
inibicdo com os fenotipos de resisténcia ou sugukgade, a analise dos dados
foi, neste caso, realizada de modo diferente. ®afaito, realizou-se uma analise
de correlacdo que permitisse inferir sobre a peksissociacdo de resisténcia a
antibioticos, metais pesados e desinfectantes.dPeifito utilizou-se o programa
SPSS 14.0 para Windows, que permitiu calcular desresm de correlacéao

(Correlacéo de Pearson) existente entre os diEssegentes antimicrobianos.
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2.6 METODOS DE CARACTERIZACAO GENOTIPICA

2.6.1EXTRACCAO DE DNA

A extraccdo de DNA realizou-se a partir de céludesscidas em meio PCA,
incubadas a 30°C durante 16-24 h. Ressuspendearsgalde células em 100 pl
de Tris-EDTA (10 mM, pH 8,0) contendo lisostafirarag.mi*, Sigma) (20:1,

v/v) e homogeneizou-se com voOrtex. As amostrasb@@m em banho-maria
durante 3 h a 37°C, com agitacdo ocasional. A thfioa € uma enzima
especifica que permite a lise da parede de pettdogl dos estafilococos e, por

isso, € adicionada ao tampao.

Adicionou-se 10 pl dodecil sulfato de sédio (SD2pP4a (p/v) e incubaram-se as
amostras a 60°C, durante 60 min, arrefecendo emndgekeguida. O SDS € um
detergente usado para permeabilizar a membranaagbabilizacdo da camada
lipidica. Este composto desempenha ainda um pagmriante ao ligar-se aos
compostos proteicos, facilitando depois a sua egd@ Seguidamente,
adicionou-se proteinase K (0,1 mg/l, QBiogene) @ilmu-se durante 60 min a
37°C.

A seguir, adicionou-se 100 pl de cloroférmio:alcamdamilico (24:1, viv) e
centrifugou-se durante 10 min a 12 000 rpm. Po@@ago cloroférmio, as
proteinas sao desnaturadas, e ficam insolUveiaseadguosa, onde se encontra o
DNA. Transferiu-se a fase aquosa para outro tommendorf e precipitou-se o
DNA da fase aquosa através da adicdo de 100 ptamelefrio a -20°C. De
seguida, removeu-se a fase liqguida com o cuidadwédeocar no sedimento e
eliminaram-se os residuos de etanol por secagempgetatura ambiente durante
18 h. O DNA foi ressuspendido em 30 pl de aguadtra e conservado a -
20°C.

2.6.2GENOTIPAGEM POR RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA

A tipagem porRandom Amplified Polymorphic DNA (RAPD) foi usada com o
intuito de comparar e agrupar os isolados. A reaa@ PCR foi realizada

conforme descrito por Ferreira da Sileh al. (2006), com a excepcdo da
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concentracdo d@rimer que sofreu um aumento de 5 vezes. As misturas de
reaccdo foram preparadas para um volume final dgl2®ntendo 2,5 mM de
MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 5 mM derimer M13 (5
GAGGGTGGCGGTTCT3), 0,75 U ddag DNA polimerase (Reagente 5),
tampéao de reacc¢éo 1x concentrado e 0,5 pl de DNdano

A amplificagdo realizou-se num termociclador (Bidrap com a seguinte

programacao: 5 min a 94°C para desnaturacdo da dageia de DNA, seguido
de 45 ciclos de 1 min a 94°C (desnatura¢éo), 1an34°C (emparelhamento dos
primers) e 2 min a 72°C (extensdo gamer), finalizando com 10 min a 72°C,
para extensao final de todas as cadeias simples.

Para analisar os produtos de PCR, preparou-se Ldegaarose (1,5 %, p/v),
suspendendo 2,4 g de Agarose D-1 (Pronadisa) enmlL@@ tampao de corrida
1x Tris-Acetato-EDTA (TAE). De seguida, aquecewt®total fusdo da agarose
que correspondeu ao momento em que a solugcido eseafwu transparente.
Adicionou-se 321l de brometo de etideo para uma concentracdodaal5 pg/l.
Colocou-se a solucdo no suporte do gel, juntamemte os pentes e deixou-se
polimerizar durante 30 min. Depois de polimerizadolocou-se na tina de
electroforese, cujo volume foi preenchido com 1XET®e seguida, carregou-se
o gel com 5 ul de tampéo de carga (0,25% azul biemoh glicerol 30%)
juntamente com 10 pl do produto de PCR. A electes® ocorreu a 90 V
durante 100 min (Power Pac Basic, Bio-Rad). Pamnarmalizacdo e calibracdo
dos diferentes géis incluiu-se na extremidade da gel, um produto de RAPD
de Escherichia coli obtido com oprimer M13. Finalmente, os fragmentos de
DNA foram visualizados sob luz UV, através de uansiluminadorGel Doc
(BIO-RAD).

Os electroforegramas dos produtos de PCR obtidos @ada isolado foram
analisados visualmente, e, através da comparacdo pedis de RAPD,

aguparam-se 0s organismos.
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2.6.3 AMPLIFICACAO DO GENE PARA O RNA RIBOSSOMAL 16SE SUA

SEQUENCIACAO

Os isolados foram também caracterizados e idesdifis por andlise da
sequéncia parcial do gene para o RNA ribossomal 16S

O gene para 0 RNA ribossomal 16S foi amplificadang® osprimers 27F (5'-
GAC TTT GAT CCT GGC TCA G3’) e 1492R (5'-TAC CTT GTACG ACT
T-3)).

As reaccOes de PCR foram realizadas para um volumalede 50 pl, contendo
2,5 U deTaq DNA polimerase (Fermentas Recombinante), 2,5 mMIdEIL,,
200 uM de cada dNTP, 1x tampéao de reaccéo (75 mdAHTI, pH 8,8 a 25 °C,
20 mM (NH,),SQ,, 0,01% Tween 20),1 uM de cada um gmeners 27F e
1492R e 2 pl de DNA molde. A reaccado de amplificat@ efectuada num
termociclador (Biometra) programado para gerar deenaturacao inicial de 5
min a 95°C, e 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min%®5%,5 min a 75°C, seguidos
de uma extenséo final de 72°C a 10 min.

Um fragmento de aproximadamente 1500 pb (paresasesh foi observado por
electroforese de 5 pl de produto de reaccdo de &GRjel de agarose a 2%.
Posteriormente, o produto de PCR foi purificado cor@FX PCR DNA and
Purification Kit (Amersham Biosciences), de acordo com as instsugiie
fabricante. A purificacdo consistiu em 4 passomagpu-se por adicionar 500 pl
de tampéo de captura e 50 ul de produto de PCRuaacGFX (desnaturacdo de
proteinas e captura de DNA); seguidamente procsdea-lavagem da coluna
GFX adicionando 500 pul tampdo etandico para remos&s € outros
contaminantes; e, finalmente, eluiu-se o DNA conub@le tampé&o TE (pH 8,0).
O produto de PCR purificado foi enviado para umapresa de servicos
(Macrogen) onde foi sequenciado peteétodo de Sangeet al. (1997). A
sequéncia do gene rRNA 16S foi analisada usanddieagdo BioEdit (Hall,
1999) e quando a sua qualidade era boa foi comgpatath as sequéncias
disponiveis na base de dados da EMBL/GenBank, osamqufograma BLASTN
do NCBI, de forma a se obter informacéo relativgpeacentagem (%) de
similaridade com outras ai depositadas.
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2.6.4DETECCAO DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Nos isolados que mostraram reduzida susceptibédidatheticilina pesquisou-se
0 genemecA. Além disso, 0s possiveis genotipos respons@padis resisténcia a
eritromicina, msrA/B, ermA e ermC, foram pesquisados em todos os isolados.

Utilizaram-se oprimers listados na Tabela 6.

Tabela 6 -Primers usados para a detec¢céo de genes.

Tamanho do

Gene Sequéncia dprimer fragmento Referéncia
(pb)
5" GGC ACAATAAGAGTG TTT AAAGG 3’
msrA® | 5 AAG TTA TAT CAT GAA TAG ATT GTC CTG 940 Linaet al., 1999
T3
5' TAT GAT ATC CAT AAT AAT TAT CCA ATC
a |3 .
MSB™ | 5 AAG TTA TAT CAT GAA TAG ATT GTC CTG 595 Linaet al., 1999
T3
ermA b 5" AAG CGG TAAACCCCGCTGAZJ 190 Ardicet al., 2005

5 TTC GCAAAT CCCTTCTCAAC3Z

» | 5 AAT CGT CAA TTC CTG CAT GT 3 .
emC™ | 5 TAA TCG TGG AAT ACG GGT TTG 3' 299 Ardicet al., 2005

5 CCT AGT AAA GCT CCG GAA 3 .
MeCA ™ | 5 CTA GTC CAT TCG GTC CA 3 314 Ardicetal., 2005

A reaccao de PCR foi preparada para um volume fied@l5 ul contendo tampéao
de reacc¢ao a 1x, 1,5 mM de Mg@,2 mM de cada dNTP, 1 uM de camamer,
0,5 U deTaqg polimerase (Fermentas) e 5 ul de DNA molde. A gaacde
amplificacdo foi efectuada num termociclador (Bidrage programado com o
seguinte programa de temperaturas: 10 min a 9428 ceclos de 1 min a 94°C, 1
min a 50°C (para os genmsrA/B, ermA e ermC) ou 45°C (para o gemaecA), 1
min a 70°C, seguidos de uma extenséao final de @%C min. De seguida, 0s
produtos de PCR foram submetidos a electroforesgedrde agarose a 1% em
TAE (pH 8), utilizando um marcador molecular de @e$000 — 500 pb,
(BioLabs), de forma a verificar a amplificacdo dagimento pretendido.

A analise do gel permitiu verificar o tamanho d@gmentos e, assim, concluir a
presenca ou auséncia dos genes. Da amplificacd®@Rrcom oprimers msrA
esperava-se um fragmento com tamanho 940 pimsd® com 595 pb, osrmA
com 190 pb, ogrmC com 299 pb e osecA com 314 pb (Linaet al., 1999;
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Ardic et al., 2005). Cada PCR foi realizado com um controlgatigo (sem
DNA) para verificar contaminacdes, e um controlsifieo, sendo que para 0s
genesnsrA, msrB eermC se usou como controlo positivo o isolado ASM&eap
0 geneermA o isolado EET9, cuja presenca foi confirmada paneente por

analise da sequéncia do amplicéo.

Reagentes para mistura de PCR e preparagao de gel
TAE 4,84 g/l Tris
0,68 g/l de acido acético glacial
0,37 g/l &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA)
acertar pH 8,0 com acido acético
TE - Tris-EDTA 4,82 g/ | Tris
0,37 g/ EDTA
acertar pH 8,0 com HCI
Tampao de carga 0,25% azul bromofenol
glicerol 30%
SDS 2 g SDS dissolvido em 100 ml &gua destilada
aquecimento a 68° C
acertar pH 7,2 com HCI
Agua ultra-pura agua destilada filtrada com membrana (Pall
Supor®-200), 0,2 um de porosidade e
autoclavada a 121° C durante 15 minutos; a
autoclavagem foi repetida duas vezes.
Brometo de etideo solug&o aquosa a 2,5 mg/ml.
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CAPITULO 3:

RESULTADOS
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1CARACTERIZACAO PRELIMINAR DOS ISOLADOS

Os isolados foram designados por um cédigo cofditpor letras e nimeros,
sendo que A e E representam, respectivamente,ntdluggua residual) e
efluente (agua residual tratada) e o numero gsegee a esta letra identifica o
namero de amostragem (5-Novembro de 2004, 6-Jadeird005, 7-Abril de

2005, 8-Julho de 2005); M significa Mannitol Satjak, o meio selectivo usado
para isolarSaphylococcus spp; e, finalmente, o ultimo ndmero significa o

namero do isolado em cada amostragem.

Antes de os isolados terem sido caracterizadogifgceomente, foram cultivados
no meio Mannitol Salt Agar. Através da coloracdo @mam e dos testes de
catalase e citocromo oxidase confirmou-se se os isolados eram efecéném
estafilococos.Os isolados seleccionados para integrar o estutieequente
foram os que apresentavam morfologia de cocos, coloracdo de Gram
positiva, positivos para o teste da catalase etiveggyara o teste da citocrorno
oxidase. Estes testes distinguiam os estafilocadeo®utros com o0s quais se
poderiam confundir, designadamente dos géndfoterococcus (catalase
negativo) eMicrococcus (oxidase positivo). Apds esta caracterizacao moiear
obteve-se um conjunto de 39 isolados. Destes, apema(E6M1) apresentou
reaccdo de coagulase positiva. Para a confirmagadedtificacdo dos isolados
como estafilococos, bem como para a sua distingdovel de espécie, recorreu-

se a genotipagem e a analise da sequéncia do gene (RNA 16S.

3.2 DENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Através da comparacdo dos diferentes perfis prddazpelo RAPD com o

primer M13, foi possivel estabelecer 4 grupos de sindigate, que se designaram
por grupos RAPD |, I, lll e IV. Vinte e seis isd@as integraram o grupo RAPD
I, trés o grupo RAPD II, dois o grupo RAPD IIl, dao grupo RAPD |V e seis

apresentaram perfis Unicos. Os perfis representatos grupos de RAPD (I, II,
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Il e IV), bem como dos perfis Unicos encontram-egresentados na Figura 3.
Considerou-se como pertencentes a um mesmo grup®Rgerfis que diferiam

por 1-2 bandas.

Fig. 3 A Fig.3C

2 3 4 Ecoli 10 E.coli E.coli =Hst == E 0|

Figura 3 — Produtos de amplificacdo RAPD gerados a paetibNA de 12 isoladoStaphylococcus
spp. da ETAR, usandomimer M13, num gel de agarose a 1,5%. Isolados 1 (ASKI4A5M21),
pertencentes ao grupo |; 3 (E5M2), perfil tnico(E¥M21), grupo IA; 5 (A7M30) e 6 (ABM14),
perfis Unicos; 7 (E5SM7), grupo 1l; 8 (A5M7), grupid; 9 (E7M26) e 10 (E8M22) perfis Unicos; 11
(A6M1) e 12 (A6MT7), grupo IV

De modo a identificar os isolados integrados enacadpo RAPD, procedeu-se
a analise da sequéncia parcial do gene para o rEB$A Porém, estes resultados
viriam a demonstrar o baixo poder de discriminagdanétodo de RAPD para
identificar estafilococos ao nivel de espécie @wse por realizar esta andlise
para todos os isolados em estudo. No entantompossivel sequenciar quatro
isolados que revelaram pertencer ao grupo RAPDdn&lise da sequéncia dos
cerca de 800 primeiros nucleétidos do gene paRNArl6S demonstrou que do
total de trinta e cinco isolados sequenciadossalados, do grupo RAPD |, e 3
isolados, do grupo RAPD II, pertenciam a espé&cigaprophyticus/Sxylosus; 2
isolados, do grupo RAPD llI, pertenciam a espé&cieohnii; e os 2 isolados do
grupo RAPD IV pertenciam a espécies diferentes,igdadamente, S
pettenkoferi e S. haemolyticus (Tabela 7).
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Tabela 7- Identificacdo dos isolados com base na andiseduéncia do gene para o rRNA 16S por consulta

base de dados de GenBank/EMBL.

ja

Identificacdo com base

Grupo na sequéncia do gene Numero de
Estirpes RAPD acesso Referéncias % Similaridade
rRNA 16S
(Genbank)
ASM2 | S saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997 99
S xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 99
ASM3* | S saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997 99
S xylosus EU095643 Li etal., 2007 99
ASME | S. saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997 100
S. xylosus EU095643 Li etal., 2007 99
ASM7 i S. cohnii AJ717378 Tiag@t al., 2005 99
A5M8* 1] S. cohnii AJ717378 Tiagat al., 2005 99
S. saprophyticus Kurodaet al., 1997 99
ASM12* | sapropnyt AP008934 -
S. xylosus EU095643 Li etal., 2007 99
ASM13 | S. saprophyticus EF204303 Hantsiset al., 2007 97
S. xylosus AY395016 Brodericket al., 2004 97
ASM14 | S. saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997 99
S. xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 99
ASM2L | S. saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997 99
S. xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 99
A6M1 v S. pettenkoferi DQ538520 Trulzsclet al., 2007 99
ABMT7* v S. haemolyticus EU071616 Nellergt al., 2007 99
A6M9 I S. saprophyticus AP008934 Kurodat al., 1997 99
AGM27 | S. saprophyticus EF204303 Hantsiset al., 2007 99
S xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 99
- S saprophyticus DQ462328 Fanget al., 2006 100
ATM30 UnIco 1 5 xylosus D83374 Takashiet al., 1999 99
A8M14b anico S succinus AY748916 Xuet al., 2004 100
ASMA2 | S saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997 99
S xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 99
E5M1 | S saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997 99
S xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 99
- S saprophyticus AM237352 Aleniuset al., 2006 100
ESM2 unico 1 5 xylosus D83374 Takashiet al., 1999 99
E5M6* | S saprophyticus AM237352 Aleniuset al., 2006 98
S. xylosus EU095643 Li etal., 2007 98
E5M7 " S. saprophyticus EF204303 Hantsiset al., 2007 99
S. xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 99
E5M9 | S. saprophyticus EF522127 Velazquezt al., 2007 98
S. xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 98
E5M20 | S. saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997 99
S. xylosus AF515587 Jianget al., 2002 99
E6M1 [ S aureus AP009324 Hiramatsuet al., 2007 100
E6M6 I S. saprophyticus AP008934 Kurodat al., 1997 99
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S xylosus AY395016 Brodericlet al. 2004 99
E6MS* | S saprophyticus AP008934 K_urodaet al., 1997 99
S xylosus EU095643 Li etal., 2007 99
S saprophyticus EF204303 Hantsiset al., 2007
E6M20 ! S. xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 gg
S. saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997 99
E6M39 ! S. xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 99
S. saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997 99
E7M2 ! S. xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 99
S. saprophyticus EF204303 Hantsiset al., 2007 99
E7M8* ! S xylosus AM882700 | Dib et al., 2007 99
E7M21 IA S equorum AM422806 Denget al., 2007 99
E7M26 Unico | S arlettae AB009933 Takashit al., 1998 100
S. saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997
E7M28 ! S. xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 gg
S. saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997 94
E7M29* ! S xylosus AY126271 | Baliottaetal., 2005 94
. S saprophyticus AP008934 Kurodaet al., 1997
E8M1 Hnieo S xylosus AY395016 Brodericket al. 2004 gg
ESM22 anico S. pasteuri AJ717376 Tiaget al., 2004 100

*, Resultados obtidos posteriormente a data deleséc do trabalho apresentado.
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A comparacdo da analise genotipica com os resgltatitidos com base na
sequenciacdo do gene para o rRNA 16S, permitiutatamsa limitagcdo do
método RAPD para diferenciar as espécies de estafibs em estudo. Contudo,
também a analise da sequéncia do gene para o rBS/Ad revelou insuficiente
para distinguirS. saprophyticus de S. xylosus. Vinte e seis isolados foram
identificados comd. saprophyticus/S. xylosus, 20 destes pertencentes ao grupo
RAPD I, 3 ao grupo RAPD Il e 3 apresentaram pénficos. Os quatro isolados
que nao foram sequenciados apresentaram perfil RAPRelo que foram
considerados com®&. saprophyticus/ Sxylosus. Para as estirpes identificadas
comoS. saprophyticus/S. xylosus foram observados 5 perfis de RAPD diferentes.
Os isolados E5M7, E7TM28 e E6M20, pertencentes apogtl foram, tal como
os do grupo |, identificados com&. saprophyticus/S. xylosus, embora
apresentassem um perfil de RAPD distinto. Além ajisss perfis de RAPD
obtidos para os isolados A7M30, ESM2 e E8M1, tamisntificados com&.
saprophyticus/S.  xylosus, sdo completamente diferentes dos outr8s
saprophyticus/S. xylosus e entre si (perfis Unicos). O perfil de RAPD obtghra
um isolado (E7M21), designado por IA, apresentoenap uma banda a mais
relativamente ao perfil do grupo |, contudo comebaa analise do gene rRNA

16S foi identificado com®&. equorum.

Trés dos isolados com perfis RAPD udnicos foram tileados como
pertencentes as espécsuccinus (A8M14), S. arlettae (E7M26) eS. pasteuri
(E8M22). Os isolados A6M1 e A6M7, com perfis de RARuais (IV) foram
identificados, respectivamente, comq&tenkoferi e S. haemolyticus. O isolado
coagulase positivo foi identificado cons aureus. A distribuicdo das espécies
de estafilococos identificadas nas aguas da ETAfbrdgra-se sumariada na

seguinte tabela.
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Tabela 8 — Prevaléncia de diferentes espécBaphylococcus spp. nas aguas residuais,
aguas residuais tratadas e totais na ETAR.

Espécies ] Fr,equéncia (%)
Aguas residuais| Aguas residuais Total

(n=19) tratadas (n=20) (n=39)
S. saprophyticus/
S xylosus (n=30)* 63,2 (14/19) 85 (16/20) 76,9 (30/39)
S pasteuri (n=1) 0 1/20 2,6 (1/39)
S.cohnii (n=2) 10,5 (2/19) 0 (2/39)
S pettenkoferi (n=1) 5,3 (1/19) 0 2,6 (1/39)
Sarlettae (n=1) 0 5,3 (1/19) 2,6 (1/39)
(Sn :il;ermlytlcus 5,3 (1/19) 0 2.6 (1/39)
S succinus (n=1) 5,3 (1/19) 0 2,6 (1/39)
Sequorum (n=1) 0 5,3 (1/19) 2,6 (1/39)
S aureus (n=1) 0 5,3 (1/19) 2,6 (1/39)

*4 dos quais, apesar de ndo terem sido sequenciggiesentaram perfil RAPD |

3.3RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS , DESINFECTANTES E METAIS

3.3.1FENOTIPOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Os fenotipos de susceptibilidade a antibioticogrfordeterminados através do

método descrito anteriormente que permitiu categos microrganismos como

R (Resistente), | (Intermédio) ou S (Susceptivel. valores obtidos para os

halos de inibicdo para as estirpes de referén@adassfaphylococcus aureus
DSM 1104 eEscherichia coli ATCC 25922) estiveram sempre dentro dos valores

aceitaveis. O desvio médio dos halos de inibicdmutzado foi de 1-2,6 mmDos

25 antibiogramas repetidos verificou-se concordarate tle resultados.
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Os halos de inibicdo obtidos e as respectivas cagsg(R, | ou S) encontram-se apresentadas nelsisa® e 9a.

Tabela 9- Halos de inibicdo (mm) de antibiéticos &aphylococcus spp.

Amoxicilina Ciproflaxina Gentamicina Sulfameto>l<azoll Tetraciclina Eritromicina
trimetoprim
Estirpe Halo de Halo de Halo de Halo de Halo de Halo de
inibicdo | Categoria | inibicdo | Categoria | inibicdo Categoria inibicdo Categoria | inibicdo | Categoria inibicao Categoria
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

AS5M2 25 S 30 S 13 R 27 S 13 R 10 R
A5M3 32 S 31 S 27 S 30 S 34 S 29 S
A5M4 32 S 37 S 25 S 37 S 31 S 28 S
A5MS 35 S 27 S 26 S 28 S 30 S 27 S
ASM7 44 S 34 S 34 S 32 S 40 S 12 R
A5M8 44 S 34 S 34 S 32 S 38 S 10 R
A5M9 32 S 29 S 26 S 28 S 30 S 30 S
A5M12 34 S 26 S 25 S 30 S 29 S 27 S
A5M13 26 S 25 S 0 R 29 S 10 R 10 R
A5M14 34 S 24 S 24 S 27 S 30 S 26 S
AS5M21 42 S 30 S 27 S 27 S 30 S 10 R
A6M1 42 S 40 S 30 S 30 S 42 S 0 R
A6M7 40 S 30 S 30 S 31 S 35 S 22 S
A6M9 34 S 30 S 24 S 30 S 30 S 26 S
A6M23 32 S 36 S 30 S 32 S 36 S 10 R
A6M27 27 S 24 S 11 R 26 S 29 S 28 S
A7M30 35 S 28 S 29 S 24 S 27 S 10 R
A8M14 27 S 28 S 24 S 28 S 29 S 8 R
A8M42 38 S 34 S 32 S 34 S 32 S 34 S
E5M1 34 S 30 S 30 S 32 S 33 S 22 S
E5M2 16 I 26 S 26 S 28 S 9 R 27 S
E5M6 36 S 30 S 24 S 30 S 30 S 28 S
E5M7 36 S 34 S 28 S 29 S 34 S 27 S
E5M9 32 S 28 S 30 S 32 S 29 S 28 S
E5M20 30 S 21 I 20 S 21 S 24 S 23 S
E5M33 30 S 32 S 22 S 30 S 26 S 22 S
E6M1 33 S 28 S 20 S 30 S 26 S 24 S
E6M6 34 S 34 S 26 S 28 S 30 S 27 S
E6M8 34 S 27 S 19 S 26 S 29 S 27 S
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E6M20 32 S 26 S 26 S 28 S 30 S 26 S
E6M39 32 S 21 I 26 S 28 S 30 S 27 S
E7M2 31 S 26 S 23 S 27 S 26 S 26 S
E7M8 32 S 27 S 13 R 31 S 25 S 26 S
E7M21 34 S 26 S 26 S 26 S 30 S 27 S
E7M26 27 S 32 S 28 S 38 S 32 S 28 S
E7M28 28 S 28 S 28 S 28 S 32 S 27 S
E7M29 32 S 30 S 30 S 34 S 36 S 30 S
ESM1 30 S 24 S 23 S 27 S 28 S 28 S
E8M22 20 I 32 S 25 S 34 S 31 S 32 S
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Tabela 9a — Halos de inibigdo (mm) de antibiétewsisolados d&aphylococcus spp. (continuagéo)

Vancomicina 5 Meticilina Oxacilina Clindamicina * Lincomicina * Penicilina G
Estipe | Halode | Halo de | Halode | Haloge | Haloge | Haloge _
inibicdo | Categoria | inibicdo | Categoria | inibicdo | Categoria | inibicdo | Categoria | inibicdo | Categoria | inibicdo | Categoria
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

A5M2 14 S 22 S 23 R 17 S 8 R 24 I
A5M3 14 S 25 S 26 S 21 S 18 I 25 I
A5M4 14 S 22 S 23 S 19 S 9 R 21 |
A5M5 14 S 21 S 22 S 20 S 10 R 25 I
A5M7 17 S 40 S 38 S 26 S 21 S 25 I
A5M8 16 S 24 S 25 S 17 S 9 R 36 S
A5M9 16 S 27 S 28 S 20 S 8 R 21 |
A5M12 14 S 25 S 25 S 16 S 12 R 20 I
A5M13 15 S 0 R 0 R 0 R 0 R 11 I
A5M14 16 S 23 S 23 S 16 S 8 R 30 S
A5M21 16 S 23 S 23 S 25 S 18 I 34 S
AB6M1 20 S 28 S 30 S 26 S 17 I 41 S
ABM7 15 S 28 S 28 S 31 S 24 S 47 S
ABM9 15 S 22 S 24 S 16 S 8 R 27 |
ABM23 14 S 24 S 25 S 23 S 17 I 18 I
ABM27 16 S 23 S 22 S 0 R 0 R 19 I
A7M30 16 S 36 S 34 S 17 S 0 R 36 S
A8BM14 14 S 24 S 25 S 26 S 13 R 24 I
A8M42 16 S 25 S 25 S 0 R 0 R 0 R
ES5M1 14 S 24 S 24 S 19 S 0 R 24 I
E5M2 13 S 20 S 19 S 27 S 21 S 8 I
ES5M6 13 S 23 S 24 S 22 S 8 R 26 I
ESM7 15 S 17 S 18 S 12 R 10 R 27 I
E5M9 15 S 24 S 24 S 21 S 9 R 32 S
E5M20 15 S 26 S 28 S 24 S 0 R 30 S
E5M33 20 S 18 S 21 S 10 R 0 R 30 S
E6M1 14 S 24 S 26 S 25 S 18 I 37 S
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E6MG6 28 S 25 S 26 S 28 S 10 R 37 S
E6M8 26 S 24 S 26 S 17 S 22 S 28 I
E6M20 28 S 18 S 17 S 25 S 17 I 27 I
E6M39 28 S 21 S 22 S 0 R 0 R 28 I
E7M2 27 S 23 S 24 S 19 S 11 R 25 |
E7M8 31 S 22 S 26 R 0 R 0 R 28 I
E7M21 26 S 26 S 26 S 19 S 0 R 27 |
E7M26 38 S 19 S 19 S 23 S 12 R 21 I
E7M28 28 S 21 S 21 S 23 S 21 S 26 I
E7M29 34 S 20 S 21 S 28 S 20 I 26 I
ESM1 27 S 26 S 25 S 22 S 0 R 22 I
E8M22 34 S 20 S 21 S 26 S 20 I 15 I

* 50% dos resultados de antibiogramas relativoBNad CLI foram realizados em estudos posteriores mcluidos neste estudo para uma melhor analise.
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A prevaléncia de resisténcia nos isolados analssadoontra-se descrita na tabela 10.

Tabela 10 —Prevaléncia (%) de fendtipos de resisténcia ermédio a antibidticos ertaphylococcus spp. provenientes de aguas residuais e dguasiaissidatadas
da ETAR.

AML TE SXT CIP CN E MET VA OX PE CLI LIN R1 R2 R >3
Total 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
Susceptiveis 19 17 19 19 16 10 18 19 18 6 16 2 - - -
Intermédios 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 0 4 -- -- --
Resistentes 0 2 0 0 3 9 1 0 1 1 3 13 10 3 4

% Intermédios 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 63,2 0,0 21,1 = -- -

% Resistentes 0,0 10,5 0,0 0,0 158 | 474 53 0,0 53 53 15,8 | 684 | 526 | 158 | 211

Total 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 2@ 20 20 20 20
Susceptiveis 18 19 20 18 19 20 20 20 20 5 16 3 -1 -4 -1
Intermédios 2 0 0 2 0 0 0 0 0 14 0 4 -- -- --
Resistentes 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 4 13 8 4 1

% Intermédios 10,0 0,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 66,7 0,0 20,5 = = =
% Resistentes 0,0 50 0,0 0,0 50 0,0 0,0 0,0 0,0 50 20,0 | 65,0 | 40,0 | 20,0 50

Aguas residuais tratadas| Aguas residuais brutas

% Total de
resistentes 0,0 7,7 0,0 0,0 10,3 23,1 2,6 0,0 2,6 51 17,9 66,7 46,2 17,9 12,8

AML, amoxicilina; TE, tetraciclina; SXT, sulfametaxzol/trimetoprim; CIP, ciprofloxacina, CN, gentami;, E, eritromicina; MET, meticilina; VA,
vancomicina 5; OX, oxacilina; PE, penicilina; Cldlindamicina; LIN, lincomicina; R1, R2, R3: resistes a pelo menos um, dois ou trés antibioticos,

respectivamente.
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Tendo em consideracdo a totalidade dos isoladpss\aléncia de resisténcia a
antibioticos registou valores abaixo dos 10%, coexeepcdo da eritromicina,
lincomicina, clindamicina e gentamicina que aprém@m prevaléncias
relativamente elevadas, respectivamente, 23,199)965,7% (26/39), 17,9%
(7/39), e 10,3% (4/39). Os valores de resisténais ralevados verificaram-se
para a lincomicina, sendo que 73,3% (22/30) 8osaprophyticus/S. xylosus
isolados das &aguas de ETAR se revelaram resistenteste antibidtico.
Relativamente a eritromicina, que apresentou unexadh percentagem de
resisténcia, verificou-se que o fendtipo de res@téa este antibiotico foi mais
prevalente nas aguas residuais (47,4%) do queguas aesiduais tratadas, em
gue nao se observou resisténcia. Dos isoladodenetsis a eritromicina, 12,8%
(5/39) eramS. saprophyticus/S. xylosus, dois eramS. cohnii, um S. succinus e
outro S pettenkoferi. Relativamente a resisténcia a clindamicina, geitiaa e
tetraciclina foi observada apenas em isolado$. d@aprophyticus/S. xylosus. O
anico isolado que mostrou reduzida susceptibilidadeeticilina e a oxacilina foi

também identificado com& saprophyticus/S.xylosus.

Relativamente a resisténcia a penicilina (PE), sgm®u um valor de cerca de
5% (2/39) e observou-se apenas em isolado$. daprophyticus/S. xylosus.
Todavia mais de 60% (66,7%, 26/39) apresentaramtifenintermédio, sendo
que 81% (21/26) erai@ saprophyticus/S. xylosus, um S. cohnii, um S. succinus,
um S equorum, um S arlettae e outro S pasteuri. Ndo foram observados
fendtipos de resisténcia para os antibidticos aailma, ciprofloxacina,
vancomicina e sulfametoxazol/trimetoprim. Os fgmadsi de resisténcia a mais do
que um antibiotico foram observados em isoladostifieados como S

saprophyticus/S. xylosus (26%), umS. conhii e umS. succinus.

Quatro isolados que apresentavam perfis de resigtémis infrequentes e dois
gue nao apresentavam resisténcia a nenhum dosotantsh testados foram
submetidos a testes de susceptibilidade a antib&para estafilococos com o
Kit ATB™ STAPH 5 (BioMérieux® SA), com o objectivo de confar os

resultados obtidos em alguns dos antibiogramasre@stados obtidos foram
concordantes com 0s obtidos nos antibiogramaszagimls pelo método de

difusdo em disco.
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Atendendo a elevada prevaléncia de resisténcidrangicina, optou-se por testar
se nestes isolados havia inducdo de resisténdiadamicina por eritromicina
(Tabela 11).

Tabela 11- Halos de inibicdo (mm) de antibiéticos para o t€&{©’'Sullivanet al., 2006).

Estirpe  A5M2 A5M7 A5M8 A5M13 A6M1 A5M21  A6M23  A7M30 A8M14

Teste D

R1/ R2 5/5 13/13 8,5/8,5 0 10110 1212 919 8,5/8,5 14/8

R1, raio medido do halo de inibi¢éo do lado opestalisco de eritromicina; R2, raio medido
do halo de inibicdo do lado do disco de eritronacin

Apenas um isolado, A8M14, identificado com@® succinus, apresentou
resisténcia a clindamicina induzida por eritroméciNeste caso, o raio do halo de
inibicdo da clindamicina do lado que esta maisopeéat disco de eritromicina foi
menor que do lado oposto (forma D), indicando querimomicina funciona

como indutor para a resisténcia a clindamicina.

3.3.2PERFIS DE SUSCEPTIBILIDADE A DESINFECTANTES E A META IS

PESADOS

Uma vez que para estes agentes antimicrobianoh&&alores tabelados nem
estirpes e referéncias recomendadas, esta anddisgui referenciais similares
aos usados para os antibiogramas. Assim, em caskoerealizado foram
incluidas as estirpes de referénci&aphylococcus aureus DSM 1104 e
Escherichia coli ATCC 25922. Além disso, repetiram-se 0s ensaios parca de
25% dos isolados, verificando-se que eram totaleneonncordantes. Para os
diferentes isolados verificou-se um desvio médis ldmlos de inibicdo de 0,7-2,6
mm. A variacdo dos diametros de inibicdo (mm) @btra desinfectantes e
metais pesados compreendeu 0s seguintes valopeldrito de sodio, 17-42;
peroxido de hidrogénio, 23-42; Hg, 12-38; Cd, 18-32, 16-28; Ni, 10-28. Os
resultados obtidos para os halos de inibicdo (mand plesinfectantes e metais

pesados encontram-se resumidos na Tabela 12.
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Tabela 12 — Halos de inibicdo (mm) de desinfectarst@ metais em isoladoStaphylococcus spp.

Desinfectantes Metais
Estirpes Lixivia Fr:(_arox@o _de Mercurio Cadmio Zinco Niquel
idrogénio

A5M2 21 34 24 24 21 25
A5M3 26 30 24 24 26 23
A5M4 32 26 16 26 22 20
A5M5 24 34 15 26 22 23
A5M7 23 34 20 32 28 30
A5M8 21 30 16 25 23 24
A5M9 24 36 14 22 21 24
A5M12 17 33 16 22 22 22
A5M13 42 40 20 25 26 21
A5M14 25 38 14 24 22 23
A5M21 20 30 12 18 22 23
A6M1 40 30 14 22 22 17
A6M7 31 28 15 24 25 23
A6M9 26 36 14 22 21 22
A6M23 18 35 14 23 25 22
A6M27 26 36 14 25 15 15
A7M30 30 42 21 27 26 28
A8M14 38 24 15 25 25 23
A8M42 30 34 16 24 23 23
E5M1 30 30 13 25 25 24
E5M2 30 30 21 27 21 22
E5M6 20 41 16 22 19 22
E5SM7 34 25 27 26 13 22
E5M9 20 34 14 30 22 21
E5M20 28 32 16 26 21 22
E5M33 28 32 14 25 17 15
E6M1 20 31 19 30 21 22
E6M6 22 40 13 25 17 15
E6M8 26 38 14 25 13 10
E6M20 28 36 15 21 16 14
E6M39 40 34 15 26 20 26
E7M2 30 34 15 22 22 26
E7M8 26 40 38 32 27 17
E7M21 26 38 14 24 24 25
E7M26 21 42 15 33 28 32
E7M28 34 30 26 26 20 32
E7M29 18 40 20 21 21 21
E8M1 27 26 17 30 24 21
E8M22 17 40 17 26 27 27
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Uma vez que para estes agentes, os halos de mibdigpodiam ser convertidos
em fenétipos de resisténcia ou susceptibilidadéerdendo a que o objectivo era
averiguar o possivel efeito de pressédo selectivaleuesisténcia cruzada, os

resultados foram analisados através de uma cdiiretie Pearson (Figura 4).

AML

Figura 4 — Correlacdo de Pearsan< 10%) entre halos de inibicdo produzidos por antibiftic
desinfectantes e metai®AML, amoxicilina; CIP, ciprofloxacina; CN, gentanma; SXT,

sulfametoxazol/trimetoprim; TE, tetraciclina E, teyimicina; VA, vancomicina 5; MET,
meticilina; OX, oxacilina; CLI, clindamicina; LINjcomicina PE, penicilinaHC, hipoclorito de

sodio; HP, peroxido de hidrogénio; Hg, mercurio; €atimio; Zn, zinco; Ni, niquel.
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Das correlacbes observadas, apenas se consideaargue tinham um valor de
significancia correspondente a<0,0001. Quando os halos de inibicao
produzidos por um agente antimicrobiano variam @uam ou diminuem) da
mesma forma que aqueles produzidos por outro agatiteicrobiano, diz-se
gue ambos apresentam uma correlacéo positiva. dtodza correlacado negativa,
esta resulta da variacdo oposta de halos de inibM@rificou-se que todas as

correlagbes existentes sao positivas.

Das correlacdes positivas observadas@,0001) entre antibidticos, destacam-se
as da amoxicilina e penicilina, tetraciclina e offoxacina, da tetraciclina e

gentamicina, da meticilina e oxacilina, e da clmdana e lincomicina.

Como ja era previsivel, a amoxicilina, meticilinaxacilina e penicilina,
pertencentes a mesma familia de antibidticos, aptasam uma correlacédo

positiva entre si.

Constatou-se a correlacdo significativa e posi{we0,0001) entre os metais
niquel e zinco. Verificou-se, ainda, a ausénciaateclacdes significativas entre

antibioticos e metais pesados ou desinfectantes.

3.4 PESQUISA DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Todos os isolados foram sujeitos a deteccdo dassgamA, ermC emsrA/B. Da
mesma forma, pesquisou-se o gene&cA no isolado que exibiu fendtipo de

resisténcia a meticilina (MET).

A Figura 5 apresenta os produtos de PCR para gsématoansrA, msrB eermC

obtidos num gel de agarose (1%).

55 de 88



Figura 5 — Gel de agarose (1%) apresentando os produtB€Re usando oggrimers msrA (1, 2
e 3),msB (4,5, 6 e 7) ermC (8 e 9). M, marcador de peso molecular 500 plgbfanco),
controlo negativo; 1, ASM7; 2, controlo positivo, 85M12; 4, ASM7; 5, controlo positivo; 6,
A5M21; 7, ATM30; 8, controlo positivo; 9, ABM14.

A presenca de fragmentos com peso molecular egmepdramsrA/msrB, ermC

e ermA, foram comparados com um marcador de peso maled&0l pb em gel
de agarose 1%. A presenca de um fragmento com kemden 940 pb, 595 pb,
190 pb, 299 pb e 314pb, correspondia a preserg@eatvamente de amplicbes
dos genessrA, msrB, ermA, e'mC emecA.
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Na tabela 13 constam os resultados obtidos paos tmslisolados testados.

Tabela 13 —Distribuicdo dos genesmA, ermC emsrA/B nos isolados em estudo

Deteccdo de genes
ermA ermC msrA msrB
A5M2 - - + -
A5M3 - - - -
A5M4 - + - -
A5M7 - - + -
A5M5 - - - -
A5M8 - - + +
A5M9 - + - -
A5M12 - - - -
A5M13 - - + +
A5M14 - - - -
A5M21 - - + +
A6M27 - - - -
A6M1 - - + +
A6M7 - - - -
A6M9 - - - -
A6M23 - - +
A7M30 - - +
A8M14 - + +
A8M42 - - - -
E5M1 - - - -
E5M20 - - - -
E5M2 - - - -
E5M6 - - - -
E5M7 - - - -
E5M9 - - - -
E5M33 - - - -
E6M1 - - - -
E6M6 - - - -
E6M8 - - - -
E6M20 - - - -
E6M39 - - - -
E7M2 - - - -
E7M21 - - - -
E7M26 - - - -
E7M28 - - - -
E7M29 - - - -
E7M8 - - - -
E8M1 - - - -
E8M22 - - - -
+, gene presente; - gene ausente.

Estirpe

O gene mecA nao foi detectado no isolado que mostrava reduzid

susceptibilidade a meticilina e a oxacilina.
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Os isolados fenotipicamente resistentes a eritiomi€E) apresentaram, pelo
menos, um dos genesmC, msrA ou msrB, mas nunca o genermA. A
resisténcia a macrélidos devido aos genssA/B revelou-se como a mais
frequente, sendo que todos os isolados que apagsemfenodtipo de resisténcia a
eritromicina eram portadores de um ou dois desssesy De entre esses
isolados, trés, pertencentes as espécisapBophyticus/S. xylosus, S. succinus e

S cohnii, apresentaram apenasrA mas naansrB. O geneermC foi detectado
em trés isolados, dol8 saprophyticus/S. xylosus e umS. succinus. Este ultimo,
além do genermC, apresentava também o gengrA. A tabela 14 resume a
presenca de geneerfiC, msrA e msrB) e os respectivos perfis de resisténcia
associados.

Tabela 14 — Fendtipo(s) de resisténcia associampsil genético.

) _ Gene(s) ) ) _
Estirpes Espécies Fendtipo de resisténcia*
presente(s)
A5M2 S. saprophyticus/ S xylosus msrA TE, CN, E, LIN
A5M4 S. saprophyticus/S. xylosus ermC LIN
A5M7 S. cohnii msrA, msrB E
A5M8 S. cohnii msrA, msrB E, LIN
A5M9 S. saprophyticus/S. xylosus ermC LIN

A5M13 | S saprophyticus/S. xylosus msrA, msrB TE, CN, E, MET, OX, CLI, LIN
A5M21 | S saprophyticus/S. xylosus msrA, msrB CN, LIN

A6M1 S. pettenkoferi msrA, msrB E

A6M23 | S saprophyticus/S. xylosus msrA, msrB E

A7M30 | S saprophyticus/S. xylosus msrA, msrB E, LIN

A8M14 | S succinus emC, msA | E, LIN, CLI?

*TE, tetraciclina; CN, gentamicina; E, eritrarima; LIN, lincomicina, MET, meticilina, OX,

oxacilina; CLI,clindamicina; CLI?V, clindamicina induzida.
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CAPITULO 4: DISCUSSAO

59 de 88



CAPITULO 4: DISCUSSAO

Inicialmente, assumia-se que as unidades hosgsalaram as principais
responsaveis pela descarga de bactérias resisteagEntes antimicrobianos em
ETARs (Kbmmerer, 2004), pelo que varios foram os estudossqudedicaram a
acompanhar a evolucdo e perfis de resisténcia atemy@ntimicrobianos em
isolados, com proveniéncia clinica, em varios leggogréaficos (Stellingt al.,
2005). Hoje, sabe-se que a comunidade também loontdom bactérias
resistentes a agentes antimicrobianos para as ETRRsmerer, 2004). Dos
escassos estudos disponiveis sobre a ocorréncibadkrias resistentes a
antibiéticos em ETARS, a maioria tem focado as faydies de coliformes, sendo
muito pouco conhecido acerca de outros grupos f@ets (Guardabassi &
Dalsgaard, 2002). Um aspecto original deste est@mio incidir sobre
estafilococos. Além disso, uma vez que a ETAR estadecebe principalmente
efluentes domésticos, o estudo pode dar-nos unsaqmiva geral dos perfis de
resisténcia a agentes antimicrobianos em estafitGc@omensais humanos e
avaliar se a agua residual podera ser consideradaservatorio e veiculo para a

disseminacéo de estafilococos resistentes a agamtiescrobianos.

Uma correcta analise dos resultados requeria, pogée os isolados fossem
identificados ao nivel de espécie. Numa triagensidhi tentou-se utilizar o
método de RAPD, para posterior identificacdo. Ooa@tde RAPD é muito
usado gracas a facilidade e rapidez de execucde. reétodo baseia-se na
amplificacdo ao acaso de segmentos de DNA da cadgmal recorrendo a
oligonucledtidos iniciadores de sequéncia aleat@idliams et al., 1990). O
perfil de DNA, ou seja o conjunto de fragmentostidub é caracteristico dos
genomas em particular e permite a determinacaaelgidade taxondmica ou
grau de parentesco. O RAPD tem sido aplicado emsv/amicrorganismos com
resultados satisfatérios. Contudo, no presentedestapresentou algumas
limitacGes, que talvez pudessem ser resolvidagaridlo um método alternativo

para a extraccdo de DNA ou substituir por ouprosiers.

A analise da sequéncia do gene para o rRNA 168Béa um método muito

utilizado para identificar isolados bacterianostgr@entes a diferentes grupos.
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Contudo, por vezes pode apresentar algumas linesacm exemplo € a
reconhecida incapacidade para discrimir@arxylosus de S. saprophyticus

(Takahashet al., 1999). No presente estudo, a analise da sequéaajene para
o rRNA 16S nao permitiu distingu8. saprophyticus de S. xylosus. Apesar de a
analise do gene 16S rRNA ser um meétodo adequado garassificacdo de
géneros, nem sempre permite discriminar efectivéenemembros do mesmo
género, pois estes apresentam um elevado graumdkrglade mesmo nas
regides mais variaveis do gene (Stackebrandt & €p&894). Takahaslst al.

(1999) compararam filogeneticamente 38 espéciegéiero Staphylococcus,

usando a analise da sequéncia parcial do gene rRA e confirmaram as
relagbes filogenéticas muito proximas entre o0sogannembros do mesmo

género.

Dos 30 isolados identificados corSosaprophyticus/ S. xylosus, 24 partilharam o
mesmo perfil de RAPD (tipo 1), sugerindo existérdgaum genotipo semelhante;
trés isolados apresentaram perfii RAPD II, distirdo perfil dominante,
revelando um genotipo diferente do grupo |, e autrés revelaram perfil de
RAPD unico. Além disso, um dos isolados de estditos identificado com8.
equorum apresentou um perfil de RAPD muito semelhantecatpd |, pelo que

foi designado por perfil 1A. Estes resultados rexein a similaridade entre
genotipos deS. saprophyticus, S. xylosus e S. equorum. Segundo o estudo
realizado por Takahashkt al. (1999), também a similaridade das sequéncias do
gene rRNA 16S entre os estafilococos das esp&csaprophyticus, S. xylosus e

S equorum é grande.

A existéncia de perfis RAPD diferentes demonstraanabilidade genotipica
entre os isolados identificados corffo saprophyticus/S. xylosus podendo ser
eventualmente explicada pelo facto da ETAR recelftrentes de varias

proveniéncias e, assim, receber bactérias commpgatid genético diferente.

S saprophyticus S. xylosus foram as espécies mais abundantes encontradas nas
aguas da ETAR (76,9%% saprophyticus tem sido descrita como habitante em
ambientes aquaticos (rio e mar) (Harakeh, 2006)nepeodutos alimentares
(Bockelmannet al., 2005), enquantd&s xylosus tem sido considerado um
habitante de animais e humanos (Kloos & Schleif@75). Nagaset al. (2001)
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estudou a distribuicdo d& saprophyticus na pele de varios animais, e verificou
gue esta espécie € particularmente abundante émhagml Esta espécie tem sido
isolada também de produtos alimentares, tais cajueijo, salsichas e leite
(Rantsiou, 2005; Simeom al., 2007).S. equorum, espécie da qual apenas se
recuperou um isolado, foi originalmente detectasa eavalos saudaveis
(Schleifer et al., 1984), e posteriormente em isolados com proveras
alimentar, como leite (Meugnieat al, 1996) e queijo (Placet al., 2002), e
clinica (Marsouet al., 2001; Pinneet al., 1999). No presente estudo, apenas um
isolado foi identificado com@&. pasteuri. S. pasteuri foi descrita por Chesneat

al. (1993), cujo estudo sugeriu a sua ubiquidade dadem-se encontrado
isolados em humanos, animais e produtos alimentBesde entdo séo raras as
referéncias a sua ocorréncia. Porém, estudos mretera este, realizados em
aguas de consumo, referem esta espécie como aamaislante nas aguas de

consumo (Fariat al., comunicacao pessoal)

Apenas um isolado foi identificado con$ aureus ndo apresentando qualquer
fendtipo deresisténciaS. aureus é reconhecidamente uma bactéria ubiqua, pelo
que ja foi descrita em habitats semelhantes aaekepte estudo (Ohlsehal.,
2003; Fracchiat al., 2006), bem como em aguas de rios (Harakeh, 2006) e
produtos alimentares (Rodriguez-Callejal., 2006; Simeonét al., 2007).

Sao conhecidos estudos que revelam a prevaléncf@a dehnii em habitats
semelhantes ao deste estudo (De Lwetaal., 2001). Neste caso, foram
encontrados dois isolados &ecohnii. Esta espécie foi descrita com base em
isolados recuperados de humanos (Kloos & Schleiféfs). Em 1991 verificou-
se a existéncia de duas subespécies dehnii, nomeadament& cohnii subsp.
cohnii, proveniente de humanos,Secohnii subsp. urealyticum, proveniente de
humanos e outros primatas (Kloos & Schleifer, 19Esfudos recentes revelam
a sua presenca também em alimentos (Drosetoal., 2007). Nao se tem
conhecimento de estudos que registBmarlettae como habitante de aguas
provenientes de ETARS, todavia, neste estudo,dt@aiada a ocorréncia de um
isolado desta espécie. Schleigeal. (1984) decreveu isolados 8earlettae em

animais, pelo que a presenca desta espécie emegitiaal ndo é surpreendente.
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No presente estudo, encontrou-se um isolado de wadadas espécies mais
recentemente descritas do génel@aphylococcus, nomeadamante, S
pettenkoferi, ja detectado em isolados human@svlzsch et al. 2002) e S
succinus, encontrado em queijo (Plaeeal., 2002) e em ambar (Lambettal.,
1998).

Neste estudo, foram detectadas espéciestdghylococcus que se sabem
colonizar humanos e outros animais, facto que exglisua existéncia nas aguas

desta ETAR municipal, pois facilmente entram ndéocicbano da agua.

A analise dos perfis de resisténcia obtidos parssaados deStaphylococcus
spp provenientes da ETAR municipal estudada permiéitficar que todos os
isolados analisados eram susceptiveis a algunsid@imds, como a amoxicilina,
ciprofloxacina, vancomicina e sulfametoxazol/triopgtm. Porém, registaram-se
prevaléncias elevadas de resisténcia a algundd@iis, destas destacam-se as
observadas para lincomicina, 66,7%, eritromicir3,1%, clindamicina, 17,9%,

gentamicina, 10,3%, e tetraciclina, 7,7%.

S&o varios os estudos sobre resisténcia a antimsd&mStaphylococcus spp. de
proveniéncia clinica, por exemplo para a linconadiNee-Marquett al., 2004;
Harocheet al., 2003), para a eritromicina (Randrianirigaal., 2007), para a
tetraciclina (Ardicet al., 2005), para a clindamicina (Stewatdl., 2005) e para
a gentamicina (Cafferkegt al., 1983). Todavia, como ja se referiu, ndo se
conhecem estudos similares relativos Saphylocococcus spp. de origem
ambiental, por exemplo de aguas residuais. Pod@mestudos séo justificados,
pois a presenca de antibiodticos e seus metabolgozrdem dos pg/L, entre os
quais, fluoroquinolona (0,5 pg/L) e eritromicing531g/L) tem sido reportada
em esgotos municipais (Ralloff, 1998; Halling-S@eam 1998). Além disso,
também foram detectados antibiéticos na ordem dmsograma por litro e
nanograma por litro em varios compartimentos anthien como efluentes
hospitalares, efluentes provenientes de ETARs,sAdaasuperficie e, em alguns
casos, aguas profundas (Richardsbal., 1985; Hirschet al., 1999; Zuccataet
al., 2000; Kolpinet al. 2002; Kkhmmerer, 2003; Kmmerer, 2004). Neste estudo,
a disseminacgdo de estafilococos resistentes da@ids pode ser eventualmente
explicada pela ocorréncia e estabilidade de anitbi® que podem contribuir
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para que as bactérias face a um ambiente favos®jaim seleccionadas, e, assim

desenvolvam resisténcia a estes antibioticos.

Apesar de se verificar uma prevaléncia de resistémtativamente elevada de
eritromicina, especialmente nas aguas residuaigi¥é7em relacdo as aguas
residuais tratadas, ndo é possivel concluir a ggbeou ndo de bactérias
portadoras de resisténcia pois 0 numero de isolagstedos, neste estudo,
resume-se apenas a 39, o que nao é suficientelp@rauma concluséao.

Verificou-se que 40,0% dos isolados apresentaraistéacia a um sé antibotico,
e 17,9% apresentavam resisténcia a 3 ou mais @ntds. Quando as bactérias
sdo resistentes a uma série de antibioticos deedttes familias designam-se por
multiresistentes (Alekshun & Levy, 2007). Segundaavy. (2002), a emergéncia
de bactérias multiresistentes é consequéncia dsdee selectivas continuas de
diferentes agentes antimicrobianos. Esta situacéie peflectir a aquisicdo de
diferentes determinantes que conferem resistércimasma molécula de DNA,
ou a aquisicdo de um sO determinante, como por geemam que confira
mecanismos de efluxo para diferentes agentes antibidnos (Lewiset al.,
1997).

Apesar de osSaphylococcus analisados apresentarem uma prevaléncia de
resisténcia a penicilina (PE) abaixo dos 6%, o tfpndintermédio foi bastante
mais prevalente (cerca de 70%). Este resultado-skeypeesumivelmente ao facto
de mais de 90% doStaphylococcus poderem produzir penicilinases (Lowy,
2003). Estas enzimas, predominantemente extraoedulsdo produzidas quando
os isolados sd@o expostos aos antibiotifdactamicos (Lowy, 2003). Estes
actuam ao nivel das PBPs, que estédo envolvidastese da parede celular, pelo
que inibem a sintese mas ndo a degradacdo do qumatho (Murrayet al.,
2002).

Segundo Lowyet al. (2003), a importancia das estirpesthphylococcus aureus

deve-se ndo s a sua capacidade de causar infeogagsprincipalmente por

desenvolver com facilidade resisténcia a antibagticNeste estudo, o Unico
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isolado de Staphylococcus aureus ndo apresentou fenotipo de resisténcia a

nenhum dos antibiéticos testados.

De forma a avaliar a associacdo entre fendtiposedisténcia a antibidticos,
desinfectantes e metais pesados, usou-se a caoelE Pearson. Pares de
antibioticos como a tetraciclina e a ciprofloxagiadetraciclina e a gentamicina,
a clindamicina e a lincomicina, a meticilina e aackna, e a penicilina e a
amoxicilina apresentaram uma relacéo positiva eifgigtiva entre si, ou seja,
quando o halo de inibicdo de um antibidtico € aleylaixo também o € para o
outro antibidtico. Este resultado, relativaments gaoatro ultimos antibioticos,
pode ser explicado pelo facto de pertencerem daifados -lactamicos e por

ISSo terem 0 mesmo mecanismo de accgao.

As correlacdes positivas observadas entre anttb®gugerem que a seleccéo de
resisténcia a antibidticos pode néo surgir com@areximento sequencial de
cada fendtipo de resisténcia. Estes resultadosnpeee devidos a existéncia de
diferentes determinantes de resisténcia na mesimdauea genética ou devido a
um mecanismo de efluxo complexo, responsavel pas & um fendtipo de
resisténcia (Alonset al., 2001; Summerat al., 2006).

Apesar de alguns autores descreverem a resisténzada entre antibioticos e
desinfectantes como sendo a responsavel pela eldecbactérias resistentes a
antibioticos em ambientes domésticos (Levy, 200@nkerer, 2004), outros
demonstram a inexisténcia de associacdo entre issfettipos (Coleat al.,
2003; Ferreira da Silveet al., 2007). No presente estudo, nenhum dos
desinfectantes testados demonstrou correlagcbe#tivassou negativas, com

antibioéticos.

Apesar de a deteccao fenotipica de resisténciatibiGditos ser importante,
principalmente na escolha da terapia antimicrobiamais adequada, esta
apresenta algumas limitacdes. A abordagem genatipicindependente de
categorias fenotipicas como susceptibildade, stibdgfade intermédia e
resisténcia cujosbreakpoints podem variar entre paises. Além disso, 0s
mecanismos de resisténcia que envolvem niveis gaigaesisténcia podem ser
mais faceis de detectar recorrendo a métodos géudi Naturalmente, a
deteccdo genotipica também apresenta algumasddagacomo por exemplo a
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existéncia de outros genes que podem causar @ssifalso-positivos ou entéo
0 aparecimento de mutagOes na regidoplosers que podem gerar resultados
falso-negativos (Sundsfjoed al., 2004).

Por estas razbes e também por ser importante avaliaiversidade de
determinantes genéticos de resisténcia em isoladdsentais para posterior
comparacdo com isolados clinicos, recorreu-se tarmdénétodos genotipicos
para a deteccdo de resisténcia a antibioticos. Comevaléncia de resisténcia
aos macrolidos e lincosamidas se revelaram eleyvegtamreu-se a deteccdo dos
genesermA, eemC e msrA/B. No presente estudo, 0 mecanismo de resisténcia
mediado por bombas de efluxo codificado pelos geng®\/B foi 0 mais
prevalente, sendo que se verificou em todos oadssl (9) que apresentavam
resisténcia a eritromicina. Este mecanismo de tégi® encontra-se
documentado em alguns estudos (Eetdi., 1993; Linaet al., 1999; Schwitzt
al., 2000). A resisténcia devida ao gemerA foi detectada primeiro ens
epidermidis, mas ja foi identificada em outras espécies dafikstocos,
designadamentes. aureus, S.cohnii, S haemolyticus e S. hominis (Lina et al.,
1999; Schmitzet al., 1999; Leclercq, 2002; Otsuket al., 2006). Eady e
colaboradores (1993) observaram que o mecanisneflude é mais prevalente
em Staphylococcus coagulase negativos do que 8naureus. No presente estudo
os genesnsrA/B foram encontrados er. saprophyticus/ S. xylosus, 16,7%

(5/30), em doiss. cohnii, umS. pettenkoferi e umS. succinus.

O geneermC, que codifica uma metilase, foi detectado em dei¢adosS
saprophyticus/S. xylosus e um S sucinnus. Este mecanismo que confere
resisténcia a macrolidos, lincosamidas e streptogemnB, denominado por
MLSgi, envolve a modificagcdo do sitio-alvo da subun&@3S do ribossoma
mediada por uma metilase, sendo esta enzima eadeesw presenca de um
indutor, como, por exemplo, a eritromici(@chmitzet al., 1999; Leclercq, 2002,
Otsukaet al., 2006). A realizacéo do teste D (O’ Sullivetrel., 2006), permitiu
confirmar que o isolad8. succinus possuia fenotipo de inducéo, pois apenas na
presenca de eritromicina apresentava resisténdiadamicina. Estes resultados
sao consistentes com alguns estudos recentes qunskeam que 0 mecanismo
indutivo parece estar relacionado com a presenggedeermC, ao passo que 0
constitutivo com o genermA (Lina et al, 1999; Schwitzt al., 1999; Otsukaet
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al., 2006). No isolad@. sucinnus (A8M14), para além do determinantemC
também se observou a presenca do gesid. Eadyet al. (1993) detectaram
varias combinacdes de determinargas e msrA em estafilococos de origem
clinica. Lina et al. (1999), num estudo posterior, identificou tambéstae
combinacdo de genes numa estirpe &@phylococcus haemolyticus.
Relativamente aos dois isoladosSisaprophyticus/ S. xylosus que apresentaram
0 geneermC, mas ndo expressaram fendtipo de resisténcidrangcina, pode

ser devido, por exemplo, a uma mutacéo ou a faltand promotor.

Relativamente a resisténcia Md_Sonstitutiva, a metilase é codificada pelo gene
ermA na auséncia de um indut@chmitzet al., 1999; Leclercq, 2002; Otsuka
al., 2006). No presente estudo, em nenhum dos isoladtsdos foi detectada a

presenca do gereemA.

A deteccéo dos determinantes genéticos demonsaer Imaior prevaléncia de
geneansrA/B do queermC. De acordo com um estudo semelhante a este mas em
aguas de consumo (Fariee al., comunicagdo pessoal), o mecanismo de
resisténcia por bombas de efluxo, codificado posrA/B, também foi
predominante em relacdo ao mecanismo MLSutros estudos, realizados em
isolados deS. aureus de origem clinica com resisténcia a eritromicomgenes
mais abundantes foraemmA (67%), seguidos dermC (23%) emsrA/B (6%).

Menos frequente revelou-se o geneB.

Além dos genesrmA, ermC emsrA/B, também se procedeu a deteccao do gene
mecA no Unico isolado que apresentou fendtipo de térsiga a meticilina. Este
isolado apresentou também resisténcia a oxacikinaesisténcia a meticilina e
oxacilina deve-se a presenca da proteina PBP2 @Elai., 2001; Schito, 2006).
Por serem antibidticos analogos, ja era previgijuel apresentassem 0 mesmo
fendtipo de resisténcia. A resisténcia a meticilama Saphylococcus spp,
especialment&. aureus, € actualmente uma causa de alarme, pois as daxas
resisténcia globais sao elevadas. Segundo estadbzados por Tiemersaneh

al. (2004), entre 1999 e 2002, a prevaléncia de &gt a meticilina de estirpes
de Saphylococcus spp. de varios hospitais de 26 paises europeusfésior a
1% em paises como a Suécia, Dinamarca e Holandasupasior a 40% na
Grécia, Gré-Bretanha e Itélia. Portugal, nos mesestgdos, apresentou uma
prevaléncia bastante elevada (34,7%).
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Relativamente adS. saprophyticus S xylosus fenotipicamente resistente a
meticilina, que foi sujeito & deteccdo do gemexA, verificou-se ndo existir
correspondéncia entre gendétipo e fendtipo. A @sisa a meticilina resulta da
existéncia do genenecA localizado no cromossoma. O determinantecA
codifica uma proteina PBP2 que apresenta redufiddade para os antibioticos
B-lactamicos (Chambers, 1997; Lee, 2003; Schito,6R0Bste resultado pode
significar que o isolado, que apresentou resiséémtermédia para penicilina,
pode ter desenvolvido resisténcia através de umo amiecanismo como a
hiperproducéo dp-lactamases (Barg al., 1991), modificacdo da capacidade de
ligacdo de PBPs normais (Tomastzal., 1989) ou devido a uma meticilinase
(Massidaet al., 1992). A deteccdo genotipica do gemeeA € considerado como
0 método por exceléncia para detectar resisténciatiilina (Fanget al, 2003;
Atoum et al., 2003), pelo que se pode concluir que, peloérag adoptados em

microbiologia clinica, nenhum isolado apresentaisténcia a este antibiotico.

Curiosamente, verificou-se uma prevaléncia de asaesistentes a lincomicina
que ndo € acompanhada da mesma forma pela eritnami€stes resultados
podem ser explicados por outro tipo de resisténtéas especifico para as
lincosamidas. A inactivagédo de lincosamidas jadieiectada em varios géneros
de bactérias, inclusivamente e®mphylococcus de origem humana e animal
(Devriese, 1980). Isolados clinicos da&aphylococcus demonstraram ser
resistentes a lincomicina, mas susceptiveis aammcina. Nestas estirpes existe
uma lincosamida O-nucleotidietransferase, codiigadr dois gendsnA e linA’
(Brisson-Noél, 1988).

Este estudo demonstrou que aguas provenientes a&UAR municipal podem

constituir-se como reservatorio e veiculo de dissagdo de estafilococos
resistentes a antibibticos, especialmente da fantitis macrdlidos, como a
eritromicina, e das lincosamidas. Um dos problequasresulta da persisténcia e
disseminacdo de bactérias resistentes em aguasdasaté a possivel

contaminacao do ambiente, nomeadamente das ageasams.
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CAPITULO 5;: CONCLUSOES E TRABALHO
FUTURO

As principais conclusfes deste estudo podem searsaglas pelos seguintes

pontos:

Este estudo permite concluir que Siaphylococcus fazem parte da microflora

das aguas residuais domesticas.

Encontrou-se uma grande variedade 8@phylococcus spp. nas aguas
provenientes da ETAR, sendo que as espécies predotes foram$S

saprophyticus/ S. xylosus.

Nenhum dos isolados testados revelou resisténaaaatbidticos amoxicilina

ciprofloxacina, vancomicina e sulfametoxazol/trioptm.

O unicoSaphylococcus aureus isolado ndo apresentou resisténcia a nenhum dos

antibiéticos testados.

A prevaléncia de resisténcia a alguns antibioticosno a eritromicina e

lincomicina é elevada e por isso um problema preacie.

O gene responsavel pelo mecanismo de resistémacedlidos mais prevalente
foi o msrA, que codifica um mecanismo de resisténcia porldzode efluxo.

As correlagbes entre os pares de antibioticos candetraciclina e a
ciprofloxacina, a tetraciclina e a gentamicinalindamicina e a lincomicina, a
meticilina e a oxacilina, e a penicilina e a amibxia foram positivas e

significativas.

N&o se detectaram correlacdes, positivas ou negatentre desinfectantes e

antibioéticos.
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TRABALHO FUTURO

Sugere-se que estudos posteriores devam comecatigeoiminar os isolados
que no presente estudo foram identificados c@nsaprophyticus/S. xylosus.
Como ja foi foi discutido anteriormente, a analikesequéncia do gene para o
rRNA 16S nao permitiu a discriminacdo enBesaprophyticus e S xylosus.
Assim, seria importante proceder a métodos deipdgeém que séo referidos por
alguns autores como técnicas aplicadas com sucessoestudos para a
identificacdo de estafilococos ao nivel da espécsibespécie (Chesnaual.,
1993; Websteet al, 1994; DeBusyeet al., 1992).

Uma segunda sugestdo € avaliar se a elevada prew@al@e resisténcia a
lincomicina registada nesta ETAR estd associaddsiéacia dos gendsnA e
linA’. Para esse efeito, dever-se-ia detectar a pcaséos respectivos genes.
Estudos futuros deveriam, também, incluir a deteagho dos perfis de
resisténcia e genotipos relativamente a streptoges B para uma analise mais
global relativamente a resisténcia ML%ara a avaliagcdo dos determinantes de
resisténcia sugere-se a detecgédo de ge&svatB evgaA.

Por fim, sugere-se que um estudo, no mesmo ambitpresente mas mais
alargado e global deveria ser realizado nesta gas®oETARS de Portugal. Além
disso, seria também importante desenvolver estadosodo o ciclo urbano da
dgua para melhor compreender a disseminagdo déloesizos no meio

ambiente.
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