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Resumo

A agua potavel é considerada um direito humano essencial, sendo fundamental
assegurar a sua qualidade, nomeadamente a qualidade microbioldgica. Mesmo apds o
tratamento da agua, os microrganismos conseguem persistir nos sistemas de distribuicdo e
formar biofilmes. Estas estruturas apresentam-se como reservatorios de microrganismos
patogénicos, que constituem um perigo para a saude humana, por expressarem fatores de
viruléncia e por apresentarem frequentemente resisténcia a antibidticos. Estes
microrganismos podem ser afetados pela exposicao a contaminantes emergentes, os quais
tém vindo a ser detetados frequentemente na agua.

Com esta dissertacao pretende-se compreender o comportamento de bactérias isoladas
a partir da agua (local de captacdo, agua tratada e agua armazenada), nomeadamente ao
nivel da viruléncia e resisténcia a antibioticos, bem como avaliar os efeitos da exposicao a um
contaminante emergente, o glifosato, nas carateristicas dos microrganismos. Para tal,
procedeu-se a avaliacao da capacidade de formacao de biofilmes, em diferentes condicoes
hidrodinamicas (0 e 160 rpm). Avaliou-se também a mobilidade dos isolados (swimming,
swarming e twitching) e a producao de proteases, gelatinases e sideroforos, recorrendo a
meios solidos especificos. Adicionalmente, a avaliacdo da suscetibilidade a antibiéticos foi
efetuada pelo método da difusdo em disco, de acordo com as diretrizes do CLSI. A exposicao
ao glifosato foi realizada durante 3 dias, com uma concentracao final de 70 mg/L.

Foram detetadas na agua, através de uma caraterizacdao bioquimica, bactérias
pertencentes aos filos Proteobacteria (33%), Bacteroidetes (33%), Firmicutes (17%) e
Actinobacteria (17%). Observou-se uma tendéncia crescente no tempo de duplicacdo, na
capacidade de formacao de biofilmes e na resisténcia a antibidticos das bactérias da agua
tratada, comparativamente com as bactérias da agua natural. As bactérias da agua natural,
foram as que evidenciaram maior mobilidade (89% dos isolados evidenciou os trés tipos de
mobilidade estudados) e maior expressao de proteases, gelatinases e siderdforos. Ao nivel da
resisténcia a antibioticos, 56% dos antibioticos testados foram eficazes contra as bactérias
Gram negativas. Em contrapartida, apenas 3 antibioticos (SXT, TE e C) foram eficazes contra
todos os isolados de bactérias Gram positivas. Os restantes antibioticos apresentaram, no
minimo, 40% de isolados resistentes. Relativamente a exposicao das bactérias ao glifosato, as
respostas ao nivel da viruléncia e da resisténcia a antibioticos foram variaveis. Destacando a
suscetibilidade aos antibioticos, nuns casos verificou-se o aumento do diametro do halo de
inibicao do crescimento, noutros uma diminuicao deste, havendo, ainda, casos em que se

verificou uma manutencao da suscetibilidade/resisténcia ao antibiodtico.

Palavras-Chave: Biofilmes,  Viruléncia, Resisténcia  Antimicrobiana,

Contaminantes Emergentes
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Abstract

Drinking water is considered an essential human right, and it is essential to ensure its
quality, namely the microbiological. Even after water treatment, microorganisms can persist
in distribution systems and form biofilms. These structures present themselves as reservoirs
of pathogenic microorganisms, which constitute a danger to human health, as they express
virulence factors and are often resistant to antibiotics. These microorganisms can be affected
by exposure to emerging contaminants, which have been frequently detected in water.

This dissertation firstly intends to understand the behavior of bacteria isolated from
water (collection site, treated water and stored water), namely in terms of antibiotic
resistance and virulence, and secondly to evaluate the effects from the exposure to an
emerging contaminant, glyphosate, on the characteristics of microorganisms. To this end, the
capacity to form biofilms was evaluated under different hydrodynamic conditions (0 and 160
rpm). The mobility of the isolates (swimming, swarming, and twitching) and the production of
proteases, gelatinases and siderophores were also evaluated, using specific solid media.
Additionally, the assessment of antibiotic susceptibility was performed using the disk
diffusion method, in accordance with CLSI guidelines. Exposure to glyphosate was carried out
for 3 days, with a final concentration of 70 mg/L.

Bacteria belonging to the phyla Proteobacteria (33%), Bacteroidetes (33%), Firmicutes
(17%) and Actinobacteria (17%) were detected in the water through a biochemical
characterization. An increasing trend in the doubling time, the biofilm-forming capacity and
the antibiotic resistance of treated water bacteria compared to freshwater bacteria was
observed. Bacteria from natural water showed greater mobility (89% of the isolates showed
the three types of mobility studied) and greater expression of proteases, gelatinases and
siderophores. In what concerns antibiotic resistance, 56% of the tested antibiotics were
effective against Gram-negative bacteria. In contrast, only three antibiotics (SXT, TE and C)
were effective against all Gram-positive isolates. The remaining antibiotics showed at least
40% of resistant isolates. Regarding the exposure of bacteria to glyphosate, responses in
terms of virulence and antibiotic resistance were variable. Highlighting the susceptibility to
antibiotics, in some cases there was an increase in the diameter of the growth inhibition halo,
in others a decrease in it, and there were also cases in which there was a maintenance of

antibiotic susceptibility/resistance.
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1 Introducao

1.1 Enquadramento e Apresentacao do Projeto

O acesso a uma agua segura € importante para a saude publica, sendo considerada uma
necessidade humana fundamental (WHO, 2019a). E, portanto, de extrema importancia o
controlo do crescimento microbiano nos sistemas de distribuicdo de agua, alcancado, muitas
vezes, pela adicao de desinfetantes (Berry et al., 2006). No entanto, sabe-se que, mesmo na
presenca de um desinfetante, os microrganismos conseguem sobreviver e formar biofilmes.
Estes sao muito comuns nos sistemas de distribuicao e podem constituir uma forma de
protecao contra condicoes ambientais extremas. Assim, a formacao de biofilmes suscita uma
grande preocupacdao ao nivel da agua potavel, pelo seu papel como reservatorios de
microrganismos patogénicos (September et al., 2007; Wingender & Flemming, 2011).

Os microrganismos patogénicos, por expressarem fatores de viruléncia (FV) sao capazes
de colonizar e invadir o hospedeiro, danificando os tecidos ou combatendo as respostas
imunes, o que leva ao desenvolvimento de doencas no ser humano (Beceiro et al., 2013). Para
além dos FV que podem expressar, ha uma preocupacao crescente com o aumento da
resisténcia a agentes antimicrobianos, que pode limitar as opcoes terapéuticas em caso de
infecdo com uma bactéria deste tipo, dificultando ou até mesmo impossibilitando o
tratamento (CDC, 2020b). Recentemente, tem-se verificado um aumento na detecao de
contaminantes emergentes (CEs), como produtos farmacéuticos, produtos de higiene pessoal
e herbicidas, nas aguas naturais que podem ter impacto nos microrganismos presentes nestes
ambientes (EPA, 2008; Gomes et al., 2020).

1.2 Apresentacao da Empresa

Aguas do Douro e Paiva (AdDP) é uma empresa que pertence ao grupo Aguas de
Portugal, responsavel pela construcao, gestao e concessao do sistema multimunicipal de
abastecimento do sul do Grande Porto, em regime de exclusividade, por um prazo de 20 anos
(Aguas do Douro e Paiva, 2017d). A empresa rege-se pelos seguintes principios: satisfacdo do
cliente, motivacao dos colaboradores, eficiéncia dos processos, melhoria continua e inovacao,
bem como transparéncia e comunicacao (Aguas do Douro e Paiva, 2017e).

A agua é captada e tratada, seguindo-se o abastecimento para consumo publico a 1,7
milhdoes de habitantes residentes em 20 municipios, abrangendo uma area de 2.715 km?2:
Amarante, Arouca, Baidao, Castelo de Paiva, Cinfaes, Espinho, Felgueiras, Gondomar, Lousada,
Maia, Matosinhos, Oliveira de Azeméis, Ovar, Pacos de Ferreira, Paredes, Porto, Santa Maria
da Feira, Sao Joao da Madeira, Valongo e Vila Nova de Gaia. Um conjunto de cinco estacoes

de tratamento de agua (Ferro, Ferreira, Pousada, Castelo de Paiva e Lever) e um laboratério,
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localizado em Lever, garantem o fornecimento de &gua segura a todos os municipios (Aguas
do Douro e Paiva, 2017d, 2017c¢).

A ETA de Lever é responsavel pelo tratamento de agua para cerca de 85% da populacao
abrangida por todo o sistema da AdDP (Aguas do Douro e Paiva, 2017a). O laboratorio,
responsavel pelo controlo de qualidade da 4agua, encontra-se localizado na maior
infraestrutura da empresa, a ETA de Lever. Este laboratério controla e assegura nao sé a
qualidade da agua para consumo humano, fornecida pela empresa, como também as aguas
naturais (subterranea e superficial) e a agua das diferentes etapas do processo das varias
ETAs das AdDP (Aguas do Douro e Paiva, 2017b).

1.3 Principais objetivos

O objetivo principal do presente trabalho foi compreender o comportamento de
bactérias isoladas da agua, desde a captacao até ao armazenamento. Para tal, pretendia-se
compreender a variabilidade de bactérias que surgem nas diferentes fontes de agua (agua
natural, agua tratada e agua armazenada), bem como as carateristicas a elas associadas.
Assim, pretendia-se avaliar a resisténcia a antibioticos e a viruléncia de bactérias isoladas a
partir da agua de diversas fontes e a partir de biofilmes presentes nas paredes dos
reservatorios. Pretendia-se ainda estudar a influéncia das condicoes hidrodinamicas
(estagnacao e agitacao elevada) na capacidade de formacao de biofilmes por parte das
bactérias isoladas.

Um outro objetivo do trabalho foi a avaliacdo dos efeitos nos microrganismos, ao nivel
da viruléncia bacteriana e da resisténcia a antibioticos, da exposicdo a um contaminante

emergente: o glifosato.

1.4 Organizacao da Dissertacao

Este trabalho encontra-se dividido em cinco capitulos. No Capitulo 1 - Introducao, sao
apresentados o projeto desenvolvido e a empresa parceira, bem como os principais objetivos
do trabalho. No Capitulo 2 - Contexto e Estado de Arte, esta presente uma breve
contextualizacao e revisao da literatura, focadas essencialmente na importancia da agua e
qualidade da mesma, nos problemas frequentemente associados aos sistemas de distribuicao
de agua potavel e, ainda, na crescente preocupacao com os contaminantes emergentes. No
Capitulo 3 - Materiais e Métodos, sao descritas as metodologias aplicadas neste trabalho. No
Capitulo 4 - Resultados e Discussao, sao apresentados os resultados obtidos e a discussao dos
mesmos, analisando-os e comparando-os com outros estudos existentes na literatura. No
Capitulo 5 - Conclusées, sao apresentadas as principais conclusées, bem como as limitacées

associadas a este trabalho e, ainda, sugestdes para trabalho futuro.
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2 Contexto e Estado da Arte

2.1 Importancia da agua potavel e preocupacoes

A agua potavel é um direito humano e é essencial para a vida e salde humanas, para o
desenvolvimento econdémico e para a seguranca alimentar (Benneyworth et al., 2016; UN-
Water, 2021). A agua é fundamental para satisfazer as necessidades diarias, tais como, a
hidratacao, a higiene pessoal, cozinhar, entre outras (Martinez-Santos, 2017). Uma agua
limpa e segura é um recurso indispensavel, tornando-se cada vez mais escasso devido ao
crescimento da populacdo mundial, havendo um maior consumo e uma maior poluicao deste
bem essencial (Novak Babic et al., 2020). De acordo com as Diretrizes da Organizacao Mundial
de Saude (OMS) agua potavel segura € aquela que nao representa nenhum risco significativo
para a saude durante uma vida inteira de consumo, independentemente da fase de vida em
que a pessoa se encontra (bebé, crianca, adulto ou idoso) e/ou fragilidades de cada ser
humano (isto €, se a pessoa esta ou nao debilitada) (WHO, 2017a). Em termos praticos, uma
agua segura deve estar isenta de microrganismos perigosos e de outras substancias toxicas
que constituam um risco potencial para a saude humana (Martinez-Santos, 2017; Official
Journal of the European Communities, 1998).

Um dos grandes objetivos globais no que concerne a agua potavel é o alcance de um
fornecimento de agua gerido com seguranca a toda a populacao mundial, até 2030 (WHO and
UNICEF, 2017). De acordo com o relatério do progresso de agua potavel, saneamento e
higiene nos domicilios (WHO and UNICEF, 2021), entre 2015 e 2020, houve um aumento na
proporcao de populacao global com acesso a um servico de agua potavel seguro, de 70% para
74%, no entanto, a este ritmo, ndo sera possivel atingir o objetivo estabelecido para 2030,
sendo necessario quadruplicar as taxas de progresso atuais (Figura 1-a)). Em 2020, 2 bilides de
pessoas (1 em cada 4) ainda careciam de um servico de agua potavel gerido com seguranca
(Figura 1-b)). Ainda no mesmo relatério, é constatado que, das pessoas que nao tinham
sequer acesso a servicos basicos, 8 em 10 vivem em areas rurais, principalmente em paises

menos desenvolvidos (Figura 2).
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Figura 1. Cobertura de dgua potdvel: a) progresso conseguido (2015-2020) e progresso necessdrio

(2020-2030) a nivel mundial; b) percentagem da populacdGo mundial com um servico gerido com
seguranca. Adaptado de WHO and UNICEF (2021).
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Figura 2. Distribuic@o da populacéo, a nivel mundial, com servicos de dgua geridos com seguranca.
Adaptado de WHO and UNICEF (2021).

2.2 Qualidade da agua potavel

De forma a fornecer agua potavel a populacdo, os sistemas publicos responsaveis
recorrem a varios métodos de tratamento da agua, uma vez que as fontes utilizadas estao
sujeitas a contaminacdo e é necessario remover os agentes que possam ser causadores de
doencas (CDC, 2015). Assim, as estacOes de tratamento de agua funcionam com o objetivo de
garantir a qualidade da agua potavel, tendo em conta diversos parametros presentes nas
diretrizes nacionais e/ou internacionais, principalmente os parametros microbiologicos e

quimicos, relevantes para a saude (Hoeger et al., 2005).

2.2.1 Processo de tratamento da agua potavel
Tipicamente, no tratamento convencional de agua potavel recorre-se a processos fisico-
quimicos que visem a reducao e/ou eliminacdo de microrganismos, principalmente os

patogénicos, a reducao da turbidez, remocao dos nutrientes e o controlo das propriedades
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organoléticas da agua (Benner et al., 2013). Os processos mais comuns no tratamento da agua
incluem filtracao, coagulacao/floculacao e desinfecao, no entanto, cada estacao de
tratamento de agua (ETA) deve adaptar os seus processos de forma a satisfazer varios
objetivos dos quais se destacam: eliminacao dos contaminantes que surgem na agua bruta
captada, tratamento de residuos e minimizacao dos custos associados (Abu Hasan et al.,
2020; Boccelli et al., 2007; Piri et al., 2010).

2.2.1.1ETA de Lever

A ETA de Lever possui no processo de tratamento meios tecnologicos sofisticados,

atingindo producédes de cerca de 400 mil m* de 4gua por dia (Aguas do Douro e Paiva, 2017a).
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Figura 3. Processo de tratamento na ETA de Lever. Baseado em Aguas do Douro e Paiva (2017a).
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2.2.2 Agua em Portugal

Em Portugal, tém-se verificado melhorias constantes e sustentadas na qualidade da
agua para consumo humano (REA, 2018). Em 2019, segundo o Relatério Anual dos Servicos de
Aguas e Residuos em Portugal (Martins et al., 2020), obteve-se, em média para Portugal
continental, um indicador de agua segura igual a 98.66%. Dos 278 concelhos, 204 (73%)
apresentaram um bom desempenho: percentagem de agua segura igual ou superior a 99%;
enquanto 37 (13%) registaram um indicador de 100% de agua segura (Figura 4). Neste
relatorio, define-se agua segura através do produto entre a percentagem de analises
realizadas e a percentagem de analises em cumprimento do valor paramétrico. Ainda no
mesmo relatério, destaca-se que a percentagem global de cumprimento dos valores
paramétricos na agua da torneira do consumidor se manteve acima de 98,7%, em 2019,
estando a maioria dos incumprimentos associada a problemas de contaminacao da agua bruta

na origem (47%) e a falhas no sistema de tratamento (23%) (Figura 5) (Martins et al., 2020).
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Figura 5. Causas associadas aos
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consumidor, em 2019. Retirado de Martins
Figura 4. Distribuicdo geogrdfica da percentagem de et al. (2020).

dgua segura, em Portugal. Retirado de Martins et al.
(2020).

E de extrema importancia garantir o fornecimento de uma agua segura a populacao,
uma vez que esta tem uma grande influéncia na satde publica, particularmente ao nivel da
qualidade microbioldgica. Uma ma qualidade microbiologica provavelmente levara a surtos de
doencas infeciosas, podendo causar epidemias graves (WHO, 2000). De facto, apesar dos
avancos conseguidos na gestao da agua e do saneamento, continuam a ocorrer surtos

associados a agua potavel (Hyllestad et al., 2020).
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2.2.3 Surtos associados a agua potavel

As infecOes transmitidas pela agua sao causadas através da ingestao ou contacto com a
agua contaminada, podendo a contaminacdo ser causada por uma variedade de agentes
infeciosos que incluem bactérias, virus, protozoarios e helmintes (Ramirez-Castillo et al.,
2015). Existem mais de 500 microrganismos patogénicos que sao transmitidos pela agua,
identificados pela Agéncia de Protecao Ambiental (Environmental Protection Agency - EPA)
dos Estados Unidos (Ashbolt, 2015). A concentracao destes microrganismos patogénicos na
agua esta sujeita a variacées temporais, o que dificulta a sua detecdo. Assim sendo, picos
temporarios podem levar a casos esporadicos ou a surtos, refletindo-se na saide humana
tanto por efeitos agudos como crénicos (WHO, 2019b). Para que um evento seja considerado
um surto associado a agua € necessario que se verifiguem pelo menos 2 casos
epidemiologicamente ligados, no que diz respeito ao tempo, local de exposicao e
caracteristicas da doenca, e a exposicao a agua deve ser indicada como a fonte provavel da
doenca (Benedict et al., 2017).

Entre 2000 e 2013, de acordo com um relatorio do Joint Research Centre (Sanseverino
et al., 2018), foram reportados por 53 paises da Regido Europeia da OMS, na base de dados
Global Infectious Disease and Epidemiology Network (GIDEON), 185 surtos relacionados com a
agua, principalmente por contaminacao durante o abastecimento, resultando em 18 doencas
diferentes. Os principais microrganismos associados a estes surtos foram Leptospira,
Cryptosporidium, Giardia e Legionella.

Tipicamente, as principais causas associadas aos surtos relacionados com a agua tém
sido atribuidas a contaminacao da fonte de agua bruta e a barreiras higiénicas inadequadas no
processo de tratamento, embora estas Ultimas ja apresentem melhorias pela utilizacdao de
uma abordagem de barreira multipla em muitas estacdes de tratamento. Porém, a rede de
distribuicao tem sido sinalizada por apresentar risco de contaminacao entre a estacao de
tratamento de agua e as residéncias, surgindo também como uma causa frequente para os

surtos associados a agua (Figura 6) (Hyllestad et al., 2020).
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Figura 6. Numero de surtos associados a dgua potdvel e numero de casos de doenca. Adaptado de
Moreira & Bondelind (2017).
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2.3 Microbiologia nos sistemas de distribuicao de agua potavel

Numa ETA, pretende-se a producdao de agua potavel que esteja isenta de
microrganismos patogénicos e de parasitas, no entanto, sabe-se que esta nao é estéril
(Bitton, 2014; Gomes et al., 2020).

2.3.1 Principais microrganismos

As bactérias sao os microrganismos que sao encontrados em maior quantidade tanto na
agua da torneira como nos biofilmes dos sistemas de distribuicdo da agua (Novak Babic et al.,
2020). As bactérias predominantes na agua sao pertencentes aos filos Proteobacteria
(principalmente das classes Alpha-, Beta- e Gamma-), Actinobacteria, Bacteroidetes e
Firmicutes. A um nivel mais especifico, ao nivel do género, as bactérias mais comuns na agua
potavel sao as seguintes (Vaz-Moreira et al., 2014; Wingender & Flemming, 2011; Zhu et al.,
2020):

= Acidovorax; = [Legionella; = Acinetobacter;

= Curvibacter; = Rhodococcus; =  Aeromonas;

= Sphingomonas; = Gordonia; =  Methylobacterium;
= Pseudomonas; = Flavobacterium; =  Mycobacterium;

=  Brevundimonas; = (lostridium; = Bacillus

De grande preocupacdo para a saude, é a presenca de microrganismos patogénicos
oportunistas nos sistemas de distribuicdio de agua, como Legionella pneumophila,
Mycobacterium avium e Pseudomonas aeruginosa, que causam infecdes na populacao,
principalmente em individuos mais suscetiveis (sistema imunitario deprimido) (Falkinham et
al., 2015; Wang et al., 2018). Estes microrganismos tipicamente apresentam fatores de
viruléncia, que permitem superar os mecanismos de defesa do hospedeiro, e resisténcia a
agentes antimicrobianos, que permite a adaptacdo e a sobrevivéncia em ambientes

competitivos (Beceiro et al., 2013).

2.3.2 Principais problemas e causas

A agua, desde a origem até ao consumidor, esta sujeita a diversas fontes de
contaminacao microbioldgica que podem provocar a deterioracao da sua qualidade, associada
a turbidez, sabor e odor indesejaveis, e causar um mau funcionamento do processo, como o
entupimento da tubagem, incrustacao bioldgica e corrosao (Bertelli et al., 2018; Prest et al.,
2016). De facto, sabe-se que ha uma flutuacdao no nimero de bactérias ao longo do percurso
da agua, atingindo os valores mais baixos nos reservatérios logo apds o tratamento (10?

UFC/mL) e aumentando novamente na torneira do consumidor (10* a 10° UFC/mL) (Novak
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Babic et al., 2020). Isto evidencia uma dinamica microbiologica espacial e temporal ao longo
do tratamento e distribuicdo da agua que pode ser afetada por diversos fatores: (i)
caracteristicas da agua nao tratada; (ii) processo de tratamento e sua eficiéncia; (iii)
implementacao de desinfetante e tipo de desinfetante; (iv) materiais e idade das tubagens/
reservatorios e (v) tempo de residéncia (idade da agua) (Prest et al., 2016).

A qualidade da agua natural depende do tipo de fonte da agua e da regidao onde é
captada, sendo influenciada por causas naturais (taxa de precipitacao, estacao do ano, etc.)
e por causas antropogénicas (tipo de atividade exercida - agricultura/ industria, niveis de
poluicao, etc.) (Palansooriya et al., 2019; Wang, 2016). O processo de tratamento da agua
deve, sempre que possivel, ter em conta as caracteristicas da agua natural e possiveis
alteracdes que possam ocorrer nesta, de forma a garantir a qualidade da agua potavel a
distribuir ao consumidor (Santana et al., 2014). Os processos de tratamento convencionais
foram projetados para remover solidos de diferentes dimensdes, matéria organica e
microrganismos (incluindo os patogénicos), no entanto, nao sao capazes de remover alguns
poluentes (pesticidas, farmacos, produtos de higiene, etc.) que tém surgido com frequéncia
nas aguas. Estes resultam, entre outros fatores, do crescimento da populacdo e suas
atividades e das alteracoes climaticas e, por constituirem uma ameaca para a salde humana,
requerem um processo de tratamento da agua mais avancado (Teodosiu et al., 2018).

Apds tratamento, a agua segue por uma rede de tubagens e reservatorios para
distribuicao aos consumidores, onde pode deteriorar-se por reacdes entre a propria agua e
entre a agua e as superficies das tubagens, no entanto, é importante manter a sua qualidade,
principalmente a microbiolégica. Um dos principais problemas nos sistemas de distribuicao
esta relacionado com o desenvolvimento bacteriano que pode levar a proliferacao de
microrganismos patogénicos oportunistas e a corrosao das infraestruturas, para além da
alteracao das propriedades organoléticas da agua (cor, cheiro e sabor) (Li et al., 2018;
Masters et al., 2015a). Apesar da desinfecao realizada no final do tratamento e de
tipicamente ser mantida uma concentracao residual de desinfetante para prevenir o
crescimento microbiano, uma grande diversidade de microrganismos consegue persistir num
ambiente limitado e pouco nutritivo, encontrando-se tanto em suspensao como nas
superficies das tubagens, em biofilmes (Potgieter et al., 2018; Wu et al., 2015). A maior parte
(95%) dos microrganismos presentes nos sistemas de distribuicdo de agua encontra-se em
biofilmes, sendo que estas estruturas apresentam um ambiente protetivo perante condicdes
de stress (provocadas, por exemplo, pela aplicacao de desinfetantes) e baixos niveis de
nutrientes (Gomes et al., 2020; Maes et al., 2019; Zhu et al., 2020). Os biofilmes funcionam
como reservatorios de microrganismos patogénicos, incluindo os oportunistas, podendo
liberta-los para a agua através de fenomenos de desprendimento, afetando diretamente a

densidade celular na fase aquosa (Manuel et al., 2006; Waak et al., 2018).
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E, portanto, de extrema importancia controlar o desenvolvimento dos biofilmes nos
sistemas de distribuicdo da agua potavel. E necessario evitar zonas de estagnacao ou elevados
tempos de residéncia da agua nas tubagens e a acumulacao de sedimentos, uma vez que estas
condicoes favorecem a formacao de biofilmes (Simoes & Simodes, 2013). Outos aspetos a ter
em conta sao as caracteristicas das tubagens e a idade das instalacdes (Douterelo et al.,
2016; Waines et al., 2011). Os sistemas de distribuicao antigos sao mais vulneraveis, havendo
uma maior necessidade de realizar reparacoes devido a perdas de pressao na rede, causadas
por exemplo por fissuras nas tubagens, o que pode levar ao aparecimento de microrganismos
nas mesmas (Ashbolt, 2015). Diferentes materiais apresentam diferentes graus de rugosidade
e atividade quimica, o que tem impacto na formacao de biofilmes, e, para além disso,
apresentam diferentes taxas de corrosao, o que pode influenciar na eficacia do desinfetante,
ja que os produtos da corrosao reagem com este, reduzindo o seu efeito na agua
(LeChevallier, 1999; Zhu et al., 2014).

A aplicacao de desinfetante e o tipo de desinfetante sao também fatores a ter em conta
no controlo da formacdo de biofilmes nas redes de distribuicdo. E frequente o uso de uma
concentracao residual de um desinfetante, sendo o cloro o mais utilizado, para prevenir o
crescimento de bactérias em suspensao e limitar a formacao de biofilme (Kormas et al.,
2010). Em alternativa, tém sido utilizadas cloraminas que formam menos subprodutos
halogenados da desinfecao e tém-se mostrado mais efetivas na reducao da carga microbiana
na agua, devido a sua maior reatividade seletiva, que permite uma maior penetracao no
biofilme (Masters et al., 2015b; Waak et al., 2019). Porém, ao longo do percurso, com o
aumento da idade da agua, os desinfetantes podem dissipar-se, podendo ser encontradas
concentracdes mais baixas em partes do sistema de distribuicao mais a jusante. Estas doses
subletais de desinfetante podem exercer uma pressao seletiva que tera implicacbes na
composicao bacteriana da agua potavel, com microrganismos mais resilientes (Fish et al.,
2020; Masters et al., 2015b).

2.4 Viruléncia bacteriana

A viruléncia é uma medida relativa da patogenicidade de um microrganismo e a
expressao de fatores de viruléncia (FV) permite que os microrganismos patogénicos colonizem
o hospedeiro, provocando danos nos tecidos e inflamacao local e sistémica (Chen et al., 2005;
Leitdao, 2020). O conhecimento dos FV é importante para conseguir uma prevencao e um
controlo eficaz das doencas infeciosas, sendo fulcrais para o desenvolvimento de novas
moléculas terapéuticas e estratégias para combater as infecdes microbianas (Liu et al., 2019).
De facto, as terapias antivirulentas constituem uma alternativa para as abordagens

tradicionais, que se baseiam na interrupcao do crescimento celular, o que exerce um grande
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stress nas bactérias alvo, originando rapidamente bactérias resistentes (Rasko & Sperandio,
2010; Silva et al., 2016). Para além disso, varios FV sao geneticamente conservados apenas
entre microrganismos intimamente relacionados, o que permite desenvolver medicamentos
com espectro de acado limitado, neutralizando apenas as bactérias patogénicas e preservando
o microbioma humano (Watkins & Unnikrishnan, 2020).

A aquisicao de FV, que levam ao aparecimento de formas patogénicas, é conseguida
principalmente através da transferéncia horizontal de genes (Meena et al., 2019). Os FV, por
interacoes diretas com os tecidos do hospedeiro ou ocultando a superficie bacteriana dos
mecanismos de defesa deste, permitem que o microrganismo seja dotado de capacidades
como entrar e colonizar tecidos do hospedeiro, neutralizar as respostas imunes e crescer num
ambiente hostil (Casadevall & Pirofski, 2009; Wu et al., 2008). A expressao dos diversos FV é
regulada pelas bactérias patogénicas em resposta a varios sinais ambientais dentro do
hospedeiro, como a disponibilidade de ferro, as concentracoes de oxigénio, a temperatura, a
osmolaridade e o pH, que afetam o crescimento e a persisténcia dos microrganismos. Para
além disso, as bactérias tém que conseguir responder a variacoes nas concentracdes de
moléculas produzidas pelo hospedeiro para a sua defesa (espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, por exemplo) (Johnson, 2018).

Os FV das bactérias podem ser classificados de acordo com a sua funcao e mecanismo
de viruléncia em (i) proteinas da membrana, (ii) capsulas polissacarideas, (iii) proteinas
secretadas (toxinas), (iv) componentes da parede celular ou membrana externa e (v) outros
(proteinas que permitem a formacao de biofilmes, siderdforos, mobilidade, etc.) (Wu et al.,
2008).

2.4.1 Biofilmes

Os biofilmes consistem em comunidades microbianas tridimensionais, complexas e
organizadas, compostas por células incorporadas numa matriz gelatinosa de substancias
poliméricas extracelulares (SPEs). Sao compostas principalmente por polissacarideos e
proteinas, podendo conter também lipidos e DNA extracelular. As SPEs constituem a parte
mais extensa do biofilme, apresentando funcdes como o fornecimento de estrutura e de
estabilidade mecanica (Fish et al., 2017; Flemming et al., 2002; Liu et al., 2016).

O desenvolvimento de um biofilme ocorre num processo sequencial (Figura 7), que
inclui o transporte de microrganismos para uma superficie e a sua adesao reversivel (1), a
producao de SPEs e a adesao irreversivel das células (2), a formacao de microcolonias,
proliferando o biofilme (3), a maturacao do biofilme até se atingir o maximo de densidade
celular (4) e o desprendimento/dispersao de células do biofilme (5), havendo um equilibrio
entre o crescimento e a dispersao (Gomes et al., 2016; Verderosa et al., 2019). No processo

de adesao e formacao de microcolonias, pode ocorrer o fendmeno de coagregacao, que
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consiste num processo altamente especifico de reconhecimento e aderéncia de bactérias a si
mesmas (autoagregacao) ou a outras geneticamente diferentes, podendo a coagregacao estar
associada ao desenvolvimento de biofilmes multiespécies complexos (Afonso et al., 2021;
Datta et al., 2017). Relativamente a dispersao, esta pode ocorrer de forma ativa, por
alteracées nas condicoes ambientais (falta de nutrientes e/ou oxigénio, alteracdao da
temperatura, etc.), e de forma passiva, que depende de fatores como as tensdes de corte
exercidas pela circulacdo de 4gua nas tubagens (Toyofuku et al., 2015). E nesta fase que, no
caso dos biofilmes formados nos sistemas de distribuicao de agua potavel, se podem libertar
microrganismos (incluindo microrganismos patogénicos) para a agua, podendo constituir um
perigo para a salde humana, principalmente para os individuos com o sistema imunitario
comprometido (Wingender & Flemming, 2011). As células que se desprendem dos biofilmes

podem iniciar um novo ciclo, aderindo a uma nova superficie (Toyofuku et al., 2015).

Figura 7. O processo de formacdo do biofilme envolve vdrias etapas: 1 - adesdo reversivel; 2- adesdGo
irreversivel; 3- proliferacdo e formacdo de microcolonias; 4 - maturacéo; e 5 -

desprendimento/dispersdo. Retirado de Sauer (2003).

Nos biofilmes, os microrganismos podem encontrar-se em estado ativo ou dormente
(uma importante estratégia para a sobrevivéncia) e encontram-se mais protegidos do meio
ambiente, o que pode desencadear respostas de stress, perante condicoes desfavoraveis
(Gomes et al., 2020; Zhang et al., 2018). As células em biofilme tipicamente apresentam uma
maior resisténcia do que as células em estado planctonico, sendo os biofilmes de maior
diversidade bacteriana mais resistentes e adaptaveis (Tsvetanova, 2020). A matriz de SPEs
funciona como uma barreira e tem um papel fundamental nesta maior resisténcia das células
sésseis. Esta atrasa ou previne o contacto dos agentes antimicrobianos com os microrganismos
alvo, através da limitacao da difusdao do agente antimicrobiano e/ou por interacao quimica
com as proteinas e polissacarideos extracelulares (Simoes et al., 2010).

Outro aspeto relevante no desenvolvimento dos biofilmes € a interacdao que as células

estabelecem entre si através da secrecao de pequenas moléculas sinalizadoras, conceito de
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quorum sensing (QS), que fornece um mecanismo para que as bactérias monitorizem a
presenca umas das outras € modulem a expressao genética em resposta a mudancas na
densidade populacional (Camilli & Bassler, 2006; Capelletti & Moraes, 2016). O sistema QS
permite que as bactérias respondam coletivamente as alteracées ambientais, sincronizando as
suas atividades, através da sinalizacao para o desenvolvimento de FV e de um mecanismo de
defesa (Brindhadevi et al., 2020; Mangwani et al., 2016).

Uma outra preocupacdo relacionada com a formacao de biofilmes esta associada ao
facto desta modalidade facilitar a transferéncia de genes entre as bactérias, o que pode levar
a um aumento de estirpes virulentas, ja que as bactérias associadas aos biofilmes tém
mostrado uma maior resisténcia a antibioticos e a secrecao de diferentes fatores de

viruléncia (Gupta et al., 2016).

2.4.2 Mobilidade

A mobilidade bacteriana apresenta uma diversidade de papéis na patogenicidade: (i)
alcance do local ideal no hospedeiro, (ii) colonizacao ou invasao dos tecidos, (iii) manutencao
no local da infecao e (iv) dispersao apos infecao (Chaban et al., 2015). Assim, a mobilidade
representa uma vantagem especifica para as bactérias, ja que permite que estas alcancem o
ambiente mais favoravel a sua sobrevivéncia, moldando a competicdo entre espécies, a
potencial viruléncia e o desenvolvimento de biofilmes (Mattingly et al., 2018; Soutourina et
al., 2001). Os principais tipos de mobilidade sao swimming, em meios aquosos, e swarming,
twitching, gliding e sliding, em meios sélidos ou semissélidos, estando estes representados na

Figura 8 (Nan & Zusman, 2016; Wu et al., 2020).
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Figura 8. Principais tipos de mobilidade: swimming, swarming, twitching, gliding and sliding. Retirado
de Kearns (2010).

Os tipos de mobilidade swimming e swarming sao dependentes de flagelos rotativos,

sendo que o primeiro € um movimento individual e em ambientes liquidos, ao contrario do
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segundo, que resulta de uma atividade multicelular ao longo de uma superficie. A mobilidade
do tipo swarming envolve ainda pili do tipo IV e a secrecao de surfactantes, os ramnolipidos
(Calvio et al., 2005; Kearns, 2010; Otton et al., 2017). O tipo de mobilidade twitching é
conseguido a custa da extensao e retracao de pili do tipo IV, permitindo que as bactérias se
movam em ambientes com baixo teor de agua e/ou colonizem superficies hidratadas (Mattick,
2002). Relativamente ao tipo de mobilidade gliding, esta é definida como um movimento
suave das células, geralmente ao longo do seu eixo, sem o auxilio de estruturas propulsivas,
como flagelos ou pili (Nan, 2017). O tipo de mobilidade sliding € um movimento passivo,
conseguido a custa das forcas expansivas da crescente populacdao bacteriana e pelas
propriedades da superficie celular (atrito entre as células e a superficie, por exemplo)
(Holscher & Kovacs, 2017; Shi et al., 2011).

A mobilidade esta intimamente relacionada com o desenvolvimento de biofilme,
correspondendo a primeira fase da sua formacao e afetando o desprendimento das células do
biofilme. De facto, a mobilidade é relevante para o transporte das células até as superficies
das tubagens, no caso da agua potavel, e também permite que as bactérias superem as forcas
eletrostaticas que se estabelecem entre as células e as superficies colonizadas (PriiB, 2017
Tsagkari & Sloan, 2018). Esta capacidade de as bactérias formarem biofilmes e se moverem é
muitas vezes afetada por alteracdes nas vias metabdlicas, bem como pela resposta a fatores
de stress (Rossi et al., 2018).

As bactérias com mobilidade do tipo swimming dependem dos gradientes quimicos
(quimiotaxia) do meio envolvente, pelo que monitorizam as alteracdes nas condi¢cdes do meio
em que se encontram e adaptam o seu padrao de mobilidade, de forma a encontrar as
condicoes mais favoraveis (Colin et al., 2021). As mobilidades que ocorrem em superficies
(swarming, twitching, sliding e gliding), para além da regulacao dos motores necessarios
(flagelos e pili), dependem fortemente de fatores ambientais, como a humidade, nutrientes e
compostos autoproduzidos, e ainda das acdes e movimentos das células da vizinhanca
(Mattingly et al., 2018).

2.4.3 Proteases e Gelatinases

As proteases bacterianas tém papéis vitais na viabilidade celular, resposta ao stress e
patogenicidade. As proteases secretadas pelas bactérias tém o potencial de degradar as
proteinas do hospedeiro, o que permite facilitar a sua penetracdao e disseminacao no
hospedeiro e coloniza-lo, combatendo os seus mecanismos de defesa (Culp & Wright, 2017;
Figaj et al., 2019; Kaman et al., 2014). Podem ser divididas em varios grupos, tendo em conta
os residuos cataliticos: serina, treonina, cisteina, acido aspartico, acido glutamico,

asparagina e metaloproteases (Agbowuro et al., 2018).
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0 estudo das proteases é essencial para a descoberta de novos medicamentos, uma vez
que estes FV tém um papel fundamental na propagacao de doencas infeciosas, devido ao seu
papel significativo no ciclo de vida bacteriano (Razzaq et al., 2019).

A gelatinase é uma protease capaz de hidrolisar a gelatina, o colagénio, a caseina, a
hemoglobina e outros péptidos bioativos (Cevahir et al., 2008). As gelatinases sao entao
metaloproteases e existem dois tipos: a gelatinase A (MMP-2) e gelatinase B (MMP-9) (Galasso
et al., 2012). As gelatinases, para além da sua contribuicdio na formacao de biofilme
(inativacao do gene que codifica para a gelatinase permite prevenir a formacao de biofilme),
contribuem para a viruléncia bacteriana através da degradacdao dos compostos do hospedeiro

acima mencionados (Hancock & Perego, 2004; Thurlow et al., 2010).

2.4.4 Sideroforos

O ferro é um requisito essencial para o crescimento da maioria dos microrganismos, uma
vez que é um cofator de varias enzimas que estao envolvidas em processos bioquimicos
fundamentais, como a respiracao, a fixacao de nitrogénio, a biossintese de DNA e a regulacao
dos genes (Santos et al., 2020). No ser humano, o ferro apresenta um papel fundamental. A
sua utilidade bioldgica reside na capacidade de alternar entre dois estados de oxidacao:
ferroso (Fe?") ou férrico (Fe*'), podendo servir como um catalisador redox. Na presenca de
espécies reativas de oxigénio, o ferro pode catalisar a reacao de Fenton para gerar radicais
hidroxilo que danificam lipidos, DNA e proteinas (Cassat & Skaar, 2013). Adicionalmente, o
ferro € um cofator de hemoproteinas que estao envolvidas em funcoes biologicas importantes,
como a ligacao e o transporte de oxigénio (hemoglobinas), o metabolismo do oxigénio
(catalases e peroxidases), e a respiracao celular e o transporte de eletrdes (citocromos)
(Pantopoulos et al., 2012).

De forma a superar as restricées de ferro, um aspeto central da defesa do hospedeiro
(que limita o ferro disponivel através de proteinas como a transferrina e a ferritina), as
bactérias desenvolveram diferentes mecanismos para adquirir este nutriente essencial, tal
como a producao de siderdforos (Casadevall & Pirofski, 2009; Dale et al., 2004).

Os siderdforos sao moléculas de baixo peso molecular, quelantes de ferro com alta
afinidade e sao fatores essenciais de viruléncia em muitas bactérias patogénicas (Holden &
Bachman, 2015). Através da producao destas moléculas, as bactérias patogénicas conseguem
competir pelo ferro do hospedeiro humano, que é obtido por ingestao alimentar, perturbando
a sua homeostase (Holden & Bachman, 2015; Kalidasan et al., 2018). Os sideréforos podem
ser classificados, dependendo do grupo funcional, em: (i) catecois, (ii) hidroxamatos, (iii)
carboxilatos e (iv) mistos (mistura de grupos funcionais) (Ahmed & Holmstrom, 2014). Os
microrganismos secretam um ou mais tipos de sideroforos, dependendo da espécie e da

severidade da falta de ferro (Aznar & Dellagi, 2015).
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2.5 Resisténcia a antibioticos

Recentemente, tem-se vindo a assistir a um aumento dramatico de bactérias
multirresistentes, sendo que o ambiente aquatico, incluindo a agua potavel, tem sido
considerado como uma grande fonte de genes de resisténcia a antibidticos (GRAs) (Hu et al.,
2019; Roca et al., 2015). Esta resisténcia crescente representa um risco muito elevado para a
saude, uma vez que se verifica uma diminuicao da efetividade dos tratamentos com
antibioticos, levando ao aumento da severidade, incidéncia e custos com as infecdes (McEwen
& Collignon, 2018). No caso da agua potavel, a presenca de GRAs constitui uma ameaca para
o ser humano através de diferentes vias: (i) ingestao direta da agua contendo microrganismos
patogénicos resistentes; (ii) transmissao de pessoa para pessoa apds ingestao da agua
contaminada e (iii) transferéncia horizontal dos GRAs das bactérias ambientais para os
microrganismos patogénicos (Gomes et al., 2020). Estima-se que, até 2050, as infecoes por
bactérias resistentes a antibidticos (BRAs) sejam responsaveis por 10 milhdes de mortes em
todo o mundo (Amarasiri et al., 2020).

As bactérias apresentam diversos mecanismos de resisténcia a agentes antimicrobianos,
representados na Figura 9: (i) modificacdoes enzimaticas ou destruicao da molécula do agente
antimicrobiano; (ii) impedir a acao do antibidtico no alvo e (iii) aumento do efluxo do agente
antimicrobiano. No caso das bactérias Gram negativas, existe ainda outro mecanismo que
consiste na alteracao da permeabilidade da membrana externa (Martinez & Baquero, 2014;
Poole, 2002; Stewart, 2002).

O &
\s / decreased penetration
=y

o

\ enzymatic

\./__,.E_j degradation or

alteration of EociicaEen

target site . .

. Antibiotic increased efflux
. (efflux pump)

Figura 9. Mecanismos de resisténcia das bactérias aos antibidticos. Retirado de Abreu et al. (2012).

A modificacao da molécula do antibidtico € uma estratégia que leva a ineficacia do
antibidtico, sendo este mecanismo muito comum nas bactérias, especialmente no caso de
antibioticos como os aminoglicosideos, os B-lactamicos e cloranfenicol (Peterson & Kaur,
2018). Outro mecanismo de resisténcia, este relacionado com o alvo, consiste em impedir que

o antibiotico atinja o alvo (protecao do alvo) ou em modificar a molécula alvo, reduzindo a
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afinidade para o antibidtico. A protecao do alvo é frequente perante a exposicao a
antibioticos como tetraciclina, fluoroquinolonas e acido fusidico, enquanto a modificacdao do
alvo é comum em antibidticos como rifampicina, oxazolidinonas, trimetopim-sulfametoxazol,
B-lactamicos, entre outros (Munita & Arias, 2016). No caso do mecanismo de efluxo do
antibidtico, este efluxo é conseguido a custa de bombas de efluxo dependentes de energia e
que sao capazes de operar contra uma grande quantidade de classes de antibioticos (Blanco
et al., 2016). Tal como referido anteriormente, as bactérias Gram negativas apresentam
ainda um mecanismo relacionado com a presenca de uma membrana externa que constitui
uma barreira entre o ambiente e a bactéria. Esta membrana é composta por fosfolipidos e
lipopolissacarideos que formam uma camada hidrofébica, impermeavel a compostos
hidrofilicos. Assim, ha um menor influxo de compostos toxicos para o interior da célula,
deixando estas bactérias mais protegidas (Knopp & Andersson, 2015; Macnair & Brown, 2020).
Os mecanismos de resisténcia das bactérias aos antibidticos podem ser resultado de: (i)
resisténcia intrinseca, (ii) resisténcia adquirida ou (iii) resisténcia adaptativa. A resisténcia
intrinseca corresponde a propriedades que sao inerentes ao proprio microrganismo, a
resisténcia adquirida envolve a transferéncia horizontal de elementos genéticos e/ou
mutacoes em genes celulares e a resisténcia adaptativa é uma resisténcia induzida e
dependente da presenca continua do agente antimicrobiano ou de outro estimulo ambiental
(Cox & Wright, 2013; Fernandez & Hancock, 2012; Giedraitiené et al., 2011).

2.5.1 GRAs nos sistemas de distribuicdo de agua

Os processos comuns de tratamento de agua, incluindo alguns processos mais avancados
(como a filtracao com carvao ativado bioldgico e ozono) ndao sao capazes de remover
totalmente as BRAs e os GRAs que se encontram na agua de onde é feita a captacao (Zhang et
al., 2016). Um estudo mostrou que, comparando o tratamento avancado da agua potavel com
0S processos convencionais, o primeiro nao acrescentou beneficios significativos para a
remocao de GRAs (Xu et al., 2016). De facto, a eficiéncia dos processos de tratamento da
agua na remocao destas bactérias e genes de resisténcia € influenciada por diversos fatores,
como a pressao seletiva (presenca de antibidticos, desinfetantes, etc.), a limitacao de
nutrientes, os tipos de GRAs e a forma em que existem (diferentes resisténcias das bactérias
onde se encontram os genes), entre outros. Estes fatores, quando combinados, complicam o
processo de remocao dos GRAs (Zhang et al., 2021). Porém, o tratamento da agua apresenta
um papel muito importante na remocao de GRAs da agua, ja que a quantidade destes genes
reduz de forma significativa quando comparada a agua da fonte com a da torneira do
consumidor (Su et al., 2018). Em contrapartida, sabe-se que a quantidade de BRAs e GRAs é
maior na agua que chega a torneira do consumidor do que na agua no final do processo de

tratamento, pelo que se considera que os sistemas de distribuicio da agua sao um
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reservatorio para a disseminacao de microrganismos patogénicos resistentes aos antibioticos
(Gomes et al., 2020; Su et al., 2018).

As bactérias nos sistemas de distribuicao de agua potavel crescem principalmente em
trés microambientes diferentes, tal como representado na Figura 10: (i) sélidos suspensos, (ii)
depositos soltos ou (iii) biofilmes, sendo o Ultimo aquele que funciona como reservatorio da
resisténcia a antibidticos na agua (Sanganyado & Gwenzi, 2019).

Nos biofilmes, ha uma maior densidade celular e uma menor distancia entre as
bactérias, comparando com o estado planctonico, o que facilita a transferéncia horizontal de
genes, permitindo a transmissao dos GRAs entre as varias bactérias que constituem o biofilme
(resisténcia adquirida) (Chen et al., 2020). Esta transferéncia horizontal de genes pode
ocorrer por transformacao, transducao ou conjugacao, processos representados na Figura 11,
sendo o Ultimo o mais eficiente na disseminacdao da resisténcia aos antibioticos entre as
bactérias (Balcazar et al., 2015).
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Figura 10. Crescimento das bactérias, em diferentes Copyright © 2006 Noture Publishing Group
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2.5.2 Classes de antibiéticos e mecanismos de acao

Existem varias formas de classificar os antibidticos, mas as mais comuns baseiam-se nas
estruturas moleculares, no modo de acao e no espectro de atividade (Etebu & Arikekpar,
2016). Com base na estrutura molecular, os antibiéticos podem ser classificados em diversas
classes, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2015b),
estando alguns exemplos de classes e de antibioticos apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Classes de antibioticos e alguns exemplos.
Classe Subclasse Exemplos
Penicilinas labeis a Amp‘1c.ll.ma
enicilinase P.e mth a
Penicilinas P Ticarcilina
(B-lactamicos) - ) . Cloxacilina
Penicilinas resistentes a - e
o Dicloxacilina
penicilinase e
Oxacilina
Combinacao B- Amoxicilina-acido clavulanico
lactam/inibidores B-lactamase Piperacilina-tazobactam
(B-lactamicos) Ticarcilina-acido clavulanico
Cefazolina
1% geracao Cefapirina
Cefradina
22 geracao Cefonicida
Cefalosporinas 3% geracao Cefoper.a;ona
L ; Ceftazidima
(B-lactamicos) — -
42 geracao Cefepima
Cefalosporinas com
atividade anti-MRSA Ceftarolina
(MRSA - Methicilin-resistant
Staphylococcus aureus)
Monobactamicos
At Aztreonam
(B-lactamicos)
Carbapenémicos Merobenem
(B-lactamicos) P
Amicacina
Aminoglicosideos Gentamicina
Netilmicina
Glicopeptideos Vancomicina
Glicopeptideos Teico :
. . , planina
Lipoglicopeptideos Ramoplanina
. . Daptomicina
Lipopeptideos Colistina
Macrolidos Azytrom!cyna
Eritromicina
Quinolonas Cinoxacina
Quinolonas Ciprofloxacina
Fluoroquinolonas Gatifloxacina
Levofloxacina
- Minociclina
Tetraciclinas s
Tetraciclina
Inibidores da via metabdlica Sulfonamidas
do acido félico Trimetoprim-sulfametoxazol
Rifampicina (ansamicinas)
Quinupristina-dalfopristina (streptograminas)
Outros Linezolida (oxazolidinonas)
Nitrofurantoina (nitrofuranos)
Cloranfenicol (fenicol)
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Os antibidticos podem ser considerados como bactericidas, quando matam a bactéria,
ou como bacteriostaticos, quando inibem o crescimento das bactérias sem as matar. A
atuacao dos antibioticos geralmente ocorre por inibicao da sintese da parede celular ou de
acidos nucleicos, inibicao da funcao do ribossoma ou da funcdo da membrana celular e
inibicao do metabolismo do acido folico (essencial para a sintese de DNA e RNA) (Nemeth et
al., 2015; Wenzel, 2020).

2.6 Contaminantes emergentes

2.6.1 Principais contaminantes encontrados na agua

Os contaminantes emergentes (CEs) sao produtos quimicos, sintéticos ou naturais, ou
até microrganismos que tipicamente nao sao monitorizados, mas que tém o potencial de
entrar no meio ambiente e causar efeitos ecologicos e/ou na salde humana (Houtman, 2010;
Rosenfeld & Feng, 2011).

Devido a varias atividades antropogénicas, como a agricultura, a indUstria e a utilizacao
de compostos quimicos nas casas (Figura 12), tem-se verificado um aumento de CEs na agua
que provocam uma preocupacao publica consideravel, principalmente nos casos em que nao
estao legislados os valores limite (Schriks et al., 2010). Os CEs nao sao removidos pelas
estacoes de tratamento de aguas residuais, pelo que sdao disseminados para as aguas
superficiais ou para os solos (devido a reutilizacdo das lamas como fertilizantes). Desta
forma, e como as ETAs também nao estdao preparadas para fazerem a remocao completa dos

CEs, estes atingem a agua potavel (Alderton et al., 2021; Gomes et al., 2020).
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Figura 12. Fontes de libertacdo de CEs para o meio ambiente. Retirado de Alderton et al. (2021).
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De facto, tem-se observado uma grande variedade de produtos quimicos em aguas
superficiais e subterraneas pertencentes a diferentes classes, tais como produtos
farmacéuticos, pesticidas, produtos de higiene pessoal, subprodutos de desinfecao,
surfactantes, entre outros (Gomes et al., 2020; Riva et al., 2018). Tal como a libertacao de
antibidticos, a libertacao de herbicidas (um tipo de CE) na agua tem despertado uma maior
atencao nos Ultimos anos, ja que estes podem ser aplicados diretamente na superficie do solo
e, consequentemente, atingir os cursos de agua (Gomes et al., 2020).

Um dos herbicidas mais usados no mundo é o glifosato por ser considerado
ambientalmente benigno, nao toxico e seguro para os animais. No entanto, tém surgido
recentemente preocupacOes relativamente aos efeitos colaterais prejudiciais do glifosato,
devido ao uso intensivo do deste herbicida e a sua acumulacdo no ambiente (Kissane &
Shephard, 2017; Rossi et al., 2021a; Van Bruggen et al., 2018).

2.6.2 Influéncia da exposicao de bactérias aos contaminantes

A exposicao a concentracdes ambientais relevantes de CEs provoca alteracoes
significativas na comunidade microbiana, como alteracdes na taxa respiratéria, na producao
de substancias poliméricas extracelulares (SPEs) e na atividade enzimatica (Gomes et al.,
2020). De facto, entre as principais preocupacoes da exposicao de bactérias a CE, estdao a
bioacumulacdo, a biomagnificacdo e o desenvolvimento de genes de resisténcia bacteriana,
que podem afetar a eficacia dos antibioticos e que apresentam potencial de propagacao no
meio ambiente (Reichert et al., 2019).

A bioacumulacao e a biomagnificacao sao dois conceitos relevantes pelo facto de os
contaminantes se poderem acumular em alguns organismos ou tecidos e propagar pela cadeia
alimentar, amplificando a sua presenca e, consequente, exposicao (Gomes et al., 2020).

No que diz respeito ao desenvolvimento de genes de resisténcia, alguns dos
contaminantes envolvidos sao: produtos biocidas, como os agentes antibacterianos (triclosan
e triclocarban), agentes antifingicos, herbicidas, surfactantes, e agentes farmacéuticos,
como salicilatos, fluoxetina, ibuprofeno e carbamazepina (Alderton et al., 2021).
Efetivamente, a exposicdo a novos produtos quimicos gera um mecanismo de adaptacao
microbiano onde diferentes processos, como a inducao de diferentes vias enzimaticas ou a

metabolizacao de diferentes intermediarios, podem estar envolvidos (Amariei et al., 2020).
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2.7 Conceito “One Health”

A crescente poluicao ambiental, o desenvolvimento da resisténcia a antibioticos e o
desenvolvimento de doencas multifatoriais e cronicas, tém ameacado a salde humana e
animal (Destoumieux-Garzon et al., 2018). E, portanto, evidente a necessidade de existir uma
abordagem colaborativa e multidisciplinar, ultrapassando as fronteiras da saude animal,
humana e ambiental, de forma a compreender a ecologia de cada zoonose, com o objetivo de
realizar uma avaliacao de risco e desenvolver planos de resposta e controle (Mackenzie &
Jeggo, 2019).

Assim, surge o conceito de “Uma S6 Saude” (“One Health”) onde se reconhece que a
saude humana esta relacionada com a saude animal e ambiental. Este conceito encoraja um
trabalho colaborativo entre varias areas e especialistas, com o intuito de alcancar o maior
impacto possivel na melhoria das saldes humana e animal (CDC, 2020a, 2020c; Instituto
Ricardo Jorge, 2018). Com esta abordagem de “Uma SO Salude” pretende-se a criacdao e
implementacao de programas, politicas, legislacdes e pesquisas para alcancar melhores
resultados de salde publica (WHO, 2017b). Este conceito, na Suécia, foi representado por um
“guarda-chuva” (Figura 13), que engloba os principais aspetos desta abordagem (Lerner &
Berg, 2015).
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Figura 13. Representacdo do conceito de “One Health”, na Suécia. Retirado de Lerner & Berg (2015).

0 conceito de “Uma Sé Saude” é de extrema importancia no que concerne a seguranca
da agua potavel, ja que uma grande parte das doencas infeciosas nos humanos sao de origem
animal ou com ligacdo zoondtica. Isto deve-se essencialmente ao facto de a agua ser um
canal comum entre os animais selvagens e domésticos e as exposicoes do ser humano as

doencas animais (Reynolds, 2018).
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3 Materiais e Métodos

3.1 Amostras (Origem, recolha, transporte e armazenamento)

Neste estudo foram analisadas amostras de agua natural doce superficial, provenientes
do Rio Douro (na albufeira de Crestuma-Lever), e de agua de consumo humano, provenientes
da ETA de Lever (a saida da ETA) e de dois reservatorios: Reservatorio de Pedroucos (RP) e
Reservatorio de Vila Nova (RVN). Nos reservatorios procedeu-se ainda a amostragem de
biofilme. As colheitas foram realizadas no dia 5 de novembro de 2020.

No Anexo 1, podem ser consultados o mapa das infraestruturas (Figura A1. 1), bem
como um esquema representativo do abastecimento dos RP e RVN (Figura A1. 2).

A amostragem, o transporte e o armazenamento das amostras foram realizadas de
acordo com as regras estabelecidas no PRO 9.031 - Colheita de Amostras - Aguas do Douro e
Paiva, estando este procedimento elaborado de acordo com as seguintes normas da
International Organization for Standardization (1SO): I1SO 5667-3:2018 - Water quality —
Sampling— Part 3: Preservation and handling of water samples (requerimentos gerais para
amostragem, preservacao, manuseamento, transporte e armazenamento); ISO 5667-5:2006 -
Water quality — Sampling — Part 5: Guidance on sampling of drinking water from treatment
works and piped distribution systems (amostragem de agua tratada); ISO 5667-6:2014 - Water
quality — Sampling — Part 6: Guidance on sampling of rivers and streams (amostragem de
agua do rio); e ISO 11731:2017 - Water quality — Enumeration of Legionella (amostras de
biofilme) (International Organization for Standardization, 2006, 2014, 2017, 2018a).

As amostras de agua de consumo humano foram colhidas em frascos que contém
tiossulfato de sodio, de forma a neutralizar o cloro. A colheita dos biofilmes foi realizada com

uma zaragatoa estéril, seguindo-se a ressuspensao em salina estéril (0.85%).

3.2 Isolamento, caracterizacao e identificacao das bactérias

3.2.1 Isolamento, purificacdao e conservacao

O isolamento das bactérias foi efetuado pelo método de filtracao em membrana, de
acordo com ISO 8199:2018 - Water quality — General requirements and guidance for
microbiological examinations by culture (International Organization for Standardization,
2018b). Foi utilizado o meio R2A agar (Biogerm), incubando as placas a temperatura ambiente
23 + 3°C, durante 3 dias. Procedeu-se a subcultura das bactérias, sob as mesmas condicoes, e
ao armazenamento a -80°C, em R2A broth (composicao no Anexo 2 - Tabela A2. 1), contendo
20% (v/v) de glicerol (Merck) (Chen et al., 2007; Chen et al., 2017).
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3.2.2 Caraterizacao Morfolégica e Bioquimica

Apos isolamento das bactérias, analisaram-se as colonias, em placas de R2A agar,
relativamente a cor, forma, margens, elevacao, transparéncia e brilho (Al-Dhabaan, 2019).
Foram ainda observadas caracteristicas da célula (morfologia e estrutura da parede celular)
através da realizacao da Coloracao de Gram, uma coloracao diferencial que permite distinguir
diferentes tipos de bactéria, tendo em conta a estrutura da parede celular (Moyes et al.,
2009). Para a caraterizacdo bioquimica dos isolados, recorreu-se a galerias APl e,

adicionalmente, efetuaram-se os testes da catalase e da oxidase.

3.2.2.1Coloracao de Gram

O esfregaco e a aplicacao dos reagentes da coloracao de Gram (Merck) foram efetuados
de acordo com as recomendacdes do fornecedor. As bactérias Gram positivas apresentaram

cor azul a roxa, enquanto as Gram negativas apresentaram uma cor entre rosa e vermelho.

3.2.2.2|dentificacao API
Da gama de galerias API disponiveis para o trabalho (APl 20 E, API 20 NE, API 20 Strep e

API Staph), foi selecionada a galeria APl mais indicada para cada isolado de acordo com
BioMérieux (2015), estando os fluxogramas orientadores apresentados no Anexo 3 (Figura A3.
1). Como para os bacilos Gram positivos nao se dispunha de nenhuma galeria adequada, nao
se procedeu a identificacao API deste grupo de isolados. A inoculacao e a leitura da galeria
foram realizadas de acordo com o manual do fornecedor (BioMérieux, Portugal). A
interpretacao dos resultados foi conseguida através da introducao do cédigo obtido na leitura
da galeria na ferramenta apiweb™ (BioMérieux), sendo devolvidos alguns pardmetros como

espécies propostas e fiabilidade da identificacao.

3.2.2.3Testes da Catalase e da Oxidase

Para o teste da catalase, foi colocada uma gota de uma solucao de perdxido de

hidrogénio a 30% (Merck) numa lamina de microscopio. Com uma ansa estéril, foi transferida
e misturada nesta gota uma porcao de uma colonia isolada. A formacao de bolhas de gas
indica a presenca da enzima (resultado positivo) (Neuendorf et al., 2004).

Para o teste da oxidase foram usadas zaragatoas impregnadas com N-N-dimetil-p-
fenilenodiamina (VWR). O ensaio foi realizado tendo em conta as recomendacdes do
fornecedor. Um resultado positivo corresponde ao aparecimento, dentro de 20-30 segundos,

de uma cor azul-roxa.
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3.2.3 Identificacao das estirpes isoladas - caraterizacao genotipica

A caracterizacdo genotipica dos isolados selecionados (bactérias a expor ao herbicida
glifosato) foi efetuada através da sequenciacdao do gene 16S rRNA. A extracdao do DNA,
amplificacdo, purificacdo e sequenciacao foram realizadas pelo IST - Instituto Superior
Técnico de Lisboa.

A selecao dos isolados a expor ao glifosato foi feita tendo em conta os seguintes
aspetos:

= Apresentar uma elevada capacidade de formacao de biofilme, com agitacao (160 rpm),
por promover a formacao de biofilmes mais compactos e estaveis (Liu & Tay, 2002).
= Apresentar alguns fatores de viruléncia e/ou resisténcia a alguns antibioticos

Assim sendo, foram selecionados para um estudo mais aprofundado, procedendo a
exposicao a um contaminante emergente, o glifosato, os seguintes isolados: Rio.B, ETA.C,
RP.bio.A, RP.ag.E, RVN.bio.A e RVN.ag.C.

3.3 Condicdes de cultura e preparacao das bactérias

As bactérias isoladas foram inoculadas em R2A broth (cultura batch) e incubadas
overnight a 23 + 3°C, sob condicées de agitacao (160 rpm) num agitador orbital (Sigma
Aldrich, 1KA KS 130 basic). Seguiu-se a recolha das bactérias por centrifugacao (Eppendorf
centrifuge 5810R), durante 15 minutos, a 3777 g e ressuspensao em meio fresco (R2A broth),
ajustando a densidade otica a 610 nm (DOg10 nm) para os valores pretendidos (Gomes et al.,
2019b).

3.3.1 Curvas de crescimento em estado plancténico

Ajustou-se a densidade otica, a 610 nm, das suspensoes bacterianas, obtidas conforme
referido no ponto 3.3, para um valor de 0.1. As curvas de crescimento foram obtidas, em
microplaca de 96 pocos (VWR; superficie tratada), através da monitorizacao da DOs10 nm a0
longo do tempo, usando um leitor de microplacas (SPECTROstar Nano; BMG Labtech) (Hall et
al., 2014). O ensaio foi realizado até se verificar que o estado estacionario foi atingido, com
um limite maximo de 48h.

Considerando a fase exponencial da curva de crescimento, obteve-se a taxa especifica
de crescimento, p, e a partir deste valor calculou-se o tempo de duplicacao, tq, para cada

isolado, conforme descrito no Anexo 4.
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3.4 Producao de fatores de viruléncia

3.4.1 Formacao de biofilme

Os ensaios com biofilmes foram realizados de acordo com o teste de microplaca
modificado, proposto por Stepanovi¢ et al. (2000). Resumidamente, para cada bactéria,
encheram-se seis pocos de uma placa de 96 pocos estéril (VWR; superficie tratada), sob
condicoes asséticas, com 200 pL de suspensao celular (DOs1o nm = 0.2), obtidas conforme
referido no ponto 3.3. A formacao de biofilme foi permitida pela incubacao das placas,
durante 24 h, a 23 + 3°C, avaliando-se a influéncia da agitacdo. Para tal, incubou-se uma
placa sem agitacao e outra com uma agitacao elevada (160 rpm), num agitador orbital (Sigma
Aldrich, KA KS 130 basic). Os controlos negativos foram obtidos através da incubacao de
pocos contendo apenas o meio R2A broth. A biomassa e a culturabilidade do biofilme foram
quantificadas pela coloracao com cristal violeta (CV) e pela contagem de unidades formadoras

de colonias (UFC), respetivamente.

3.4.1.1Quantificacao da biomassa: coloracao com CV

Para a quantificacao da biomassa (Oh et al., 2007), cada poco foi esvaziado e lavado
com 250 pL de solucao de NaCl, de forma a remover todas as bactérias nao aderentes ou
fracamente aderidas. Seguidamente, 250 pL de etanol a 96% foram usados para fixar o
biofilme, durante 15 minutos. As placas foram entao esvaziadas e secas e as bactérias fixadas
foram coradas com 200 pL de CV (Merck) a 1%, durante 5 minutos. O excesso de corante foi
removido e seco. Finalmente, o corante ligado as células aderentes foi solubilizado com 200
uL de acido acético glacial a 33% (v/v). Mediu-se a densidade ética a 570 nm, usando um
leitor de microplacas (SPECTROstar Nano; BMG Labtech).

De forma a comparar a capacidade de diferentes bactérias para formar biofilmes,
recorreu-se a classificacao de Stepanovi¢ et al. (2000). Esta baseia-se no valor de cut-off da
densidade é6tica (DOc), definido como trés desvios-padrao acima da média de DO do controlo
negativo. As bactérias foram entao classificadas da seguinte forma: nao produtora de biofilme
(0): DO = DOc; fracamente produtora de biofilme (+): DOc < DO < 2 x DOc; moderadamente
produtora de biofilme (++): 2 x DOc < DO < 4 x DOc; fortemente produtora de biofilme (+++):
4 x DOc < DO.

3.4.1.2Enumeracao de bactérias cultivaveis: contagem de UFC

Para a avaliacao da culturabilidade (Gomes et al., 2016), removeu-se o conteldo de
cada poco e lavou-se com 250 pL de solucao de NaCl, com o intuito de remover todas as

bactérias nao aderentes ou fracamente aderidas. Os biofilmes foram raspados trés vezes,
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durante 1 minuto, com a adicao de 200 pL de NaCl. Este passo permite a ressuspensao das
células sésseis aderidas. Seguiram-se diluicoes em série (dez vezes), em solucdo de NaCl, que
foram plaqueadas em R2A agar (Biogerm). As placas foram incubadas a 23 + 3°C e as UFCs
foram enumeradas apds 24 h. Os resultados estao expressos como UFC por area de poco da

microplaca (UFC/cm?).

3.4.2 Mobilidade

Foram colocados 15 pL das suspensdes bacterianas (DOs10 nm = 0.2), obtidas conforme
referido no ponto 3.3, no centro de placas de Petri de 90 mm contendo 1% triptona (Fisher
Scientific), 0.25% NaCl (Merck) e 0.3%, 0.7% ou 1.5% (w/v) agar (Merck) para a caracterizacao
de diferentes tipos de mobilidade: swimming/colony spreading, swarming e twitching,
respetivamente. As placas foram incubadas a 23 + 3°C. Apds 24, 48 e 72 h, mediram-se os
diametros (mm) dos halos de mobilidade (Gomes et al., 2019a). Realizaram-se triplicados

para avaliar cada um dos tipos de mobilidade e para cada uma das bactérias em estudo.

3.4.3 Producao de Sideroforos, Proteases e Gelatinases

A avaliacdo da producao de sideroforos foi efetuada de acordo com Machuca & Milagres
(2003); Schwyn & Neilands (1987); Shin et al. (2001). Para as proteases seguiu-se a
metodologia descrita em Dogan & Boor (2003) e para as gelatinases em Lopes et al. (2006).

Resumidamente, a producao de sideroforos, proteases e gelatinases foi avaliada em
placas de Petri de 90 mm contendo R2A agar com chrome azurol S (CAS) (composicao no
Anexo 2 - Tabela A2. 3, Tabela A2. 4 e Tabela A2. 5), Plate Count Agar (VWR) suplementado
com 1% skim milk powder (Merck) e gelatin agar (composicao no Anexo 2 - Tabela A2. 2),
respetivamente. Foram colocados 10 pL das suspensdes bacterianas (DOs1o nm = 0.2), obtidas
conforme referido no ponto 3.3, nas respetivas placas de Petri (em trés posicdes diferentes).
As placas foram incubadas a 23 + 3°C, durante 48 horas para avaliacao de producao de
sideréforos e gelatinases, e 72 horas para a avaliacdo da producao de proteases.

Apds incubacao, os isolados produtores de sideroforos, apresentaram halos cor de
laranja ou roxos e os produtores de proteases apresentaram halos transparentes. No caso da
producao de gelatinases, apo6s incubacao, as placas foram inundadas com uma solucao
saturada de sulfato de aménio (2.84 mol/L), aparecendo um halo transparente em torno das

células (precipitados de gelatina) nas estirpes produtoras deste fator de viruléncia.
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3.5 Suscetibilidade a antibioticos

A suscetibilidade a antibidticos foi determinada através do método de difusao em disco,
de acordo com as diretrizes do Clinical Laboratorial Standard Institute (CLSI) (CLSI, 2012). Em
alguns casos, o crescimento das bactérias foi feito em Mueller-Hinton (MH) Broth (Merck), a
35 + 2°C, durante 24 h, seguindo-se o ajuste da densidade do inoculo para 0.5 McFarland
(absorvancia a 625 nm de 0.08 a 0.13). Noutros casos, o crescimento foi feito em placas
contendo MH agar, incubadas a 35 + 2°C, durante 24 h, e foi efetuada uma diluicao direta das
colénias em solucdo salina, ajustando a densidade do indculo para 0.5 McFarland. As
suspensoes bacterianas foram plaqueadas (com uma zaragatoa estéril) em placas de Petri de
90 mm contendo MH agar (Oxoid) e os discos, contendo os antibioticos, foram colocados com
um dispensador adequado (Liofilchem, Disc Dispenser 6). Apds incubacao a 35 + 2°C por 24 h,
foram registados e analisados os diametros (em mm) dos halos de inibicao, de acordo com os
intervalos de referéncia apresentados na Tabela A6. 2 e na Tabela A6. 3, no Anexo 6,
baseados em CLSI (2015b, 2015a). Os antibidticos testados, bem como os conteldos de cada
disco (Liofilchem), encontram-se na Tabela 2. Nesta tabela, é ainda possivel consultar quais
os antibioticos testados contra as bactérias Gram positivas (total de 11 antibidticos) e as
Gram negativas (total de 16 antibioticos).

Tabela 2. Lista de antibidticos testados e respetivo contelido dos discos.

Gram Antibiodtico Conteldo do disco (ug)
Penicilina (P) 10 unidades
Ceftarolina (CPT) 30
Teicoplanina (TEC) 30
Positivo Vancomicina (VA) 30
Eritromicina (E) 15
Rifampicina (RD) 5
Quinupristina-dalfopristina (QDA) 15
Linezolida (LNZ) 30
Ticarcilina (TC) 75
Ticarcilina-acido clavulanico (TTC) 75/10
Piperacilina-tazobactam (TZP) 100/10
Ceftazidima (CAZ) 30
Meropenem (MRP) 10
Gentamicina (CN) 10
Negativo Amicacina (AK) 30
Netilmicina (NET) 30
Azitromicina (AZM) 15
Minociclina (MN) 30
Gatifloxacina (GAT) 5
Cinoxacina (CIN) 100
Nitrofurantoina (F) 300
Tetraciclina (TE) 30
Positivo/Negativo Trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) 1.25/23.75
Cloranfenicol (C) 30
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3.6 Exposicao das bactérias a glifosato

Foram selecionados, de acordo com os critérios mencionados em 3.2.3, seis isolados
(um de cada ponto de amostragem) para efetuar a exposicao ao glifosato: Rio.B, ETA.C,
RP.bio.A, RP.ag.E, RVN.bio.A e RVN.ag.C. A exposicao das células, em estado plancténico, ao
herbicida glifosato (Roundup UltraMax, Bayer) foi realizada segundo Wright et al. (2006).
Resumidamente, 5 mL de cada cultura (DO¢io nm = 0.25) foram adicionados a matrazes
contendo 30 mL de R2A broth suplementado com glifosato, obtendo-se uma concentracao
final do herbicida de 70 mg/L. Este valor corresponde a uma concentracao cerca de 100 vezes
superior as concentracdes de glifosato tipicamente encontradas em aguas, 0.10 a 0.70 mg/L
(Peruzzo et al., 2008). Os matrazes foram incubados a 23 + 3°C durante 72 horas (3 dias), sob
condicles de agitacao, a 160 rpm, num agitador orbital (Sigma Aldrich, IKA KS 130 basic).

Como controlos, procedeu-se, tal como descrito acima, a inoculacao de matrazes
contendo R2A broth, para cada um dos isolados, sem a adicao do glifosato.

As células expostas ao herbicida (ao fim de 72 horas), bem como as dos controlos, foram
avaliadas quanto a capacidade de formacao de biofilme, a 160 rpm, a mobilidade, a producao
de sideroforos, proteases e gelatinases e quanto a suscetibilidade aos antibioticos, conforme
descrito nos pontos 3.4 e 3.5, respetivamente. Obtiveram-se ainda as curvas de crescimento,

conforme descrito em 3.3.1, para as células expostas e para as células do controlo.

3.7 Analise estatistica

Os dados da quantificacao e culturabilidade dos biofilmes, da mobilidade, da producao
de sideroforos, proteases e gelatinases e dos antibiogramas foram analisados recorrendo a
funcao ANOVA do Excel, assumindo uma distribuicao normal dos mesmos. Tanto a média como
o desvio padrao, dentro das amostras, foram calculados para todos os casos. Os calculos
estatisticos foram baseados num nivel de confianca igual ou superior a 95% (p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo).

Os dados das curvas de crescimento foram analisados recorrendo a funcao Regressao do
Excel, assumindo um nivel de confianca igual ou superior a 95%.

Para os biofilmes e curvas de crescimento, efetuaram-se 6 réplicas em cada ensaio.
Para a mobilidade, producao de sideroforos, proteases e gelatinases e para os antibiogramas

foram efetuados triplicados.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Caraterizacao dos microrganismos

Durante a realizacao dos isolamentos, foram efetuadas algumas observacoes, tendo em
conta a morfologia das colénias em placas de R2A agar, no entanto, nao foram obtidos dados
complementares, nomeadamente identificacoes genotipicas e contagens de UFC/mL.

Foi observada uma maior diversidade de morfologia das colénias nas amostras de agua
natural (ndo tratada), captadas no Rio Douro, do que nas amostras de agua tratada, captadas
na ETA de Lever, Reservatorio de Pedroucos (RP) e Reservatorio de Vila Nova (RVN). Este
aspeto era expectavel, uma vez que um dos principais objetivos do tratamento realizado nas
ETAs esta relacionado com a diminuicdo da carga microbiana e, consequentemente, a
diminuicao da diversidade de microrganismos na agua tratada, ainda que esta nao seja estéril
(Bitton, 2014; Gomes et al., 2020).

Por sua vez, nas amostras de agua de ambos os reservatorios, comparando com a agua
captada na ETA, foi observada uma maior diversidade de morfologias de colénias, o que pode
estar associado a problemas nos sistemas de distribuicao de agua, como a presenca de
biofilmes nas tubagens e/ou paredes dos reservatorios, e que, por fenomenos de
desprendimento, libertam microrganismos para a agua (Manuel et al., 2006; Waak et al.,
2018). Para além disso, os reservatorios, tal como ilustrado no Anexo 1 (Figura A1. 2),
recebem a agua tratada proveniente da ETA e ainda agua captada no rio, através de pocos em
profundidade. Apesar desta agua ser analisada diariamente no laboratério da ETA de Lever,
mediante os parametros exigidos na legislacdo nacional, e de nao serem detetados
problemas, a agua do rio apresenta uma grande diversidade bacteriana, o que pode ser
justificativo da maior diversidade de microrganismos observada nos reservatorios (Vaz-Moreira
et al., 2014).

Comparando os dois reservatoérios, aparentemente, o RVN evidenciou uma maior
diversidade de coldnias. Varias variaveis podem justificar esta diferenca: (i) a agua captada
no rio, para cada reservatorio, ser captada em locais distintos (qualidade microbiologica da
agua pode variar); (ii) o estado das tubagens entre a ETA e cada um dos reservatorios
(presenca de biofilmes, por exemplo); e (iii) os consumos da populacao abastecida por cada
reservatorio, que influenciam o tempo de residéncia da agua e a propensao para formar

biofilmes (Lautenschlager et al., 2010; Simoes, 2013).

Resultados e Discussao 30



Crescimento, resisténcia a antibiéticos e viruléncia de bactérias isoladas de sistemas de agua potavel - efeito da exposicdo a

glifosato
4.1.1 Carateriza¢cao Morfoldgica

Apds observacao visual das coldnias e nao havendo outras possibilidades mais adequadas
(como, por exemplo, a identificacao por sequenciacao do gene 16S rRNA) foram selecionados
os isolados a caraterizar, tendo em conta a diversidade e aparéncia das coldnias e a
existéncia de colonias isoladas. Foram caraterizados nove isolados provenientes do Rio Douro
e seis isolados de cada um dos outros locais de amostragem (ETA de Lever, Reservatorio de
Pedroucos e Reservatério de Vila Nova). As carateristicas morfologicas e bioquimicas
(catalase, oxidase e resultado da galeria API) dos isolados encontram-se na Tabela A3. 1, do
Anexo 3.

Dos isolados provenientes do Rio Douro, a maioria (77.8%) apresentou uma cor vermelha
na coloracao de Gram - bactérias Gram negativas. De facto, as bactérias frequentemente
encontradas em aguas do rio sao bactérias Gram negativas, pertencentes aos filos
Proteobacteria e Bacteroidetes (Xia et al., 2014).

No caso das bactérias isoladas da agua a saida da ETA de Lever, todas coraram de roxo,
sendo consideradas bactérias Gram positivas. As bactérias Gram positivas, de acordo com Nie
et al. (2016), por apresentarem uma parede celular mais espessa, podem possuir uma maior
resisténcia aos oxidantes, como o cloro, utilizados nos processos de desinfecao, o que pode
justificar a prevaléncia deste tipo de Gram nos isolados da ETA, que foram sujeitos ao cloro
da desinfecao final. No entanto, outros autores discordam desta maior resisténcia ao cloro
por parte de bactérias Gram positivas. Segundo Luo et al. (2021), a maioria das bactérias
resistentes ao cloro tipicamente isoladas pelos investigadores sao bactérias Gram negativas.
Estas apresentam uma membrana externa, que funciona como uma barreira adicional,
reduzindo a permeabilidade aos biocidas (Mosrato et al., 2003).

Ja no RP, foram analisadas cinco bactérias isoladas a partir da agua e uma resultante da
colheita de biofilme. Destas, a maioria (cerca de 83%) corresponde a Gram positivo.
Contrariamente, no RVN, prevaleceu o Gram negativo (cerca de 66%), tendo sido
caraterizados 2 isolados provenientes do biofilme e 4 provenientes da agua. Para além dos
fatores anteriormente apresentados (o estado dos sistemas de distribuicao da agua e o facto
de uma parte da agua ser captada diretamente no rio), o aparecimento de bactérias Gram
negativas nos reservatérios, nao tendo sido detetada a sua presenca nas amostras da ETA,
pode ser explicado por um estado viavel, mas nao cultivavel das células a saida da ETA.
Durante o processo de tratamento as células foram expostas a varios fatores de stress, o que
pode induzir o estado viavel, mas nao cultivavel, fazendo com que nao sejam detetadas em
placas de agar. No entanto, estas podem tornar-se cultivaveis quando as células sao colocadas
num ambiente favoravel (Leriche & Carpentier, 1995; Penterman et al., 2014; Singh et al.,
1990).
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4.1.2 Carateriza¢ao Bioquimica

Dos perfis analisados na ferramenta apiweb™ (BioMérieux), sete obtiveram uma
classificacao de identificacao “Muito Boa” ou “Excelente” (Grupo A), quatro alcancaram uma
classificacao “Aceitavel” ou “Boa” (Grupo B), sendo que as restantes oito obtiveram uma
identificacao “Incorreta” (Grupo C) ou um perfil considerado “Duvidoso” ou com “Fraca
Discriminacao” (Grupo D). Na Figura 14, podem ser consultadas, em percentagem, as
classificacoes obtidas, tendo em conta os grupos atribuidos.
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Figura 14. Identificacdo com recurso a galerias API: classificacdo das identificacées obtidas. Grupo A -
identificacdo “Muito Boa” ou “Excelente”; Grupo B - identificacdo “Aceitdvel” ou “Boa”; Grupo C -
identificacdo “Incorreta”; e Grupo D - perfil “Duvidoso” ou com “Fraca Discriminacdo”.

De facto, verifica-se a prevaléncia de identificacoes com uma classificacao de, no
minimo, “Aceitavel” (cerca de 58%). No entanto, a fracdo de isolados para os quais a
identificacao atribuida é incorreta ou duvidosa (42%) é ainda consideravel. Efetivamente, a
identificacdo de microrganismos através de reacdes bioquimicas esta frequentemente
associada a alguns problemas, nomeadamente o facto de os testes serem interpretados de
acordo com uma gama de referéncia, sendo esta interpretacao dependente do observador
(Ayling, 2000). Para além disso, nem todos os microrganismos que tém sido recentemente
identificados através de tecnologias moleculares podem ser identificados através de testes
bioquimicos (Janda & Abbott, 2002).

Para as classificacbes dos grupos A e B, obtiveram-se as seguintes identificacoes
bioquimicas: Pseudomonas fluorescens (Rio), Chryseobacterium indologenes (Rio),
Micrococcus spp. (RP), Stenotrophomonas maltophilia (RVN), Myroides spp. (Rio),
Staphylococcus xylosus (ETA), Moraxella spp. (RVN), Brevundimonas vesicularis (RVN) e
Staphylococcus saprophyticus/ Staphylococcus hominis (ETA).

Destes microrganismos, destaca-se Stenotrophomonas maltophilia, por ser um
microrganismo patogénico oportunista associado frequentemente a infecdes nosocomiais,
sendo a terceira bactéria Gram negativa nao fermentativa mais comum em instalacdes de
cuidados de saude em todo o mundo (Brooke, 2012; Chung et al., 2012; Garcia et al., 2015;
Gomes et al., 2016). Chryseobacterium indologenes, apesar de ser considerado um

microrganismo patogénico pouco comum, tem surgido, ao longo dos anos, associado a
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infecbes em seres humanos com sistema imunitario comprometido, havendo um maior nimero
de casos reportados (lzaguirre-Anariba & Sivapalan, 2020). Staphylococcus xylosus é
considerada uma espécie nao patogénica, no entanto, uma minoria das estirpes pode ser
potencialmente perigosa por causar infecdes oportunistas (Dordet-Frisoni et al., 2007). Das
outras espécies do género Staphylococcus propostas como possivel identificacao para um dos
isolados, S. saprophyticus é considerado um microrganismo uropatogénico, enquanto S.
hominis é reconhecido como um potencial microrganismo patogénico oportunista (Ehlers &
Merrill, 2021; Szczuka et al., 2018). Brevundimonas vesicularis e Pseudomonas fluorescens
sdo consideradas bactérias de pequena relevancia clinica por serem pouco virulentas (Ryan &
Pembroke, 2018; Scales et al., 2014). No caso das identificacdes obtidas ao nivel do género,
Micrococcus spp. e Myroides spp., apenas algumas espécies (uma minoria) sao consideradas
como bactérias oportunistas (Meyer et al., 2019; Nuinez, 2014).

Destas bactérias classificadas com, no minimo, uma identificacao “Aceitavel”, 33%
pertencem ao filo Proteobacteria (prevalencendo a classe Gamma-Proteobacteria), 33% ao
filo Bacteroidetes, 17% ao filo Firmicutes e 17% ao filo Actinobacteria, correspondendo estes
aos filos frequentemente encontrados na agua, tal como referido anteriormente (Vaz-Moreira
et al., 2014; Wingender & Flemming, 2011; Zhu et al., 2020).

Nos casos em que foram obtidas classificacées dos grupos C e D, a ferramenta apiweb™
(BioMérieux) apresentou, como possibilidades, as seguintes identificaces bioquimicas:
Ralstonia pickettii (RVN - biofilme), Staphylococcus lentus (Rio, ETA e RP- biofilme),
Sphingomonas paucimobilis (RVN), Pseudomonas oryzihabitans (Rio) e Weeksella
virosa/ Empedobacter brevis (Rio).

Destes microrganismos, destacam-se Ralstonia pickettii e Sphingomonas paucimobilis
por serem microrganismos patogénicos oportunistas, sendo R. pickettii considerada a espécie
clinicamente mais relevante do género Ralstonia (Nasir et al., 2019; Ryan & Adley, 2010).
Staphylococcus lentus € raramente reportado como um microrganismo patogénico nos
humanos, no entanto, apresenta a capacidade de adquirir resisténcia a antibioticos (Mazal &
Sieger, 2010; Schwendener & Perreten, 2012). Ja os microrganismos Weeksella virosa,
Empedobacter brevis e Pseudomonas oryzihabitans sao raramente associadas a infecoées no
ser humano (Decker et al., 1991; Sharma et al., 2016; Slenker et al., 2012).

Alguns estudos tém identificado problemas na identificacao através de galerias API,
sendo que a sensibilidade destes kits é altamente variavel de acordo com as espécies em
causa, bem como o tipo de isolado (clinico ou ambiental) a avaliar (Amornchai et al., 2007;
Croci et al., 2007; Kulwichit et al., 2007; Martinez-Urtaza et al., 2006; Sampimon et al.,
2009). Tipicamente, a identificacdo com base na interpretacao das galerias APl requer a
realizacao de testes adicionais e um dos principais problemas esta relacionado com o facto de

as bases de dados serem limitadas (Bosshard et al., 2006; Robinson et al., 1995).
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4.1.3 Caraterizacao Genotipica

Das bactérias identificadas através da sequenciacdao do gene 16S rRNA, obtiveram-se os

resultados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados das caraterizacées genotipicas e bioquimicas.

Isolado Identificacao Genotipica Identificacao API
Rio.B Bacillus megaterium Nao realizada
ETA.C Staphylococcus epidermidis Staphylococcus lentus
RP.bio.A Micrococcus sedentarius Staphylococcus lentus
RP.ag.E Corynebacterium genitalium Nao realizada
RVN.bio.A Corynebacterium genitalium Nao realizada
RVN.ag.C Brevundimonas vesicularis Stenotrophomonas maltophilia

Bacillus megaterium é uma bactéria Gram positiva, formadora de esporos que é
encontrada em diversos habitats, mas € comumente considerada uma bactéria do solo.
Apresenta elevado interesse industrial, sendo importante para a producao de enzimas,
vitaminas e farmacos, e mais recentemente também para a producdao de proteinas
recombinantes. Esta bactéria é produtora de siderdforos (Goswami et al., 2018; Santos et al.,
2014). Staphylococcus epidermidis é uma bactéria Gram positiva, nao produtora de
coagulase, que, apesar de ser considerada um microrganismo comensal da pele do ser
humano, é atualmente uma das causas mais frequentes de infecoes nosocomiais. Adquire
assim elevada relevancia clinica, sendo vista como uma bactéria oportunista (Otto, 2009;
Sabaté Bresco et al., 2017). Micrococcus sedentarius é uma bactéria Gram-positiva conhecida
pela producdo dos antibidticos monensinas A e B, bem como pelo facto de ser um
microrganismo patogénico oportunista, responsavel por endocardite valvular, pneumonia
hemorragica e queratdlise plantar (Pospisil et al., 1998; Sims et al., 2009). Corynebacterium
genitalium, uma bactéria Gram positiva tipicamente encontrada no trato urogenital
masculino e feminino, apresenta cinco estirpes consideradas patogénicas e seis consideradas
como nao patogénicas (Evangelista et al., 1978). Tal como referido anteriormente,
Brevundimonas vesicularis nao apresenta grande relevancia clinica.

Apenas para o isolado da ETA se verificou uma correspondéncia correta, mas apenas ao
nivel do género - Staphylococcus, entre os dois sistemas de caraterizacao (genotipica e
bioquimica). Nos outros casos (RP.bio.A e RVN.ag.C), nao se verificou uma correspondéncia
entre as caraterizacoes. De facto, a identificacao bioquimica parece falhar sem a realizacao
dos testes complementares necessarios. No entanto, estes casos nao sao representativos de
todos os testes API realizados. Seria necessario um maior niumero de identificacdes por
genotipicas para poder concluir acerca da fiabilidade destes kits APl para a obtencao de uma

identificacao (ainda que bioquimica) da bactéria em questao.
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4.2 Crescimento em estado plancténico

Para avaliar o crescimento dos diferentes isolados,

glifosato

obtiveram-se as curvas de

crescimento, apresentadas na Figura 15, e calcularam-se os tempos de duplicacao (tq),

conforme descrito no Anexo 4, presentes na Tabela 4.
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Figura 15. Curvas de crescimento obtidas pela representacdo da DO (610 nm) vs tempo (min) para os

isolados do Rio Douro (a), da ETA de Lever (b), do Reservatorio de Pedroucos (c) e do Reservatorio de
Vila Nova (c).

Tabela 4. Tempos de duplicacdo, em horas, obtidos para os isolados das diferentes fontes de dgua.

ta (h) tq (h) tq (h) tq (h)

Rio.A 1.2 +0.1 ETA.A| 4.4+0.6 RP.bio.A| 2.5+0.3 RVN.bio.A| 5.3+0.2
Rio.B | 1.6 +0.08 ETA.B| 5.4+0.5 RP.ag.A 8.8+0.2 RVN.bio.B | 1.4 + 0.08
Rio.C | 3.4+0.2 ETA.C| 2.1+0.2 RP.ag.B 2.2+0.2 RVN.ag.A 4.4 +0.2
Rio.D | 2.1 +0.04 ETA.D| 3.4:+0.3 RP.ag.C | 4.3+0.2 RVN.ag.B | 3.4 +0.09
Rio.E | 2.33 + 0.09 ETA.E| 7.9+0.5 RP.ag.D | 6.9 +0.5 RVN.ag.C | 3.3+0.2
Rio.F 1.8 + 0.1 ETA.F| 2.4+0.2 RP.ag.E | 6.5 +0.08 RVN.ag.D 19 + 0.7

. . Média Média
Rio.G | 2.1 +0.1 Média 4.3 RP.bio 2.5 RVN.bio 3.4

. Média Média
Rio.H | 1.8 +0.09 RP.ag 5.7 RVN.ag 7.55
Rio.l 5.8 +0.1
Média 2.5
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As bactérias isoladas a partir da agua tratada, tanto da ETA como dos dois reservatorios,
apresentaram, em média, tempos de duplicacdo superiores (ETA=4 h, RP=6 h e RVYN=7 h) aos
apresentados pelas bactérias isoladas a partir da agua natural, colhida no Rio Douro, cuja
média foi de 2.5 h, aproximadamente. Foi nos isolados do Rio Douro que surgiu o isolado com
menor tempo de duplicacdo: 1.2 h para o isolado Rio.A. O tempo de duplicacao mais elevado
registou-se para um isolado da agua do RVN: 19h para o isolado RVN.ag.B. De facto, as
bactérias da agua tratada foram expostas a condicoes ambientais adversas, nomeadamente ao
cloro utilizado no processo de tratamento e nos sistemas de distribuicao, o que leva a uma
diminuicdo da taxa especifica de crescimento, correspondente a um tempo de duplicacao
superior (Lin et al., 2017).

Relativamente aos reservatorios, as bactérias isoladas do biofilme evidenciaram tempos
de duplicacao inferiores (RP=2.5 h e RVN=3.4 h) aos das bactérias isoladas a partir da agua
(RP=5.7 h e RVN=7.4 h). Uma possivel justificacao esta relacionada com o facto de as
bactérias no biofilme estarem numa estrutura que confere um ambiente protegido, pela baixa
penetracao de agentes antimicrobianos, possibilitando uma maior protecao contra o residual
de cloro presente nos sistemas de distribuicao de agua (Tsvetanova, 2020).

Os crescimentos mais lentos podem ainda estar associados a uma estratégia das
bactérias para sobreviverem em meios oligotroficos, isto &, com baixos niveis de nutrientes
(Gray et al., 2019).

4.3 Producao de fatores de viruléncia

4.3.1 Capacidade de formacao de biofilmes

Na Figura 16, pode ser consultada a distribuicao de classificacbes, de acordo com a
classificacao de Stepanovic et al. (2000), para cada local de amostragem e para as diferentes

condicdes de formacao de biofilme avaliadas (0 e 160 rpm).
a) b)

[

[FETHRE T B

mRio mETA mRP mRYN mRio mETA mRP mRVN

Figura 16. Classificacdo de Stepanovic et al. (2000) dos isolados quanto a capacidade de formacdo de
biofilmes, sem agitacdo (a) ou com agitacdo de 160 rpm (b). Numero de isolados ndo produtores (0),
fracamente produtores (+), moderadamente produtores (++) ou fortemente produtores (+++) de

biofilme.
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Os isolados do rio foram os que apresentaram classificacoes mais baixas (0 e +), de
acordo com a classificacao de Stepanovic¢ et al. (2000), para 0 e 160 rpm. Os isolados obtidos
a partir de agua tratada (ETA, RP e RVN) classificaram-se, na sua maioria, como bactérias
moderadamente ou fortemente produtoras de biofilme. Isto pode ser justificado pelo facto de
as bactérias da agua tratada serem bactérias que foram expostas a cloro, numa concentracao
subletal, apresentando, portanto, uma resposta defensiva contra este fator de stress através
da formacao de biofilme (Shemesh et al., 2010).

Na Tabela 5, encontram-se listados os isolados que obtiveram uma classificacao de

moderadamente ou fortemente produtores de biofilme.

Tabela 5. Isolados classificados como moderadamente ou fortemente produtores de biofilme, de

acordo com a classificacdo de Stepanovic et al. (2000).

0 rpm 160 rpm
Rio.B; Rio.C; ETA.B; ETA.C;
RP.bio.A; RP.ag.A; ETA.E e ETA.F; RP.ag.A;
:Z‘gﬁg::e:“ggfii‘f’ﬁx“(?ﬂ RP.aq.C; RVN.ag.B; RP.ag.B; RP.ag.D; RP.ag.E;
P RVN.ag.C e RVN.ag.D RVN.bio.A; RVN.ag.C e
RVN.ag.D
RP.ag.B; RP.ag.D; RP.agq.E;
'S°'ad°zf°l;:eg‘.lfn“te+p+rfd”t°res RVN.bio.A; RVN.bio.B e RVN.ag.A
e biofilme (+++) RVN.ag. A

Na Tabela 6, encontram-se os valores para cada local (Rio, ETA, RP e RVN) e tipo (agua
ou biofilme) de amostragem, em média, obtidos para a DOs;o nm € para o logaritmo das
UFC/cm?.

Tabela 6. Valores médios, por local e tipo de amostragem, da quantificacGo da biomassa e da

culturabilidade dos biofilmes formados.

Biofilme (0O rpm) Biofilme (160 rpm)

CV (DOs570 nm) |0g1o (UFC/sz) CV (DOs570 nm) |0g1o (UFC/cmZ)
Rio Douro 0.77 6.26 1.01 6.79
ETA de Lever 1.36 6.34 2.27 6.15
RP Biofilme 1.30 8.42 1.33 7.69
RP Agua 2.23 7.15 1.81 6.97
RVN Biofilme 2.63 5.04 1.48 4.64
RVN Agua 1.96 4.70 1.75 5.38

O método da coloracao do biofilme com CV reflete a quantidade total de biofilme,
isto €, as células sésseis (que podem ser cultivaveis ou nao), células mortas e a matriz de
SPEs (Di Bonaventura et al., 2004). Assim sendo, um maior valor de DO nesta metodologia
nao corresponde necessariamente a um biofilme com maior nimero de células, mas pode
corresponder a um biofilme com uma maior complexidade. Por sua vez, a culturabilidade
do biofilme contabiliza apenas as células cultivaveis, ainda que estas possam estar com

uma atividade metabdlica baixa (Zago et al., 2015).
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Analisando os resultados obtidos para as duas condicoes hidrodinamicas criadas
(estagnacao - 0 rpm e agua com movimentacao - 160 rpm), verificou-se que os isolados
obtidos a partir da agua do Rio Douro, bem como da ETA de Lever, apresentaram um menor
numero de bactérias classificadas como nao produtoras ou fracamente produtoras de biofilme
e maior nimero de bactérias moderadamente produtoras, para o ensaio realizado com
agitacao. Por sua vez, os isolados dos dois reservatorios (agua e biofilme) obtiveram um maior
numero de isolados moderadamente ou fortemente produtores de biofilme para O rpm. Era
esperado que as diferentes condicdes hidrodinamicas influenciassem a formacao de biofilme,
quer pela variacdo na transferéncia de nutrientes e oxigénio, quer pela variacao das tensoes
de corte que podem modular a adesao das células a superficie (Gomes et al., 2014). Uma
maior agitacao favorece uma maior transferéncia de massa externa, isto €, mais nutrientes
atingem a superficie do biofilme. Por outro lado, uma menor agitacao relaciona-se com
menores tensdes de corte, o que pode facilitar a adesao celular. No entanto, seria de esperar
que a maior agitacao promovesse uma maior capacidade de formacao de biofilme, uma vez
que ha evidéncias de que o acesso aos nutrientes controla o desenvolvimento destas
estruturas (Moreira et al., 2013). Porém, os resultados obtidos permitem colocar a hipotese
de que as diferentes condicoes hidrodinamicas podem influenciar a capacidade de formacao
de biofilme pela semelhanca entre as condicées simuladas em laboratério e as condicoes
hidrodinamicas do local a partir do qual as bactérias foram isoladas. De facto, a agua dos
reservatorios esta tipicamente sujeita a estagnacdo (correspondente ao cenario criado sem o
recurso a agitacao), contrariamente a agua do rio e da ETA (Prest et al., 2021).

Ao nivel da influéncia das condicdes hidrodinamicas na culturabilidade do biofilme, nao
foi observada nenhuma relacao para os isolados estudados, embora se saiba, tal como
referido anteriormente, que uma maior agitacao, pelas maiores tensdes de corte exercidas,
pode provocar o desprendimento de células do biofilme, diminuindo consequentemente a
culturabilidade. De facto, na maioria dos casos, obteve-se valores de culturabilidade
inferiores para os biofilmes formados com agitacao, no entanto, a biomassa total variou de
formas distintas, pelo que nao € possivel inferir se a diminuicao da culturabilidade esta
relacionada com fendmenos de desprendimento ou com a menor capacidade de producao de
biofilme.

Os biofilmes dos isolados da ETA (para 160 rpm) e do RVN (para as duas condicoes
estudadas) apresentaram, uma maior biomassa do biofilme e uma menor culturabilidade do
mesmo, em comparacao com os biofilmes formados pelos isolados do Rio Douro. Isto pode ser
justificado pelo facto de as células, por terem sido expostas ao cloro, se encontrarem num
estado viavel, mas nao cultivavel (Penterman et al., 2014). No caso dos isolados da ETA (0
rpm) e do RP (para as duas condicoes estudadas), os valores de culturabilidade sao superiores

aos dos biofilmes formados com os isolados do Rio, no entanto, também se verifica uma maior
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quantidade de biomassa, pelo que o facto de existirem mais células cultivaveis pode ter a ver
com a maior capacidade de formacao de biofilme e ndao com o facto de as células nao terem
sido afetadas pela exposicao ao cloro.

Comparando os isolados obtidos a partir do biofilme com os isolados obtidos a partir da
agua dos reservatorios, verificou-se a formacao de biofilmes com menos biomassa para os
primeiros. Estes dados contrariam o reportado num estudo de Teh et al. (2016), onde as
células que cresceram anteriormente em culturas sésseis apresentaram, geralmente, uma
maior habilidade para formar biofilme.

Um aspeto que deve ter-se em conta e que pode explicar os resultados incoerentes e
contraditorios, em relacao ao que é reportado na literatura, é o facto de, para cada local de
amostragem e tipo de amostragem (agua ou biofilme), se ter efetuado uma média dos
valores, nao tendo em conta as diferentes espécies bacterianas que possam estar envolvidas.
De facto, a capacidade de formar biofilme varia de acordo com a espécie, uma vez que
espécies diferentes apresentam genes associados a formacao de biofilme diferentes (Hancock
et al., 2011; Wagner et al., 2021).

Pelas incoeréncias acima verificadas, que nao permitem estabelecer um padrao de
comportamento que permita relacionar as condicoes hidrodinamicas com a quantidade de
biomassa e culturabilidade dos biofilmes formados, daqui em diante, sempre que se falar na
formacao de biofilmes esta estara relacionada com a formacao de biofilme sob condicbes de
agitacao (160 rpm). Optou-se pelos 160 rpm pelo facto de, nestas condicdes, existirem
tensGes de corte, o que parece induzir a formacao de biofilmes com uma estrutura mais
compacta e estavel, conforme referido no Capitulo 3 (Liu & Tay, 2002). No entanto, mais
estudos seriam necessarios para compreender a influéncia da agitacao na capacidade de

formacao de biofilmes, podendo, por exemplo, ser avaliada uma agitacao intermédia.

4.3.2 Proteases, gelatinases e sideréforos

Na Tabela 7, podem ser observados os resultados relativos a expressao de proteases,
gelatinases e sideroforos nos isolados dos reservatérios. Ja na Tabela 8, encontram-se os
resultados obtidos para os isolados do Rio Douro e da ETA.

Tabela 7. Producdo de proteases, gelatinases e siderdforos pelos isolados dos reservatorios

Proteases | Gelatinases | Sideroforos Proteases | Gelatinases | Sideroforos
RP.bio.A + + - RVN.bio.A - - n.d.
RP.ag.A + n.d. n.d. RVN.bio.B - - +*
RP.ag.B + + - RVN.ag.A + + n.d.
RP.ag.C + - n.d. RVN.ag.B - - -
RP.ag.D - - n.d. RVN.ag.C + + -
RP.ag.E - - n.d. RVN.ag.D - - n.d.

n.d. - nao detetado (sem crescimento).
* halo cor de laranja.
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Tabela 8. Producdo de proteases, gelatinases e sideroforos pelos isolados do Rio Douro e da ETA de

Lever.
Proteases | Gelatinases | Sideroforos Proteases | Gelatinases | Sideroforos

Rio.A + + +* ETA.A - + n.d.
Rio.B + + +* ETA.B + + +%
Rio.C + + +* ETA.C - + n.d.
Rio.D + + +* ETA.D + + n.d.
Rio.E + + +* ETA.E - + +%
Rio.F + + +* ETA.F - - n.d.
Rio.G + + +*

Rio.H + + +*

Rio.l - - -

n.d. - nao detetado (sem crescimento).
* halo cor de laranja.
** halo roxo.

Nao foi possivel avaliar a producao de sideroforos em 11 isolados de agua tratada dos 27
isolados de agua natural e tratada em estudo, uma vez que estes nao evidenciaram qualquer
crescimento nas placas de CAS-agar. Pelo mesmo motivo, um isolado (RP.ag.A) nao foi
avaliado quanto a producao de gelatinases.

Dos isolados avaliados, 59% apresentou resultados positivos para a producao de proteases,
65% para a producao de gelatinases e 69% para a producao de sideroforos. Os isolados do Rio
Douro evidenciaram uma grande expressao de FV, sendo que 89% dos isolados expressou os
trés FV em estudo. Por sua vez, nos isolados da agua tratada (ETA, RP e RVN) houve uma
menor expressao dos FV, sendo que, destes trés, os isolados da ETA sdao os que evidenciam
maior nimero de resultados positivos (64%). Estes resultados sugerem que a expressao dos FV
€ atenuada pela exposicao ao cloro. Num estudo de Allen & Griffiths (2012), o efeito da
exposicdo a oxidantes € dependente da fase de crescimento das células: para as células em
fase estacionaria, verifica-se pouco impacto na resposta ao stress e expressao de fatores de
viruléncia, no entanto, as células em fase logaritmica sao mais sensiveis ao stress oxidativo, o
que impactua na expressao de genes de viruléncia.

Dos isolados produtores de siderdforos, a maioria (9 em 16) formou um halo cor de
laranja, sendo que os restantes isolados, os provenientes da ETA, evidenciaram halos roxos.
As diferentes cores de halos estdao relacionadas com a producao de diferentes tipos de
sideroforos. A formacao do halo cor de laranja corresponde a expressao de sideroforos
contendo hidroxamatos, enquanto o halo roxo corresponde aos sideréforos com catecois
(Pérez-Miranda et al., 2007). Diferentes microrganismos expressam diferentes tipos de
sideroforos, podendo a mesma bactéria sintetizar mais do que um tipo de agente quelante de
ferro (Ferreira et al., 2019).

A nivel coletivo (tendo em conta os locais de amostragem e nao os isolados de forma

individual), os isolados que evidenciaram uma maior expressao dos FV, foram aqueles que
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apresentaram uma menor capacidade de formacao de biofilme: os isolados do Rio Douro e,
portanto, os isolados que nao foram expostos ao cloro. Dentro dos isolados que foram
expostos ao cloro, uma maior percentagem de resultados positivos nos FV, relacionou-se com
a maior capacidade de formacao de biofilme. Estes resultados obtidos para os isolados da
agua tratada vao de encontro ao que seria esperado, ja que efetivamente muitos FV estao
envolvidos na patogenicidade dos microrganismos, contribuindo para a sua capacidade de

formacao de biofilmes (Stepien-Pysniak et al., 2019; Vysakh et al., 2018).

4.3.3 Mobilidade

Considerou-se que um isolado apresentou um determinado tipo de mobilidade quando,
para a concentracao de agar em estudo, se verificou que o diametro do halo era
significativamente superior (p<0.05) ao diametro da gota inicialmente plaqueada. Os valores
obtidos para os diametros dos halos, encontram-se no Anexo 5 (Tabela A5. 2 e Tabela A5. 3).
Os resultados obtidos para os isolados do Rio Douro e da ETA encontram-se na Tabela 9,

enquanto os resultados relativos aos isolados dos reservatorios se encontram na Tabela 10.

Tabela 9. Mobilidade dos isolados do Rio Douro e da ETA de Lever.

Swimming | Swarming | Twitching Swimming | Swarming | Twitching

Rio.A + + + ETA.A + + +
Rio.B + + ETA.B + + +
Rio.C + + ETA.C + - -
Rio.D + + + ETA.D + -
Rio.E + + ETA.E + -
Rio.F + + + ETA.F - - -
Rio.G -

Rio.H + +

Rio.l -

Tabela 10. Mobilidade dos isolados dos reservatorios.

Swimming | Swarming | Twitching Swimming | Swarming | Twitching
RP.bio.A + - - RVN.bio.A - - -
RP.ag.A - - - RVN.bio.B + - -
RP.ag.B - - - RVN.ag.A - - -
RP.ag.C + - - RVN.ag.B + - -
RP.ag.D + + - RVN.ag.C + + +
RP.ag.E + - - RVN.ag.D - - -

Os isolados do Rio Douro e da ETA de Lever foram os que evidenciaram maior nimero de
isolados maveis, sendo que uma grande parte destes isolados (40%) apresentou os 3 tipos de

mobilidade em estudo: swimming, swarming e twitching. Os isolados do Rio evidenciaram
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uma menor percentagem de isolados nao moveis (11%), comparativamente aos isolados da
ETA (17%).

Quanto aos isolados do RP e do RVN, 33% e 50%, respetivamente, ndao mostraram
qualquer tipo de mobilidade, sendo que os isolados moveis nao apresentaram grande
variedade nos tipos de mobilidade que expressaram. A maioria dos isolados evidenciou possuir
uma mobilidade do tipo swimming, apenas dois isolados (RP.ag.D e RVN.ag.C) apresentaram
mobilidade do tipo swarming e um registou o tipo de mobilidade twitching (RVN.ag.C).

Os microrganismos sao capazes de sentir alteracoes ambientais e conseguem adaptar-se
a condicoes de stress. No entanto, a exposicao ao cloro pode desencadear diferentes
respostas, dependendo da concentracao deste agente oxidante e dos microrganismos
estudados. Num estudo, mostrou-se que concentracées mais elevadas de cloro (>1.0 mg/L)
provocam uma diminuicao da mobilidade, enquanto baixos niveis do desinfetante (0.0 - 1.0
mg/L) aumentam a mobilidade, comparativamente as células ndao expostas (Liu et al., 2015).
Noutro estudo, mostrou-se que o cloro pode ter impacto na mobilidade das bactérias
dependendo do microrganismo, uma vez que bactérias diferentes apresentaram resultados
distintos no que diz respeito aos efeitos de um desinfetante na mobilidade (Gomes et al.,
2016). A partir dos resultados obtidos, pode verificar-se que os isolados expostos ao cloro
(ETA, RP e RVN) apresentaram menor mobilidade do que os isolados da agua natural (Rio), o
que vai de encontro ao reportado na bibliografia ja que estes isolados foram expostos a
elevadas concentracdes de cloro (acima de 1.0 mg/L a saida da ETA e nos reservatorios).

A mobilidade relaciona-se com a capacidade de formacao de biofilme na medida em que
permite que as forcas eletrostaticas repulsivas entre as células e as superficies sejam
superadas. Assim, uma maior mobilidade representa uma vantagem para a colonizacao de
uma superficie e, consequente formacao de biofilmes (Simdes et al., 2007). Os resultados
obtidos para os isolados da ETA corroboram esta informacao, ja que foram isolados que
apresentaram elevada mobilidade e uma grande capacidade para formar biofilmes. No
entanto, de acordo com Guttenplan & Kearns (2013), a mobilidade é tipicamente inibida nos
biofilmes maduros, pelo que os microrganismos que apresentam elevada mobilidade sao
frequentemente associados a menores capacidades de formacao de biofilme. Efetivamente,
as bactérias do Rio, que apresentaram baixas capacidades de formacao de biofilme, foram
dos isolados que evidenciaram maior mobilidade. Os resultados obtidos para os isolados dos
reservatorios sao também concordantes com este aspeto, uma vez que estes apresentaram
uma maior capacidade de formacao de biofilme do que os isolados do Rio, mas menor
mobilidade. As diferentes relacdes entre estes dois FV podem ser explicadas pelo facto de os
efeitos da mobilidade na formacao de biofilmes serem dependentes das condi¢cdes de cultura
e variaveis de acordo com o microrganismo em causa, ja que em alguns casos a mobilidade é

importante, mas nao necessaria para a formacao do biofilme (Houry et al., 2010).
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4.4 Suscetibilidade a antibioticos

Foram avaliados oito isolados Gram negativos e 13 isolados Gram positivos contra 16 e
11 antibioticos, respetivamente. Os restantes seis isolados (Rio.A, Rio.C, Rio.G, RVN.bio.A,
RVN.ag.A e RVN.ag.B) nao apresentaram crescimento nas placas de Mueller-Hinton (MH) agar,
pelo que nao foi possivel avaliar a sua suscetibilidade aos antibioticos em estudo. Isto pode
justificar-se pelo facto de alguns microrganismos necessitarem de timina ou timidina para
crescerem, sendo que o meio MH agar contém baixos niveis destas moléculas (Haltiner et al.,
1980).

Os isolados foram classificados como suscetiveis (S), com resisténcia intermédia () ou
resistentes (R), tendo em conta as tabelas apresentadas no Anexo 6.

Dos antibioticos testados contra as bactérias Gram negativas, verificou-se que para nove
antibioticos (56%) todos os isolados foram classificados como suscetiveis ou com resisténcia
intermédia. Estes antibioticos foram: (i) CN, TE, C, MN, NET e AZM, que atuam ao nivel da
inibicdo da sintese proteica (Asadi et al., 2020; Chopra & Roberts, 2001; Fitzgerald &
Newquist, 2013; Kumar, 2017; Oong & Tadi, 2021; Parnham et al., 2014); (ii) TZP que inibe a
sintese da parede celular (Viola et al., 2019); (iii) SXT que atua na via do acido folico (Kemnic
& Coleman, 2021); e (iv) GAT, cujo mecanismo incide na inibicao da replicacao do DNA
(Schultz, 2012). Ja os antibidticos para os quais se verificaram isolados resistentes, cuja
percentagem é apresentada na Figura 17-a), atuam ao nivel da inibicdo: (i) da sintese da
parede celular - TC, MRP, CAZ e TTC (Bethesda, 2020; Hayes & Orr, 1983; Weiner &
Buhimschi, 2009, 2014); (ii) da sintese proteica - AK (Sizar et al., 2021); (iii) da sintese de
DNA - CIN (Scavone et al., 1982); e (iv) da sintese de DNA, RNA e proteinas, em simultaneo - F
(Waller & Sampson, 2018).

Os dados obtidos evidenciam que os antibioticos que atuam ao nivel da sintese proteica
sao os mais eficazes contra as bactérias Gram negativas, enquanto a atuacdo ao nivel da
sintese da parede celular, de RNA e de DNA sao mecanismos mais faliveis. De facto, a
presenca da membrana externa nas bactérias Gram negativas, é a principal razao para a
resisténcia destes microrganismos a uma vasta gama de antibidticos, incluindo os B-
lactamicos que atuam ao nivel da sintese da parede celular (Karaman et al., 2020).

No caso dos antibioticos testados contra as bactérias Gram positivas, apenas trés (27%)
foram eficazes contra todos os isolados: SXT, TE e C, cujos mecanismos de acao foram
indicados acima. Os restantes antibioticos apresentaram percentagens elevadas (acima dos
40%, exceto RD que apresentou 38%) de isolados resistentes, conforme se pode verificar na
Figura 17-b). Estes antibioticos atuam por: (i) inibicao da sintese da parede celular - TEC, VA,
P e CPT (Duplessis & Crum-Cianflone, 2011; Farzam et al., 2021; Yocum et al., 1980; Zeng et
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al., 2016); (ii) inibicao da sintese proteica - LNZ, QDA e E (Farzam et al., 2021; Manzella,
2001; Papich, 2016); e (iii) inibicao da sintese de RNA - RD (Wehrli, 1983).

Os resultados nao evidenciam que um determinado mecanismo de acao seja mais ou
menos eficaz na atuacao dos antibioticos testados contra as bactérias Gram positivas, embora
se saiba que os mecanismos de resisténcia destes microrganismos estao essencialmente
associados aos mecanismos de inibicao da sintese da parede celular (degradacao da enzima B-
lactamase ou diminuicao da afinidade para o seu alvo, a proteina de ligacao a penicilina)
(Karaman et al., 2020).

a) 70% b) 70%
60% 60%
50% 50%
40% 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%
0% 0%
TC TTC  CAZ  MRP AK  CIN F INZ QDA VA TEC RD E P CPT

Figura 17. Percentagem, por antibiotico, de isolados Gram negativos (a) e Gram positivos (b)

classificados como resistentes.

As bactérias Gram positivas evidenciaram uma maior quantidade de classificacoes de
isolados como sendo resistentes a um determinado antibiotico (38%) do que as bactérias Gram
negativas (13%). Tipicamente, as bactérias Gram negativas sdo consideradas mais dificeis de
inativar através da acao dos antibioticos (Jones, 2017), no entanto, este trabalho contraria
essa tendéncia, ja que a suscetibilidade/resisténcia das bactérias é essencialmente
dependente da especificidade entre a espécie em causa e os antibioticos testados e
respetivos modos de acao (Wilson, 2011). De facto, independentemente do tipo de Gram que
evidenciam, as bactérias desenvolvem mecanismos de resisténcia aos antibioticos, diminuindo
as opc¢oes de tratamento. Os microrganismos patogénicos ESKAPE, um grupo que contém tanto
bactérias Gram positivas como Gram negativas responsaveis pela maioria das infecoes
nosocomiais, nomeadamente Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter spp.,
evidenciam resisténcia contra diversos antibioticos, tais como oxazolidinonas, lipopeptideos,
macrolidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, B-lactamicos, combinacdes de inibidores de B-
lac/B-lactamase e contra aqueles que constituem a ultima linha de defesa, carbapenémicos,
glicopeptideos e polimixinas (De Oliveira et al., 2020). Estes microrganismos patogénicos
ESKAPE evidenciam diversos mecanismos de resisténcia, tais como a inativacao/alteracao do
antibiotico, a modificacao do local alvo do antibiotico, a reducao da acumulacdao do
antibidtico na célula bacteriana, por alteracdes na permeabilidade da membrana, e a

formacao de biofilmes (De Oliveira et al., 2020; Santajit & Indrawattana, 2016). A
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compreensao destes mecanismos de resisténcia € fundamental para o desenvolvimento de
novos farmacos ou de terapias alternativas, tais como bacteriofagos, péptidos
antimicrobianos, nanoparticulas e terapia fotodinamica (Mulani et al., 2019; Navidinia et al.,
2017). Para além dos microrganismos considerados no grupo ESKAPE, de acordo com Benkd et
al. (2020), algumas publicacées consideram que a letra “S” deve ser complementada com a
bactéria Stenotrophomonas maltophilia, que tem surgido como um microrganismo patogénico
oportunista de elevada relevancia clinica.

Analisando as diferentes fontes de agua estudadas, a percentagem de classificacdes dos
isolados como resistentes foi superior para as bactérias provenientes da ETA de Lever e do
RP, comparativamente com os isolados do Rio Douro e do RVN. Ha evidéncias de que a
desinfecao com o cloro promove a transmissao de bactérias resistentes, bem como de genes
de resisténcia na agua, por transformacao genética (Jin et al., 2020). O facto de os isolados
do RVN, fonte de agua tratada, e do Rio Douro, agua nao sujeita a desinfecao, apresentarem
percentagens semelhantes pode ser justificado pelo facto de apenas terem sido testados
contra os antibidticos trés isolados do RVN (pouca representatividade comparada com as
restantes fontes). Em ambos os reservatorios, as bactérias isoladas a partir do biofilme foram
das que apresentaram resisténcia a um maior nimero de antibidticos, o que pode ser
justificado pelo facto de nos biofilmes ser promovida a transferéncia de genes de resisténcia

a antibioticos entre diferentes bactérias (Bowler et al., 2020).

4.5 Efeitos da exposicao ao herbicida glifosato

Os isolados que foram expostos ao glifosato foram: Rio.B, ETA.C, RP.bio.A, RP.ag.E,
RVN.bio.A e RVN.ag.C. Escolheram-se estes isolados, uma vez que, para cada local de
amostragem em causa, foram dos microrganismos que evidenciaram maior capacidade de
formacao de biofilme, com agitacdo. Para além disso, foram microrganismos que expressaram
fatores de viruléncia e que apresentaram resisténcia para alguns dos antibidticos testados,
apesar de nao terem sido dos isolados mais virulentos ou mais resistentes, ja que se pretendia
uma situacao intermédia, de forma a facilitar a compreensao das possiveis alteracoes
provocadas pela exposicao ao glifosato.

Na Figura 18, estao representadas as curvas de crescimento obtidas para os isolados
expostos ao glifosato, bem como os controlos. Na Tabela 11, podem ser consultados os valores
do tempo de duplicacao e os valores relacionados com a capacidade de formacao de biofilme:

quantificacdo de biomassa (DOs7nm) € culturabilidade (logio(UFC/cm?)).
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Figura 18. Curvas de crescimento obtidas pela representacdo da DO (610 nm) vs tempo (min) para os

isolados do Rio Douro e da ETA de Lever (a), do Reservatorio de Pedroucos (b) e do Reservatorio de

Vila Nova (c), para as células expostas ao glifosato e para as células do controlo.

Tabela 11. Efeitos da exposicdo ao glifosato nos tempos de duplicacdo e na quantidade de biomassa e

culturabilidade dos biofilmes.

taq (h) CV (DOs70 nm) | logio(UFC/cm?)

Rio Controlo 1.8+0.2 1.322 + 0.122 7.44 £ 0.02

Douro 70 mg/L 1.4+0.2 1.666 + 0.174 7.05 £ 0.06

ETA de | Controlo | 0.95 + 0.07 | 2.426 + 0.420 5.86 + 0.04

Lever 70mg/L | 1.3+0.09 | 2.115+0.532 5.89 + 0.04

L. Controlo 2.4+0.3 1.711 £ 0.197 7.18 £ 0.00
Biofilme

RP 70 mg/L 1.8+0.2 1.068 + 0.132 7.15 +0.07

Aeua Controlo | 2.6 +0.1 1.514 + 0.254 7.91 £ 0.02

8 70mg/L | 2.5:0.1 | 1.407+0.243 | 8.320.02

. Controlo | 4.8 +0.2 1.901 + 0.055 7.23 +0.08
Biofilme

. 70 mg/L 4.1+0.1 2.040 £ 0.120 6.95 + 0.02

Aeua Controlo | 2.2 +0.08 | 1.812 + 0.381 8.00 + 0.04

8 70mg/L | 2.3+0.08 | 2.934 + 0.652 7.62 £ 0.04

Com a exposicao ao glifosato, nao se verificaram alteracées nas curvas de crescimento,

0 que € corroborado com os valores de tempo de duplicacdao que sdao semelhantes para os

isolados expostos ao herbicida e os respetivos controlos. No entanto, seria esperado que a
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exposicao ao glifosato provocasse uma diminuicdo na taxa especifica de crescimento das
bactérias e, portanto, um maior tempo de duplicacao (Busse et al., 2001).

Ao nivel da capacidade para formar biofilme, a resposta a exposicao ao glifosato foi
variavel, quer ao nivel da quantidade de biomassa, quer ao nivel da culturabilidade,
independentemente do local ou tipo (agua ou biofilme) de amostragem. O isolado ETA.C nao
evidenciou alteracdes significativas (p>0.05) nem na quantidade de biomassa nem na
culturabilidade. As células expostas ao glifosato dos isolados Rio.B e RVN.ag.C apresentaram
uma maior capacidade de formacao de biofilme (p<0.05) e uma menor culturabilidade
(p<0.05), o que pode ser explicado pelo facto de a exposicao a um fator de stress promover a
formacao de biofilme e da matriz de SPEs (aumento da biomassa), mas simultaneamente
poder induzir o estado viavel, mas nao cultivavel das células (diminuicao da culturabilidade),
conforme referido anteriormente (Penterman et al., 2014). No caso dos isolados RP.ag.E e
RVN.bio.A, a exposicao ao glifosato nao alterou a capacidade de formacao de biofilme
(p>0.05), mas verificaram-se um aumento e uma diminuicdo, respetivamente, da
culturabilidade (p<0.05). O isolado RP.bio.A evidenciou uma menor quantidade de biomassa
(p<0.05), porém, nao ocorreram alteracoes significativas ao nivel da culturabilidade (p>0.05).

Relativamente a expressao dos FV proteases, gelatinases e sideroforos (resultados no
Anexo 7 - Tabela A7. 1), apenas se verificaram alteracoes significativas (p<0.05) para o
isolado do Rio Douro. Ao nivel da producao de proteases, esta aumentou com a exposicao ao
glifosato (células do controlo: 31 mm e células expostas: 36 mm). A exposicao ao glifosato fez
com que este isolado do Rio, que era produtor de sideréforos, ndo apresentasse crescimento
em CAS-agar. De acordo com Martinez et al. (2018), varios estudos evidenciam que a
viruléncia dos microrganismos pode ser aumentada apos exposicao a herbicidas, como o
glifosato. No entanto, este aumento so se verificou para o isolado do Rio Douro,
possivelmente porque, por ser um isolado de agua nao tratada, as células ainda nao tinham
sido expostas a fatores de stress, contrariamente aos isolados da agua tratada (ETA, RP e
RVN) que sofreram previamente uma exposicao ao cloro, que podia ja ter afetado a expressao
de FV.

Quanto a mobilidade (resultados no Anexo 7 - Tabela A7. 2), os isolados do RVN (agua e
biofilme) ndo evidenciaram alteracdes significativas em nenhum tipo de mobilidade (p>0.05).
Os isolados Rio.B e ETA.C, como resposta a exposicao ao herbicida, apresentaram alteracdes
nas mobilidades do tipo swimming e swarming. O isolado do Rio obteve halos com menor
diametro (p<0.05) para as duas mobilidades, ao contrario do isolado da ETA que apresentou
mobilidades superiores (p<0.05). Os isolados do RP (agua e biofilme), apds exposicao ao
glifosato, evidenciaram uma menor mobilidade do tipo swimming (p<0.05), sendo que o
isolado do biofilme evidenciou ainda alteracées na mobilidade do tipo twitching,

apresentando um halo de diametro superior para as células expostas (p<0.05). Mais uma vez,
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a resposta da mobilidade perante a exposicao ao glifosato foi variavel. Com estes resultados,
e tal como ja tinha sido referido anteriormente na influéncia que o cloro poderia exercer na
mobilidade, os efeitos da exposicao a um determinado composto neste FV parecem depender
essencialmente do microrganismo em estudo.

Os resultados obtidos sugerem que os mecanismos associados a resposta perante a
exposicao a condicoes ambientais desfavoraveis, como a exposicao ao glifosato, sao
essencialmente dependentes do microrganismo em estudo. De facto, sabe-se que a exposicao
ao glifosato faz com que as comunidades microbianas adquiram tolerancia e desenvolvam a
capacidade de transformacao e/ou mineralizacao do herbicida (Rossi et al., 2021b). No
entanto, um estudo mais detalhado, recorrendo ao mesmo microrganismo isolado a partir dos
diferentes locais de amostragem, seria necessario para compreender se as respostas seriam
variaveis apenas de acordo com o microrganismo em estudo ou se seriam dependentes das
condicoes do local a partir do qual a bactéria foi isolada. Isto €, compreender se uma
exposicdo prévia ao cloro afetaria na resposta a exposicao ao glifosato.

Para avaliar possiveis alteracdoes na resisténcia a antibioticos, apds a exposicdo ao
glifosato, foram testados varios antibioticos. Os isolados e respetivos antibidticos para os
quais se obteve uma variacao significativa do diametro dos halos de inibicao (p<0.05)
encontram-se na Tabela 12. Os diametros obtidos para todos os halos de inibicao do

crescimento podem ser consultados no Anexo 7, na Tabela A7. 3.

Tabela 12. Antibidticos e isolados para os quais se verificam alteracées significativas nos diGmetros

dos halos apos exposicdo ao glifosato.

Diametro do halo superior ap6s
exposicao a glifosato

Diametro do halo inferior apos
exposicao a glifosato

Rio.B LNZ; VA; TEC; E; P; CPT; TE; SXT e C
RP.ag.E TE e SXT
RVN.ag.C AZM NET; TE e SXT

Nao foi possivel avaliar a suscetibilidade aos antibiéticos do isolado RVN.bio.A, uma vez
que este nao evidenciou crescimento no meio de MH. Para os isolados ETA.C e RP.bio.A nao
se obtiveram alteracoes significativas (p>0.05) para nenhum dos antibioticos em estudo.

No caso do isolado do Rio, verificou-se um aumento do diametro do halo de inibicao
para todos os antibidticos que obtiveram alteracdoes com significancia estatistica. Assim
sendo, a exposicao ao glifosato, para este isolado, apenas tornou as células mais suscetiveis a
acao dos antibioticos testados, embora se tenha mantido como resistente (de acordo com a
classificacao descrita no Anexo 6) aos antibioticos P e CPT.

Para o isolado RP.ag.E, verificou-se uma diminuicao do halo para os antibioticos TE e

SXT, no entanto, a bactéria, mesmo apds a exposicao, classifica-se como suscetivel, porém
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um aumento na concentracao do herbicida ou até uma exposicao mais prolongada a
concentracoes inferiores a que foi estudada pode tornar a bactéria resistente.

O isolado RVN.ag.C, com a exposicao ao glifosato, tornou-se mais suscetivel ao
antibiotico AZM, mas verificou-se uma diminuicdo da suscetibilidade aos antibioticos NET, TE
e SXT. Tal como referido anteriormente, estes casos suscitam especial preocupacao, uma vez
que uma variacao na concentracao e/ou tempo de exposicao podem comprometer a eficacia
destes antibioticos, tornando a bactéria resistente.

Assim, a exposicao ao glifosato pode induzir diferentes respostas na resisténcia a alguns
antibidticos, podendo tornar os isolados mais suscetiveis a uns antibioticos, ou mais
resistentes a outros, ou até manter os niveis de resisténcia/suscetibilidade. Um estudo mais
detalhado relativamente aos genes associados a resisténcia aos antibioticos seria necessario
para compreender os mecanismos de sobrevivéncia ao glifosato e a resisténcia cruzada a
determinados antibioticos.

De acordo com Liao et al. (2021), a exposicao a herbicidas pode promover a resisténcia
a antibioticos por ativacao de genes de resisténcia. Por outro lado, uma exposicao prolongada
pode favorecer uma resisténcia cruzada, caso sejam necessarias as mesmas mutacoes para
aumentar a tolerancia tanto ao herbicida como ao antibidtico. E também possivel que as
mudancas adaptativas provoquem uma alteracao da aptidao das bactérias para tolerar
concentracodes elevadas de um determinado antibiético (Kurenbach et al., 2018).

Os resultados obtidos sugerem que diferentes microrganismos apresentam diferentes

respostas a exposicao ao glifosato também no que diz respeito a resisténcia aos antibidticos.
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5 Conclusodes

5.1 Principais conclusées

Este estudo permitiu compreender alguns aspetos relevantes no que diz respeito ao
comportamento de bactérias isoladas da agua (locais de captacao, tratamento e
armazenamento).

1. Por observacao visual, verificou-se que a agua sofre variacoes ao nivel da diversidade de
microrganismos desde o local onde é captada até aos reservatorios onde € armazenada.
a. Agua natural (Rio Douro) apresentou maior diversidade de morfologia de colénias do

que agua tratada (ETA e reservatorios), o que comprova a eficacia do tratamento
realizado na ETA de Lever. Por sua vez, a agua dos reservatorios apresentou maior
diversidade de morfologia de colonias do que a agua da ETA, o que ¢é indicativo da
existéncia de biofilmes ao longo das tubagens e nas paredes dos reservatorios.

b. Cerca de 77.8% e 66% dos isolados do Rio e do RVN, respetivamente, foram bactérias
Gram negativas, enquanto 100% e 83% dos isolados da ETA e do RP, respetivamente,
foram bactérias Gram positivas.

2. Os microrganismos identificados foram, essencialmente, microrganismos tipicamente
associados a ambientes aquaticos.

a. Com recurso a galerias API, os isolados identificados com, no minimo, uma
identificacao “Aceitavel” foram bactérias dos filos: Proteobacteria (33%),
Bacteroidetes (33%), Firmicutes (17%) e Actinobacteria (17%). No entanto, uma
grande parte dos testes API (42%) obtiveram isolados com identificacao incorreta ou
com um perfil duvidoso.

b. Por sequenciacao do gene 16S do rRNA, foram identificados os microrganismos
Bacillus megaterium, no Rio Douro, Staphylococcus epidermidis, na ETA,
Micrococcus sedentarius, no biofilme do RP, Corynebacterium genitalium, na agua
do RP e no biofilme do RVN, e Brevundimonas vesicularis, na agua do RVN.

3. As bactérias da agua tratada (expostas ao cloro) evidenciaram um crescimento mais
lento e uma maior capacidade de formacao de biofilmes (tanto para O rpm como para
160 rpm) do que os isolados da agua natural.

4. As condicdes hidrodinamicas estudadas nao influenciaram a capacidade de formacao de
biofilme dos isolados das diferentes fontes de agua da mesma forma: os isolados do Rio e
da ETA apresentaram maior capacidade de formacao de biofilmes com agitacao (160
rpm), ao contrario dos isolados dos reservatorios que evidenciaram maior capacidade de

formacao de biofilmes numa situacao de estagnacao (0 rpm).
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5. A producao dos FV proteases, gelatinases e sideroforos e a mobilidade foram
aparentemente atenuadas com a exposicao ao cloro.

a. A nivel global, 59% dos isolados foi produtor de proteases, 65% produziu gelatinases
e 69% produziu sideroforos. A maioria (82%) dos isolados produtores de sideroforos
produziram quelantes de ferro do tipo hidroxamatos.

b. As percentagens de isolados que nao evidenciaram qualquer tipo de mobilidade
foram: 11% para os isolados do Rio, 17% para os da ETA, 33% para os do RP e 50%
para os do RVN. A maioria dos isolados evidenciou o tipo de mobilidade swimming,
sendo que as mobilidades dos tipos swarming e twitching tiveram pouca expressao.

6. Diferentes relacGes entre os FV e a capacidade de formar biofilmes foram verificadas.

a. No caso dos isolados da agua tratada, a maior expressao dos FV proteases,
gelatinases e sideroforos relacionou-se com a maior capacidade de formacao de
biofilmes.

b. A mobilidade nao se relacionou com a capacidade de formacao de biofilmes da
mesma forma para os isolados provenientes das diferentes fontes de agua, sugerindo
que esta relacao é dependente, essencialmente, do microrganismo em causa.

7. Ao nivel da resisténcia aos antibioticos, observou-se que a percentagem de
microrganismos resistentes foi superior para os isolados da agua tratada,
comparativamente aos isolados da agua natural, e os isolados do biofilme dos
reservatorios apresentaram resisténcia a um maior nimero de antibioticos, quando
comparados com os isolados da agua dos reservatorios.

a. Cerca de 56% dos antibioticos testados contra as bactérias Gram negativas foi eficaz
contra todos os isolados avaliados e os antibidticos que atuam ao nivel da inibicao da
sintese da parede celular, do RNA e do DNA (TC, MRP, CAZ, TTC, AK, CIN e F) foram
os mais faliveis (maior nimero de isolados resistentes).

b. Apenas 3 antibioticos dos testados contra as bactérias Gram positivas foram eficazes
contra todos os isolados. Os restantes antibidticos apresentaram, pelo menos, 40%
de isolados resistentes, ndao sendo, no entanto, associado um mecanismo de acao
que seja mais ou menos eficaz.

Ao nivel dos efeitos da exposicao ao glifosato nos microrganismos, apenas se verificaram
alteracdes ao nivel da expressao de proteases e de sideroforos para o isolado do Rio Douro. A
capacidade de formacao de biofilmes e a mobilidade apresentaram resultados muito
variaveis, dependendo do isolado. No caso da suscetibilidade a antibidticos, nos casos em que
houve alteracoes significativas, os isolados tanto se tornaram mais suscetiveis como mais
resistentes (dependendo do isolado e do antibidtico em causa).

De facto, este trabalho permitiu concluir que para além da grande diversidade de

microrganismos que podem existir na agua, os microrganismos apresentam carateristicas
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muito distintas, havendo uma tendéncia para um crescimento mais lento, uma maior
capacidade de formacao de biofilmes e uma maior resisténcia a antibioticos das bactérias da
agua tratada, o que constitui uma forte preocupacao para a saide humana.

Adicionalmente, os estudos efetuados com a exposicao de bactérias a um contaminante
emergente permitem concluir que cada microrganismo apresenta uma resposta diferente ao
nivel da viruléncia e resisténcia, sugerindo que, no ambiente, uma infinidade de problemas
imprevisiveis pode ocorrer pela vasta gama de combinacbes possiveis de contaminantes e

microrganismos nos ambientes aquaticos.

5.2 Contribuicdes para a empresa

Com este trabalho, surgiram evidéncias da necessidade de repensar as metodologias de
analise da agua tratada tipicamente aplicadas em Portugal, baseadas essencialmente em
métodos de cultivo.

Ainda relacionado com os métodos de cultivo, avaliou-se a possibilidade da aplicacao
das galerias API para identificacao de microrganismos que surgem como colonias “nao tipicas”
nos meios seletivos utilizados para avaliacao dos parametros regulamentados. De facto, estas
galerias geram alguma controvérsia, pela interpretacao subjetiva (variavel de acordo com o
observador), requerem a realizacdo de varios testes complementares e uma grande
percentagem de resultados nao obtém um bom perfil de identificacdo. Assim, torna-se
necessario pensar noutras metodologias de identificacao rapida das colonias, que possam
corresponder as necessidades da empresa.

Foi ainda possivel compreender que os isolados da agua tratada evidenciam uma maior
resisténcia aos antibioticos, pelo que um esforco na identificacdo das espécies que
conseguem sobreviver ao tratamento, bem como as concentracdes celulares em que se
encontram, se torna urgente.

Adicionalmente, surge uma preocupacao acrescida com a detecao de contaminantes
emergentes na agua, ainda que em concentracoes residuais, bem como a avaliacdao dos
efeitos da exposicao de bactérias a estes contaminantes, dada a diversidade de respostas
perante a exposicao ao glifosato que se verificou.

Por Gltimo, mas nao menos importante, as observacoes realizadas durante o trabalho,
nomeadamente a observacao de uma maior diversidade de morfologias de coldnias nos
reservatorios do que a saida da ETA de Lever, erguem a necessidade de avaliar o estado das
condutas dos sistemas de distribuicao de agua, bem como a necessidade de desenvolver

estratégias de limpeza e desinfecao das mesmas.
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5.3 Limitacdes e sugestdes para trabalho futuro

A grande limitacdo do trabalho prendeu-se com a impossibilidade de identificar
genotipicamente os isolados obtidos. Essa identificacdo iria, nao s6 auxiliar no
reconhecimento das bactérias presentes nas varias fontes de agua analisadas, mas também na
estruturacao do trabalho. Sem uma identificacao solida e apenas através de métodos visuais e
bioquimicos muitas duvidas se levantaram e foi dificil selecionar os isolados a caraterizar,
bem como estabelecer comparacées entre as diferentes fontes. De facto, o ideal,
constituindo uma recomendacao para um préximo trabalho, seria selecionar microrganismos
que surgissem nos varios pontos de colheita, de forma a compreender melhor as alteracoes
que poderiam ocorrer desde o local de captacao até aos reservatorios. Adicionalmente, com
os resultados dessas identificacoes, seria possivel estabelecer uma opinido mais
fundamentada relativamente a fiabilidade das identificacoes bioquimicas, obtidas através das
galerias API.

Uma outra limitacao que surgiu pela impossibilidade de identificar genotipicamente os
isolados foi a selecdo dos antibidticos a testar. De facto, os antibioticos utilizados, bem como
a selecao da metodologia de avaliacao da suscetibilidade, dependem fortemente do
microrganismo em causa. Assim, num préximo trabalho, sugere-se uma selecao de
antibidticos mais adequada, tendo o conhecimento de quais os microrganismos que serao
avaliados.

Ainda relativamente a dificuldade em selecionar os isolados a caraterizar, foram
utilizados diversos meios de cultura, desde meios de cultura gerais a varios meios seletivos
(estes resultados foram apenas observacoes e técnicas aplicadas para facilitar a obtencao de
microrganismos isolados, nao sendo apresentados em momento algum no presente
documento). Observou-se que, no caso dos isolados provenientes da agua tratada, uma
grande parte nao evidenciou crescimento em meios seletivos, o que permite levantar
questoes acerca dos métodos aplicados nas analises de agua, baseados em crescimentos neste
tipo de meios, conforme legislado em Portugal. Sugere-se, portanto, que num trabalho futuro
se avalie a presenca de microrganismos por outros métodos que nao os de cultivo, por
exemplo, ELISA, PCR, metagenomica, cromatografia e biossensores.

Um aspeto relevante e que nao foi possivel avaliar, esta relacionado com as
carateristicas dos microrganismos na agua que chega a torneira do consumidor: seria uma
mais valia compreender se as bactérias presentes nos reservatorios sofrem alteracoes até aos
pontos de consumo e em que medida € que essas alteracoes podem ser prejudiciais para a
saude. Assim, num trabalho futuro sugere-se que sejam feitas colheitas em varios pontos de

consumo, associados a um mesmo reservatorio que também seja avaliado.
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A nivel de avaliacao da capacidade de formacao de biofilmes, apenas foram estudadas
duas condicoes hidrodinamicas (estagnacao e agitacao elevada), pelo que se sugere o estudo
de uma agitacdao intermédia, de forma a compreender o seu impacto na formacao de
biofilmes. Ainda associado a este fator de viruléncia, sugere-se um estudo mais detalhado da
influéncia de carateristicas como a mobilidade e a coagregacao na formacao de biofilmes.

0 ensaio de exposicao ao contaminante emergente selecionado, o glifosato, também foi
fortemente afetado pela impossibilidade de identificar os isolados, bem como pelo facto de
terem sido selecionados os isolados a avaliar sem se saber quais os microrganismos em causa.
Deste modo e por terem sido expostos microrganismos diferentes, nao foi possivel
compreender de que forma a exposicao prévia a cloro das bactérias da agua tratada, ou o
facto de as bactérias terem estado em biofilme, influencia na resposta a exposicao ao
glifosato. Seria também relevante avaliar a concentracao minima inibitéria desta substancia
para cada bactéria a avaliar. Uma outra limitacao relacionada com este ensaio foi o fator
tempo, que determinou uma exposicao relativamente curta. Seria relevante avaliar os efeitos
de uma exposicao mais prolongada, bem como uma exposicao adaptativa, com concentracoes
crescentes do herbicida.

Ainda no que diz respeito a exposicao ao glifosato, sugere-se a realizacao de uma
exposicao a este composto de células no estado séssil, podendo ainda avaliar-se os efeitos de
serem biofilmes formados apenas por uma Unica espécie ou biofilmes formados por diferentes
espécies.

Por ultimo, mas nao menos relevante, uma outra sugestao para trabalho futuro seria a
avaliacao genotipica, fenotipica ou protedmica dos microrganismos expostos ao contaminante
emergente, de forma a compreender que alteracées ocorrem e quais 0s mecanismos em que

estao envolvidos os fatores alterados.
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Anexo 1 Infraestruturas da AdDP

Na Figura A1. 1, encontra-se o0 mapa de infraestruturas da empresa AdDP, estando
assinalados os dois reservatorios estudados (RP e RVN), bem como a ETA de Lever. E

importante referir que a agua do Rio Douro foi captada junto ao complexo da ETA de Lever.

ETA do Farro

N

Reservatorio

L
de Pedrou ¢os p \
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Figura A1. 1. Mapa de Infraestruturas da empresa Aguas do Douro e Paiva. Adaptado de Aguas do

Douro e Paiva (2017c).
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Na Figura A1. 2, encontra-se uma representacdao esquematica do sistema de
abastecimento dos dois reservatérios em estudo. Ambos recebem agua tratada, proveniente
da ETA de Lever, e de um poco, que capta agua do Rio Douro em profundidade. O RP recebe
agua captada num poco a jusante da ETA de Lever, enquanto o RVN recebe agua captada num

poco a montante.

Reservatorio
de Vila Nova

Figura A1. 2. Representacdo do abastecimento dos reservatorios.
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Anexo 2 Composicao dos meios de cultura

2.1 R2A broth

Tabela A2. 1. Composicdo do meio de cultura R2A broth: compostos e respetivas quantidades.

Composto g/L

Peptona 0.5

Glucose 0.5

Sulfato de Magnésio.7 H20 0.1

Piruvato de sodio 0.3

Extrato de levedura 0.5

Hidrolisado de caseina 0.5

Amido soluvel 0.5
Fosfato dipotassico.3 H20 0.393

2.2 Gelatinases

glifosato

Para avaliar a producao de gelatinases, recorreu-se a placas de Petri contendo o meio

gelatin agar, cuja composicao pode ser consultada na Tabela A2. 2.

Tabela A2. 2. Composicdo do meio de cultura gelatin agar.

Composto g/L
Peptona 5
Extrato de levedura 3
Gelatina 30

Agar 15

Composicao dos meios de cultura
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2.3 Sideroforos

glifosato

Para avaliar a producao de sideroforos, recorreu-se a placas de Petri de CAS-agar. Para

preparar este meio, € necessario preparar previamente as solucoes de ferro Ill e de brometo

de hexadeciltrimetilaménio (HDTMA). Posteriormente prepara-se uma solucao de CAS-Fe.

Tabela A2. 3. Composicdo da solucdo de ferro lll.

Composto/Reagente Quantidade
Cloreto de ferro (lll) - FeCly'6H,0 27 mg
Agua 100 mL
Acido Cloridrico concentrado (35-39%) 83.3 pL
Tabela A2. 4. Composicdo da solucdo de HDTMA.
Composto/Reagente Quantidade
HDTMA 72.4 mg
Agua 40 mL
Tabela A2. 5. Composicdo da solucdo de CAS-Fe.
Composto/Reagente/Solucao Quantidade
Chrome Azurol S 60.7 mg
Agua 50 mL
Solucao de Ferro lli 10 mL
Solucao de HDTMA 40 mL

Modo de Preparacao do meio CAS-agar:

1.
2.

Esterilizar a solucao CAS-Fe no autoclave;

Preparar 1L de R2A agar (adicionando apenas 880 mL de agua) e esterilizar no

autoclave;

Deixar as solucoes arrefecerem;

Adicionar 20 mL de glucose a 50% (m/V), esterilizada por filtracao (filtro de seringa de

0.2 pm), ao meio R2A agar;

. Adicionar 100 mL de CAS-Fe ao meio R2A agar;

Verter o meio em placas de Petri.

Composicao dos meios de cultura
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Identificacdo dos Isolados

3.1 Caraterizacao morfoldgica e bioquimica

Os resultados relativos a morfologia das colonias obtidas nas placas de R2A, bem como os resultados das caraterizacoes bioquimicas,

encontram-se na Tabela A3. 1.

Tabela A3. 1. Resumo das carateristicas morfoldgicas e bioquimicas dos isolados estudados.

Morfologia das colénias em R2A agar

Coloracao de Gram

Identificacao através da galeria API

(Cor, forma, margensér?llﬁt\)/)a(;éo, transparéncia e T Catalase | Oxidase Py .

q Incolor, circular, irregulares, achatada, . . Pseudomonas fluorescens - 91.3%
Rio.A transparente e brilhante Negativo / Bacilos * * (API 20 NE)
Rio.B Branca, circular, lrregulares, elevada, opaca Pos]t1vo / Bacilos + i N3o realizado

e brilhante (alfinetes de dama)

q Amarela, circular, regulares, convexa, : g i Chryseobacterium indologenes - 99.7%
Rio.C transparente e brilhante Negativo / Bacilos * (API 20 NE)

- Branca, circular, regulares, convexa, opaca e . . Myroides spp./Chryseobacterium
Rio.D baca Negativo / Bacilos * * indologenes - 34.2% (APl 20 E)

: Amarela, circular, regulares, convexa, " . Chryseobacterium indologenes - 99.6%
Rio.E transparente e brilhante Negativo / Bacilos (API 20 NE)

. Branca, circular, irregulares, elevada, opaca .. . ) - .
Rio.F e brilhante Positivo / Bacilos + Nao realizado

. Amarela, circular, regulares, elevada, opaca . . i Weeksella virosa/ Empedobacter brevis -
Rio.G e brilhante Negativo / Bacilos * 33.6% (API 20 NE)

. Branca, circular, regulares, achatada, opaca . . Pseudomonas fluorescens - 99.9%
Rio.H e brilhante Negativo / Bacilos + + (AP1 20 NE)

. Amarela, circular, regulares, elevada, " ] Chryseobacterium indologenes - 99.6%
Rio.! transparente e brilhante Negativo / Bacilos * * (API 20 NE)
ETAA Branca/amarelada, circular, lobulares, Positivo / Bacilos . i N&o realizado

achatada, opaca e baca

ETA.B Branca, circular, irregulares, achatada, Positivo / Cocos + ) Staphylococcus lentus - 97.8%

transparente e brilhante

(em cachos)

(API Staph)

Identificacdo dos isolados
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Incolor, circular, irregulares, achatada,

Staphylococcus lentus - 97.8%

BULLE transparente e brilhante (textura farinosa) Positivo / Cocos (API Staph)
ETA.D Branca/amarelada, circular, irregulares, Positivo / Bacilos N&o realizado
convexa, opaca e baca
Branca, circular, irregulares, convexa, opaca Positivo / Cocos Staphylococcus xylosus - 89.2%
ETA.E -
e brilhante (em cachos) (API Staph)
ETAF Branca com centro amarelo, circular, Positivo / Cocos Staphylococcus saprophyticus - 51.9%;
) regulares, convexa, opaca e brilhante (em cachos) Staphylococcus hominis - 36.7% (API Staph)*
RP.bio.A Branca, circular, lrregulares, elevada, opaca Positivo / Cocos Staphylococcus lentus - 97.8%
e brilhante (API Staph)
Amarela, circular, regular, plana, opaca e " Micrococcus spp. - 99.8%
RP.ag.A brilhante Positivo / Cocos (API Staph)*
RP.ag.B Branca/amarelada, circular, irregulares, Positivo / Bacilos N&o realizado
convexa, opaca e baca
Laranja, circular, regulares, plana, opaca e . . Pseudomonas oryzihabitans - 39.8%
RP.ag.C baca Negativo / Bacilos (API 20 NE)
RP.ag.D Branca, circular, 1rregulares, elevada, opaca Positivo / Bacilos Nao realizado
e brilhante
RP.ag.E Vermelha, circular, regulares, convexa, Positivo / Bacilos Nao realizado
opaca e baca
RVN.bio.A Vermelha, circular, regulares, convexa, Positivo / Bacilos Nao realizado
opaca e baca
: Incolor, circular, regulares, achatada, g ; Ralstonia pickettii - 82.3%
RVN.bio.B transparente e brilhante Negativo / Bacilos (API 20 NE)
Laranja, circular, regulares, plana, opaca e " Micrococcus spp. - 99.8%
RVN.ag.A baca Positivo / Cocos (API Staph)
Branca, circular, regular, achatada, opaca e . . Brevundimonas vesicularis - 85.8%
RVN.ag.B brilhante Negativo / Bacilos (API 20 NE)
Incolor, circular, regulares, achatada, " ] Stenotrophomonas maltophilia - 99.7%
RVN.ag.C transparente e brilhante NI / BEEINEE (API 20 NE)
RVN.ag.D Vermelha, circular, regulares, convexa, Negativo / Bacilos Sphingomonas paucimobilis - 65.1%
opaca e baca (API 20 NE)

* Identificacao aceitavel no género.
** Considerando positivo o teste da resisténcia a lisostafina (LSTR).

Identificacdo dos isolados
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3.2 Escolha das galerias API

Nos isolados avaliados, estavam presentes bacilos dos tipos Gram positivo e Gram
negativo e cocos do tipo Gram positivo. Nenhuma das galerias indicadas para os bacilos do
tipo Gram positivo (APl 20 A, Rapid ID 32 A, API Coryne, API Listeria, API CHB e API 50 CHL)
estavam disponiveis, portanto, nao foram efetuadas as identificacbes APl deste grupo de
isolados. Na Figura A3. 1, encontram-se os fluxogramas consultados para selecionar a galeria

APl mais indicada para os isolados dos tipos bacilos Gram negativos e cocos Gram positivos.

a) b)
GRAM D
I BACILLI I
o (v
0}3‘\% OXSASE coccl
¢ o
° ° ° ° CAZRL RS CATALAST
Oxydation & Oxydation & Oxydation & Oxydation & e
Fermentation & Fermentation & Fermentation Fermentation & l I
v )
L %o FERME;ITERS OJ gopd s1ark 20 sTRER
Q iinies € S 1D 52 STAPH Rapid 1D 32 STREP
5 gapiios bt Siietice
: gapizo:
QGPI 20 NE RapiD 20 E
ID32E
RapiD ID 32 E
yapiso cue

Figura A3. 1. Fluxogramas para selec@o da galeria APl mais indicada para os bacilos Gram negativos (a)

e para os cocos Gram positivos (b).
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3.3 Resultados obtidos apiweb™

glifosato

Apds selecao da galeria API mais indicada, esta foi inoculada, incubada e interpretada

conforme indicado pelo fornecedor. Os resultados obtidos foram introduzidos na ferramenta

apiweb™ que possibilita a interpretacio da galeria. Sao devolvidas as identificacdes,

acompanhadas de uma percentagem e um indice que refletem a fiabilidade da identificacao.

Podem ainda ser recomendados testes que permitam complementar a identificacao.

3.3.1Isolados do Rio Douro

Na Tabela A3. 2, encontram-se os resultados das caraterizacoes bioquimicas efetuadas

para os isolados obtidos a partir da agua do Rio Douro.

Tabela A3. 2. Resultados devolvidos pela ferramenta apiweb para os isolados do Rio Douro.

BOA IDENTIFICA(}AO
Galeria API 20 NE VB.0
Perfil 1447555
Nota(s)

Rio.A Taxa significativos % ID T Teste(s) discordantes
Pseudomonas fluorescens 91.3 0.51 | ADH 80% | ESC 1% | |
Taxon seguinte % ID T Teste(s) discordantes
Burkholderia cepacia 7.1 0.37 [ADIa 93% | PACa 99% | [

MUITO BOA IDENTIFICAGAO
Galeria APl 20 NEVB.0
Perfil 2610000
Nota(s) ID.INVALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBAGAQ !

R’O.C Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes
Chryseobacterium indologenes 99.7 0.66 | OX 99% | | |
Taxon seguinte % 1D T Teste(s) discordantes
Myroides spp 0.2 002 [TRP 1% |ESC 1% [o0OX 100% |

IDENTIFICAGAO INCORRECTA

Galeria API20 EVE.0

Perfil 0002004

Nota(s)

Taxa significativos % ID T Teste(s) discordantes

Myroides spp/Chrysecbacterium 342 0.92 |URE T75%
indologenes

Aeromonas salmonicida ssp salmonicida 246 0.96

Rio.D Non-fermenter spp 13.7 0.83 |GEL 9%

Elizabethkingia meningoseptica 9.4 0.79 | ONPGT7% | IND B85%
Chryseobacterium indologenes 6.6 0.77T JURE 90% | IND 75%

Teste(s) complementare(s) ESC (HID.) AMARELO GLUCOSEg MOB
Aeromonas salmonicida ssp salmonicida v 2% 98% 2%
Chryseobacterium indologenes 98% 98% 2% 0%
Elizabethkingia meningoseptica 98% 24% 2% 0%
Myroides spp 2% 98% 2% 0%
Non-fermenter spp (+) 2% 98%

Identificacdo dos isolados
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MUITO BOA IDENTIFICAQAO
Galeria AP120 NE V8.0
Perfil 2630000
Nota(s) ID INVALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACAQ |
RiO.E Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes
Chryseobacterium indologenes 996 | 0.56 | PNPG22% | OX  99% | [
Taxon seguinte % ID T Teste(s) discordantes
Elizabethkingia meningoseptica 0.3 0.11 |URE 5% | GLUa 86% | MNEa 80% | MANa 76%
OX 99%
IDEN11FICA(};\0 INCORRECTA
Galeria API120 NEVE.0
Perfil 1410000
Nota(s) ID_INVALIDA ANTES DE 48H/POSSIBILIDADE DE B diminuta
ID_INVALIDA ANTES DE 48H/POSSIBILIDADE DE Brucella spp
ID_INVALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBAGAQ 1
ID_INVALIDA ANTES DE 48H/POSSIBILIDADE DE Eik corrodens
Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes
Weeksella virosa/lEmpedobacter brevis 33.6 0.28 | NO3 12% |ESC 1% | OX 98%
Moraxella lacunata 15.8 0.22 |ESC 0% |O0X 99%%
Brevundimonas vesicularis 15.4 0.35 | NO3 16% | GEL 12% | OX 98%
RiO.G Chryseobacterium indologenes 11.9 0.39 | NO3 20% | TRP 81% | OX 99%
Pasteurella spp 9.3 0.22 |ESC 1% |GEL 1% |OX &87%
Teste(s) complementare(s) AMARELO MOB CORLT(%Y OF/O
Brevundimonas vesicularis 91% 98% 85% NT
Chryseobacterium indologenes 98% 0% 57% 91%
Moraxella lacunata 2% 0% - 0%
Pasteurella multocida 0% 0% v 23%
Neisseria animaloris/zoodegmatis 2% 0% 98% 91%
Eikenella corrodens NT - - NT
Weeksella virosa 2% 0% 3% 0%
Brevundimonas diminuta 2% 100% 85% NT
Empedobacter brevis 98% 0% 57% 91%
EXCELENTE IDENTIFICAGAO
Galeria API20 NE VB0
Perfil 0157555
Nota(s)
Rio.H
Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes
Pseudomonas fluorescens 99.9 0.97 | | |
Taxon seguinte % ID T Teste(s) discordantes
Pseudomonas putida 0.1 0.16 |GEL 1% [ MANa 5% [ NAGa 2% |
MUITO BOA IDENTIFICAQ;'-'\O
Galeria API 20 NEVE.0
Perfil 2630004
Nota(s) IDINVALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACAQ |
Rio.I Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes
Chryseobacterium indologenes 99.6 0.85 | PNPG 22% | | |
Taxon seguinte Y ID T Teste(s) discordantes
Elizabethkingia meningoseptica 0.3 0.39 |URE 5% | GLUa 86% | MNEa 80% | MANa 76%

Identificacdo dos isolados
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3.3.2Isolados da ETA de Lever

Para os isolados da ETA, obtiveram-se as interpretacdes dos resultados das galerias API

que estao presentes na Tabela A3. 3.

Tabela A3. 3. Resultados devolvidos pela ferramenta apiweb para os isolados da ETA de Lever.

PERFIL DUVIDOSO
Galeria APl STAPH V5.0
Perfil 6337750
Nota(s)
ETA.B Taxa significativos % ID T Teste(s) discordantes
Staphylococcus lentus 97.8 | 057 | LAC 100% | PAL  21% | [
Taxon seguinte % ID T Teste(s) discordantes
Staphylococcus xylosus 2.1 041 [LAC 85% |MEL 9% |RAF 11% [URE 90%
PERFIL DUVIDOSO
Galeria API STAPH V5.0
Perfil 6337750
Nota(s)
ETA.C Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes
Staphylococcus lentus 978 | 057 | LAC 100% | PAL 21% | [
Taxon seguinte % 1D T Teste(s) discordantes
Staphylococcus xylosus 2.1 041 [LAC 85% |MEL 9% [RAF 11% [URE 90%
IDENTIFICAGAO ACEITAVEL
Galeria API STAPH V5.0
Perfil 6336750
Nota(s)
ETA.E Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes
Staphylococcus xylosus 89.2 | 057 [LAC 85% [RAF 11% | URE 90% |
Taxon seguinte % ID T Teste(s) discordantes
Staphylococcus lentus 8.3 0.29 [LAC 100% | MEL 99% | PAL 21% |
IDENTIFICAGAO ACEITAVEL NO GENERO
Galeria APl STAPH V5.0
Perfil 6614152
Nota(s)
Taxa significativos % ID T Teste(s) discordantes
Staphylococcus saprophyticus 51.9 0.73 | MAN 88% | PAL 14%
ETA.F Staphylococcus hominis 36.7 0.82 | NIT 82%
Taxon seguinte % 1D T Teste(s) discordantes
Staphylococcus aureus 5.0 0.49 | MNE 95% I MAN  80% | NIT  83% | ADH 80%
Teste(s) complementare(s) NOVO R COL.>5mm 15°C
Staphylococcus hominis - - -(+)
Staphylococcus saprophyticus + + +

Identificacdo dos isolados X
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3.3.3Isolados do Reservatério de Pedroucos

As caraterizacoes bioquimicas obtidas para os isolados do RP estao apresentadas na
Tabela A3. 4.

Tabela A3. 4. Resultados devolvidos pela ferramenta apiweb para os isolados do Reservatdrio de

Pedroucos.
PERFIL DUVIDOSO
Galeria APl STAPH V5.0
Perfil 6337750
Nota(s)
RP.bio.A —— -
Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes
Staphylococcus lentus 97.8 | 057 [LAC 100% [PAL 21% | [
Taxon seguinte % 1D T Teste(s) discordantes
Staphylococcus xylosus 2.1 041 [LAC 85% |MEL 9% [RAF 11% | URE 90%
MUITO BOA IDENTIFICAQAO
Galeria APl STAPH V5.0
Perfil 0000004
Nota(s) POSSIBILIDADE DE Dermacoccus OU Kytococcus spp
Taxa significativos % ID T Teste(s) discordantes
Micrococcus spp 99.8 1.0 | | |
RP'ag'A Taxon seguinte % ID T Teste(s) discordantes
Kocuria variansirosea 0.1 059 |GLU 91% |FRU 92% | NIT  75% |
Teste(s) complementare(s) ()4 AMARELO Argh
Micrococcus luteus + + +
Micrococcus lylae + - v
Dermacoccus nishinomiyaensis + + -
Kytococcus sedentarius - +(-) NT
Galeria API20 EV5.0
Perfil 0001000
Nota(s) POSSIBILIDADE DE Acinetobacter baumanniifcalcoaceticus
POSSIBILIDADE DE Brucella spp
Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes
Pseudomonas oryzihabitans 39.8 077 |CIT 89% |VP 25%
Ochrobactrum anthropi 201 0.72 |VP 15% |OX 90%
Bordetella/Alcaligenes/Moraxella spp 18.8 0.711 |VP 25% |O0X 95%
Non-fermenter spp 17.9 0.7 VP 15% |OX 93%
Taxon sequinte % 1D T Teste(s) discordantes
RP‘ag'C Pasleureﬂa pneumotropica/Mannheimia 2.8 0.69 | VP {?']':fo 0X  80%
haemolytica
Teste(s) complementare(s) QF/O Tween 80 GLUCOSEas 42°C
Ochrobactrum anthropi A7% - + -(+)
Bordetella spp 0% - 2% +(-)
Alcaligenes spp 0% - -(+) -(+)
Moraxella spp 0% v 2% v
Brucella spp 0% NT NT -
Pseudomonas oryzihabitans 98% 2% 98% 2%
Acinetobacter baumannii 98% 100% -(+) +
Acinetobacter calcoaceticus 98% 100% -(+) -
Non-fermenter spp 48% +(-) +() +(-)
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3.3.4Isolados do Reservatoério de Vila Nova
Para os isolados do RVN, obtiveram-se as identificacées bioquimicas presentes na Tabela
A3. 5.

Tabela A3. 5. Resultados devolvidos pela ferramenta apiweb para os isolados do Reservatdrio de Vila

Nova.
PERFIL DUVIDOSO
Galeria API 20 NE V8.0
Perfil 0444455
Nota(s) ID_INVALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACAO |
Taxa significativos % ID T Teste(s) discordantes
. Ralstonia pickettii 52.7 0.31 | ESC 0% | MANa 10%
RVN.b’O.B Pseudomonas stutzeri 36.3 0.23 | NO3 94% |ESC 0% | MALa 75%
Taxon seguinte % ID T Teste(s) discordantes
Pseudomonas fluorescens 6.7 0.16 | ADH 80% |ESC 1% | MNEa 97% | NAGa 85%
Teste(s) complementare(s) NaCl 4%
Pseudomonas stutzeri 0%
Ralstonia pickettii 98%
MUITO BOA IDENTIFICAQ;'-'\O
Galeria APl STAPH V5.0
Perfil 0000004
Nota(s) POSSIBILIDADE DE Dermacoccus OU Kytococcus spp
Taxa significativos % ID T Teste(s) discordantes
Micrococcus spp 99.8 1.0 | | I
RVN. ag'A Taxon seguinte % ID T Teste(s) discordantes
Kocuria variansirosea 0.1 059 [ GLU 91% [FRU 92% | NIT  75% |
Teste(s) complementare(s) (0).4 AMARELO Argh
Micrococcus luteus + + +
Micrococcus lylae + - v
Dermacoccus nishinomiyaensis + + -
Kytococcus sedentarius - +(-) NT
IDEN11FICA(};\O ACEITAVEL
Galeria API 20 NE V8.0
Perfil 0400440
Nota(s) ID.INVALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBAGAQ |
RVN.ag.B Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes
Brevundimonas vesicularis 85.8 0.26 | GNTa 1% | OX  98%
Taxon seguinte % ID T Teste(s) discordantes
Comamonas testosteroni/Pseudomonas 6.9 013 |NO3 75% |ESC 0% |OX 98%
alcaligenes
MUITO BOA IDENTIFICACAO
Galeria AP 20 NE VB.0
Perfil 0472345
Nota(s)
RVN.ag'C Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes
Stenotrophomonas maltophilia 99.7 0.81 | OX 7% | | |
Taxon sequinte % 1D T Teste(s) discordantes
Sphingomonas paucimobilis 0.2 055 | GEL 1% | ARAa 83% | [
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RVN.ag.D

FRACA DISCRIMINAGAO

Galeria API 20 NEVB.0

Perfil 0466041

Nota(s) POSSIBILIDADE DE Sphmon.trueperi or adhaesiva

Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes

Sphingomonas paucimobilis 65.1 0.44 | ARAa 83% | MANa 15% | MALa 95%

Pseudomonas luteola 344 0.32 | NO3 T78% | ARAa 99% | MALa 76% | GNTa 85%

Taxon seguinte % 1D Teste(s) discordantes

Stenotrophomonas maltophilia 0.4 0.0 | GEL 99% I MANa 2% | NAGa 38% | MALa 99%
o MAC

Teste(s) complementare(s) 42°C CONKEY SACas

Pseudomonas luteola 98% 91% -{+)

Sphingomonas paucimobilis 2% 0% +

Identificacdo dos isolados
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Anexo 4 Curvas de crescimento

4.1 Calculo da taxa especifica de crescimento

Foram tracados os graficos com os valores do logaritmo neperiano de DOg1o nm (In (DOg10
nm)) em funcao do tempo, em horas. Com os valores da fase exponencial deste grafico,
efetuou-se uma regressao linear, sendo o declive desta reta a taxa especifica de crescimento
celular (p), em h', segundo o que se pode retirar da Equacao A.3.2, obtida pela integracdo da

Equacao A.3.1.

d D0
——onm H X DOg1g nm (A31)

dt
111{:}]561[!' :,”ﬂ} =Hn X t (A.3.2)

Com os valores de p, calcularam-se os tempos de duplicacao, tq, em horas, de acordo

com a Equacao A.3.3.

_In(2)
T

(A.3.3)

ts

4.2 Resultados obtidos

Os valores de p, em h”', e de tq, em horas, obtidos para os isolados do Rio Douro e da
ETA de Lever encontram-se na Tabela A4. 1. Os resultados obtidos para os isolados dos

reservatorios encontram-se na Tabela A4. 2.

Tabela A4. 1. Resultados obtidos para a taxa especifica de crescimento e para o tempo de duplicacdo

dos isolados do Rio Douro e da ETA de Lever.

p(h™) ts (h) p(h™) tq (h)
Rio.A | 0.59:0.05 | 1.2+0.1 ETAA | 016:0.02 | 4.4:0.6
Rio.B | 0.43+0.02 | 1.60+0.08 ETA.B | 0.13:0.01 | 5.4+0.5
Rio.C | 0.205+0.009 | 3.4:0.2 ETA.C | 034:0.04 | 2.1:0.2
Rio.D | 0.325+0.006 | 2.1+0.04 ETA.D | 0.21:0.02 | 3.4:0.3
Rio.E | 0.30+0.01 | 2.33+0.09 ETA.E | 0.088+0.006 | 7.9+0.5
Rio.F | 0.38:+0.02 | 1.8+0.1 ETA.F | 0.29:0.03 | 2.4+0.2
Rio.G | 0.32:002 | 2.1:0.1 Média |  0.203 4.27
Rio.H | 0.39:0.02 | 1.80+0.09
Rio.l | 0.120+0.003 | 5.8+0.1
Média |  0.340 2.46
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Tabela A4. 2. Resultados obtidos para a taxa especifica de crescimento e para o tempo de duplicacdGo

dos isolados dos reservatorios.

H(h7) ta (h) H(h7) tq (h)
RP.bio.A 0.28 + 0.03 2.5+0.3 RVN.bio.A 0.132+0.005 | 5.3+0.2
RP.ag.A 0.079 +0.002 | 8.8 +0.2 RVN.bio.B 0.48 +0.02 | 1.44 £+ 0.08
RP.ag.B 0.32 +0.03 2.2+0.2 RVN.ag.A 0.156 + 0.006 | 4.4+0.2
RP.ag.C 0.162 + 0.006 | 4.3 +0.2 RVN.ag.B 0.203 + 0.005 | 3.41 + 0.09
RP.ag.D 0.101 +0.007 | 6.9 +0.5 RVN.ag.C 0.21 £ 0.01 3.3+0.2
RP.ag.E 0.107 + 0.001 | 6.47 + 0.08 RVN.ag.D 0.037 £ 0.001 | 18.6 £ 0.7
Média RP.bio 0.279 2.48 Média RVN.bio 0.307 3.36
Média RP.ag 0.154 5.71 Média RVN.ag 0.151 7.45
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Anexo 5 Fatores de Viruléncia

5.1 Resultados: capacidade de formacao de biofilmes

Os resultados obtidos para a quantificacao da biomassa pelo método do CV e para a
culturabilidade do biofilme (logio (UFC/cm?)) para os isolados do Rio, ETA, RP e RVN
encontram-se na Tabela A5. 1.

Tabela A5. 1. Quantidade de biomassa e culturabilidade dos biofilmes formados para 0 e 160 rpm.

Biofilme (0O rpm) Biofilme (160 rpm)
CV (DOs70nm) | logio (UFC/cm?) | CV (DOs70nm) | logio (UFC/cm?)

Rio.A 1.132 + 0.088 5.33 + 0.07 1.266 + 0.159 7.32 £ 0.04
Rio.B 1.305 + 0.181 4.99 + 0.03 1.943 + 0.141 5.72 + 0.01
Rio.C 1.402 + 0.164 5.86 + 0.04 1.967 + 0.163 5.70 + 0.01
Rio.D 0.693 £ 0.122 6.43 £ 0.05 0.920 + 0.075 6.16 + 0.03
Rio.E 0.465 + 0.054 6.26 + 0.09 0.821 £ 0.115 6.99 + 0.09
Rio.F 0.418 + 0.040 6.01 £0.10 0.640 + 0.088 6.14 £ 0.03
Rio.G 0.467 + 0.073 7.92 + 0.06 0.646 + 0.093 8.22 + 0.07
Rio.H 0.576 + 0.070 7.32 £ 0.05 0.526 + 0.039 6.96 + 0.03
Rio.l 0.446 + 0.032 6.26 + 0.05 0.355 + 0.038 7.88 £ 0.06
ETA.A 1.164 + 0.100 5.38 + 0.01 1.191 + 0.102 5.70 + 0.01
ETA.B 1.459 + 0.275 7.36 + 0.06 2.974 + 0.518 8.01 + 0.06
ETA.C 1.341 + 0.124 5.19 + 0.07 3.057 + 0.640 4.89 + 0.04
ETA.D 1.294 + 0.256 5.51 + 0.01 1.273 + 0.234 4.52 + 0.01
ETA.E 1.634 + 0.262 8.19 + 0.03 1.922 + 0.239 7.50 £ 0.02
ETA.F 1.274 + 0.276 6.40 + 0.01 3.195 + 0.412 6.26 + 0.04
RP.bio.A 1.304 + 0.173 8.42 + 0.04 1.329 + 0.188 7.69 +0.03
RP.ag.A 1.257 + 0.289 6.58 + 0.00 2.091 + 0.316 6.07 + 0.02

RP.ag.B 2.317 £ 0.137 7.68 +0.02 1.785 + 0.112 4.3+0.1
RP.ag.C 1.612 + 0.163 6.78 + 0.02 1.453 + 0.287 10.38+0.09

RP.ag.D 2.872 + 0.776 7.40 + 0.06 1.976 + 0.265 7.1+0.1
RP.ag.E 3.109 + 0.379 7.29 + 0.08 1.762 + 0.388 6.99 + 0.03
RVN.bio.A | 2.068 + 0.274 4.61 +0.02 1.824 + 0.284 4.34 + 0.04
RVN.bio.B | 3.187 + 0.331 5.47 + 0.05 1.127 + 0.049 4.94 + 0.02
RVN.ag.A | 3.419 + 0.063 4.96 + 0.03 3.116 + 0.368 7.37 + 0.01
RVN.ag.B | 1.376 + 0.116 4.38 +0.07 1.126 + 0.233 4.44 + 0.07
RVN.ag.C | 1.399 +0.220 4.98 + 0.03 1.290 + 0.049 4.38 + 0.05
RVN.ag.D | 1.636 = 0.211 4.50 + 0.05 1.457 + 0.282 5.35 + 0.08
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5.2 Resultados: mobilidade
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Os diametros dos halos, em milimetros (mm), obtidos para os trés tipos de mobilidade avaliados, para os isolados do Rio Douro e da ETA de

Lever, encontram-se na Tabela A5. 2.

Tabela A5. 2. Valores dos didmetros dos halos de mobilidade para os isolados do Rio Douro e da ETA de Lever.

Swimming (0.3% agar) Swarming (0.7% agar) Twitching (1.5% agar)

24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Rio.A 22 +2 33+4 505 37.2 £ 0.3 45.5 + 0.7 50+5 10.5 + 0.5 11.8 £ 0.8 12.8 + 0.8
Rio.B 9.2+0.3 24.5 + 0.5 39+2 11* + 1 14* + 1 16* + 2 12.0* £ 0.0 | 12.0*+0.5 | 12.3* £ 0.6
Rio.C 9.3+0.3 10.7 £ 0.6 11.8 £ 0.3 10.5 £ 0.5 13 +1 14 + 1 10.7 £ 0.3 11.5+0.5 12.2 + 0.3
Rio.D 10.8 £ 0.8 12.5+ 0.9 15 +1 13 +1 15+ 1 15.8 £ 0.8 11.8 £ 0.3 12.7 £ 0.3 13.8 £ 0.8
Rio.E 11.3+0.8 13.3 £ 0.6 15+2 13+0.5 14 +2 15.5+0.5 | 11.5*+£0.5 12* + 1 12* + 1
Rio.F 111 21 +2 28+5 10.8 £ 0.3 12.0 £ 0.5 13 +1 10.8 £ 0.6 12 £ 1 13.3+0.6
Rio.G 8.7+ 0.3 9*+0.5 9.7 + 0.6 9.3* £ 0.6 9.3* £ 0.6 9% + 1 8.8+ 0.3 9.2+ 0.3 9.3* + 0.6
Rio.H 34+2 54 +5 >* 54 +3 59 + 1 67.7 + 0.6 10* £ 0.5 10.8* + 0.8 12* + 2
Rio.l 12.0*+0.5 | 12.7*+0.6 | 12.7*+0.6 | 11.2+0.3 11.7 + 0.6 15.3+0.6 | 10.2*+0.3 | 10.7*+0.3 | 11.3* £ 0.6
ETA.A 22.3 +£0.6 41 +1 75+ 2 8.7+0.6 12+2 17 +1 17.7 £ 0.6 39.5+0.7 44 + 2
ETA.B 27.3 £0.6 54 + 1 67 + 1 21 + 1 35+2 >** 13.3 £ 0.6 312 32 +1
ETA.C 29 +2 46 + 1 60.3 + 0.6 7.7 + 0.6 8.3+0.6 8.3+0.6 9.3+0.6 9.7 £ 0.6 1M1+2
ETA.D 32+2 56 + 1 >* 755 >* >* 8.3* £ 0.6 8.7+ 0.6 9.3* £ 0.6
ETA.E 313 50 + 2 51 +1 12.3+ 0.6 14 + 1 15.3+0.6 | 10.2*+0.8 11* + 1 12* + 1
ETA.F 7.3* £ 0.6 8.8+ 0.8 8.7+ 0.6 8.3* £ 0.6 9.3* £ 0.6 9.0* £ 0.0 9.3*+ 0.6 9.3*+ 0.6 9% + 1

*diametro semelhante (p>0.05) ao diametro da gota inicialmente plaqueada.
**diametro do halo superior ao diametro da placa de Petri (90 mm).
Nota: Os diametros dos halos encontram-se em mm.
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Para os isolados dos reservatérios, obtiveram-se para os diametros dos halos de mobilidade, em mm, os valores apresentados na Tabela A5.

3.

Tabela A5. 3. Valores dos didmetros dos halos de mobilidade para os isolados dos reservatorios.

Crescimento, resisténcia a antibiéticos e viruléncia de bactérias isoladas de sistemas de agua potavel - efeito da exposicdo a glifosato

Swimming (0.3% agar) Swarming (0.7% agar) Twitching (1.5% agar)
24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas
RP.bio.A 14 + 1 30£2 46 + 2 7.3*+0.6 7.3*+ 0.6 7.7+ 0.6 8.7+ 0.6 9.7+ 0.6 10 + 2
RP.ag.A 5.0+ 0.0 5.3* £ 0.6 5.7+ 0.6 8.3*+ 0.6 9* +1 9% +1 9.3* £+ 0.6 9.3* £ 0.6 9.7+ 0.6
RP.ag.B 5.3* £ 0.6 5.3* £ 0.6 5.3* + 0.6 7.3*+0.6 7.7+ 0.6 7.7+ 0.6 9.3* £ 0.6 9.3* £ 0.6 9.7 £ 0.6
RP.ag.C 4.7 £ 0.6 17 + 2 19+2 7"+ 1 7.3* £ 0.6 8 +1 11*+2 11* 1 11*+2
RP.ag.D 5.7+ 0.6 23 +3 38+2 7.3+0.6 7.3+0.6 15.5+ 0.5 8.3*+ 0.6 8.7+ 0.6 10* + 1
RP.ag.E 12 + 1 20.3 £ 0.6 25 + 1 6.7+ 0.6 7.3*+ 0.6 7.3*+ 0.6 7.3* £ 0.6 8.3* £ 0.6 8.3* £ 0.6
RVN.bio.A | 5.7* + 0.6 5.7+ 0.6 5.7+ 0.6 13* £ 2 14.7*+0.6 | 14.3* 0.6 | 9.7+ 0.6 10* + 1 11*+2
RVN.bio.B 9+1 13 +1 16 + 1 12* £ 2 12* + 1 12* + 1 10.7* + 0.6 13* £ 2 13.7+ 0.6
RVN.ag.A | 5.3*+0.6 5.3* + 0.6 5.7+ 0.6 10* + 1 10.7* + 0.6 11*+2 9.3*+ 0.6 12* + 2 12+ 2
RVN.ag.B 5.7+ 0.6 9.3+0.6 13.3+0.6 1M1*+2 11*+2 11*+3 10* + 1 11* +1 12* + 1
RVN.ag.C | 10.7 £ 0.6 16.0+ 0.0 | 21.0+0.0 9.0+ 0.0 13.0+ 0.0 15.3+ 0.6 14.3 + 0.6 20 £ 1 22 + 1
RVN.ag.D 6.0 £ 0.0 6.0 £ 0.0 6.7 + 0.6 1M1+2 1M1+2 13+3 9+1 10.7 £ 0.6 11 +1

*diametro semelhante (p>0.05) ao diametro da gota inicialmente plaqueada.

Nota: Os diametros dos halos encontram-se em mm.
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Anexo 6 Suscetibilidade aos antibidticos

6.1 Classificacao dos isolados: intervalos de referéncia

Os intervalos de referéncia para cada antibiotico testado foram obtidos tendo em conta
as tabelas de interpretacao dos diametros dos halos do método da difusdao em disco dos
seguintes documentos do CLSI:

= M45 - Methods for Antimicrobial Dilution and Disk Susceptibility Testing of
Infrequently Isolated or Fastidious Bacteria;

= M100-S25 - Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-
Fifth Informational Supplement.

Verificou-se, para cada microrganismo ou grupo de microrganismos, quais os intervalos
de referéncia para os diametros dos halos correspondentes as diferentes classificacoes
possiveis: suscetivel (S), resisténcia intermédia (I) ou resistente (R). Para cada antibiético, no
caso de existirem intervalos de referéncia diferentes, consideraram-se os valores extremos:

= Para os intervalos que classificam o isolado como suscetivel, selecionou-se como limite
inferior o diametro de maior valor entre os varios valores de referéncia;

= Para os intervalos que classificam o isolado como resistente, selecionou-se como limite
superior o diametro de menor valor entre os varios valores de referéncia.

Na Tabela A6. 1, é apresentado um exemplo da forma como foram selecionados os
intervalos de referéncia, para cada antibiético.

Tabela A6. 1. Exemplo da selecdo dos intervalos de referéncia para classificacdo dos isolados quanto a

suscetibilidade a antibioticos.

. Pseudomonas Intervalo de
Enterobacteriaceae q ~_ .
aeruginosa Referéncia
S I R S I R S I
\ Ceftazidima 221 | 16-20 | <17 | 218 | 1517 | <14 | 221 | 15-20 | <14

Os valores de referéncia para os antibidticos avaliados contra as bactérias Gram
negativas e Gram positivas encontram-se nas Tabela A6. 2 e Tabela Aé6. 3, respetivamente.
Tabela A6. 2. Intervalos de referéncia considerados para a classificacGo dos isolados Gram negativos

como suscetiveis (S), com resisténcia intermédia () ou como resistentes (R).

S [ R S [ R

GAT 218 | 15-17 | <14 TZP 221 | 15-20 | <14

F 217 | 15-16 | <14 TTC 224 | 15-23 | <14
MN 219 | 13-18 | <12 CN 215 | 13-14 | <12
NET 215 | 13-14 | <12 AK 217 | 15-16 | <14
TC 224 | 15-23 | <14 CAZ 221 | 15-20 | <14
MRP 223 | 15-22 | <14 TE 215 | 12-14 | <11
CIN 219 | 15-18 | <14 SXT 216 | 11-15 | <10
AZM 213 - <12 C 218 | 13-17 | <12
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Tabela A6. 3. Intervalos de referéncia considerados para a classificacGo dos isolados Gram positivos

como suscetiveis (S), com resisténcia intermédia () ou como resistentes (R).

6.2 Diametros dos halos obtidos

S I R S I R
LNZ 223 | 21-22 | <20 P 229 <28
QDA 219 | 16-18 | <15 CPT 224 | 21-23 | <20
VA 217 | 15-16 | <14 TE 219 | 1518 | <14
TEC 214 | 11-13 | <10 SXT 216 | 11-15 | <10
RD 220 | 17-19 | <16 c 218 | 13-17 | <12
E 223 | 14-22 | <13

diferentes locais de amostragem encontram-se nas Tabela A6. 4 a Tabela A6. 7.

Os diametros dos halos obtidos para o método da difusao em disco para os isolados dos

Tabela A6. 4. Valores dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento para os isolados do Rio

Douro.
Gram Negativo Gram Positivo
Rio.D Rio.E Rio.H Rio.I Rio.B Rio.F

GAT 35+2 34.3+0.8 40 £ 1 40 + 1 LNZ | 34.7 + 0.6 | 33.7 + 0.6

F 27 + 1 23.7 £ 0.8 27.7 £ 0.6 29 + 1 QDA | 20.8 £+ 0.3 | 21.7 £ 0.6
MN 37 £ 1 35+1 31.7+ 0.6 | 29.7 £ 0.6 VA | 20.0+0.0 | 18.8+0.3
NET | 32.7+£0.3 12.3+0.8 29 + 1 17.7 £ 0.6 TEC | 18.7 £+ 0.6 | 19.8 £+ 0.3
TC 25+ 4 n.d. 33.3+0.6 n.d. RD | 20.7 +0.6 | 19.3 £ 0.6
MRP | 34.5+0.9 n.d. 33.3+0.6 n.d. E |29.3+£0.6 28 + 1
CIN | 22.5+0.5 10.0 £ 0.9 301 9.3+0.6 P [12.0+1.0| 8.7+0.6
AZM 312 14.8 + 0.3 28.3+0.6 | 21.7+0.6 CPT | 15.7 £+ 0.6 | 14.5+ 0.5
TZP | 30.7 +0.8 21.8+0.8 30.7+0.6 | 22.7+£0.6 TE | 24.3 +0.6 27 +3
TTC | 24.5+0.5 n.d. 34+2 n.d. SXT 24 +2 28 +2
CN 26.3+0.6 12.2 +0.3 26 + 1 16 + 1 C | 25.7+0.6 29+2
AK 29 + 1 14.0 + 0.5 26.0+0.0 | 18.3+0.6
CAZ n.d. 17.8 + 0.3 9.7 +0.6 17.0 £ 0.0

TE 34.3+0.6 19.3 £ 0.6 21.7+0.6 | 18.0+0.0
SXT 35+3 32 +1 37 +1 35.3+0.6

C 19 +1 24 + 1 30.7 £ 0.6 28 +2

n.d. - nao detetado (sem halo de inibicao do crescimento).
Nota: os diametros dos halos apresentados encontram-se em mm.
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Tabela Aé6. 5. Valores dos diGmetros dos halos de inibicdo do crescimento para os isolados da ETA de

Lever
Gram Positivo
ETA.A ETA.B ETA.C ETA.D ETA.E ETA.F
LNZ 32 +1 12.7 £ 0.5 39 +1 33+2 13.0+ 0.0 38.0+1.0
QDA | 20.3:0.6 n.d. 15.3+0.6 22 + 1 n.d. 30.3 £ 0.6
VA | 19.7+0.6 n.d. 21.3+0.6 20.7 £ 0.6 n.d. 22.3+0.6
TEC | 24.7 +1.2 n.d. 19 £1 21+2 n.d. 20.0+1.0
RD | 23.0+0.0 12.0+ 1.0 18.7 + 0.6 23.7 £ 0.6 16 + 4 39.7 £ 0.6
E 22 + 1 10.0 + 1.7 n.d. 22.7 + 0.6 n.d. 28.7 +1.5
P 34.0+ 0.0 n.d. 10 + 1 32.3+0.6 n.d. 29.3+0.6
CPT | 23.3:0.6 18.0 + 1.0 14 + 2 22.7 + 0.6 19.7 + 0.6 34.7 £ 0.6
TE 27 £2 20.7 £ 0.6 19.3+0.6 26.3+0.6 25 + 1 30.3£0.6
SXT 40 + 1 28.3+0.6 34.3 £ 0.6 40.7 + 0.6 32 +3 34.0+1.0
o 20.7 £ 0.6 30.7 £ 0.6 16.7 + 0.6 21.3+0.6 29 +1 29.0+1.0

n.d. - nao detetado (sem halo de inibicao do crescimento).
Nota: os diametros dos halos apresentados encontram-se em mm.

Tabela A6. 6. Valores dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento para os isolados do

Reservatorio de Pedroucos.

Nggr:tr?vo Gram Positivo
RP.ag.C RP.bio.A RP.ag.A RP.ag.B RP.ag.D RP.ag.E

GAT | 37.7+0.6 LNZ | 11.3 +0.6 43 + 2 11.7+0.6 | 11.7+0.6 | 9.7 +£0.6

F 34 +1 QDA n.d. 37 +1 n.d. n.d. n.d.
MN 28 +2 VA n.d. 24.7 £+ 0.6 n.d. n.d. 12+2
NET | 30.7 £ 0.6 TEC n.d. 25+ 1 n.d. n.d. n.d.
TC 52 + 1 RD | 12.7 + 0.6 | 42.3 + 0.6 n.d. n.d. 26 + 2
MRP | 34.3 +0.6 E 8.3+0.6 [10.3+0.6 | 8.3+0.6 8.7+ 0.6 9 +1
CIN n.d. P n.d. 43 + 1 n.d. n.d. 16 + 1
AZM 28 + 1 CPT 19 +1 41.3+0.6 | 17.7 £ 0.6 21 +1 24 + 2
TZP | 44.3 +0.6 TE 16 + 2 28.3+0.6 | 15.7 £ 0.6 21 +2 28 + 1
TTC 51 +1 SXT | 27.3 +£0.6 38+2 23 +1 31 £1 34 + 1
CN 27.3+0.6 C | 26.3+0.6 36 + 1 25+ 1 28 +2 36.7 £ 0.6
AK 27 + 1

CAZ 7.7 £ 0.6

TE 32 +1

SXT 39+1

o 28 +2
n.d. - nao detetado (sem halo de inibicao do crescimento).
Nota: os diametros dos halos apresentados encontram-se em mm.
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Tabela A6. 7. Valores dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento para os isolados do

Reservatorio de Vila Nova.

Gram Negativo

RVN.bio.B RVN.ag.C RVN.ag.D

GAT 34.7 £ 0.6 43 +1 50+ 2

F n.d. n.d. n.d.
MN 24 + 1 37+2 47 + 2
NET 33+2 39.7+0.6 44 +2
TC n.d. 39.3+0.6 47.7 £ 0.6
MRP 35+3 32.7 £ 0.6 42+2
CIN n.d. 22 +2 312
AZM 23 £ 1 45.7 + 0.6 28.7 £ 0.6
TZP 331 27 + 1 32 +3
TTC n.d. 39.3+0.6 47 + 2
CN 29+2 31.3+0.6 32+2
AK 37+2 33.7+ 0.6 33+£2
CAZ 12.3+ 0.6 18.0 + 0.0 n.d.
TE 20+ 1 19.3+0.6 22 +2
SXT 14.3+ 0.6 25.3+0.6 37 +£3

C 19+2 29 + 1 37+2
n.d. ndo detetado (sem halo de inibicao do

crescimento).
Nota: os diametros dos halos apresentados encontram-
se em mm.
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Anexo 7 Resultados da exposicao a glifosato

7.1 Producao de proteases, gelatinases e sideréforos

Os diametros dos halos, em mm, no caso da producao de proteases e gelatinases, e os
resultados qualitativos, no que diz respeito a producao de sideroforos, para as células
expostas ao glifosato e para as do controlo, encontram-se na Tabela A7. 1.

Tabela A7. 1. Efeitos da exposicdo ao glifosato na producdo de proteases, gelatinases e sideroforos.

Proteases | Gelatinases | Sideroforos
Controlo 31 +1 24 +2 +*
Rio Douro
70 mg/L | 36.3+0.6 | 26.7+0.6 n.d.
ETA de Controlo - 12 +1 n.d.
Lever 70 mg/L - 12.3+ 0.6 n.d.
Controlo 33+3 38+2 +*
.. Biofilme
Reservatorio 70 mg/L 3442 3442 +*
de
Pedrougos , Controlo - 14 + 1 -
Agua
70 mg/L - 14 + 2 -
Controlo - - n.d.
Biofilme
Reservatério 70 mg/L - - n.d.
de VilaNova | Controlo | 33:2 14.7 + 0.6 -
Agua
70 mg/L 36 +2 15+ 2 -

n.d. - nao detetado (sem crescimento).
*halos cor de laranja.
Nota: os diametros dos halos apresentados encontram-se em mm.
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7.2 Mobilidade
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Na Tabela A7. 2, estdao presentes os diametros dos halos, em mm, obtidos para as células expostas e as do controlo para os tipos de

mobilidade estudados.

Tabela A7. 2. Efeitos da exposicdo ao glifosato nos diametros dos halos de mobilidade.

Swimming (0.3% agar) Swarming (0.7% agar) Twitching (1.5% agar)
24 horas | 48 horas | 72 horas | 24 horas | 48 horas | 72 horas | 24 horas | 48 horas | 72 horas
Rio Controlo 20+ 2 39 +1 51 +1 11+ 1 14 + 1 16 + 2 10.3+0.6 | 12.3+0.6 | 13.3 +0.6
Douro 70mg/L | 8.7+0.6 | 10.7 + 0.6 15 + 1 9+1 9.3+0.6 | 10.7+0.6 | 10.3 +0.6 11+ 1 12 +1
ETA de | Controlo 16 + 1 28 + 1 43 + 2 7.7+0.6 | 83+0.6 | 83+0.6 | 9.3+0.6 | 9.7+0.6 11 +2
Lever | 70 mg/L 22+3 35+ 1 > 10.7+0.6 | 12+1 12.3 + 0.6 9+ 1 9.7+0.6 | 9.7+0.6
g ) Controlo | 22.3 + 0.6 47 2 62 +3 131 13.3+0.6 14 £ 1 11.0+0.0 | 12.7+0.6 | 14.7 £ 0.6
S 5| Biofilme
"g o 70 mg/L | 20.7 £ 0.6 39+2 52 +2 131 13.7 + 0.6 14 £ 1 15.3 + 0.6 20+ 2 21 £ 1
©
33.’ A Controlo 12 + 1 20.3 + 0.6 25 + 1 8.7+ 0.6 12+ 2 12 + 1 10 + 1 12 + 1 13+2
) gua
© o 70mg/L | 11.7 £ 0.6 19 +2 21+2 10 £ 1 13 +1 13.3+0.6 | 8.7+0.6 | 10.7 £ 0.6 11 +1
2 Controlo | 6.3 +0.6 8+ 1 87+0.6 | 77+0.6 | 9.3+0.6 | 9.3+0.6 | 9.7+0.6 11+ 1 11+2
© © | Biofilme
"g i 70mg/L | 70+£00 | 7.3+0.6 | 7.7+0.6 | 7.7+0.6 | 8.0+0.0 8+1 9.7 +0.6 11 1 12 +1
9 > A Controlo | 10.7 £ 0.6 17 £ 1 23 + 1 8.0+0.0 | 13.0+0.0|15.3+0.6 | 14.3+0.6 20 + 1 22 £ 1
v QO ua
e 8 70mg/L | 10.7+0.6 | 17.0+0.0 | 24.0+0.0 | 9.0+0.0 | 12.7 + 0.6 17 £ 1 13.3+0.6 20 + 1 212
*diametro do halo superior ao diametro da placa de Petri (90 mm).
Nota: os diametros dos halos apresentados encontram-se em mm.
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7.3 Suscetibilidade aos antibioticos

Na Tabela A7. 3, podem ser consultados os diametros dos halos, em mm, obtidos através do método da difusao em disco para cada

antibiotico testado, quer para as células do controlo, quer para as células apos exposicao ao glifosato.

Tabela A7. 3. Efeitos da exposicdo ao glifosato nos diGmetros dos halos de inibicdGo do crescimento para os antibidticos testados.

n.d. - ndo detetado (sem halo de inibicao do crescimento).

Nota: os diametros dos halos apresentados encontram-se em mm.

RVN Agua Rio Douro ETA de Lever RP Biofilme RP Agua
Controlo | 70 mg/L Controlo | 70 mg/L | Controlo | 70 mg/L | Controlo | 70 mg/L | Controlo | 70 mg/L

GAT 35+ 1 352 LNZ | 31.7+0.6 | 35.0+0.0 373 341 11.7+£0.6 | 11.7 £0.6 9.7+0.6 8.3+0.6

F 7.3:0.6 71 QDA | 19.3+0.6 | 20.3+0.6 13+1 13.7 £ 0.6 n.d. n.d. n.d. n.d.
MN | 34.7:0.6 35+ 1 VA 19 +1 21.3+0.6 21 £ 1 19.7 £ 0.6 n.d. n.d. 122 12.3 0.6
NET | 32.3:0.6 30£1 TEC 17 £ 1 21 +1 17.7 £ 0.6 18 + 1 n.d. n.d. n.d. n.d.
TC 39.3x0.6 38 £1 RD | 19.7 0.6 21 + 1 19.7 £ 0.6 17 +2 14 +1 12.7 £ 0.6 26 +2 24 + 1
MRP 33+ 1 332 E 27 +2 33+3 n.d. n.d. 8+1 7.0+ 0.0 91 8.7+0.6
CIN 28 +2 28.7 + 0.6 P 9+1 14 £ 1 13+3 10 +2 n.d. n.d. 16 + 1 16.3 £ 0.6
AZM 24 + 1 27 + 1 CPT | 13.3£0.6 16 + 2 17 £ 1 16 + 1 18 + 1 17.0+ 0.0 24 +2 25.7 £ 0.6
TZP 20 + 1 21.7 £ 0.6 TE |20.7+0.6 | 23.0+0.0 22 +1 22.3+0.6 20 +1 17 £2 28 + 1 24.7 + 0.6
TTC 39 +1 39+2 SXT | 13.7 £ 0.6 24 + 1 35+ 1 36 + 1 26 +2 24.7 + 0.6 34 +1 22 +2
CN 27 +2 27 +2 C 22 +1 27 + 1 19+2 19.7 + 0.6 26 +1 24.7 + 0.6 | 36.7 £ 0.6 35+2
AK 331 312
CAZ 20.7 £ 1 20.3 £ 0.6

TE 28 + 1 24.7 £ 0.6
SXT 34 £ 1 22 +2

C 36.7 0.6 352
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Anexo 8 Ensaios de Coagregacao

8.1 Materiais e Métodos

As bactérias foram inoculadas (cultura batch) em R2A broth (200 mL), a 23 + 3°C, sob
condicoes de agitacao (160 rpm) num agitador orbital (Sigma Aldrich, IKA KS 130 basic), até
ser atingido o estado estacionario. Apds crescimento, as células foram recolhidas por
centrifugacao (Eppendorf centrifuge 5810R), durante 20 minutos, a 3777 g e lavadas trés
vezes com agua destilada estéril. Seguiu-se a ressuspensao das bactérias em agua destilada,
de forma a obter uma densidade otica, a 600 nm, de 1 (DOgoonm = 1) [1].

Para avaliacao da coagregacao, foram misturadas, duas a duas, as suspensdes
bacterianas obtidas (os isolados provenientes de diferentes locais de amostragem nao foram
misturados), colocando volumes iguais de cada uma (3 mL) em tubos de ensaio. Realizaram-se
controlos para os diferentes isolados, de forma a avaliar a autoagregacao, colocando 6 mL de
cada suspensao bacteriana no tubo de ensaio. Os tubos foram agitados num agitador Vortex,
por 10 segundos, e foram deixados a temperatura ambiente. A auto e coagregacao foram
avaliadas ao longo do tempo (2, 24 e 48 h), agitando as suspensdes num agitador Vortex
(aproximadamente 10 segundos) e atribuindo uma pontuacao de 0 a 4+ [2], de acordo com a
seguinte escala:

e 0, sem agregados visiveis;

e 1+, agregados uniformes muito pequenos em suspensao, tipicamente visiveis
apenas com recurso a uma lupa;

e 2+, agregados definidos, facilmente visiveis, mas com uma suspensao turva sem
deposicao dos agregados;

e 3+, agregados grandes formados com alguma deposicao;

e 4+ agregados grandes que depositam rapidamente, ficando um sobrenadante

limpido.

[1] Simdes, L. C., Simdes, M., & Vieira, M. J. (2008). Intergeneric coaggregation among
drinking water bacteria: evidence of a role for Acinetobacter calcoaceticus as a bridging

bacterium. Applied and environmental microbiology, 74(4), 1259-1263.

[2] Cisar, J. O., Kolenbrander, P. E., & Mcintire, F. C. (1979). Specificity of coaggregation
reactions between human oral streptococci and strains of Actinomyces viscosus or

Actinomyces naeslundii. Infection and immunity, 24(3), 742-752.
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8.2 Resultados
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Este ensaio apenas foi realizado para os isolados obtidos a partir do Rio Douro e da ETA de Lever. Os resultados obtidos, ao fim de 2, 24 e 48

horas, para os isolados do Rio Douro encontram-se na Tabela A8. 1 e para os isolados da ETA na Tabela A8. 2.

Tabela A8. 1. Resultados obtidos para os ensaios de coagregacdo efetuados com os isolados do Rio Douro.

Tabela A8. 2. Resultados obtidos para os ensaios de coagregacao efetuados com os isolados da ETA de Lever.
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Anexo 9 Fotografias

a)

<)

Figura A9. 2. Exemplo de halo de mobilidade (mobilidade do tipo swarming).
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Figura A9. 3. Exemplos de um resultado positivo (a) e de um resultado negativo (b) para a producéo de

gelatinases.

a) b)

Figura A9. 4. Exemplos de um resultado positivo (a) e de um resultado negativo (b) para a producéo de

proteases.
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a)

b)

Figura A9. 5. Exemplos de um resultado negativo (a) e de resultados positivos para a producdo de

sideroforos do tipo hidroxamatos (b) e do tipo catecdis (c).

Figura A9. 6. Exemplos de galerias APl 20 E, apos incubacdo.
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Figura A9. 7. Exemplos de galerias APl 20 NE, apos incubacdo.
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Figura A9. 9. Exemplos de galerias API 20 Strep, apds incubacéo.
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