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Resumo 

A crescente utilização de agentes antimicrobianos nas explorações animais, jun­
tamente com a prática corrente de descargas de esgotos sem tratamento prévio, 
contribuiu para um aumento significativo do número de bactérias resistentes aos 
antibióticos, presentes em ambiente aquático. 

É discutida, no presente trabalho, a importância do ambiente aquático, no­
meadamente da água de consumo, constituir não só reservatório, mas também um 
meio de propagação e evolução de genes de resistência e seus vectores. 

Foi estudado o comportamento de bactérias da família Enterobacteriaceae, 
isoladas de águas não tratadas, face aos antibióticos /3-lactâmicos. Os resultados 
obtidos permitiram verificar que existe uma reduzida frequência de estirpes de 
Escherichia coli resistentes aos antibióticos /3-lactâmicos. No entanto, a possível 
associação da resistência a elementos transferíveis (plasmídeos e transposões) 
poderá assumir um papel de grande relevância, em ambiente natural. Paralela­
mente, foi também observada, em cerca de 32 % das estirpes, uma redução da 
susceptibilidade à amoxicilina, o que lhes poderá conferir importantes vantagens 
adaptativas. 

Verificou-se que apenas 55 % das estirpes de Enterobacter cloacae e 37 % das 
estiipes de Citrobacter freundii apresentaram o fenótipo de resistência assumido 
como fenótipo natural para estas espécies. 

Foi efectuada também a caracterização da expressão de porinas de uma estirpe 
de Serratia marcescens com resistência ao imipenemo. 

Realizou-se, ainda, um estudo do perfil bioquímico, comportamento aos an­
tibióticos, perfil /3-lactamásico e caracterização genómica de cinco estirpes da 
espécie Rahnella aquatilis. 

Este trabalho constituiu, assim, uma primeira abordagem ao estudo dos mecan­
ismos de resistência subjacentes aos fenótipos observados em bactérias isoladas 
da água, dado que os trabalhos até agora publicados os não caracterizam. 
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Abstract 

The increased use of antimicrobials in farming, together with the practice of raw 
sewage discharge into receiving waters, has resulted in a significant increase in 
the numbers of antibiotic resistant bacteria present in aquatic environments. In 
this work, it is discussed the role of the aquatic environment, especially of the 
drinking water, to act not only as a reservoir of clinical resistance genes, but also 
as a medium for the spread and evolution of resistance genes as well as their 
vectors. 

The antimicrobial resistance, with focus on /3-lactam resistance among strains 
of the family Enterobacteriaceae, isolated from raw water samples, was exam­
ined. 

The results showed a reduced frequency of ^-lactam antibiotics resistant Es­
cherichia coli strains among isolates. Nevertheless, the possible resistance associ­
ation to transferable genetic elements (as plasmids or transposons) might assume 
a relevant role of antibiotic resistance spreading, in the natural environment. A 
significant reduction in susceptibility to amoxicillin was also observed within 32 
% of E. coli strains which might result in an increased adaptive advantage. Only 
55 % of Enterobacter cloacae strains, and 37 % of Citrobacter freundii strains, 
showed resistance phenotypes to /^-lactams, assumed to be the natural phenotypes 
for these species. 

The characterization of porin expression of a imipenem resistant Serratia mar-
cescens was undertaken. 

The biochemical profile, antibiotic resistance patterns, characterization of /3-
lactamases, and genomic fingerprinting of five Rahnella aquatilis strains were also 
undertaken. 

The present work represents a first approach to the study of antibiotic resis­
tance mechanisms of water isolated bacteria observed phenotypes, since that other 
published works do not characterize them. 
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Capítulo 1 

Introdução 

A água é um produto natural indispensável à vida do Homem e outros organismos. 
É importante para o progresso, comodidade e segurança das sociedades humanas, 
tornando-se necessário um fornecimento de água em quantidade e condições hi­
giénicas apropriadas (Ferreira, 1992; Mendes, 1998). 

O tipo mais comum de contaminação aquática, com consequências a nível 
de saúde pública, é de origem biológica (WHO, 1996a) e, embora os sistemas 
de abastecimento da rede pública eliminem, através de tratamentos de rotina, a 
transmissão de bactérias patogénicas (Gale, 1996), muitas pessoas possuem sis­
temas de abastecimento de água privados que não recebem qualquer tratamento de 
desinfecção (Geldreich, 1989; Mintz et ai, 1995). Nestes casos, a contaminação 
biológica representa um grande risco para a saúde (Khalil et ai, 1994; Reiff et ai, 
1996). Mas não é só causando infecção que os microrganismos, presentes na água 
de consumo, afectam a saúde humana (Pitlik et ai, 1987). As cianobactérias, por 
exemplo, produzem toxinas que podem permanecer na água, mesmo após estas 
terem sido removidas (Vasconcelos, 1993, 1995; Falconer et al, 1994). 

Grande parte da população recorre ainda, para suprimento das suas necessi­
dades no uso doméstico ou recreativo, rega ou consumo industrial, a água de vari­
adíssimas origens que não da rede de distribuição pública (Lamka et ai, 1980; 
Hespanhol & Prost, 1994), como a água de poços ou furos. Segundo o relatório 
sobre o controlo da qualidade da água de abastecimento para consumo humano, 
relativo ao ano de 1997 (DGA, 1998), cerca de 20 % da população portugue­
sa dispõe de água cujo controlo de qualidade é manifestamente deficiente e cuja 
qualidade nem sempre cumpre com os requisitos legais. O referido relatório afir­
ma ainda que, a 2,6 % da população servida, foi distribuída água apresentando 
sérias deficiências de qualidade ao nível dos parâmetros microbiológicos (DGA, 
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Introdução 

1998). Uma vez que o perigo de contaminação destas águas é elevado (Geldreich, 
1990), devido a infiltrações e escorrências de descargas de esgotos sem tratamen­
to prévio (Geldreich, 1989), é imperiosa uma avaliação das consequências para a 
saúde pública da sua utilização e uma abrangente campanha de sensibilização das 
populações para os perigos que o uso deste tipo de abastecimento possa acarretar. 

É frequente a disseminação de doenças através da utilização alimentar da 
água (doenças hídricas) (Young, 1996; Moe, 1997). Sendo a água um dos ele­
mentos essenciais para o Homem, torna-se necessário que seja utilizada em boas 
condições de potabilidade, uma vez que pode veicular microrganismos patogé-
nicos importantes (Ferreira, 1992). Segundo dados da Organização Mundial de 
Saúde, quase metade da população mundial sofre de doenças associadas com água 
insuficiente ou contaminada (WHO, 1996b), das quais as doenças diarreicas são 
as mais mortais (Hazen & Toranzos, 1990; Ewald, 1991; Sim et ai, 1994). As 
doenças diarreicas, incluindo cólera, febre tifóide e disenteria, propagadas princi­
palmente através de água ou alimentos contaminados, causaram em 1995, mais de 
3 milhões de mortes. A febre tifóide origina cerca de 16 milhões de casos e mais 
de 600 mil mortes por ano (WHO, 1996b). 

O crescente número de indivíduos imunologicamente comprometidos que en­
frentam o risco de infecções por organismos, geralmente considerados não pa-
togénicos, sugere que é necessária uma maior investigação em bactérias, cujo 
habitat natural é a água (Rusin et ai, 1997a,b). Os avanços da medicina resul­
taram no aumento do número de doentes imunossuprimidos (incluindo doentes 
submetidos a transplantes de órgãos ou quimioterapia) e com doenças crónicas 
profundas (Morris & Potter, 1997). Esta população possui um elevado risco de 
contracção de infecções por microrganismos que de outra forma não seriam re­
conhecidos ou associados com doenças graves (Morris & Potter, 1997). É o caso 
de Rahnella aquatilis, uma espécie encontrada principalmente na água, que foi já 
isolada de doentes com o síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) (Harrell 
et ai, 1989b; Reina & Lopez, 1996), com diabetes (Oh & Tay, 1995) e sujeitos 
a transplantes renais (Alballaa et ai, 1992). A imunossupressão devida a doença 
ou a medicamentos, combinada com a incapacidade de precauções sanitárias ad­
equadas, possibilita, pois, a emergência de infecções por estirpes habitualmente 
não patogénicas (Hall, 1997). 

A utilização indiscriminada de antibióticos e a capacidade dos microrganis­
mos modificarem a sua informação genética (Pitout et ai, 1997b) (através de 
mutações ou aquisição de genes inseridos em elementos móveis) conduziu ao au­
mento das resistências a agentes antimicrobianos (Ledeberg, 1997), registadas de 
uma forma acentuada e dramática na última década (WHO, 1996c). A resistência 
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Resistência aos antibióticos /3-lactâmicos em bacilos Gram-negativos 

das bactérias não é senão o resultado da selecção natural (ver "A origem das 
espécies"Darwin 1859), devida à pressão exercida pelos produtos antibacterianos, 
quer sejam antibióticos, anti-sépticos ou desinfectantes. O fenómeno é mundial e 
está relacionado com todos os microrganismos patogénicos para o Homem, e com 
todas as classes de antibióticos (Acar & Courvalin, 1998). 

Em vários géneros bacterianos, isolados de infecções nosocomiais, a inci­
dência de estirpes com resistência a múltiplos antibióticos compromete com fre­
quência a eficácia da terapêutica instituída (Cohen, 1994; Dudley, 1995). Com 
menor incidência, bactérias resistentes têm também sido isoladas a partir de am­
bientes aparentemente não sujeitos a uma pressão selectiva por agentes anti micro­
bianos, como plantas (Talbot et ai, 1980) e água de consumo (Armstrong et ai, 
1981). A crescente utilização de agentes antimicrobianos nas explorações ani­
mais, juntamente com a prática corrente de descargas de esgotos sem tratamento 
prévio, têm sido relacionadas com o aumento significativo do número de bactérias, 
em ambiente aquático, resistentes aos agentes antimicrobianos (Young, 1993). 

1.1 Resistência aos antibióticos /3-Iactâmicos em ba­
cilos Gram-negativos 

Com o advento da era dos agentes antimicrobianos, as ciências médicas e veteri­
nárias obtiveram um meio promissor para o tratamento das infecções humanas 
e de outras espécies animais (Cohen, 1994). De facto, os agentes antimicro­
bianos representaram um dos maiores progressos do século XX, uma vez que a 
sua introdução, nos anos 40, veio possibilitar o tratamento de doenças e infecções 
que anteriormente eram, muitas vezes, fatais (Smith & Lewin, 1993). No entan­
to, logo de início, as bactérias demonstraram capacidade para resistir aos efeitos 
bacteriostáticos e bactericidas dos agentes antimicrobianos (Stanier et ai, 1976; 
Mach & Grimes, 1982), desenvolvendo mecanismos de combate a esses com­
postos (Gold & Moellering, 1996). Actualmente, o problema da resistência aos 
antibióticos continua a ser um importante factor a comprometer a sua utilização 
eficaz e consequente controlo das doenças infecciosas (Coleman et ai, 1994). 

A utilização inapropriada dos antibióticos é muitas vezes identificada como 
um importante propulsor dos elevados custos dos tratamentos, efeitos secundários, 
falhas nos tratamento e resistências antimicrobianas (Finch, 1998). 
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Resistência aos antibióticos /3-lactâmicos cm bacilos Gram-negativos 

1.1.1 Antibióticos /3-lactâmicos 
É um grupo de antibióticos constituído por penicilinas, cefalosporinas, monobac-
tâmicos e carbapenemos (Sousa et ai, 1998). Todos os elementos deste grupo 
apresentam em comum um anel /3-lactâmico, constituído por três átomos de car­
bono e um de nitrogénio, com radicais substituintes (Figura 1.1). O anel fi-
lactâmico encontra-se fundido com um anel tiazolidina nas penicilinas ou com 
um anel di-hidrotiazina nas cefalosporinas (Dever & Dermody, 1991). Nos an­
tibióticos monobactâmicos mantém-se apenas o anel /i-lactâmico e, nos carbapen­
emos, observa-se a presença de carbono, em substituição de enxofre, no anel tia­
zolidina (Sousa et ai, 1998). 

Cefalosporinas 

Monobactâmicos 

Carbapenemos 

Figura 1.1: Estruturas dos antibióticos /Í-lactâmÍCOS. Adaptado de Dever & Dermody (1991). 

Os antibióticos /3-lactâmicos inibem a biossíntese do peptidiglicano na sua 
fase terminal (Dever & Dermody, 1991). Apenas são activos em bactérias em 
crescimento e são desprovidos de qualquer actividade contra bactérias sem parede 
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Resistência aos antibióticos /j-Iactâmicos em bacilos Gram-negalivos 

celular. Funcionam como inactivadores de enzimas (transpeptidases, carboxipep-
tidades) intervenientes na biossíntese do peptidiglicano. 

Estas proteínas, localizadas no folheto externo da membrana citoplasmática 
(Boulton & Orr, 1983), funcionam, portanto, como alvos dos antibióticos ft-
lactâmicos e, por isso, foram designadas por PBPs (Penicillin-Binding-Proteins) 
(Sousa & Prista, 1988). 

Deste modo, os antibióticos /?-lactâmicos ligam-se aos PBPs por covalência, 
e impedem a síntese do peptidoglicano, participando na activação das autolisinas 
endógenas, com a subsequente lise celular (Maiden, 1998; Rolinson, 1998). 

Os antibióticos /3-lactâmicos são os mais prescritos em todo o mundo (Sanders 
& Sanders, 1992). Devido à sua popularidade não é surpreendente que a re­
sistência a estes agentes se tenha tornado um grande problema, especialmente 
nas ultimas duas décadas, após a introdução de cefalosporinas de largo espectro, 
monobactâmicos, carbapenemos e associações de inibidores de /^-lactamases com 
o agente /i-lactâmico. 

Os antibióticos /3-lactâmicos têm uma utilização terapêutica generalizada da­
da a sua fraca toxicidade, características farmacocinéticas e actividade antimicro-
biana (Sousa & Prista, 1988). 

1.1.2 Mecanismos de resistência 
A resistência aos antibióticos /3-lactâmicos surge como o resultado de um ou mais 
dos seguintes mecanismos (Philippon et ai., 1986; Sanders, 1987, 1992): 

- o organismo poderá produzir uma ou mais /3-lactamases que inactivam o 
antibiótico. 

- poderá haver alteração de uma ou mais PBPs, resultando num alvo alterado, 
com ligação ao antibiótico reduzida ou até sem ligação. 

- as porinas da membrana externa poderão sofrer alteração, resultando numa 
diminuição da difusão do antibiótico através da membrana. 

- expulsão do antibiótico por mecanismos de efluxo. 

Nas bactérias Gram-negativas, a conjugação de dois ou mais destes mecanis­
mos apresenta um importante papel na determinação da resistência a um dado 
antibiótico (Pitout et ai, 1997b). 
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1.1.2.1 Alteração de PBPs 

A resistência bacteriana aos antibióticos /3-lactâmicos, devida à modificação de 
PBPs, ocorre quer através de mutações nos genes cromossómicos que codificam 
para as PBPs, quer através da aquisição de genes estranhos que codificam para 
novas PBPs (Pitout et ai, 1997b). 

Este mecanismo de resistência é importante em cocos Gram-positivos, mas é 
encontrado menos frequentemente em bacilos Gram-negativos. 

1.1.2.2 Impermeabilidade 

A membrana externa das bactérias Gram-negativas constitui uma barreira de per­
meabilidade com um papel determinante na resistência aos antibióticos /3-lactâ­
micos (Hancock, 1987). 

Os nutrientes e os antibióticos devem passar esta membrana até atingirem o 
interior da bactéria, o que acontece passivamente por difusão através de canais 
proteicos designados porinas (Hayes & Wolf, 1990; Nikaido, 1992). 

As porinas da membrana exterior organizam-se em canais hidrófilos de difusão 
transmembranar, os quais são permeáveis, passivamente, a compostos com hidro-
filia e tamanho compatível com o diâmetro interno destes canais (Hancock, 1987; 
Parente & Sousa, 1998). As porinas apresentam peso molecular entre 32000-
40000 daltons, e o seu diâmetro varia de organismo para organismo (Sousa & 
Prista, 1988). 

Alterações nestas porinas conduzem à diminuição da quantidade de antibióti­
cos /3-lactâmicos que poderá entrar na célula (Dever & Dermody, 1991). 

Esta forma de resistência conduz geralmente a resistência múltipla aos an­
tibióticos, uma vez que compostos diferentes partilham, frequentemente, a mesma 
porina. Também poderá conduzir a uma resistência específica, quando apenas um 
composto utilizar uma porina específica (Pitout et ai, 1997b). 

Em Pseudomonas aeruginosa, a ausência da expressão da porina OprD deter­
mina resistência ao imipenemo, constituindo, assim, um exemplo de uma porina 
com especificidade (Livermore, 1993; Livingstone et ai, 1995; Ballestero et ai, 
1996). 

A impermeabilidade poderá também contribuir para a resistência ao imipene­
mo em Enterobacter spp. e Serratia spp., onde as alterações na permeabilidade 
celular e o aumento da produção de ^-lactamases cromossómicas se conjugam 
para conduzir à resistência a este antibiótico (Yang et ai, 1990; Sanders, 1992). 
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Assim, alterações nas porinas por mutações cromossómicas poderão origi­
nar níveis significativos de resistência, especialmente quando ocorrem juntamente 
com a produção de /3-lactamases (Hancock, 1987; Hechler et ai, 1989; Minami 
et ai, 1996). 

1.1.2.3 Mecanismos de efluxo 

Estudos recentes mostraram que bombas de efluxo, algumas com invulgar es­
pecificidade, desempenham um importante papel na resistência intrínseca das 
bactérias Gram-negativas (Nikaido, 1996), nomeadamente no que respeita à re­
sistência intrínseca à carbenicilina em Pseudomonas aeruginosa (Nikaido, 1994). 

1.1.2.4 /^-lactamases 

Definição O mecanismo de resistência aos antibióticos /j-lactâmicos mais fre­
quente entre os isolados clínicos de bacilos Gram-negativos é a produção de /3-
lactamases (Medeiros, 1984; Livermore, 1995). Estas enzimas inactivam os an­
tibióticos /3-lactâmicos através da hidrólise do anel /?-lactâmico do antibiótico 
(Bush, 1989; Ogawara et ai, 1993). Nas bactérias Gram- negativas, as ^-lacta­
mases localizam-se no espaço periplasmático, entre as membranas externa e cito-
plasmática. Devido à sua localização interna relativamente à barreira de perme­
abilidade exercida pela membrana externa, as ^-lactamases das bactérias Gram-
negativas são, frequentemente, produzidas a um nível relativamente baixo. O au­
mento do nível de produção de enzima e/ou a diminuição da entrada do composto 
por alteração de porinas pode conduzir ao aparecimento de resistência até aos 
antibióticos fracamente hidrolizáveis. 

As /j-lactamases das bactérias Gram-negativas são diversas e numerosas. Al­
gumas são caracteristicamente codificadas por genes cromossómicos (Bennett & 
Chopra, 1993), enquanto que outras o são por genes plasmídicos. 

A produção de /^-lactamases pode ser constitutiva ou indutível. Em bactérias 
Gram-negativas, as /3-lactamases indutíveis são codificadas somente por genes 
cromossómicos, enquanto que as /^-lactamases constitutivamente expressas pode­
rão ser codificadas quer pelo cromossoma quer por plasmídeos. 

E. coli produz, naturalmente, uma cefalosporinase cromossómica num nível 
baixo e constante (síntese constitutiva) e sem repercussão na resistências aos an­
tibióticos /3-lactâmicos. Outras espécies produzem naturalmente uma cefalospori­
nase cromossómica num nível baixo que, em determinadas circunstâncias, pode 
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ser induzida atingindo níveis bastante elevados (Rolinson, 1998). E o caso, por 
exemplo, de Enterobacter spp., Serratia marcescens e Citrobacter freundii. 

A síntese indutível destas enzimas pode ser alterada, na sequência de uma 
mutação, para uma produção constitutiva num nível elevado (Sykes & Matthew, 
1976). Este fenómeno é observado em algumas estirpes e, ao contrário da indução, 
é irreversível, determinando uma resistência de alto nível às /3-lactaminas (Labia 
et ai, 1988). 

As /^-lactamases plasmídicas são responsáveis pela elevada incidência de estir­
pes de E. coli resistentes às aminopenicilinas e carboxipenicilinas. A capacidade 
de disseminação dos plasmídeos e dos transposões, em que habitualmente se lo­
calizam, explica a sua larga frequência entre os bacilos Gram-negativos (Sousa 
et ai, 1991). 

A elevada incidência de /^-lactamases plasmídicas, TEM-1, TEM-2 e SHV-1, 
em especial, determinou a introdução de agentes antibacterianos capazes de lhes 
resistir. 

Moléculas de novos /^-lactâmicos (cefalosporinas de 3a e 4a geração) ou ini­
bidores de /^-lactamases (ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam) associados 
a penicilinas hidrolisáveis (amoxicilina, ampicilina e piperacilina) conseguem es­
capar à acção hidrolítica das /3-lactamases plasmídicas clássicas (TEMI, TEM-
2, SHV1). No entanto, a sua utilização promoveu o aparecimento de novas f3-
lactamases capazes de os hidrolizar, derivadas de TEM-1, TEM-2 e SHV-1, por 
alteração de um número reduzido de aminoácidos (1 a 4). 

Outras enzimas plasmídicas foram isoladas posteriormente com actividade 
hidrolítica em metoxi-/?-lactâmicos (tipo AmpC) (Papanicolau et ai, 1990) e car-
bapenemos (Ito et ai, 1995). 

Classificação Uma série de esquemas têm sido propostos para a classificação 
das /i-lactamases. Em 1973, Richmond & Sykes propuseram um esquema de 
classificação das /3-lactamases, das bactérias de Gram negativo, com base no perfil 
de substratos e estudos de inibição. Mais tarde este esquema passou a incluir os 
pi das /3-lactamases. 

Ambler, em 1980, propôs um esquema de classificação tendo por base as se­
quências de aminoácidos dessas enzimas. Este esquema compreende quatro clas­
ses: A, B, C e D. As enzimas da classe A contêm no sítio activo o aminoácido 
serina. As da classe B são metaloenzimas com actividade hidrolítica face a an­
tibióticos estáveis às /3-lactamases como o imipenemo. As enzimas da classe C 
são de origem cromossómica e encontram-se em numerosas espécies de enlero-
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bactérias. A classe D agrupa as /3-lactamases do tipo serina que hidrolisam a 
oxacilina (OXA-1 a OXA-11 e PSE-2). 

O esquema mais recente e completo foi desenvovido por Bush et ai. (1995) e 
tenta combinar elementos de todos os outros esquemas prévios e correlacioná-los 
com a estrutura molecular da enzima (Tabela 1.1). 

Tabela 1.1 : Esquema de classificação das /3- lactamases de Bush et ai (1995) 

Grupo Características 

1 Cefalosporinases não inibidas pelo ácido clavulânico 
2a Penicilinases inibidas pelo ácido clavulânico 
2b Enzimas de largo espectro inibidas pelo ácido clavulânico 
2be Enzimas de espectro ampliado inibidas pelo ácido clavulânico 
2br Enzimas de largo espectro com resistência ao ácido clavulânico 
2c Carbenicilinases inibidas pelo ácido clavulânico 
2d Oxacilinases inibidas pelo ácido clavulânico 
2e Cefalosporinases inibidas pelo ácido clavulânico 
2f Carbapenemases não-metaloenzimas 
3 Metalo-jÔ-lactamases 
4 Penicilinases não inibidas pelo ácido clavulânico 

Este esquema não utiliza a localização do gene que codifica a /i-lactamase 
como factor principal de classificação, reflectindo, assim, a capacidade de alguns 
desses genes se movimentarem do cromossoma para plasmídeos e vice-versa. 

O grupo 1 inclui as enzimas AmpC que são intrinsecamente resistentes aos 
inibidores das /?- lactamases e se encontram em várias bactérias Gram-negativas. 
Quando codificadas pelo cromossoma, estas enzimas são indutíveis em Entero-
bacter spp., C. freundii, Serrada spp. e Pseudomonas aeruginosa, e são con­
stitutivas em Escherichia coli (Livermore, 1995). A selecção de mutantes des-
reprimidos, de estirpes que exprimem geralmente esta enzima indutivelmente, é 
responsável pela emergência da resistência múltipla aos antibióticos /i-lactâmicos 
nestas espécies. 

O grupo 2 inclui uma variedade de enzimas que são intrinsecamente sus­
ceptíveis aos inibidores de /^-lactamases. Deste grupo fazem parte as enzimas do 
grupo 2b que inclui as ^-lactamases mediadas pelos plasmídeos mais frequentes, 
encontradas em E. coli e K. pneumoniae, responsáveis pela resistência à ampicili-
na e primeira geração de cefalosporinas. Formas mutantes destas enzimas surgi­
ram em isolados de E. coli e K. pneumoniae e são responsáveis pela resistência às 
cefalosporinas de largo espectro e ao aztreonamo (/3-lactamase de espectro ampli­
ado), e pela resistência às associações dos /3-lactâmicos com os inibidores de (3-
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lactamases (IRTs). As não-metalo carbapenemases, recentemente descritas, e que 
conferem resistência ao imipenemo estão também incluídas no grupo 2. 

O grupo 3 compreende as metalo-/?-lactamases capazes de hidrolizar os car-
bapenemos. As /3-lactamases pertencentes ao grupo 4 não são comumente encon­
tradas. 

Detecção A presença das /^-lactamases pode ser, geralmente, detectada pela 
utilização de cefalosporinas cromogénicas (substrato), como é o caso do nitrocelin 
(Livermore, 1995). Por hidrólise da ligação amida desta cefalosporina ocorre uma 
modificação da carga eléctrica da molécula que se traduz por alteração da cor do 
substrato. 

1.2 Determinantes genéticos da resistência aos agen­
tes antimicrobianos 

A resistência antimicrobiana confere uma vantagem de sobrevivência ao organis­
mo quando o antibiótico está presente no ambiente. Na presença do antibiótico, as 
estirpes resistentes sobreviverão e as células susceptíveis são inibidas ou mortas. 
Assim, é importante para a sobrevivência dos organismos que sejam quer intrinse­
camente (naturalmente) resistentes ou que adquiram resistência após a introdução 
dos antibióticos no ambiente onde se encontram. 

Existe uma grande variedade de genes que conferem resistência aos antibió­
ticos e que podem ser adquiridos pela bactéria através de vários mecanismos 
incluindo conjugação, transformação ou transdução. Uma vez adquiridos, estes 
genes podem ser incorporados no genoma bacteriano ou serem transportados em 
elementos extracromossómicos designados plasmídeos. 

A resistência que as bactérias apresentam aos antibióticos pode ser natural ou 
ser adquirida (Hayes & Wolf, 1990; Acar & Courvalin, 1998). 

Algumas bactérias são naturalmente resistentes a determinados antibióticos, 
enquanto que outras são susceptíveis aos mesmos. A resistência natural é medi­
ada pelo cromossoma. Existem diferentes mecanismos que podem explicar a re­
sistência de algumas bactérias a agentes antimicrobianos (Jacoby & Archer, 1991 ; 
Smith & Lewin, 1993): 

- a bactéria poderá ser capaz de produzir grandes quantidades de uma enzima 
que inactiva ou modifica a estrutura dos antibióticos. Existe, pois, uma 
modificação do agente antimicrobiano por forma a que não seja mais activo. 
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Algumas bactérias, por exemplo, produzem a enzima penicilinase que cinde 
a ligação amida do anel B-lactâmico das penicilinas. 

- impossibilidade de acesso do agente antimicrobiano ao seu local específico 
de actuação. 

- modificação ou hiperprodução do local alvo de actuação do antibiótico. A 
maioria dos antibióticos exerce a sua acção através da união específica a 
proteínas intervenientes em processos essenciais à sobrevivência bacteri­
ana. Nos mutantes resistentes, a modificação destas proteínas pode afectar 
a sua afinidade para o antibiótico sem interferir, contudo, com a sua fun­
cionalidade. 

- um outro mecanismo de resistência envolve a redução da acumulação do 
composto por expulsão do antibiótico. Mecanismos de efluxo permitem 
à célula bacteriana resistir à tetraciclina e, em Pseudo/nonas aeruginosa, 
estes permitem aumentar a sobrevivência desta espécie face a vários agentes 
antimicrobianos (/3-lactâmicos, cloranfenicol e fluoroquinolonas). 

1.2.1 Resistência natural ou intrínseca 
A resistência intrínseca diz respeito à situação em que um organismo, ou célula, 
possui uma característica, que permite a todas as estirpes de uma mesma espécie, 
tolerar um determinado antibiótico (Acar & Courvalin, 1998; Trieu-Cuot & Po-
yart, 1998). Este fenómeno pode dever-se a determinadas características bio­
químicas, como sejam a estrutura da parede celular, a existência de canais de 
transporte, presença de enzimas que hidrolisam o antibiótico, estrutura do sítio 
alvo do agente antimicrobiano (Hayes & Wolf, 1990). Pode citar-se, a título de 
exemplo, a resistência natural das enterobactérias aos macrólidos (Sousa & Prista, 
1991) e das bactérias Gram-negativas à vancomicina (Sousa & Prista, 1988). 

1.2.2 Resistência adquirida 
O termo "resistência adquirida"é utilizado para descrever a situação em que a 
estirpe resistente emerge de uma população que anteriormente era susceptível 
(Hayes & Wolf, 1990). 

A resistência bacteriana adquirida aos agentes antimicrobianos deve-se quer a 
mutações no cromossoma bacteriano, que tornam a bactéria insensível ao fármaco 
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(ou seja, alteração da informação genética endógena), quer à aquisição de infor­
mação genética exógena, através de um plasmídeo ou de um transposão (Arthur 
et ai, 1985;Espinasse, 1993). 

As mutações cromossómicas só podem ser transmitidas à descendência du­
rante a replicação, sendo, portanto, limitada a rápida propagação da capacidade 
de resistência cromossómica. Em contrapartida, a resistência mediada principal­
mente por plasmídeos, pode ser propagada horizontalmente por transferência in-
traspecífica, interespecífica e mesmo intergenérica (Smith & Lewin, 1993). 

1.2.2.1 Mutações 

A mutação dá-se aquando da replicação do cromossoma bacteriano e resulta da 
perda de um ou mais nucleótidos, de uma substituição, ou da inserção de um novo 
segmento de DNA (Robert-Dernuet, 1995). 

As mutações são fenómenos espontâneos e a sua frequência não é influenciada 
pelo antibiótico, a não ser que ele seja um agente mutagénico. A sua presença 
permite seleccionar os mutantes resistentes no seio de uma população bacteriana 
sensível (Trieu-Cuot & Poyart, 1998). 

A utilização generalizada de antibióticos origina um ambiente selectivo fa­
vorável à emergência e manutenção de estirpes resistentes. 

Mutações em genes cromossómicos representam claramente o mecanismo de 
resistência a agentes antimicrobianos em espécies como Mycobacterium spp., das 
quais não se conhecem transferências de DNA em condições naturais (Courvalin, 
1996). 

1.2.2.2 Aquisição de plasmídeos e transposões 

A maioria dos casos de resistência bacteriana, verificados na clínica, em Staphy­
lococcus e E. coli, provêem da aquisição de informação genética exógena (Trieu-
Cuot & Poyart, 1998). Na maior parte dos casos, os genes que conferem re­
sistência aos antibióticos estão localizados em estruturas genéticas móveis, os 
plasmídeos e transposões (Jacoby & Archer, 1991). Estes constituem veículos de 
disseminação dos genes de resistência de uma bactéria para outra (Heffron et ai, 
1977; Levy, 1998a). 

Plasmídeos são pequenas moléculas de DNA, em cadeia dupla, de forma geral­
mente circular, extracromossómicas, que podem existir independentemente do 
cromossoma hospedeiro e que estão presentes em muitas bactérias (Arthur et ai, 
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1985). Possuem replicação autónoma e são transmissíveis de uma forma estável 
ao longo das gerações (Prescott et ai, 1993). 

Os plasmídeos, que ocorrem naturalmente nos procariotas, apresentam rela­
tivamente poucos genes e a sua informação não é, em geral, essencial à vida 
da bactéria hospedeira (Pereira, 1998). Possuem um papel muito importante na 
evolução bacteriana, pois permitem uma rápida adaptação da bactéria a diferentes 
condições ambientais. Permitem ainda a ampliação de genes. 

Os transposões são sequências de DNA em cadeia dupla, capazes de promover 
a sua própria transposição de um local genético para outro (Pato, 1989). Per­
mitem a translocação de genes de resistência de um plasmídeo para outro, de 
um plasmídeo para o cromossoma bacteriano ou, ainda, do cromossoma para um 
plasmídeo (Davies, 1993; Robert-Dernuet, 1995; Trieu-Cuot & Poyart, 1998). 

Alguns transposões possuem estrururas genéticas designadas integrões. Estes 
são elementos de DNA móveis com uma estrutura específica, que consiste em 
dois segmentos conservados que ladeiam uma região central, na qual "cassetes", 
que codificam funções como a resistência aos antibióticos, podem ser inseridas 
(Davies, 1994). 

1.3 Reservatórios de resistência 

1.3.1 Ambiente hospitalar 
O ambiente hospitalar representa, provavelmente, o maior reservatório de bactérias 
resistentes com importância clínica, uma vez que, numa pequena área "contamina-
da"com agentes antimicrobianos, se concentra um elevado número de organismos 
patogénicos (Kayser, 1993). Consequentemente, está sempre presente uma forte 
pressão de selecção e de manutenção de resistência. 

A propagação da resistência do ambiente hospitalar para a população em geral 
pode ocorrer numa variedade de circunstâncias, sendo de destacar a importância 
dos doentes que saem do hospital e albergam microrganismos resistentes. Neste 
contexto, a eliminação dos resíduos hospitalares, sólidos e líquidos, constitui 
também uma preocupação fulcral. 

1.3.2 Bactérias comensais 
As bactérias comensais podem também constituir um reservatório de genes de 
resistência a agentes antibacterianos. A grande quantidade de agentes antibacte-
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rianos distribuídos pela população exerce um forte impacto na flora "normaP'do 
intestino, da pele e do tracto respiratório. Assim, não é surpreendente que in­
divíduos saudáveis possam albergar bactérias resistentes aos antibióticos. 

A grande utilização de cefalosporinas, por exemplo, conduziu à proliferação 
da bactéria intestinal Enterococcus faecalis que é naturalmente resistente a estes 
antibióticos. Na maior parte das pessoas, o sistema imunitário é capaz de detec­
tar o crescimento de E. faecalis (mesmo que apresentem resistência múltipla), e 
evitar o aparecimento de doença. No entanto, em doentes imunocomprometidos, 
este poderá propagar-se às válvulas cardíacas e outros órgãos, e causar infecção 
sistémica mortal (Levy, 1998a). 

Muitos dos doentes que fazem quimioterapia ou recebem agentes imunossu-
pressores são também tratados com agentes antimicrobianos, o que poderá causar 
efeitos profundos na flora bacteriana do tracto intestinal (Nord, 1993). Estas 
perturbações da ecologia microbiana do intestino poderão predispor para a coloni­
zação e infecção por outros microrganismos oportunistas (podendo estes apresen­
tar virulência acrescida) (Espinasse, 1993; Morris & Potter, 1997). As bactérias 
comensais com resistência aos antibióticos não são perigosas em pessoas saudá­
veis, mas a maioria das bactérias resistentes albergam plasmídeos que poderão ser 
transferidos para bactérias patogénicas (Corpet, 1993). 

1.3.3 Área geográfica 
É necessário considerar também o papel que algumas áreas geográficas possam 
desempenhar na promoção da propagação da resistência e na constituição de reser­
vatórios de organismos resistentes. 

A incidência da resistência bacteriana é geralmente superior nos países em 
vias de desenvolvimento do que em países industrializados (Livermore, 1995). 
Nos países industrializados, muitos antibióticos estão apenas disponíveis segun­
do prescrição, mas esta restrição por si só não garante uma utilização adequa­
da. Frequentemente, os doentes não respeitam o período total de tratamento, 
automedicam-se, e medicam os seus familiares ou amigos, com quantidades sub-
terapêuticas. Em ambas as circunstâncias, a dosagem inapropriada não eliminará 
o agente infeccioso e conduzirá ao crescimento de estirpes mais resistentes, que 
poderão, mais tarde, dificultar o tratamento a instituir. Nos países em vias de de­
senvolvimento, a utilização dos antibióticos é ainda menos controlada. Quando a 
resistência se torna um problema clínico, estes países, que nem sempre têm acesso 
a fármacos dispendiosos, poderão não ter substitutos disponíveis (Levy, 1998a). 

O crescente número de viagens para os países sub-desenvolvidos, geralmente 
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importantes destinos turísticos, conduzirá a que o problema das resistências não 
fique confinado a estas áreas, mas que, pelo contrário, seja inevitavelmente propa­
gado. Estirpes de Salmonella typhi, por exemplo, com resistência múltipla aos 
antibióticos são raramente isoladas no Reino Unido (Rovve et ai, 1990). No en­
tanto, ocorrem, com grande frequência, epidemias de febre tifóide causadas por 
estirpes resistentes ao cloranfenicol, ampicilina e trimetoprim-sufametoxazol, na 
índia(Anand<?ra/., 1990; Gupta et al., 1990; Jesudasan & John, 1990), sudeste da 
Ásia e China (Hill, 1993; White & Parry, 1996). Verificou-se que algumas estirpes 
com múltiplas resistências aos antibióticos foram isoladas, no Reino Unido, de pa­
cientes que tinham estado na índia ou em contacto com viajantes que regressavam 
desse local (Rowe et ai, 1990). Assim, os países em vias de desenvolvimen­
to podem constituir um reservatório, potencialmente importante, de organismos 
resistentes aos agentes antimicrobianos. 

1.3.4 Animais 
Embora a utilização terapêutica dos antibióticos nos animais seja necessária, esta 
prática pode conduzir à selecção de estirpes resistentes com consequência para a 
saúde humana, especialmente se não seguir a mesma aplicação racional empregue 
na terapia humana (Levy, 1998b). Do mesmo modo, a aplicação subterapêutica 
dos antibióticos, na alimentação animal, como promotores de crescimento con­
duz à proliferação de genes de resistência a agentes antimicrobianos, muitos com 
implicações a nível de saúde humana e animal (Feinman, 1998; Moellering, 1998). 

O uso de antibióticos como promotores de crescimento, bem como a sua 
utilização terapêutica, encorajam fortemente a selecção de estirpes resistentes, 
especialmente quando estes são fornecidos nos alimentos ou na água (Kayser, 
1993). Isto porque, neste caso, as estirpes permanecem activas e sofrem larga 
dispersão. Uma outra preocupação prende-se com a utilização de antibióticos em 
aquaculturas, uma vez que os fármacos permanecem no ambiente podendo sair 
dos tanques e atingir os sistemas aquáticos, tornando-se contaminantes ambien­
tais disseminados (Cassell, 1995). 

Existe uma grande utilização de agentes antimicrobianos na agricultura, aqua­
cultura e em vários usos veterinários. Embora não completamente provado, e-
xistem indícios de que a utilização veterinária da avoparcina, em certa áreas da 
Europa, contribuiu para a pressão que conduziu ao aparecimento de enteroco-
cos resistentes à vancomicina (Corpet, 1998). Do mesmo modo, a utilização de 
agentes antimicrobianos na aquacultura parece estar associada à emergência de 
resistências em vários organismos Gram-negativos. 
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1.4 A água como reservatório e fonte de genes de 
resistência aos agentes antimicrobianos 

O nível elevado de contaminação fecal detectado em águas naturais e a relati­
va facilidade de aquisição de resistência a agentes antimicrobianos por bactérias, 
colocam sérios riscos para a saúde pública (Shaw & Cabelli, 1980) e justificam 
a necessidade de um melhor conhecimento dos perfis de susceptibilidade e dos 
mecanismos de resistência aos agentes antimicrobianos em bactérias existentes 
no meio aquático (Alcaide & Garay, 1984). 

1.4.1 Reservatórios aquáticos de bactérias resistentes 
O aparecimento de estirpes bacterianas com múltipla resistência aos agentes an­
timicrobianos constitui um problema de grande actualidade e importância em 
saúde pública, não só pelo facto de criarem dificuldades ao tratamento efectivo 
das infecções, mas também pelo facto de microrganismos que não são conside­
rados agentes habituais de doença, poderem constituir reservatórios de genes de 
resistência. 

A possibilidade de bactérias existentes em ambiente aquático constituirem 
fonte e reservatório de genes de resistência tem merecido particular atenção. E-
xistem vários estudos que demonstram o aumento de prevalência de organismos 
resistentes aos antibióticos em águas recreativas na Europa, América do Norte, e 
Ásia (Burton et ai, 1982; Niemi <?ía/., 1983; Alcaide & Garay, 1984; Baya et al, 
1986; French et al, 1987; Amaro et al, 1988). 

Pensa-se que a ingestão ou contacto com organismos resistentes, durante as ac­
tividades recreativas, em águas costeiras, lagos ou rios, pode favorecer a aquisição 
de genes de resistência pelas bactérias comensais do homem. Vários estudos se 
têm centrado na incidência de coliformes e, em particular, de E. coli resistentes 
aos antibióticos, bactérias que representam populações introduzidas no ambiente 
aquático natural (Niemie/rt/., 1983; Alcaide & Garay, 1984; French et ai, 1987). 
A capacidade de algumas estirpes, resistentes a agentes antimicrobianos, pre­
sentes em ambientes aquáticos, transmitirem essa resistência a outras bactérias, 
tem sido o tema de vários estudos sobre transferência de resistência antimicro-
biana, principalmente através de plasmídeos R (Mach & Grimes, 1982; Bell et ai, 
1983;Niemie/a/., 1983). 

A ocorrência de bactérias indicadoras e bactérias patogénicas com múltiplas 
resistências aos antibióticos em estações de tratamento de água e água residuais 
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tem sido documentada (Armstrong et ai, 1981, 1982; Alcaide & Garay, 1984; 
Walter & Vennes, 1985). 

Foi demonstrado que aumentos significativos de bactérias com múltiplas re­
sistências aos antibióticos ocorrem em vários sistemas de água de consumo (Arm­
strong et ai, 1981). Em alguns estudos foi verificado um aumento da proporção 
de bactérias com resistência a múltiplos antibióticos, após a cloragem da água 
(Armstrong et al, 1981; Bell et ai, 1981; Calomiris et ai, 1984). 

Armstrong et ai (1981) verificaram, num estudo, que a percentagem de bac­
térias heterotróficas resistentes aos antibióticos existentes na água não tratada era 
18,6 %, enquanto que no sistema de distribuição era de 67,8 %. De forma similar, 
numa estação de tratamento de água, essa percentagem variou entre 15,8% em 
água de rio (água não tratada) e 57,1 % em água tratada (Armstrong et ai., 1982). 

Alcaide & Garay (1984) testaram a resistência, face a seis antibióticos, de 
865 estirpes de Salmonella spp. provenientes de águas residuais e águas naturais 
contaminadas com esgotos. Verificaram que 12,7 % das estirpes eram resistentes 
a pelo menos um dos compostos testados e que 30 % transferiram a resistência a 
uma estirpe E. coli receptora. 

Num outro estudo, verificou-se que coliformes, apresentando múltipla resis­
tência aos agentes antimicrobianos, eram comuns nos esgotos e que os seus nú­
meros permaneciam constantes relativamente à população de coliformes totais ao 
longo do ano (Walter & Vennes, 1985). Estes autores verificaram que a resistência 
à canamicina, tetraciclina e ampicilina foi transferida com várias frequências e 
que 75 % dos coliformes era capaz de transferir a resistência. Neste estudo, a 
população de coliformes com múltipla resistência variou entre 0,35 % e 5 % do 
total da população de coliformes. Num estudo anterior Bell et ai. (1981) obtiver­
am percentagens um pouco superiores, da ordem dos 9 %. 

Calomiris et ai (1984) verificaram a existência de correlações positivas entre 
a tolerância a níveis elevados de zinco, cobre e chumbo, e a resistência múltipla a 
antibióticos em bactérias isoladas da água do sistema de distribuição, mas não en­
tre bactérias de águas naturais. Verificaram ainda um aumento da percentagem de 
bactérias com múltipla resistência a agentes antimicrobianos de 20,4 % dos isola­
dos da água natural para 36,7 % dos isolados na água do sistema de distribuição. 
Estes autores sugerem que um fenómeno de selecção simultânea de bactérias re­
sistentes aos metais e aos antibióticos possa ocorrer no sistema de distribuição 
de água de consumo. Consideram, ainda, que no aumento de incidência de es­
tirpes tolerantes aos metais e com resistências múltiplas aos antibióticos estarão, 
provavelmente, envolvidos mecanismos de selecção que envolvem alterações cro-
mossómicas e possivelmente elementos genéticos plasmídicos (Calomiris et ai, 
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1984). 
Num estudo de Murray et ai. (1984) foram isoladas bactérias de esgotos não 

tratados e de esgotos clorados e verificou-se que 84 % dos isolados apresentavam 
resistência a um ou mais antibióticos testados. Os autores verificaram também que 
o processo de cloragem resultou no aumento da proporção de bactérias resistentes 
à ampicilina e cefalotina. 

Note-se que os valores da incidência de resistências, apresentadas pelos vários 
estudos referidos, são muito dispares, por se tratarem de estudos pontuais e de 
áreas muito restritas, denotando a falta de um sistema de monitorização abran­
gente, no tempo e no espaço, que avalie concretamente a prevalência de estirpes 
resistentes aos antibióticos em águas de consumo humano. 

Genericamente, as bactérias com elevados níveis de resistência aos antibióti­
cos são isoladas a partir de ambientes em que agentes antibacterianos são con­
tinuamente empregues, como hospitais, aquaculturas e águas residuais (Mach & 
Grimes, 1982; McPherson & Gealt, 1986). Contudo, bactérias resistentes foram 
já isoladas de ambientes aparentemente não selectivos (Mach & Grimes, 1982), 
tendo sido também demonstrado que a transferência plasmídica ocorre numa va­
riedade de habitats naturais como águas residuais (Mach & Grimes, 1982; Gealt 
et ai, 1985), lagos (0'Morchoe et ai, 1988), plantas (Talbot et ai, 1980), entre 
outros. 

1.4.2 Transferência de genes de resistência em ambiente aquá­
tico 

Embora os organismos introduzidos em ambiente aquático representem um po­
tencial perigo para a saúde, é também importante considerar o papel dos organis­
mos indígenas desse ambiente. A possibilidade de estes organismos constituírem 
reservatórios de genes de resistência com importância clínica implica que sejam 
capazes de adquirir genes de resistência a partir de organismos comensais ou 
patogénicos introduzidos no ambiente (Young, 1993). 

Vários mecanismos naturais permitem a transferência de genes entre bactérias 
(Davies, 1993). Estas permutas genéticas podem ocorrer horizontalmente (inter-
espécie, intra-espécie e mesmo inter-género) ou de forma vertical (passagem de 
resistência para a descendência) (Smith & Lewin, 1993; Trieu-Cuot & Poyart, 
1998; Miller, 1998). 

As bactérias podem possuir três mecanismos naturais de transferência genética: 
conjugação, transformação e transdução (Arthur et ai, 1985; Sousa & Prista, 
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1988; Kayser, 1993; Prescott et ai, 1993). Foi já demonstrada a transferência 
genética horizontal entre bactérias, nos sistemas aquáticos naturais, por conjuga­
ção (0'Morchoe et ai, 1988), transdução (Saye et ai, 1987; Miller, 1998) e por 
transformação (Stewart & Sinigalliano, 1990; Paul et ai, 1991). 

1.4.2.1 Transdução 
A transdução é o processo de transferência de DNA bacteriano, de uma célula para 
outra, através de uma partícula fágica (bacteriófago) (Arthur et ai, 1985; Davies, 
1993). 

No processo da transdução, os bacteriófagos (vírus que infectam bactérias) 
adquirem material genético de uma célula bacteriana, depositando-o noutra (Jiang 
& Paul, 1998). Durante o seu ciclo de vida, os bacteriófagos ligam-se à bactéria 
e injectam-lhe o seu DNA. Este DNA serve como molde para fazer mais cópias 
do bacteriófago, que irrompem da bactéria infectada e vão infectar outras células. 
Por vezes, contudo, algumas das novas partículas levam DNA bacteriano em vez 
de DNA virai e, de facto, os bacteriófagos são capazes de transferir plasmídeos 
completos e partes de cromossomas entre hospedeiros (Miller, 1998). Este proces­
so pode apenas ocorrer entre bactérias que partilhem receptores apropriados para 
os fagos transdutores (Davies, 1993). A transdução encontra-se, por isso, geral­
mente limitada a espécies relacionadas e é relativamente ineficaz na transferência 
intergéneros. 

Embora se pudesse pensar que vírus e bactérias estão presentes em baixas 
concentrações no ambiente e que, por isso, a transdução não seria um meio im­
portante de troca genética no ambiente, verificou-se recentemente que existem 
bacteriófagos em elevadas concentrações em água doce e marinha (Miller, 1998). 
Além disso, isolaram-se bactérias e bacteriófagos de vários lagos, demonstrando-
se que as bactérias partilham informação genética por transdução. O estudo de 
Jiang & Paul (1998) vem também corroborar a importância da transdução na 
transferência e diversidade genética verificada entre as populações microbianas 
de ambiente marinho. Os resultados de um estudo efectuado com Pseudomonas 
aeruginosa (Saye et ai, 1987) demonstram também a propensão para a ocorrência 
natural de transdução no meio aquático. 

1.4.2.2 Transformação 

A transformação genética é o processo pelo qual uma bactéria pode adquirir DNA 
livre exógeno e incorporá-lo no seu próprio cromossoma por recombinação homó-
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Ioga (Prescott et ai, 1993; Baur et ai, 1996). Existe, portanto, uma modificação 
genética hereditária que resulta da penetração de uma molécula "nua"de DNA 
numa bactéria (Arthur et ai, 1985). O processo ocorre naturalmente em algu­
mas espécies, mas necessita ser induzido artificialmente na maioria das espécies 
bacterianas. Um processo completo de transformação compreende quatro etapas 
sucessivas, comuns a todas as bactérias, necessárias para a detecção bem sucedida 
dos transformantes, nomeadamente desenvolvimento do estado de competência 
(capacidade de adquirir DNA), fixação do DNA, integração do DNA e seu pro­
cessamento e expressão fenotípica do novo genótipo (Bergmans et ai, 1981 ; Baur 
et ai, 1996). 

Até há pouco tempo, assumia-se que a transformação não ocorreria em deter­
minados locais, uma vez que o DNA não seria estável no solo ou na água. Mas 
foi já demonstrado que o DNA livre pode tornar-se estável por associação com 
componentes do solo e que este DNA pode ser adquirido por células competentes 
(Miller, 1998). Alguns estudos mostram que os ambiente aquáticos, marinho e de 
água doce, contêm concentrações biologicamente importantes de DNA dissolvido 
(DeFlâun et ai, 1986). 

A aquisição, através do processo de transformação, de resistência à rifampi-
cina por bactérias marinhas, em laboratório, foi verificada por Stewart & Sini-
galliano (1990). Os resultados deste estudo indicam ainda que os sedimentos 
marinhos facilitam a aquisição e expressão de DNA exógeno e que os sedimen­
tos constituem um nicho mais adequado para o processo de transformação do que 
a coluna de água em ambiente marinho (Stewart & Sinigalliano, 1990). No en­
tanto, os dados obtidos por Paul et ai (1991) sugerem que é mais provável que 
o processo de transformação natural ocorra na coluna de água do que nos sedi­
mentos marinhos. Estes autores verificaram, pela primeira vez, a ocorrência de 
transformação natural plasmídica em água marinha (Paul et ai, 1991). 

1.4.2.3 Conjugação 

Um terceiro mecanismo de transferência genética é a conjugação, um equivalente 
da "sexualidade"nas bactérias (Davies, 1993). 

A conjugação envolve estruturas especializadas designadas "pili sexuais"e ne­
cessita de um contacto célula-célula ou um contacto pili-célula. Este é geralmente 
o processo segundo o qual se dá a transmissão de factores R entre as bactérias 
da família Enterobacteriaceae (Meckes, 1982) e é o mecanismo de transferência 
genética mais estudado no ambiente aquático (Young, 1993). 

Vários autores têm demonstrado, em experiências laboratoriais, a capacidade 
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de transferência de plasmídeos através da conjugação (Bell et ai, 1981; Corliss 
et al, 1981; Altherr & Kasweck, 1982; Mach & Grimes, 1982; Alcaide & Garay, 
1984; Gealt et ai, 1985; McPherson & Gealt, 1986; Sandt & Herson, 1991). Al­
therr & Kasweck (1982) demonstraram, in situ, a transferência de resistência a 
antibióticos entre estirpes de E. coli ambientais e estirpes laboratoriais. Outros 
autores identificaram também recipientes para a transferência de plasmídeos R em 
águas residuais (Mach & Grimes, 1982; Gealt et ai, 1985; McPherson & Gealt, 
1986). 

A transferência de plasmídeos, por conjugação, de estirpes de E. coli para 
bactérias aquáticas indígenas (Sandt & Herson, 1991), bem como entre bactérias 
indígenas e introduzidas (Shaw & Cabelli, 1980), foi demonstrada em modelos 
laboratoriais de habitats de água doce. A transferência plasmídica por conjugação 
pode ocorrer numa grande variedade de condições de salinidade, pH, temperatura 
e nutrientes, podendo mesmo efectuar-se em condições adversas como a ausência 
de nutrientes ou temperaturas baixas (Fernandez-Astorga et ai, 1992). 

O trabalho de Kruse & S0rum (1994) foi planeado para estudar a transferência 
de plasmídeos R entre bactérias patogénicas de diversas origens, em condições 
naturais simuladas, e para comparar as frequências de transferência com as obtidas 
em condições laboratoriais estandardizadas. Segundo estes autores, o fenómeno 
da conjugação, na ausência dos meios tradicionais, é um fenómeno que pertence 
ao ambiente, que não é restrito às condições laboratoriais e que pode ocorrer en­
tre estirpes bacterianas evolutiva ou ecologicamente não relacionadas (Kruse & 
S0rum, 1994). Os resultados obtidos por estes autores estão de acordo com a 
noção de que as bactérias são capazes de transferir resistência aos antibióticos, 
mesmo em condições não óptimas (Fernandez-Astorga et ai, 1992). Embora a 
presença de agentes antimicrobianos contribua para o aumento da transferência 
de plasmídeos R, o estudo de Kruse & S0rum (1994) demonstra bem a facilidade 
com que este fenómeno ocorre, mesmo na ausência de tais fármacos. Tem sido 
também demonstrado que durante a falta de nutrientes, em ambiente aquático, 
muitas bactérias são capazes de manter e expressar genes plasmídicos (Jain et ai, 
1987; Caldwell et al, 1989). 

1.4.2.4 índice MAR 

Na maioria das águas contaminadas verifica-se a presença de organismos indi­
cadores de poluição fecal, sendo, contudo, desconhecida a sua origem (humana 
ou animal). A contaminação de águas naturais com material fecal não tratado 
pode resultar num risco elevado de transmissão de doenças ao homem que utiliza 
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essas águas. Será, pois, desejável possuir a capacidade para determinar a fonte do 
material fecal, de modo a avaliar o risco a que as pessoas estão expostas (Wiggins, 
1996). Várias tentativas têm sido feitas para desenvolver métodos que determinem 
as fontes de poluição fecal. Um desenvolvimento recente na avaliação da quali­
dade da água foi a aplicação do índice MAR ("Multiple Antibiotic Resistant") em 
E. coli, por forma a identificar as fontes de contaminação fecal na água. Krumper-
man (1983) verificou que o índice de resistência múltipla aos antibióticos {MAR 
index) em E. coli provenientes de animais selvagens era geralmente baixo, en­
quanto que os isolados de origem humana e de aves apresentavam índices MAR 
superiores. Do mesmo modo, Kaspar et ai. (1990) demonstraram que existiam 
menos estirpes MAR de E. coli isoladas de fontes rurais do que de fontes urbanas. 
Kaspar et ai. (1990) testaram 202 estirpes de E. coli, isoladas a partir de vários 
locais em áreas urbanas e rurais. O índice MAR para essas áreas foi determina­
do como o número de antibióticos aos quais todos os isolados eram resistentes 
dividido pelo número de antibióticos testado vezes o número de isolados. Este 
índice foi 3,2 vezes superior para as áreas urbanas quando comparado com o das 
áreas rurais. Os resultados deste estudo sugerem que o índice MAR de E. coli 
pode ser útil na distinção das fontes de contaminação da água e na aplicação desta 
técnica à análise da qualidade da água de consumo. Mais recentemente, Wiggins 
(1996) utilizou um método de análise discriminante para determinar a origem da 
poluição fecal em águas naturais. Classificou os estreptococos fecais de origem 
humana e animal conhecida, com base nos seus padrões de resistência aos an­
tibióticos e utilizou estes padrões para os comparar com os isolados de origem 
fecal desconhecida de águas poluídas. 

1.5 Caracterização genómica e classificação de es­
tirpes 

A identificação e classificação das bactérias apresenta crucial importância na mi­
crobiologia clínica, industrial, agrícola e ambiental, bem como na ecologia micro­
biana. 

Vários métodos de tipagem têm sido utilizados para identificar estirpes bacte­
rianas. Os métodos fenotípicos têm incluído serotipagem, tipagem fágica, testes 
de susceptibilidade aos antibióticos, biotipagem, produção de bacteriocinas, "im-
munoblotting", perfil de proteínas da membrana exterior, e análise de isoenzimas. 

Devido à relativa instabilidade das análises fenotípicas (Domenico et ai, 1992), 
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foram desenvolvidos métodos de tipagem baseados no genótipo microbiano ou 
nas sequências de DNA, que minimizam problemas de tipabilidade e de repro­
dutibilidade e, em alguns casos, permitem a construção de grandes bases de dados 
dos organismos caracterizados (Olive & Bean, 1999). 

Diferentes métodos fenotípicos e genotípicos têm sido empregues na identifi­
cação e classificação microbiana (Olive & Bean, 1999). Cada um destes métodos 
permite um determinado nível de classificação filogenética, que pode ir desde o 
nível do género, espécie, subespécie, até ao nível da estirpe. Além disso, ca­
da método apresenta vantagens e desvantagens, no que respeita à aplicabilidade, 
reprodutibilidade, equipamento necessário e nível de resolução. De um modo 
geral, os métodos relacionados com o DNA têm surgido como os mais fidedi­
gnos, simples e baratos, para identificar e classificar microrganismos. De facto, 
a designação género/espécie tem sido baseada em métodos de hibridação DNA-
DNA e a filogenia moderna baseia-se cada vez mais na análise de sequência de 
rRNA 16S (Brenner et ai, 1998). Um método que se tem verificado ser extrema­
mente fidedigno, reprodutível, rápido e altamente discriminatório é o chama­
do "fingerprinting"genómico rep-PCR, que se baseia na amplificação do DNA 
(Rivera et ai, 1995; Rodriguez-Barradas et ai, 1995; Sechi et ai, 1998; Olive & 
Bean, 1999). 

1.5.1 rep-PCR 
O "fingerprinting"rep-PCR utiliza primers complementares a sequências de DNA 
repetitivo, altamente conservado, e que está presente em múltiplas cópias no geno-
ma da maioria das bactérias Gram-negativas e em algumas Gram-positivas (Lup-
ski & Weinstock, 1992). 

Foram identificadas três famílias de sequências repetitivas que incluem a se­
quência REP {Repetitive Extragenic Palindromic) de 38 bp, a sequência ERIC 
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) de 126 bp, e a sequência BOX 
de 154 bp. Estas sequências parecem estar localizadas em posições intergénicas 
distintas ao longo do genoma. Foram originalmente descritas para a família Ente-
robacteriaceae, mas foram posteriormente encontradas em várias bactérias Gram-
negativas (Rasmussen & S Venning, 1998). A utilização de primers para as referi­
das sequências, em conjugação com a tecnologia de PCR, conduz à amplificação 
de regiões genómicas distintas localizadas entre os elementos REP, ERIC ou BOX. 
Os respectivos protocolos são designados "fingerprinting"genómico REP-PCR, 
ERIC-PCR e BOX-PCR, respectivamente, e "fingerprinting"genómico rep-PCR 
colectivamente. 
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Os fragmentos ampliados podem ser separados num gel, originando um perfil 
referido como "fingerprinting"genómico rep-PCR. As diferenças observadas no 
tamanho das bandas representará, aparentemente, polimorfismo nas distâncias en­
tre as sequências repetitivas dos diferentes genomas. Verificou-se que os produtos 
do REP e ERIC PCR, obtidos com o DNA cromossómicos de diferentes estirpes 
bacterianas, geravam perfis muito característicos quando separados em geles de 
agarose. Por isso, foi proposto que o REP e o ERIC PCR pudessem constituir 
um método útil para o "fingerprinting"de genomas bacterianos (Bruijn, 1992). 
Os resultados deste autor, mostram que quer as sequências REP quer as ERIC 
estão presentes nos genomas de bactérias Gram negativas do solo e que, assim, 
suportam e até alargam os dados sobre a aparente natureza ubiquitária destes ele­
mentos nas bactérias. Também suportam as conclusões de que REP e ERIC PCR 
podem constituir ferramenta bastante poderosa na análise molecular genética das 
bactérias e na taxonomia bacteriana, uma vez que permite o "fingerprinting"de 
géneros, espécies e estirpes e pode ajudar a determinar relações filogenéticas. 

Esta técnica tem sido utilizada com sucesso no estudo da diferenciação de es­
tirpes de Bartonella (Rodriguez-Barradas et ai, 1995), Rhizobium meliloti (Brui­
jn, 1992), Mycobacterium tuberculosis (Sechi et ai, 1998), Vibrio cholerae (Rivera 
et ai, 1995), Shigella sonnei (Liu et ai, 1995a), Burkholderia (Pseudomonas) 
cepacia (Liu et ai, 1995b), entre outras (Olive & Bean, 1999). 

O rep-PCR aparece como uma técnica muito útil na identificação de organis­
mos até ao nível da espécie. Comparado com outros métodos convencionais de 
biologia molecular, o rep-PCR oferece a vantagem de ser fácil de utilizar e da 
obtenção de resultados em horas, o que faz dele uma técnica que poderá ser facil­
mente adoptada para uso em laboratórios de microbiologia clinica (Rodriguez-
Barradas et ai, 1995). 

1.5.1.1 ERIC-PCR 

As sequências ERIC são elementos com 126 bp que contêm uma repetição inver­
tida central altamente conservada, e estão localizados em regiões extragénicas do 
genoma bacteriano (Olive & Bean, 1999). Parecem estar restritos a regiões trans­
critas do cromossoma, quer em regiões intergénicas de operões policistrónicos, 
quer em regiões não traduzidas acima e abaixo das "open reading frames"(Sechi 
et al, 1998). A sua posição no genoma parece ser diferente em diferentes espécies. 
Os perfis obtidos com ERIC são geralmente menos complexos do que os obtidos 
com REP, mas ambos fornecem boa discriminação até ao nível da estirpe (Olive 
&Bean, 1999). 
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Rivera et ai. ( 1995) verificaram que os primers ERIC são altamente específicos 
e que o procedimento utilizado rapidamente distingue estirpes de Vibrio cholerae 
toxigénicas de estirpes não-toxigénicas. Estes autores argumentam que o método 
de ERIC-PCR utilizado neste estudo, para V. cholerae, se pode aplicar a ou­
tras espécies microbianas e a estirpes que se encontrem no estado viável, não-
cultivável (VNC) e que a utilização destas técnicas em amostras ambientais poderá 
contribuir para o conhecimento da ecologia molecular do agente da cólera e de 
patogénios entéricos relacionados (Rivera et ai, 1995). 

25 



Capítulo 2 

Objectivos 

Os objectivos do presente trabalho compreenderam: 

- Caracterização do comportamento aos antibióticos /3-lactâmicos, de estirpes 
coliformes provenientes de águas de consumo humano. Foi dada especial 
atenção a bactérias coliformes, uma vez que estas são consideradas bioindi-
cadores (neste caso, indicadores de poluição fecal). 

- Comparação entre os perfis de resistência aos antibióticos /i-lactâmicos das 
bactérias coliformes isoladas do ambiente aquático, obtidos neste trabalho, 
com os perfis obtidos por outros autores em bactérias de ambiente hospitalar 
(onde, presumivelmente, existirá maior pressão selectiva). 

- Verificar a possibilidade de transferência da resistência, aos antibióticos j3-
lactâmicos, de estirpes da água para estirpes de laboratório e, assim, inferir 
quanto à importância deste mecanismo de transferência de resistência em 
ambiente natural. 

- Caracterização do mecanismo de resistência ao imipenemo, numa estirpe 
de S. marcescens, isolada no decurso do presente trabalho. 

- Foram isoladas, no decurso do trabalho, algumas estirpes de R. aquatilis que 
suscitaram particular atenção. Sendo uma "espécie relativamente recente", 
não surpreende que, quer a sua identificação, quer a sua classificação, se a-
presentem um pouco confusas. O mesmo se verifica quanto à sua caracteri­
zação em termos de comportamento aos antibióticos e perfil /^-lactamásico. 
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Objectivos 

Assim, um dos objectivos deste trabalho prendeu-se com a tentativa de es­
clarecimento da identificação e diferenciação das estirpes isoladas, por com­
paração com a estirpe de referência, tendo-se também utilizado tecnologia 
de PCR para efectuar a sua caracterização genómica. 
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Capítulo 3 

Material & Métodos 

3.1 Origem das amostras 
No presente trabalho foram utilizadas 728 amostras de águas não-tratadas prove­
nientes de diversos locais da região norte de Portugal (Figura 3.1). Nas 728 
amostras de água, colhidas em vários pontos, pretendeu-se isolar o maior número 
possível de bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes (indicadores de polui­
ção fecal), tendo-se também estudado outras bactérias da família Enterobacteri-
aceae, pela sua importância clínica. 

3.2 Isolamento e identificação das estirpes 
O método de isolamento utilizado para bactérias coliformes, foi o de filtração 
por membrana (APHA, AWWA & WEF, 1992), de acordo com o Decreto-Lei 
n° 236/98, que estabelece as normas, critérios e objectivos de qualidade para as 
águas, em função dos seus principais usos. Cerca de 100 ml de cada amostra 
de água, depois de homogeneizados mediante movimentos verticais vigorosos, 
foram filtrados através de uma membrana de nitrocelulose (Millipore) de 0,45//m 
de poro, estéril, com auxílio de sistemas de filtração Millipore. As membranas 
com o filtrado foram colocadas em placas de Petri contendo o meio de cultura 
MacConkey agar e colocadas na estufa a incubar, durante 24h, utilizando tempe­
raturas que variaram entre os 30 °C, os 37 °C e os 44,5 °C. A identificação das 
colónias obtidas foi efectuada por provas bioquímicas clássicas e utilizando o sis­
tema de identificação API 32GN (API/bioMérieux). As estirpes foram guardadas 
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Isolamento e identificação das estirpes 

em gélose inclinada a 4 °C e alíquotas foram conservadas em TSB (Tripticase Soy 
Broth) + 15% de glicerol, a -70°C. 

3.2.1 Provas bioquímicas 
Para se proceder à identificação das estirpes bacterianas isoladas utilizaram-se al­
gumas provas bioquímicas descritas na literatura (Buttiaux et ai, 1974; Farmer & 
Kelly, 1991; Harley & Prescott, 1993; Kelly et ai, 1985; Sounis, 1978; Smibert 
& Krieg, 1994). Os meios de cultura utilizados nas provas bioquímicas foram 
preparados, distribuídos por tubos de ensaio, e esterilizados. Para identificar a 
maior parte das colónias isoladas, utilizaram-se vários teste bioquímicos, incluin­
do: 

- Fermentação da glicose e lactose 
Utilizando o meio de cultura de Kliger, distribuído em camada alta, no qual 
se semeou a estirpe, em estria na rampa e em picada profunda. Se a estirpe 
fermenta a glucose, dá-se uma viragem na cor do meio, no fundo do tubo, 
para amarelo, visto que há acidificação do vermelho de fenol (indicador do 
meio). Se há viragem da cor do meio para amarelo (acidificação), na rampa, 
significa que a bactéria fermenta a lactose. 

- Produção de gás por fermentação dos hidratos de carbono 
A produção de gás pode ser observada quer em meio de cultura líquido 
(caldo lactosado), utilizando-se campanulas de Durham, quer em meio de 
cultura sólido (meio de Kligler). Neste último caso, o aparecimento de 
bolhas pode, por vezes, provocar a fragmentação do meio. 

- Mobilidade 
Semeou-se a estirpe em picada central e profunda no meio semi-sólido SIM. 
Colocou-se a incubar a 37°C, durante 24 horas. O crescimento das bactérias 
imóveis faz-se ao longo da linha de picada, enquanto que as bactérias móveis 
se difundem no meio de cultura em várias direcções. 

- Produção de indol 
Utilizando o meio de cultura SIM, é possível também proceder-se à rea­
lização da prova do indol. O teste do indol detecta a capacidade de al­
gumas bactérias produzirem indol a partir do aminoácido triptofano, que 
se encontra em quase todas as proteínas. As bactérias que contêm a enz­
ima triptofanase são capazes de hidrolizar o triptofano nos seus produtos 
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metabólicos, nomeadamente, indol, ácido pirúvico, e amónia. As bactérias 
utilizam o ácido pirúvico e a amónia para satisfazerem as suas necessidades 
nutricionais. Como o indol não é utilizado, acumula-se no meio. Após o 
período de incubação, adicionaram-se umas gotas de reagente de Ehrlich. 
A reacção positiva é verificada pelo aparecimento de um anel vermelho à 
superfície do meio. 

- Produção de sulfureto de hidrogénio 
Algumas espécies bacterianas produzem sulfureto de hidrogénio a partir de 
compostos com enxofre como a cisteína, o tiossulfato de sódio e a peptona. 
Para detectar a produção de H2S utilizam-se sais de bismuto, ferro ou chum­
bo. Os sais são adicionados ao meio de cultura. Na presença de H^S forma-
se sulfureto de bismuto, ferro ou chumbo, que apresenta uma coloração 
negra, sendo assim detectada a produção de sulfureto de hidrogénio por 
um enegrecimento do meio. Este enegrecimento pode ser visualizado quer 
no meio de Kligler, quer no meio de SIM, pois ambos possuem sulfato de 
amónio ferroso. 

- Utilização do citrato 
Para verificar se a bactéria utiliza o citrato, utilizou-se o meio de cultura Ci­
trato de Simmons, distribuído em camada alta, no qual se semeou a estirpe 
por estria. Neste meio a única fonte de carbono e energia é o citrato de sódio 
e a única fonte de azoto é o hidrogenofosfato de amónio. As bactérias uti­
lizadoras do citrato crescem bem neste meio e esse crescimento é acompa­
nhado de uma alcalinização, detectada pelo azul de bromotimol (indicador 
de pH do meio). Esta alcalinização pensa-se ser devida ao consumo do 
ácido cítrico e à excreção de substâncias alcalinas pelas células. O azul de 
bromotimol apresenta cor amarela a pH<6, uma cor azul a pH>7,6, e uma 
coloração verde para valores intermédios de pH. Se não se constatar nenhu­
ma alteração da cor do meio, considera-se que o citrato não é utilizado; se o 
meio, que é verde, virar para azul, a bactéria utiliza o citrato, observando-se 
simultaneamente crescimento à superfície do meio de cultura. 

- Produção de urease 
Trata-se de uma reacção na qual, o microrganismo, por meio de uma enzima 
especial, a urease, ataca as ligações de azoto e carbono da ureia, obtendo-
se a amónia, C02 , e água como produtos finais. A estirpe é semeada no 
meio contendo ureia e incuba a 37°C, durante 24 horas. No caso da reacção 
ser positiva, ou seja, quando a ureia é hidrolisada, a amónia acumula-se no 
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meio e torna-o alcalino, verificando-se que o aumento de pH provoca uma 
viragem do indicador (vermelho de fenol), surgindo uma cor violácea ou 
vermelho-cereja. 

- Pesquisa de DNase 
As estirpes a estudar são semeadas em estria única na superfície de uma 
placa de Petri contendo um meio com DNA. Podem ser examinadas várias 
estirpes por cada placa. As placas são colocadas na estufa a 37°C, durante 
24 horas. Após este período de tempo, são inundadas com uma solução 
de ácido clorídrico 1 N. Se, em presença do HC1, surgir uma zona clara 
em volta da estria de inoculo, significa que houve destruição do DNA e, 
portanto, a estirpe é considerada DNase-positiva, ou seja, produz a enzi­
ma desoxirribonuclease que decompõe o DNA em nucleotídeos solúveis no 
HC1. Se, pelo contrário, não surgir nenhuma zona transparente em redor da 
estria, significa que a estirpe em causa é DNase-negativa, isto é, não possui a 
capacidade de despolimerizar o DNA (não produz a enzima desoxirribonu­
clease). 

- Prova do Vermelho de Metilo (MR) 
As bactérias entéricas, graças ao seu complexo enzimático, catabolizam a 
glicose para suprir as suas necessidades energéticas, provocando um grau 
de acidez variável. A adição do indicador de pH de vermelho de metilo 
permite detectar a queda do pH do meio, isto é, detecta a variação do pH 
para a zona ácida, como resultado de produtos finais ácidos tais como o 
ácido láctico, o ácido acético e o ácido fórmico. 

- Prova de Voges Proskauer (VP) 
Este teste permite identificar bactérias que fermentam a glucose, levando à 
acumulação de 2,3 - butanediol no meio. A adição de KOH 40 % e solução 
de a- naftol 5 % em etanol absoluto (reagente de Barrit) permite detectar 
a acetoína, um percursor na síntese de 2,3 - butanediol, através do apareci­
mento de uma coloração vermelho cereja. 

- Transformação da fenilalanina em ácido fenilpirúvico (APP) 
As estirpes são inoculadas num meio de cultura designado gélose APP e 
depois de incubadas, as culturas são inudadas com o reagente de APP (que 
contém alúmen de ferro, sulfato de amónia e ácido sulfúrico). O apareci­
mento rápido de uma coloração verde é característica da transformação da 
fenilalanina em ácido fenilpirúvico. 

32 



Avaliação da susceptibilidade a agentes antimicrobianos 

- Hidrólise da esculina 
As estirpes são semeadas em meio de cultura suplementado com 0,01 % de 
esculina e 0,05 % de citrato férico. A acção sobre a esculina traduz-se por 
um enegrecimento do meio de cultura utilizado, durante a incubação. 

- Arginina dihidrolase (ADH), ornitina descarboxilase (ODC) e Usina descar-
boxilase (LDC) 
Após a inoculação das estipres no caldo de Moeller coloca-se parafina estéril. 
Uma reacção positiva é indicada pelo aparecimento de uma coloração vio­
leta devido à subida de pH. Uma reacção positiva significa descarboxilação 
da Usina e da ornitina ou presença de uma dibidrolase para a arginina. 

3.2.2 Sistema automático de identificação de bacilos Gram-ne-
gativos (API 32GN) 

Nos casos em que não foi possível utilizar testes bioquímicos, ou quando exis­
tiram dúvidas, a identificação das estirpes foi efectuada pelo método API 32GN 
(bioMérieux). Uma galeria API 32GN comporta 32 cúpulas, contendo cada uma 
um substrato carbonado sob forma desidratada. Preparou-se uma suspensão da 
bactéria a identificar, em soro fisiológico estéril, de turvação comparável a 0,5 
MacFarland . Transferiram-se 200 /il da suspensão para a ampola contendo meio 
sintético, que é fornecida com o kit. Homogeneizou-se a mistura com auxílio de 
uma micropipeta e inocularam-se 135 /J,\ desse meio nas cúpulas da galeria. A 
galeria foi tapada e colocada a incubar a 37 °C, durante 24-48 boras. Após o 
período de incubação, procedeu-se à leitura das galerias através de um sistema in­
formatizado que faz a identificação da estirpe em causa e possibilita a impressão 
dos dados relativos aos vários testes, à percentagem de certeza da identificação, e 
aos testes complementares que poderão auxiliar a identificação caso exista fraca 
discriminação. 

3.3 Avaliação da susceptibilidade a agentes antimi­
crobianos 

3.3.1 Método de diluição em agar com concentração fixa 
Para a determinação da susceptibilidade pelo método de diluição em agar, prepa-
raram-se placas de Petri contendo meio de cultura Mueller-Hinton adicionado de 
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determinada concentração do antibiótico a testar. Prepararam-se soluções de an­
tibióticos cujas concentrações se encontram na Tabela 3.1. Depois de preparadas, 
as soluções foram esterilizadas por filtração, em filtros de 0,45 í̂m de poro (Schle­
icher & Schuell). Procedeu-se à inoculação, em estria, das estirpes em estudo. 
Após 18 horas de incubação a 37 °C, todas as estirpes que demonstraram cresci­
mento foram consideradas resistentes ao antibiótico testado. 

Tabela 3.1: Concentrações de antibióticos para selecção (adaptado de Courvalin et ai. 
1985) 

Antibiótico Solvente Solução mãe (g/L) Concentração final (mg/L) 
E. coli 

Ácido Nalidíxico água 10 
Amicacina 
Ampicilina 
Cloranfenicol 

agua 
água 
etanol 100% 

1 
100 
2 

Gentamicina água 0,4 
Kanamicina água 2 
Netilmicina água 2 
Estreplomicina 
Estreptomicina 
Tetraciclinas 

agua 
água 
metanol 

2 
20 
2 

3.3.2 Método de difusão em agar com tiras ("E-test") para a 
determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

Para a determinação das concentrações mínimas inibitórias (concentração mais 
baixa de antibiótico capaz de inibir o crescimento da estirpe) foi utilizado o método 
de difusão em agar com tiras, designado E-test (Epsilon-test). 

O E-test (Ab Biodisk) utiliza tiras comerciais de papel de 5x50 mm, impre­
gnadas com um antibiótico em concentração decrescente, desde 256 a 0,016 mg/l, 
que são sobrepostas a placas de agar Mueller-Hinton inoculadas com a cultura a 
estudar. O inoculo bacteriano foi preparado a partir de 3-4 colónias por suspensão 
em soro fisiológico estéril, de modo que a turvação fosse equivalente a 0,5 da es­
cala de MacFarland. Com uma zaragatoa previamente mergulhada na suspensão 
bacteriana, foram inoculadas placas de agar Mueller-Hinton, depositando-se pos­
teriormente a tira com o antibiótico sobre a superfície do agar. As placas foram 
incubadas a 37 °C durante 18 horas, considerando-se como valor da CIM (mg/l) 

50 
10 
100 
20 
2 
20 
20 
20 (plasmídeo) 
500 (cromossoma) 
8-10 
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o ponto de intersecção entre o crescimento bacteriano sobre a superfície do agar e 
a tira do E-test. 

3.3.3 Método de difusão em agar com discos 
É o processo mais comumente empregue na avaliação da susceptibilidade aos 
agentes antimicrobianos. A sua simplicidade, rapidez, economia e reprodutibili­
dade, fazem dele um processo bastante conveniente (Barry & Thornsberry, 1985; 
Jawetz et ai, 1987). Pequenos discos de papel, impregnados com quantidades 
conhecidas de antibiótico, são colocados na superfície de uma placa, contendo 
um meio de cultura sólido, previamente inoculado com uma cultura da bactéria a 
testar. Após um período de incubação, as placas são examinadas, verificando-se 
as zonas de inibição em redor dos discos (Robert-Dernuet, 1995; Hindler, 1998). 
Uma zona de inibição significa que o organismo foi inibido pelo fármaco que se 
difundiu no agar. A ausência de um halo de inibição indica que o organismo é 
resistente ao antibiótico. O antibiograma interpreta a sensibilidade das bactérias 
aos antibióticos em termos de eficácia clínica (Quentin, 1985): a bactéria é clas­
sificada nas categorias sensível (S), intermédia (I) ou resistente (R), de acordo 
com a medida do halo de inibição obtida e da sua interpretação com o auxílio de 
tabelas (Hindler, 1998). O método de difusão em agar foi adaptado pela Food and 
Drug Administration (FDA) e aconselhado pelo Committee for Clinical Labora­
tory Standards (NCCLS) (Barry & Thornsberry, 1985; Jawetz et al., 1987; Pato, 
1989;Pelczare/a/., 1993). 

Preparou-se uma suspensão bacteriana de cada estirpe em estudo, de turvação 
comparável a 0,5 MacFarland. Mergulhou-se uma zaragatoa na suspensão e seme-
aram-se placas de agar Mueller-Hinton. Posteriormente, colocaram-se os discos 
contendo os antibióticos a testar sobre a superfície do meio inoculado e incubaram-
se as placas a 37 °C, durante cerca de 18 horas. Após o período de incubação, os 
diâmetros dos halos de inibição foram medidos com uma craveira e, recorrendo 
às tabelas do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 
1995) e do Comité de L'Antibiogramme de la Société Française de Microbiolo­
gie (CA-SFM, 1996), foi possível classificar a estirpe, de acordo com a inibição 
observada, nas categorias sensível, intermédia ou resistente. 

Foram utilizados os seguintes discos de antibióticos: amoxicilina (25/ig), car-
benicilina (100/ig), amoxicilina + ácido clavulânico (20/ig+10/ig), mecilinamo 
(10/ig), cefalotina (30/ig), cefamandole (30/ig), cefoxitina (30/ig ), cefuroxima 
(30/ig), cefotaxima (30/ig), ceftazidima (30/ig), ceftriaxona (30/ig), aztreonamo 
(30/ig), imipenemo (10/ig), gentamicina (10/ig), canamicina (30/ig), netilmicina 
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(30/ig), neomicina (30/ig), amicacina (30/íg), tobramicina (10/ig), estreptomici-
na (25/ig), ácido nalidíxico (30/íg), norfloxacina (10/ig), ciprofloxacina (5//.g), 
tetraciclina (30/ig), cloranfenicol (30/íg), trimetoprim/sulfametoxazol ( 1,25//.g + 
23,75/ig), fosfomicina (50/ig), piperacilina (100/ig), piperacilina + tazobactam 
(75/ig+10/ig). 

3.4 Caracterização das /3-lactamases 

3.4.1 Preparação dos extractos enzimáticos 
Os extractos brutos das estirpes foram obtidos seguindo a mesma metodologia 
utilizada por Peixe ( 1996) e por Arstila et ai. ( 1993). As estirpes foram cultivadas, 
over-night, em TSB a 37 °C. Posteriormente, foi transferido cerca de 1 ml destas 
culturas para 50 ml de TSB e incubados a 37 °C com agitação, durante cerca 
de 3h. As culturas assim obtidas foram, então, centrifugadas a 4000 g, durante 
15 min, a 4 °C. Os sedimentos foram lavados com soro fisiológico, novamente 
centrifugados e ressuspensos em lml de água destilada. As suspensões obtidas 
foram sonicadas em banho de gelo, durante 2 min., com intervalos de 30s com 
um sonicador Labsonic 2000, a 300Mhz. Os sonicados foram centrifugados em 
tubos Eppendorf a 12000 rpm, durante 15 min., a 4 °C e os sobrenadantes foram 
congelados a -20 °C. 

3.4.2 Determinação do ponto isoeléctrico das /3-lactamases 
0 ponto isoeléctrico das ^-lactamases em estudo foi determinado por focagem 
isoeléctrica que se efectuou no sistema Phast System (Pharmacia), de acordo com 
as recomendações estabelecidas pelo fabricante. Foram utilizados geles comer­
ciais de poliacrilamida com anfólitos de gradiente de pH de 3 a 9 e de 5 a 8 
(PhastGel 3-9, PhastGel 5-8, Pharmacia). Utilizaram-se vários padrões (extractos 
de estirpes produtoras de b-lactamases de pi conhecido), nomeadamente, TEM 1 
(5,4), TEM 4 (5,9), TEM 6 (5,87), CAZ 2 (6,0), CAZ 6 (6,5), OXA 1 (7,4), SHV 
1 (7,6), SHV 5 (8,2) e (6,6) (Bush et ai, 1995). A revelação das bandas corres­
pondentes às /J-lactamases presentes no gel foi efectuada por adição de cerca de 
100/xl de uma solução de nitrocefin (100 /iM). 

36 



Extracção de DNA plasmídico 

3.5 Ensaios de conjugação 
Para as estirpes que apresentaram um comportamento aos antibióticos típico de 
presença de /3- lactamases plasmídicas, efectuaram-se ensaios de transferência 
genética, nomeadamente conjugação. Foi utilizada a E. coli K802N (desprovida 
de plasmídeo), como estirpe receptora. As estirpes dadoras e a receptora foram 
cultivadas, over-night, em TSB a 37 °C. Posteriormente, transferiu- se cerca de 
lml destas culturas para 50 ml de TSB e incubou-se a 37 °C com agitação, até 
se atingir a fase exponencial (5x108 bact/ml). Posteriormente colocaram-se 100 
/d da cultura da estirpe dadora sobre 100 /il da cultura da estirpe receptora em 
placas de Mueller-Hinton, incubando-se a 37 °C/18h. Os transconjugantes foram 
seleccionados em placas de M-H contendo ácido nalidíxico (50 /ug/ml) e ampi-
cilina (100 /ig/ml), por sementeira directa desta cultura e de diluições da mesma 
em soro fisiológico. 

3.6 Extracção de DNA plasmídico 
0 protocolo utilizado no presente trabalho para a detecção de DNA plasmídico 
foi o de Kado & Liu (1981). O método utiliza as características moleculares 
do DNA que é desprendido das células, utilizando dodecilsulfato de sódio, sob 
condições que desnaturam o DNA cromossómico. As proteínas são removidas 
por extracção com fenol-clorofórmio. Nestas condições o DNA cromossómico 
é reduzido ou eliminado. O extracto clarificado é utilizado directamente para a 
análise electroforética. 

3.6.1 Técnica de Kado & Liu 
De uma cultura em fase exponencial das estirpes em estudo, procedeu-se à cen­
trifugação de cerca de 600 /d, durante 5 minutos, a 6000 rpm, em tubos de Ep-
pendorf. De modo a obter um pellet suficiente. Este procedimento foi repelido 
duas vezes. Posteriormente, o sedimento foi lavado com soro fisiológico estéril 
e centrifugado a 6000 rpm, durante 5 min. O sobrenadante obtido foi rejeita­
do e as células foram ressuspensas em 100 /il de TAE (Tris-base 40 mM, EDTA 
1 mM, ácido acético glacial, pH 8). Adicionaram-se 100 /d de SDS/Tris (SDS 
4 % + Tris 100 mM) e 100 /il de NaOH 0,2 N e inverteu-se suavemente ca­
da tubo. Adicionaram-se 600/d de fenol - clorofórmio (v/v) seguindo-se uma 
agitação suave e centrifugação a 14000 rpm, durante 5 min. A fase aquosa obtida 
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foi recuperada para um outro tubo, ao qual se adicionou 2 volumes de fenol - clo­
rofórmio. Agitou-se suavemente e voltou-se a centrifugar a 14000 rpm, durante 5 
min. À fase aquosa obtida adicionou-se 1/10 do volume de NaOH 3 M (pH 4,8) 
e 2,5 volumes de etanol. Posteriormente, e por forma a favorecer a precipitação 
do DNA, a mistura foi colocada a -20"C, durante 20 min. Depois, procedeu-se 
à sua centrifugação a 14000 rpm, durante 5 min, rejeitando-se o sobrenadante. 
Após evaporação do etanol, o pellet foi ressuspenso em 10 /d de água e 10 /d 
de corante. A amostra, assim obtida, foi analisada por electroforese em gel de 
agarose. 

3.6.2 Electroforese em gel de agarose 
A corrida electroforética foi efectuada em geles de agarose (Pharmacia) a 0,7 %, 
em tampão TAE (Tris- base 40 mM, EDTA 1 mM, ácido acético glacial, pH 8). A 
cerca de 10 /d de DNA extraído, pela técnica anteriormente descrita, adicionaram-
se 10 /d de uma solução de azul de bromofenol 0,1 %, glicerol 50 %, H20, 
depositando-se, com uma micropipeta, nos poços do gel de agarose. O padrão 
utilizado foi o DNA de E. coli V517. A migração no gel ocorreu sob uma ddp de 
75 V. No fim da corrida electroforética, o gel foi corado com brometo de etídeo 
(0,5 //g/ml) durante cerca de 30 minutos, e observado com auxílio de um transilu-
minador de luz UV (W-Transiluminator, UVP, Inc.). Foi possível ainda fotografar 
as bandas de DNA obtidas (Polaroid MP-4 Land Camera). 

3.7 Caracterização genómica de R. aquatilis utilizan­
do ERIC-PCR 

Para as 5 estirpes da espécie R. aquatilis isoladas, para além da caracterização 
bioquímica, estudo do perfil de susceptibilidade aos antibióticos e pesquisa de /?-
lactamases, foi também realizado um estudo do seu perfd genómico. Para o efeito 
foi utilizada tecnologia de PCR com primers específicos para as sequências ERIC 
("Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus"). 

A estiipe R. aquatilis ATCC 33071, gentilmente cedida por Caroline O'Hara 
do CDC (Centers for Disease Control), foi utilizada como referência, uma vez que 
é considerada a estirpe-tipo da espécie R. aquatilis (Brenner et ai, 1998; Caroff 
et ai, 1998). 
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3.7.1 Obtenção do DNA cromossómico 
O DNA cromossómico das estirpes em estudo foi obtido utilizando o método de 
Seifert et ai. (1995). De cada uma das estirpes cultivadas em meio sólido, durante 
24 h, retirou-se uma porção com uma ansa e suspendeu-se em 20/il de solução 
NaOH-SDS (0,05M NaOH; 0,25 % SDS). Posteriormente, colocou-se a 95 "C 
durante 15 min. e diluiu-se até 200/il de volume final com TE ( lOmM Tris; 1 m M 
EDTA, pH 8), agitando cuidadosamente. Centrifugou-se a 13000 g, durante 3 
min. e os sobrenadantes, contendo o DNA, foram utilizados nas reacções de PCR. 

3.7.2 Quantificação do DNA por determinação espectrofoto-
métrica 

A concentração do DNA foi avaliada por medição da absorvância a 260nm no 
espectrofotómetro (Shimazu UV - 265), considerando que uma unidade de densi­
dade óptica a 260nm, corresponde a aproximadamente 50 /ig de DNA em cadeia 
dupla/ml. 

3.7.3 Reacção de amplificação 
Foi utilizado um método de "fingerprinting"do genoma bacteriano, analisando 
padrões específicos das estirpes, obtidos por amplificação com PCR, de elemen­
tos de DNA repetitivos existentes no genoma bacteriano (ERIC) (Olive & Bean, 
1999). 

Para a realização da reacção de amplificação, foi utilizada ReadyMix RedTaq 
(Sigma), uma mistura que contém já a Taq DNA Polimerase (60 unidades/ml), os 
dNTPs (0,4 mM), estabilizadores, Cloreto de Magnésio (3mM), Tris-HCl (20mM, 
pH 8,3), KC1 (lOOmM) e gelatina (0,002 %). A esta mistura, já corada, é só 
necessário adicionar os Primeis, o DNA cromossómico e a água ultra pura estéril 
para perfazer o volume final. 

A mistura reaccional, utilizando ReadyMix RedTaq, continha a seguinte com­
posição (num volume total de 50/LÍ1): 

- DNA cromossómico - 50 ng 

- Primer IR - 50 pmol 

- Primer C2 - 50 pmol 
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- ReadyMix RedTaq - 25 /d 

- Água ultra pura estéril - x /d 
Para além da ReadyMix RedTaq (Sigma), foram avaliadas as condições (tam­

pões e adjuvantes) que permitiam obter um perfil com maior poder descrimi-
natório. Estes ensaios foram efectuados com o PCR Optimization Kit II (Sigma), 
tendo-se escolhido para além do tampão universal (20 mM Tris-HCl, piI 8.0, 250 
nM EDTA), o tampão PCR n°4 (100 mM Tris-HCl, pH 8.3, 35 mM MgCl2, 750 
mM KC1) e o glicerol (15 %), como adjuvante, por terem sido os que melhores 
resultados forneceram. 

Todos os diferentes tampões, bem como todos os adjuvantes, foram testados 
com a estiipe-tipo R. aquatilis ATCC 33071. 

A mistura reaccional, continha a seguinte composição (num volume total de 
50/d): 

- DNA cromossómico - 50 ng 

- Primer IR - 50 pmol 

- Primer C2 - 50 pmol 

- Tampão PCR - 5 /il 

- Tampão Universal - 1 /d 

- Adjuvante (glicerol) - 7,5 /d 

- Mix dNTP - 1 /d 

- Taq DNA polimerase - 0,3 /d 

- Água ultra pura estéril - x /d 
Os primers, ERIC IR e ERIC C2, utilizados foram sintetizados pela MWG 

Biotech. 
A sequência nucleotídica dos dois primers ERIC (ERIC IR e ERIC C2) (lenska 

Pobell étal., 1995) utilizados na reacção de amplificação encontra-se representada 
na Figura 3.2 

A amplificação foi efectuada num termociclador (Perkin Elmer, Gene Amp 
PCR System 2400), seguindo as seguintes condições (Bruijn, 1992): um ciclo 
inicial a 94 °C durante 7 min., 35 ciclos de desnaturação a 94 °C durante 1 min., 
"annealing"a 52 °C durante I min., e extensão a 65 °C durante 8 min., com uma 
incubação final a 65 °C durante 15 min. 
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ERIC consensus 
5' - GTGAATCCCCAGGAGCTTACATAA6TAAGTGACTGGGGTGAGCG - 3' 

ERIC IR 
3' - CACTTAGG6GTCCTCGAATGTA - S' 

ERIC C2 
5* - AAGTAAGT6ACTGGGGTGAGCG - 3" 

Figura 3.2: Sequência nucleotídica dos primeis ERIC. 

3.7.4 Caracterização do produto PCR por electroforese 
Os produtos das reacções de PCR foram analisados electroforeticamente em geles 
de agarose (Pharmacia) a 2 %. O marcador de peso molecular utilizado foi 
o pGEM (Promega). Foi utilizado o corante "Blue/Orange Loading Dye, 6x 
(G188A)"(Promega) para colocar as amostras de DNA, bem como o marcador, 
nos poços do gel de electroforese e seguir a sua migração durante a corrida elec-
troforética. Os geles foram corados com brometo de etídeo (0,5 /ig/ml) e fo­
tografados com uma Polaroid MP-4 Land Camera. 

3.8 Estudo do mecanismo de resistência ao imipene­
mo em S. marcescens 

3.8.1 Bioensaio 
No presente estudo, foi isolada uma estirpe da espécie S. marcescens Cl71 ( 17) 
que apresentava resistência ao imipenemo. Na tentativa de se esclarecer o meca­
nismo dessa resistência, realizou-se um ensaio, por forma a verificar se a estirpe 
possuía alguma enzima que inibisse a acção do imipenemo, e se seria ou não 
uma metalo-/3-lactamase. Numa placa contendo Mueller-Hinton agar, fizeram-
se, com a ajuda de uma pipeta Pasteur, 9 poços. Semeou-se com uma zaragatoa, 
previamente mergulhada numa suspensão 0,5 MacFarland, uma estirpe E. coli 
ATCC e colocou-se em cada poço 50 /d das seguintes misturas: 

- extracto C171 ( 17) + imipenemo ( 10/ig) 
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- extracto Cl71 ( 17) + imipenemo (20/ig) 

- extracto Cl71 (17) + imipenemo (10/ig) +EDTA (2mM) 

- extracto C171 ( 17) + imipenemo (20/ig) +EDTA (2mM) 

- imipenemo ( 10 //g) 

- imipenemo (20/ig) 

- extracto S. marcescens IMP sensível + imipenemo ( 10/ig) 

- extracto Pseudomonas IMP+ + imipenemo (10//,g) 

- extracto Pseudomonas IMP+ + imipenemo (10/tg) +EDTA (2mM) 

Os extractos brutos, de cada estirpe usada no ensaio, foram obtidos pelo mé­
todo já anteriormente descrito (secção 3.4.1, página 36). O EDTA foi usado para 
verificar se a enzima, caso existisse, seria ou não por ele inibida (e, desta for­
ma, inferir se seria ou não uma metalo-^-lactamase). A estirpe da espécie Pseu­
domonas foi utilizada, como comparação, por possuir uma metalo-/?- lactamase. 
Foi também usada uma estirpe de S. marcescens sensível ao imipenemo como 
controlo. 

3.8.2 Estudo da alteração da expressão de porinas associada 
com o decréscimo da permeabilidade da membrana ex­
terna em S. marcescens 

3.8.2.1 Isolamento das proteínas da membrana externa 

Para a realização do estudo da alteração da expressão de porinas foi necessário 
isolar as proteínas da membrana externa da estirpe S. marcescens C171 ( 17). Para 
tal, foi utilizado o protocolo de Lynch et ai. (1987). 

As estirpes foram incubadas "over-night"a 37 °C em caldo nutritivo TSB. Pos­
teriormente foram inoculadas em meio de cultura fresco, com agitação a 37 °C até 
atingirem a fase exponencial. Após centrifugação a 10000 rpm durante cerca de 
10 min., a 4 °C, as células foram lavadas com tampão PBS (pH 7,2) e novamente 
centrifugadas. Os pellets obtidos foram suspensos em 5 ml de tampão fosfato 
- PB (10 mM, pH 7,0) contendo 2-mercaptoetanol (140 mM). Esta suspensão 
foi, então, sonicada, em banho de gelo. As células intactas foram removidas por 
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centrifugação (10000 rpm, 10 min, 4 °C) e os sobrenadantes que contêm as mem­
branas foram ultracentrifugados (50000 rpm, 60 min., 4 °C). Os pellets, assim 
obtidos, foram lavados com tampão fosfato (10 mM, pH 7,0) e centrifugados no­
vamente (50000 rpm, 60 min., 4 °C). Os sedimentos foram suspensos em 5 ml 
de tampão fosfato e incubados com 1 % (p/v) de Sarkosyl à temperatura am­
biente, durante 20 min. Depois, foram ultracentrifugados (50000 rpm, 30 min, 
temp, ambiente) e lavados com 1 % (p/v) de Sarkosyl em PBS pH 7,2. Após nova 
ultracentrifugação (50000 rpm, 30 min, temp, ambiente), os pellets foram suspen­
sos em 150 IÁ de água destilada, dos quais 50 /il foram utilizados na determinação 
da proteína e os restantes 100 /d na execução das electroforeses. 

3.8.2.2 Determinação da quantidade proteica 

A determinação da quantidade proteica foi efectuada pelo método de Lowry (Low-
ry et ai, 1951). Neste método, prepararam-se vários padrões com os quais se 
construiu uma curva de calibração que permitiu, por interpolação das absorvâncias, 
determinar a quantidade de proteína de cada amostra. A desnaturação das amostras 
ocorreu a 100 °C durante 2 min. 

3.8.2.3 Electroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) 

A determinação da massa molecular das proteínas da membrana externa foi rea­
lizada por electroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS, utilizando 
um gel de separação a 14% e um gel de concentração a 5% . O padrão de pesos 
moleculares de proteínas utilizado foi o MW-SDS-70L Kit (Sigma), próprio para 
pesos moleculares que variam entre 14 e 70 KDa. Após a electroforese, o gel foi 
corado com solução de azul de Coomassie (Sigma). 
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Capítulo 4 

Resultados & Discussão 

4.1 Origem das amostras 
No presente trabalho, foi utilizado um total de 728 amostras de água não-tratada, 
provenientes de várias localidades do norte de Portugal, colhidas em diversos 
pontos. Verifica-se que a maioria das amostras de água proveio de poços (278 
amostras), furos (135 amostras) e fontes (120 amostras) (Tabela 4.1 ). 

Tabela 4.1 : Origem das várias amostras de água analisadas 

Origem das amostras N" de amostras 

Poço 278 
Furo 135 
Fonte 120 
Mina 61 
Rede Pública 44 
Nascente 7 
Depósito 5 
Rio 4 
Origem Desconhecida 74 

Total 728 

O elevado número de amostras de água colhidas em poços, furos e fontes, su­
gere que se recorre ainda à utilização desse tipo de abastecimento para o suprimen­
to das necessidades em água para uso doméstico ou recreativo, rega ou consumo 
industrial. 
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Uma vez que o perigo de contaminação destas água é elevado, devido a in­
filtrações e escorrências de descargas de esgotos sem tratamento prévio (Khalil 
et ai, 1994; Reiff et ai, 1996), torna-se importante uma avaliação cuidada das 
consequências da sua utilização para a saúde pública e uma abrangente campanha 
de sensibilização das populações para o uso indiscriminado deste tipo de abastec­
imento. 

De facto, cerca de 1 milhão de portugueses não possui água canalizada. Além 
disso, e de acordo com informações do relatório do Ministério do Ambiente "Con­
trolo da qualidade da água de abastecimento para consumo humano em 1997"(DGA, 
1998), verifica-se que um número significativo de entidades distribuidoras não 
efectuam ainda todas as colheitas e análises a que a lei as obriga e que o grande 
problema da qualidade da água de abastecimento reside na inexistência ou na 
ineficácia da desinfecção. O relatório indica ainda que, a 2,6 % da população por­
tuguesa servida, foi distribuída água apresentando sérias deficiências de qualidade 
ao nível dos parâmetros microbiológicos. 

4.1.1 Distribuição geográfica das resistências aos agentes an-
timicrobianos 

Verifica-se que a maioria das amostras, utilizadas no presente trabalho, procede 
de poços, furos e fontes, uma vez que a rede pública de distribuição de água não 
cobre ainda a totalidade do território português, vendo-se as populações obrigadas 
a recorrer a esse tipo de abastecimento para suprir as suas necessidades básicas 
de água potável. A localização destes abastecimentos junto a ineficientes sis­
temas de saneamento básico, águas de escorrência contaminadas, vizinhança de 
efluentes industriais, torna-os potenciais focos de transmissão e reservatório de 
agentes patogénicos. As bactérias indicadoras de contaminação fecal, E. coli, C. 
freundii, Enterobacter spp. e Klebsiella spp., foram isoladas predominantemente 
a partir de amostras de poço. Uma vez que muitas pessoas recorrem a este tipo 
de abastecimento, tão sensível a contaminação por escorrências, geralmente não 
controlado do ponto de vista microbiológico, tornam-se necessários estudos, quer 
das características bacteriológicas que este tipo de águas apresenta, quer das con­
sequências a nível de saúde pública que decorrem da sua utilização. 

Com os valores das resistências aos agentes antimicrobianos, das diferentes 
estirpes isoladas ao longo de todo o período de amostragem, tentou-se verificar a 
existência de um qualquer padrão relativo aos locais de proveniência das amostras 
analisadas. Foram efectuadas várias aproximações, não se tendo, contudo, obti-
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do nenhum resultado concreto que permitisse a emergência de um padrão de 
distribuição geográfica. As estirpes que apresentam resistência aos antibióticos 
aparecem distribuídas por todos os locais amostrados no norte de Portugal, sem 
obedecer a nenhum padrão facilmente interpretável. 

Estas dificuldades advêm de: 
- um pequeno número de locais de amostragem. Para um qualquer estu­

do de distribuição geográfica seria necessário estender a amostragem pelo 
máximo número de localidades, de modo a consolidar os possíveis resul­
tados. As diferentes amostras deveriam também ser equitativamente dis­
tribuídas por toda a área amostrada, evitando, sempre que possível, a so-
breamostragem em locais de elevada densidade populacional. 

- reduzido número de amostras por local de amostragem. Seria imprescindível 
um suficiente e equilibrado número de amostras, de forma a evitar possíveis 
enviesamentos devidos a um pequeno esforço de amostragem. 

- seria ainda necessária uma detalhada caracterização da área envolvente aos 
locais de amostragem seleccionados, nomeadamente, se são áreas rurais ou 
urbanas, qual a sua densidade populacional, grau de industrialização e prin­
cipais actividades dessa mesma indústria, existência de efluentes industriais, 
explorações pecuárias e/ou de aquaculturas, águas de escorrência perto dos 
pontos de abastecimento, existência de uma eficaz rede de tratamento de 
esgotos, presença de instalações hospitalares, etc. 

- um reduzido tempo de amostragem que teria que ser bastante mais alarga­
do no espaço e no tempo, por forma a poder ser efectuada uma ampla 
monitorização. Assim, seria possível ver emergir padrões de distribuição 
geográficos e suas alterações ao longo de uma série cronológica (ver Clarke 
1993). 

Seria importante a criação de uma rede de monitorização que avalie a evolução 
do aparecimento de estirpes bacterianas de ambiente aquático, e seus perfis de 
resistência a agentes antibacterianos, de modo a, num futuro próximo, melhor 
actuar e legislar. 

4.2 Estirpes isoladas 
Das 728 amostras de água não-tratada, utilizadas no presente estudo, foi possível 
isolar 442 estirpes bacterianas pertencentes, na sua maioria, à família Enterobac-
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teriaceae (Tabela 4.2), verificando-se um predomínio para as espécies E. coli (109 
estirpes) e C.freundii (97 estirpes). 

Tabela 4.2: Espécies bacterianas isoladas no decorrer do trabalho. 

Espécie isolada N" 

Agrabacterium rudiobacíer 1 
Buttiauxella agrestis 1 
C. freundii 97 
Enterobacter sp. 10 
Pantoea agglomérons (Enterobacter agglomérons) 1 
Enterobacter amnigenus 3 
Enterobacter cloacae 10 
E. coli 109 
Klebsiella sp. 25 
Klebsiella oxytoca 3 
Klebsiella pneumoniae 16 
Kluyvera cryocrescens 4 
Moraxella lacunala 1 
R. aquatilis 5 
Serratia fonticola X 
Serralia liquefasciens 4 
S. marcescens 10 
Yersinia enterocolilica 1 
Estirpes não identificadas (fermentadoras da lactose) 50 
Outras estirpes (não fermentadoras da lactose) Xí 

Total 442 

O facto de se terem isolado estirpes pertencentes na sua maioria a espécies 
coliformes (indicadores de contaminação fecal), demonstra que, efectivamente, 
este tipo de abastecimento de água, geralmente não controlado do ponto de vista 
microbiológico, constitui potencial risco para a saúde dos seus utilizadores. Para 
além do grupo das bactérias coliformes encontraram-se, ao longo do estudo, ou­
tras bactérias com carácter patogénico. É o caso de Yersinia enterocolitica, um 
patogéneo humano associado com gastroenterites agudas e crónicas (Gõniil & 
Karapinar, 1991) e que pode ser veiculado através da água (Éden et ai., 1977), e 
da espécie S. marcescens, uma bactéria patogénica oportunista importante (Hutsul 
et ai, 1993), associada a infecções nosocomiais (Hashizume et ai., 1993; Shi 
et ai, 1997). 
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4.3 Avaliação da susceptibilidade a agentes antimi­
crobianos de bactérias coliformes 

Existem, em Portugal, vários estudos sobre a incidência e caracterização dos 
mecanismos de resistência aos agentes antimicrobianos, de estirpes pertencentes 
ao grupo coliforme, de origem hospitalar e ambulatória (Sousa et ai, 1989a,b, 
1991; Neto et ai, 1992; Ferreira et ai, 1992, 1994; Silva et ai, 1993; Carneiro 
et ai, 1993; Peixe, 1996; Peixe et ai, 1997). No entanto, o mesmo já não se 
verifica para estirpes isoladas de ambiente, nomeadamente de águas de consumo 
humano. Assim, no presente estudo, avaliou-se o comportamento que as estir­
pes, pertencentes ao grupo coliforme (E. coli, C. freundii, Klebsiella spp. e En-
terobacter spp.), apresentaram face aos agentes antimicrobianos e procedeu-se a 
uma análise comparativa entre estes resultados e os obtidos, em outros estudos, 
para estirpes patogénicas hospitalares. 

4.3.1 Estudo comparativo entre as percentagens de resistência, 
aos antibióticos /3-lactâmicos, em estirpes de E. coli pato­
génicas e de ambiente aquático 

A Figura 4.1 representa a comparação entre os perfis de resistência verificados em 
estiipes de E. coli de origem hospitalar e de meio ambiente. A percentagem de re­
sistência de estirpes patogénicas de E. coli, aos antibióticos /í-lactâmicos, obtidas 
por Sousa et ai. (1989b) está representada com a letra (A). Em (B) representa-se 
a percentagem de resistência em estirpes de E. coli, isoladas no presente traba­
lho, face aos antibióticos /3-lactâmicos (linha contínua) e a outros grupos de an­
tibióticos (linha a tracejado). Para além da percentagem de estirpes resistentes 
(colunas a preto), está ainda representado, em (B), a percentagem de estirpes in­
termédias (colunas a cinzento). 

Para as estiipes patogénicas, os autores observaram uma elevada resistência 
às aminopenicilinas (cerca de 54 %), carboxipenicilinas (51,4 %) e ureidopeni-
cilinas, ao contrário do que acontece para os outros grupos de antibióticos /3-
lactâmicos, principalmente cefalosporinas de 3a geração, amoxicilina + ácido cla-
vulânico, monobactâmicos e imipenemo (Sousa et ai, 1989b). 

Pela análise da Figura 4.1, verifica-se que, no presente trabalho, cerca de 9 % 
das estirpes de E. coli apresentam resistência à amoxicilina e 32 % apresentam 
um nível intermédio. A resistência à carbenicilina é de 6 % e cerca de 1 % das 
estirpes apresentam um valor intermédio. No caso da cefalotina, verifica-se que 9 
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Figura 4.1 : Comparação entre as percentagens de resistência de E. coli aos antibióticos 
obtidas no presente trabalho (B) e as obtidas por Sousa et al. (1989b) (A). A linha contínua 
agrupa os antibióticos /3­lactâmicos e a linha a tracejado indica os não /3­lactâmicos 
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% das estirpes são resistentes e 13 % são intermédias. 
A presença de um elevado número de estirpes com valor intermédio para a 

amoxicilina poderá relacionar-se com a baixa expressão de um mecanismo de re­
sistência. Seria necessário confirmai" estes valores com a determinação das CIMs 
e verificar se está a ocorrer baixa expressão de /3-lactamases ou se, porventura, 
estará envolvido um outro mecanismo de resistência. 

A provável ausência ou reduzido contacto destas estirpes com agentes /3-
lactâmicos, poderá justificar o comportamento observado conferindo, contudo, 
capacidade de sobrevivência aquando do aumento da pressão selectiva. 

E. coli é naturalmente susceptível aos /3-lactâmicos, embora produza constitu-
tivamente, em baixo nível, uma /3-lactamase cromossómica. 

Sousa et ai. (1989a, 1991) verificaram, por focagem isoeléctrica, que as /3-
lactamases TEM 1, logo seguidas das SHV1, predominam nas estirpes patogénicas 
de E. coli de origem hospitalar, concluindo, assim, que a produção de /3-lactamases 
plasmídicas constitui o principal mecanismo de resistência, dessas estirpes, aos 
antibióticos /3-lactâmicos. Verificaram ainda que este tipo de comportamento está 
predominantemente associado aos fenótipos RRSS e RR1S (Sousa et ai, 1989a, 
1991). Estes fenótipos foram determinados com base no comportamento das es­
tirpes, in vitro, face à amoxicilina, carbenicilina, cefalotina e cefotaxima, respec­
tivamente. 

Quanto às estirpes resistentes verifica-se, no presente estudo, uma predomi­
nância do fenótipo RRIS (n=4) e, em duas outras estirpes observou-se RRSS. 
Salienta-se também que estas estirpes apresentavam susceptibilidade à associação 
amoxicilina + ácido clavulânico. Em duas destas estirpes (C248(82) e C306(52)), 
verificou-se, por focagem isoeléctrica, o aparecimento de uma /3-lactamase com pi 
de 5,4 (idêntico a TEM-1). Ensaios de conjugação permitiram inclusive observar 
para estas duas estirpes a transferência da resistência. 

Estes resultados indicam que, à semelhança do verificado nas estirpes do es­
tudo de Sousa et al. (1989b), as /3-lactamases plasmídicas constituem o principal 
determinante da resistência. 

Os resultados obtidos indicam que, no geral, as estirpes isoladas de águas de 
consumo apresentam maior susceptibilidade aos agentes antimicrobianos do que 
as estirpes patogénicas hospitalares e ambulatórias, facto explicado pela menor 
pressão selectiva existente em ambiente natural. 

Embora não se apresentem dados relativos a outros grupos de antibióticos para 
as estirpes de origem hospitalar, por forma a poder comparar com os obtidos para 
as estirpes isoladas neste estudo, verifica-se uma significativa percentagem de es­
tirpes resistentes à estreptomicina, ao ácido nalidíxico e à tetraciclina. 
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4.3.2 Estudo comparativo entre as percentagens de resistência, 
aos agentes antimicrobianos, em estirpes de C. freundii 
patogénicas hospitalares e de ambiente aquático 

A Figura 4.2 representa a comparação entre os perfis de resistência verificados 
em estirpes de C. freundii de origem hospitalar e do meio ambiente. A percen­
tagem de resistência de estirpes patogénicas de C. freundii, aos antibióticos /5-
lactâmicos, obtidas por Silva et ai. (1993) está representada com a letra (A). Em 
(B) representa-se a percentagem de resistência em estirpes de C. freundii, isoladas 
no presente trabalho, face aos antibióticos /3-lactâmicos (linha contínua) e a outros 
grupos de antibióticos (linha a tracejado). Para além da percentagem de estirpes 
resistentes (colunas a preto), está ainda representado, em (B), a percentagem de 
estirpes intermédias (colunas a cinzento). 

Para as estirpes patogénicas, os autores observaram uma elevada resistência à 
amoxicilina (97,4 %), amoxicilina + ácido clavulânico (97,4 %), cefalotina (100 
%) e cefoxitina (97,4 %), que relacionaram com a actividade indutora destes 
antibióticos (Silva et ai, 1993). Observaram resistência variável aos outros /3-
lactâmicos, à excepção do imipenemo, para o qual as estirpes são totalmente sus­
ceptíveis. 

Pela análise da Figura 4.2, verifica-se que, no presente trabalho, cerca de 61 % 
das estirpes de C. freundii apresentam resistência à amoxicilina e 25 % se incluem 
num nível intermédio. A resistência à carbenicilina é de cerca de 22 % e 13 % das 
estirpes apresentam valores intermédios. No caso da cefalotina, verifica-se que 42 
% das estirpes são resistentes e 6 % são intermédias. Para a cefoxitina, verifica-se 
que 37 % das estirpes são resistentes e que 11 % são intermédias. 

Silva et ai. (1993) observaram a presença de /^-lactamases com comportamen­
to típico de cefalosporinas da classe 1 de Bush e verificaram que algumas das 
estirpes estudadas exibiam adicionalmente uma banda electroforética idêntica a 
TEM-1. 

É de salientar que não foi observada, no presente trabalho, nenhuma estirpe 
com fenótipo compatível com a hiperprodução constitutiva de /^-lactamase cro-
mossómica, um comportamento que tem sido associado à utilização terapêutica 
de cefalosporinas de 3a geração, observado, contudo, no trabalho de Silva et ai. 
(1993). 

O fenótipo selvagem de C. freundii aos antibióticos /3-lactâmicos é determi­
nado pela produção natural, e em baixo nível, de /3-lactamases cromossómicas 
indutíveis, que conferem resistência às aminopenicilinas, às cefalosporinas de Ia 
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Figura 4.2: Comparação entre as percentagens de resistência de C. freundii aos an­

tibióticos obtidas no presente trabalho (B) e as obtidas por Silva et ai. (1993) (A). A 
linha contínua agrupa os antibióticos /3­lactâmicos e a linha a tracejado indica os não 
/3­lactâmicos. 
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geração e à cefoxitina, mas susceptibilidade às carboxipenicilinas. Esta espécie 
é sensível às ureidopenicilinas e às cefalosporinas de 3a geração que, como as 
carboxipenicilinas, são pouco inactivadas pelas cefalosporinases. 

Em doze estirpes observou-se resistência à amoxicilina, carbenicilina e sus­
ceptibilidade à associação amoxicilina + ácido clavulânico. Este comportamento 
está relacionado com a produção de ^-lactamases plasmídicas. Com efeito, nes­
tas estirpes observou-se, por focagem isoeléctrica, uma única banda de pi 5,87, 
5,9, 7,0 ou 7,6, com a excepção da estirpe C209(53) que apresentou duas bandas 
/3-lactamásicas de pi 5,9 e 7,0. 

A determinação do pi não foi suficiente para identificar as /^-lactamases ob­
servadas nestas estirpes, dada a variedade das enzimas, que se conhecem, com 
actividade hidrolítica sobre os substratos afectados, nomeadamente sobre a car­
benicilina (Philippon et ai, 1983; Livermore et ai, 1984). 

Ensaios de conjugação não permitiram associar a sua localização a plasmídeos 
conjugativos. 

Verifica-se um elevado número de estirpes com resistência à canamicina e 
netilmicina, o que estará provavelmente relacionado com enzimas inactivadoras 
de aminoglicosídeos. 

Existem, nas estirpes estudadas, níveis de resistência aos antibióticos significa­
tivamente inferiores aos observados na clínica, possivelmente por uma reduzida 
expressão da /^-lactamase cromossómica, como o indica o comportamento à ce­
foxitina. 

Com efeito, a cefoxitina é lábil e um bom indutor das cefalosporinases, pelo 
que C. freundii é habitualmente considerado como naturalmente resistente a este 
antibiótico. 

4.3.3 Estudo do comportamento de estirpes de Enterobacter 
cloacae aos agentes antimicrobianos 

Na Figura 4.3 estão representados os valores das percentagens de resistência de es­
tirpes de Enterobacter cloacae, isoladas no presente trabalho, face aos antibióticos 
/3-lactâmicos (linha contínua) e a outros grupos de antibióticos (linha a tracejado). 
Para além da percentagem de estirpes resistentes (colunas a preto), está ainda re­
presentada, a percentagem de estirpes intermédias (colunas a cinzento). 

Verifica-se que cerca de 77 % das estirpes de E. cloacae apresentam resistência 
à amoxicilina, 38 % à carbenicilina, 55 % à associação amoxicilina + ácido cla-
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Figura 4.3: Percentagens de resistência aos antibióticos de E. cloacae. 

vulânico e cerca de 67 % das estirpes são resistentes à cefalotina. Uma elevada 
percentagem de resistência verifica­se também para a cefoxitina (55 %). 

Um comportamento variável aos agentes /3­lactâmicos foi descrito nas diver­

sas espécies do género Enterobacter isoladas da clínica (Muytjens & Repe, 1986; 
Pitout et ai, 1997a), tendo sido também verificado, na maioria das estirpes, a 
produção de uma ^­lactamase cromossómica. E. cloacae, a espécie mais fre­

quentemente isolada na clínica humana, produz uma /3­lactamase cromossómica 
(do grupo 1 da classificação de Bush) que está sob o controlo de um repres­

sor, podendo o aumento da sua expressão ocorrer pelo efeito indutor de algumas 
penicilinas e cefalosporinas, pelo que o fenótipo selvagem tem sido associado à 
resistência à ampicilina, cefoxitina e cefalosporinas de Ia geração (Muytjens & 
Repe, 1986; Carneiro et ai, 1993; Pitout et ai, 1997a). 

Mutantes de E. cloacae, desreprimidos na produção de cefalosporinases, ocor­

rem espontaneamente podendo ser seleccionadas, in vitro e in vivo, por /5­lactâ­

micos de espectro alargado (Gootz et ai, 1982; Sanders, 1987). Estes mutantes 
caracterizam­se por apresentarem também resistência às carboxipenicilinas, urei­

dopenicilinas, e cefalosporinas de 2a e 3a geração (Courvalin et ai, 1985; Sanders, 
1987; Carneiro et ai, 1993). 
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Observou-se, em várias estirpes, susceptibilidade à amoxicilina e/ou cefo-
xitina. Tal como observado para C. freundii, a expressão da /^-lactamase cro-
mossómica nas estirpes de E. cloacae isoladas da água, parece ocorrer num nível 
reduzido. A boa actividade das cefalosporinas de 3a geração indica a ausência de 
estirpes desreprimidas na produção de /^-lactamase cromossómica. 

O comportamento natural, habitualmente descrito, nas espécies de C. freundii e E. 
cloacae, parece ser apenas aplicável a bactérias isoladas de infecções no homem, 
visto que nas estirpes isoladas do ambiente se verifica um nível muito inferior de 
/^-lactamases cromossómicas. 

4.3.4 Estudo do comportamento de estirpes de Klebsiella spp. 
aos agentes antimicrobianos 

Na Figura 4.4 estão representados os valores das percentagens de resistência de 
estirpes de Klebsiella spp., isoladas no presente trabalho, face aos antibióticos fi~ 
lactâmicos (linha contínua) e a outros grupos de antibióticos (linha a tracejado). 
Para além da percentagem de estirpes resistentes (colunas a preto), está ainda 
representada, a percentagem de estirpes intermédias (colunas a cinzento). 

Cerca de 95 % das estirpes de Klebsiella são resistentes à amoxicilina e 87 
% são resistentes à carbenicilina. A resistência à cefalotina, tal como a verifcada 
para a associação amoxicilina + ácido clavulânico, é de cerca de 9 %. 

O comportamento natural destas espécies inclui resistência às aminopenicili-
nas e às carboxipenicilinas, mas susceptibilidade aos outros grupos /Mactâmicos. 
Este fenótipo é determinado pela produção natural, constitutiva e em baixo nível 
de uma /3-lactamase cromossómica de largo espectro, SH V-1 (em K. pneumoniae) 
e K-1 (em K. oxytoca). 

Uma baixa expressão desta enzima, nos isolados provenientes da água e, even­
tualmente, em alguns isolados, a sua ausência, justificam a menor resistência à 
ampicilina e carbenicilina. 

A resistência observada em algumas estirpes à cefoxitina, poder-se-á atribuir a 
deficiência em porinas ou outro mecanismo, o que implica um estudo mais apro­
fundado. 

As dificuldades em obter um número superior de estirpes prendeu-se com a ne­
cessidade de obtenção de colónias perfeitamente isoladas, com interferência da 
temperatura de incubação, com o reduzido volume de amostra que, por vezes, se 
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Figura 4.4: Percentagens de resistência aos antibióticos de Klebsiella spp. 

utilizava, e com o facto de se ter evitado, sempre que possível, retirar mais de seis 
colónias de cada amostra, no intuito de se afastarem possíveis "clones". 

4.4 Transferência genética da resistência 
4.4.1 Ensaios de conjugação 
Em estirpes de E. coli (n=6) e de C. freundii (n=10) com perfil sugestivo da 
presença de /3­lactamase plasmídica, realizaram­se ensaios de conjugação com 
a estirpe receptora E. coli K802N e, em paralelo, efectuou­se a pesquisa de /9­

lactamases por focagem isoeléctrica. 
De todas as estirpes testadas só se obtiveram transconjugantes para duas (E. 

coli C248(82) e E. coli C306(52)). Posteriormente, efectuou­se a extracção plas­

mídica das células dessas estirpes e dos respectivos transconjugantes, realizando­

se uma electroforese em gel de agarose (0,7 %), cujo resultado se ilustra na Figura 
4.5. 

Na figura apenas se representa a estirpe C306(52), uma vez que a extracção 
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Figura 4.5: Visualização em gel de agarose do plasmídeo transferido por conjugação. A 
- E. coli C306(52); B - transconjugante. 

plasmídica relativa à estirpe C248(82) não permitiu a visualização de quaisquer 
plasmídeos (devido, provavelmente a uma deficiente extracção). Na estirpe C306 
(52), é possível verificar que, no respectivo transconjugante (B), se observam duas 
bandas que poderão corresponder a dois plasmídeos ou, então, a um só plasmídeo 
que se apresente em duas formas distintas, com peso molecular superior ao apre­
sentado pela banda relativa ao DNA cromossómico (C). 

O facto de se ter conseguido obter conjugação (com transferência genética de 
um plasmídeo que confere resistência à amoxicilina) parece ser de relevante im­
portância uma vez que se tratam de estirpes do meio ambiente (água de consumo 
humano). Estes resultados vêm corroborar o argumentado por vários autores, que 
demonstraram já a possibilidade de existir transferência de informação genética 
entre bactérias, em ambiente aquático (Shaw & Cabelli, 1980; Sandt & Herson, 
1991; Fernandez-Astorgae/a/., 1992). 

4.5 Caracterização bioquímica e genómica de R. a-
quatilis 

R. aquatilis é um bacilo Gram-negativo, pertencente à família Enterobacteriaceae. 
O seu habitat natural é a água, de onde várias estirpes foram já isoladas (Farmer 
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et ai, 1985). Encontra-se amplamente distribuída no ambiente (Berge et ai, 1991; 
Heron et ai., 1993), foi já observada elevada incidência em peixe, leite pasteuriza­
do e carne picada (Lindberg et ai, 1998) e tem sido, ocasionalmente, associada a 
infecções humanas, principalmente em indivíduos imunocomprometidos (Harrell 
et ai, 1989a; Alballaa et ai, 1992; Hoppe et ai, 1993; Maraki et ai, 1994). Por 
esta razão alguns autores consideram-na como um patogéneo oportunista (Caroff 
et ai, 1998). 

Em 1976, Gavini et ai (1976), utilizando características fenotípicas e taxo-
nomia numérica, identificaram um novo grupo na família Enterobacteriaceae que 
designaram H2. Em 1979, através de técnicas de hibridação DNA-DNA, verificou-
se que as estirpes do grupo H2 possuíam uma relação genética muito próxima entre 
elas, mas que não se relacionavam com outros membros da família Enterobacte­
riaceae (Izard et ai, 1979). 

Assim, foi proposta a introdução de um novo género, Rahnella, para incluir 
a espécie R. aquatilis. O nome Rahnella foi atribuído em honra do microbiólogo 
Otto Rahn e o epíteto específico aquatilis exprime a origem aquática destas estir­
pes. 

A caracterização do comportamento desta espécie aos agentes antimicrobianos, 
bem como a própria identificação das estirpes, tem sido insuficiente e confusa 
(Harrell et ai, 1989a; Alballaa et ai, 1992). E difícil de distinguir de outras en-
terobactérias e, dada a sua proximidade ao complexo Enterobacter agglomerans-
Erwinia herbicola, algumas estirpes poderão ser confundidas com esta espécie 
(Farmer et al, 1985). 

4.5.1 Identificação e caracterização bioquímica 
No presente trabalho foram isoladas, de amostras de água provenientes de poços 
da localidade de Eiriz (Paços de Ferreira), cinco estirpes (Cl09(17), Cl 10(20), 
Cl25(43), C141(89) e Cl42(89)) pertencentes à espécie R. aquatilis. As estirpes 
foram inicialmente identificadas pelo Api 32GN (API/bioMérieux) que as identi­
ficou com 99 % , 83,5 %, 98,6 %, 83,5 % e 99,5 % de certeza, respectivamente. 

A identificação foi confirmada pela utilização de testes bioquímicos conven­
cionais, cujas reacções exibidas por cada uma das estirpes, incluindo a estirpe de 
referência R. aquatilis ATCC 33071, se ilustram na Tabela 4.3. 

Os resultados obtidos para as reacções bioquímicas estão de acordo com o 
descrito por Farmer et ai ( 1985) para a espécie R. aquatilis. 
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Tabela 4.3 : Reacções bioquímicas das estiipes de R. aquatilis isoladas neste estudo com­

paradas com as da estirpe­tipo. 

Reacções bioquímicas C109(17) Cl 10(20) Cl 25(43) CI4I(89) C142(89) ATCC 
33071 

Gli + + + + + + 
Lac + i­ + + + + 
H2S ­ ­ ­ ­ ­ ­
Gás/48h i + + + + + 
Mob 37°C ­ ­ ­ ­ ­
Mob 22"C i + + + + + 
Ind ­ ­ ­ ■ ­
Ureia ­ ­ ­ ­ ­ ­
Citrato t­ + + + + + 
App fraca/+ Irai a/+ fraca/+ fraca/+ fraca/+ fraea/+ 
MR ­ ­ ­ ­ ­
VP + + + + + t 

ADH ­ ­ ­ ­ ­ ­
ODC ­ ­ ­ ­ ­ ■ 

LDC ­ ­ ­ ­ ­ ­
Esculina + + + + + 
Arabinose + + + + + + 
Rali nose + + + + + 

4.5.2 Perfil de susceptibilidade face aos agentes antimicrobia­

nos 
Os resultados da avaliação da susceptibilidade aos antibióticos, apresentada pelas 
estirpes, efectuada pelo método de difusão em agar com discos (NCCLS, 1995), 
encontram­se representados na Tabela 4.4. 

Em todas as estirpes verificou­se resistência à amoxicilina, carbenicilina, ce­

falotina e cefuroxima e susceptibilidade à associação amoxicilina + ácido clavu­

lânico, cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima e aztreonamo. 
Os valores das CIMs para alguns antibióticos /Mactâmicos, determinados de 

acordo com o método do E­test, estão representados na Tabela 4.5. 
Com base nestes valores foi construído um dendograma de modo a determi­

nar similaridades entre as diferentes estipes de R. aquatilis (Figura 4.6). Para 
tal foi utilizado o PRIMER (um conjunto de programas desenvolvido no Labo­

ratório Marítimo de Plymouth). As técnicas analíticas utilizadas estão descritas 
em Clarke & Warwick (1994). O resultado desta análise permite visualizar a ex­

istência de dois grupos ligeiramente distintos (cerca de 80 % de similaridade). 
Estes resultados são corroborados quer pela "percentagem de certeza na identi­
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Tabela 4.4: Susceptibilidade aos agentes antimicrobianos das estirpes de K. aquatilis 
estudadas no presente trabalho. 

Eslirpe 
Antibiótico ATCC C109O7) Cl 10(20) C125(43) C14K89) C142(89) 

33071 

Amoxicilina R(0) R(ll) R(12) R(0) R(I2) R(0) 
Carbenicilina R(0) R(0) R(9) R(0) R(14) R 
Amoxicilina+Ác.Clavulânico S(33) S(30) S(28) S(26) S(28) S 
Cefalotina R(0) R(13) R R(0) R R(0) 
Cefamandol S(I8) S(2I) S(24) R S(24) MS(15) 
Cefuroxima R(I2) R(9) R(10) R(0) R(10) R(0) 
Cefoxitina S(20) S(27) S(25) S(24) S(27) S(22) 
Cefotaxima S(26) S S S S S 
Ceftazidima S(35) S S(32) S(30) S(34) S(30) 
Aztreonamo S(45) S(34) S(34) S(32) S(36) S(30) 
Imipenemo S(36) S(38) S(36) S(36) S(34) S(32) 
Canamicina S(40) S S(29) 
Netilmicina S(28) S(26) S(28) S(28) S(26) 
Neoinicina S (26) S(24) S(22) S(24) S(24) S(24) 
Amicacina S(30) S(32) S(28) S(30) S(30) S(24) 
Tobramicina S(29) S(28) S(26) S S(28) S(24) 
Estreptomicina SC?) S S S S(21) 
Ác.Nalidíxico S(27) S(26) S(20) S(28) S(24) S(23) 
Norlloxacina S(34) S(28) S(30) S(32) S(30) 
Ciprofloxacina MS(18) S(38) S(28) S(3I) S(32) S(30) 
Tetraciclina 1(17) S S S S(22) 
Cloranfenicol S(I9) R(0) S(20) R(I4) S(22) S(I8) 
Sxt MS(I4) S(34) S(28) S(32) S(28) S(28) 
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íicação"indicada na leitura do API 32GN, quer pelos valores de susceptibilidade 
aos diferentes antibióticos (ver Tabela 4.4). 

A estirpe C142(89) foi a que apresentou uma maior similaridade com a estirpe 
tipo ATCC 33071. 

I Cl 10(20) 

0141(89) 

Cl 09(17) 

Cl 25(43) 

I - ATCC33071 

. , b Cl 42(89) 
80% 90% 100% 

Figura 4.6: Dendograma que ilustra a relação entre as estirpes de R. aquatilis estudadas, 
construído com base nos valores das CIMs. 

4.5.3 Perfil /3-lactamásico 
Para além da caracterização do comportamento destas estirpes aos agentes an-
timicrobianos, foi efectuado também um ensaio de indução, utilizando-se, para 
o efeito, discos de cefoxitina e de cefuroxima. No entanto, não se verificou que 
a cefoxitina fosse capaz de induzir a produção de /5-lactamases, ao contrário do 
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Tabela 4.5: CIMs (/xg/ml) determinadas para alguns antibióticos /3-lactâmicos em R. 
aquatilis 

Estirpe 
Antibiótico ATCC C109(17) Cl 10(20) C125(43) C14l(89) CI42(89) 

33071 

Amoxicilina >256 >256 >256 >256 >256 >256 
Amoxicilina + Ac Clavulânico 2 1 1 2 1 1 
Cefalotina >256 >256 96 >256 128 >256 
Cefotaxima 3 2 2 8 6 6 
Cefoxitina 4 2 2 4 3 4 
Ceftazidima 0,5 0,25 0,38 0,75 0,5 0,5 
Ceftriaxona 6 3 4 12 3 8 
Mecilinamo 2 0,38 0,5 0,75 0,5 0,5 
Piperacilina 24 12 16 32 16 24 
Piperacilina + Tazobactam 4 1,5 2 3 3 2 

verificado num estudo com isolados clínicos de feridas cirúrgicas (Maraki et ah, 
1994). Neste estudo, os autores verificaram que a cefoxitina induzia a produção 
de /^-lactamases, antagonizando a actividade da cefotaxima. 

No que respeita à pesquisa de /3-lactarnases, realizada por focagem isoeléctrica, 
em duas das estirpes testadas (Cl 10(20) e a estirpe de referência R. aquatilis 
ATCC 33071) não se verificou actividade /3-lactamásica, mesmo após ensaios de 
indução. Nas restantes estirpes foi possível visualizar uma única banda cujo pi 
variou entre 7,2 (para a estirpe C125(43)), 7,3 (para a estirpe C142(89)) e 7,8 (nas 
estirpes C109( 17) eC 141(89)). 

Os resultados obtidos nos ensaios de conjugação, realizados entre estas estir­
pes e a estirpe receptora E. coli K802N, bem como a extração de DNA plasmídico, 
não permitiram associar o comportamento de resistência das estirpes a elementos 
genéticos extra-cromossómicos. 

O comportamento observado, sugestivo da presença de uma /i-lactamase do 
grupo 2 da classificação de Bush (Bush et al, 1995), partilhado por todas as 
estirpes de R. aquatilis estudadas, é distinto do descrito anteriormente (perfil 
AmpC) em vários trabalhos publicados (Maraki et ai., 1994). Contudo, estu­
dos mais aprofundados de cinética enzimática com vários substratos e inibidores 
de /3-lactamases são necessários para avaliar a presença, em enterobactérias, de 
uma nova enzima com actividade cefuroximásica e concretizar a sua classificação 
definitiva. Produção de cefuroximase também inibida pelo ácido clavulânico, mas 
com reduzida actividade hidrolítica sobre a carbenicilina foi descrita em Proteus 
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vulgaris e Citrobacter diversus. 
Assim, pode assumir-se que R. aquatilis será naturalmente resistente à amo-

xicilina, carbenicilina, cefalotina e cefuroxima, por produção de /3-lactamase cro-
mossómica e que este fenótipo comum a todas as estirpes estudadas, poderá cons­
tituir um critério a ser utilizado na identificação desta espécie. 

4.5.4 "Fingerprinting"genómico de estirpes de R. aquatilis. Uti­
lidade na identificação e diferenciação desta espécie 

O perfil genómico das estirpes isoladas e da estirpe de referência, obtido por 
ERIC-PCR com utilização de ReaáyMix RedTaq encontra-se representado na Figu­
ra 4.7. 

Verifica-se que existe uma grande heterogeneidade nas bandas electroforéticas 
das várias estirpes testadas. 

A heterogeneidade genómica observada poderá relacionar-se com: 

- inadequação das condições experimentais utilizadas. Contudo, o método 
foi utilizado por outros autores que obtiveram excelentes resultados, com 
os primers ERIC, quer em estirpes de R. aquatilis do solo (lenska Pobell 
et ai, 1995), quer em outras espécies como Burkholderia (Pseudomonas) 
cepacia (Liu et ai, 1995b), Shigella sonnet (Liu et ai, 1995a), Bartonella 
(Rodriguez-Barradas et ai, 1995), Vibrio cholerae (Rivera et ai, 1995), 
Mycobacterium tuberculosis (Sechi et ai, 1998) e mesmo em cianobactérias 
(Rasmussen & S Venning, 1998). 

- a diversidade genómica inerente às estiipes estudadas, o que deverá implicar 
uma melhor caracterização das estirpes classificadas como R. aquatilis. Es­
tas observações são corroboradas por um trabalho recente, em que Bren­
ner et ai (1998) sugerem a existência de genomoespécies dentro do género 
Rahnella. 

Efectuaram-se várias aproximações ao "fingerprinting"genómico destas estir­
pes, utilizando vários tampões e adjuvantes para optimização da técnica. 

O ERIC-PCR, com tampão PCR (100 mM Tris-HCl, pH 8.3, 35 mM MgCI2, 
750 mM KC1) e o glicerol (15 %), como adjuvante, foi utilizado no estudo genó­
mico das estirpes de R. aquatilis isoladas (Figura 4.8). 

O "fingerprinting", obtido com estas condições técnicas, parece permitir um 
maior poder descriminatório relativamente ao obtido com a ReadyMix RedTaq 
(Sigma). 
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Figura 4.7: Visualização em gel de agarose do resultado do ERIC - PCR, utilizando 
ReadyMix RedTaq. L - PGem; A - ATCC33071; B - C109(17); C - Cl 10(20); D -
C125(43); E - C141(89); F - C142(89). 
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Figura 4.8: Visualização em gel de agarose do resultado do ERIC - PCR, utilizando 
tampão PCR (100 raM Tris-HCl, pH 8.3, 35 inM MgCl2, 750 mM KC1) e glicerol (15 %). 
L - PGem; A - C109(17); B - Cl 10(20); C - C125(43); D - C141(89); E - C142(89); F 
-ATCC33071. 

65 



Caracterização bioquímica c genómica de R. aquatilís 

Com base no perfil de bandas obtido por ERIC-PCR (utilizando tampão PCR 
(100 mM Tris-HCl, pH 8.3, 35 mM MgCl2, 750 mM KCI) e glicerol (15 %)), 
construiu-se uma matriz binária de presença-ausência (1 para a presença de ban­
da de determinado peso molecular e 0 para a sua ausência). Com estes dados 
foi possível obter um dendograma filogenético(por UPGMA - Unweighted Pair 
Group Method with Averages) utilizando o programa de análise bioestatística 
NTSYS-PC (Applied Biostatistics, Inc.) (Figura 4.9). 

5 6 6 0 64- 6 8 % de similaridade 7 2 
i i — J ^ — i — ^ ^ — ^ — — i 

Ct09(17) 
, C110(20) 
I ATCC33071 

' I C125(43) 
I I C142{89) 

C141(89) 

Figura 4.9: Dendograma que ilustra a relação entre as estiipes estudadas, construído com 
base no seu perfil genómico (ERIC-PCR) 

A heterogeneidade das estirpes, traduzida pela percentagem de similaridade, 
não permitiu o estabelecimento de um padrão característico para a espécie. No 
entanto, observou-se uma maior afinidade entre as estirpes Cl25(43) e Cl42(89) 
e entre a Cl 10(20) e a ATCC 33071. Estes dados parecem estar de acordo com o 
perfil /3-lactamásico obtido. 

A aplicação de ERIC-PCR tinha sido descrita por lenska Pobell et ai. (1995) 
em R. aquatilis, nomeadamente na estirpe-tipo R. aquatilis ATCC 33071. Todavia, 
estes autores apenas utilizaram o primer ERIC C2, pelo que o perfil genómico 
obtido para a mesma estirpe, neste trabalho, não poderá ser comparado. 

Os resultados de PCR obtidos, denotam boa reprodutibilidade, não se podendo 
assumir, no entanto, quaisquer valores, uma vez que não se realizou um estudo 
aprofundado de reprodutibilidade do método. 

A reprodutibilidade do rep-PCR deve-se ao facto de utilizar primers comple­
mentares a sequências particulares que se encontram dispersas em "clusters"nos 
genomas bacterianos, o que permite a utilização de condições restritas e específi­
cas para o PCR. 
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4.6 Caracterização de uma estirpe de S. marcescens 
resistente ao imipenemo 

No presente estudo, foi isolada numa água proveniente de um poço de Valongo, 
uma estirpe da espécie S. marcescens C171 (17) que, por apresentar resistência ao 
imipenemo, suscitou interesse em se esclarecer o mecanismo dessa resistência. O 
antibiograma desta estirpe revelou o aparecimento de pequenas colónias no halo 
de inibição relativo ao disco de imipenemo. O sistema API 32GN identificou a 
estirpe como S. marcescens com 95,9 % de certeza. As CIMs obtidas, para alguns 
antibióticos /3-lactâmicos, foram as seguintes: Amox (>256 /íg/ml), AMC (>256 
//g/ml), CF (>256 /íg/ml), CXM (>256 //,g/ml), etc. Quanto ao imipenemo, às 
24h, o valor da CIM era de 1 /íg/ml, mas já se visualizavam algumas colónias 
que, às 48h, se verificou serem resistentes com uma CIM > 32 /íg/ml. 

Efectuou-se, então, um bioensaio em que se pretendeu verificar a presença de 
actividade /?-lactamásica. O facto de não se ter verificado degradação do imipe­
nemo, nem mesmo quando se usou uma grande quantidade de extracto (200 /il), 
permitiu inferir a não existência de uma enzima com actividade sobre o imipene­
mo e que, provavelmente, um outro mecanismo de resistência estivesse envolvido, 
como a diminuição da expressão de determinadas porinas da membrana externa. 

O isolamento das proteínas da membrana externa da estirpe em estudo e a 
separação por electroforese em gel de poliacrilamida em presença de SDS, permi­
tiu a obtenção dos perfis representados na Figura 4.10. 

P é o padrão de pesos moleculares (MW-SDS-70L Kit da Sigma); com a 
letra A está representado o perfil de bandas da estirpe C171 (17) que cresceu na 
ausência do imipenemo; B refere-se à mesma estirpe que se revelou resistente ao 
imipenemo no antibiograma, mas cujo crescimento exponencial, para obtenção 
da membrana externa, foi feito na ausência de imipenemo; a letra C diz respeito 
à mesma estirpe de 13, mas cujo crescimento exponencial foi obtido na presença 
de uma concentração sub-inibitória de imipenemo; com a letra D representa-se o 
perfil de bandas de uma estirpe de S. marcescens sensível ao imipenemo, utilizada 
como controlo. 

Da análise, um pouco mais detalhada, da Figura 4.10 é possível constatar que 
a estirpe que cresceu na total ausência de imipenemo (A) apresenta um perfil de 
bandas semelhante ao da estirpe sensível ao imipenemo, usada como controlo 
(D). Denota-se uma ligeira diminuição numa das bandas (com cerca de 40 KDa) 
da estirpe cujo crescimento exponencial foi realizado na ausência de imipenemo, 
mas que tinha sido seleccionada em meio com imipenemo (B). Em C nota-se 
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Figura 4.10: Separação electroforética em SDS-PAGE das proteínas da membrana ex­
terna de S. marcescens. 

claramente uma diminuição dessa mesma banda e, para além dessa diminuição, 
verifica-se também a ausência de outras duas (37 e 41 KDa). 

Estes resultados, em conjunto com o facto de se ter verificado a não existência 
de uma /3-lactamase com actividade sobre carbapenemos, leva a concluir que o 
mecanismo de resistência ao imipenemo verificado na estirpe em estudo, poderá 
estar relacionado com a diminuição da expressão de porinas na sua membrana 
externa. Contudo, não se pode excluir a possibilidade da contribuição de outros 
mecanismos, como a produção de /3-lactamase cromossómica, para o comporta­
mento observado (Hechler et ai, 1989). 

Um aspecto também curioso foi o facto de se ter verificado que, em presença 
de imipenemo, a estirpe manifestava um aumento de pigmentação, o que por 
analogia com a expressão de pioverdina em Pseudomonas aeruginosa submetida a 
concentrações sub-terapêuticas de ciprofloxacina, sugere o envolvimento de bom­
bas de efluxo (Obs. pess.). Estudos posteriores poderão esclarecer a contribuição 
de sistemas de efluxo para a resistência observada. 

O perfil apresentado pelas estirpes C171(17), nas diferentes condições tes­
tadas, parece demonstrar a mutação adaptativa que confere resistência aos an­
tibióticos defendida por Baquero et ai. (1998). Segundo estes autores, na presença 
de um antibiótico que diminui o número de bactérias mas, ao mesmo tempo, pro­
duz variação genética, esta poderá permitir, aos sobreviventes, adaptação ao con­
tacto, de novo, com o antibiótico. 
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Conclusões 

Tendo em conta a menor concentração de agentes antimicrobianos na matriz em 
estudo (água), prever-se-ia uma menor incidência de estirpes resistentes, relativa­
mente às isoladas de infecções humanas, o que foi verificado. 

Verificou-se, na maioria das estirpes de E. coli, um comportamento aos an­
tibióticos /Mactâmicos testados, compatível com a sua classificação como estir­
pes sensíveis, do ponto de vista farmacológico. Contudo, a expressão, em baixo 
nível, de resistência, em cerca de 32 % das estirpes, poderá conferir-lhes vanta­
gens adaptativas aquando do contacto com estes antibióticos. 

Apenas 55 % das estirpes de E. cloacae e 37 % das estirpes de C. freundii 
apresentaram o fenótipo de resistência assumido como fenótipo natural para es­
tas espécies. Um alargamento do estudo efectuado permitirá rever e esclarecer o 
fenótipo selvagem atribuído às espécies E. cloacae e C. freundii. 

O facto de se ter observado, em plasmídeos conjugativos, genes de resistência, 
e tendo em conta a transferência genética, por conjugação, no meio aquático, 
poder-se-á perspectivar a possibilidade destas bactérias serem fonte e reservatório 
de genes de resistência. 

É de relevância o isolamento de uma estirpe de S. marcescens, uma bactéria 
frequentemente associada a infecções nosocomiais, com reduzida susceptibili­
dade ao imipenemo. Os estudos efectuados, nesta bactéria, permitiram observar 
a diminuição da expressão de porinas envolvidas na entrada dos antibióticos /?-
lactâmicos. 

Foi possível observar-se um fenótipo de resistência típico (amoxicilina, car-
benicilina, cefalotina e cefuroxima) em todas as estirpes de R. aquatlis isoladas, 
pelo que este poderá constituir um auxílio à sua identificação. 

A provável associação a uma /^-lactamase cromossómica, do fenótipo de re-
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sistência observado, justifica a sua posterior caracterização. 
Verificou-se uma grande variabilidade genómica, por ERIC-PCR, entre as es­

tirpes estudadas, que poderá ficar a dever-se a problemas técnicos inerentes ao 
método utilizado, ou que traduzirá a diversidade genómica nestas estirpes, que 
poderão ser consideradas genomoespécies. 

A diversidade genómica observada justifica um estudo mais aprofundado, com 
aplicação de outras técnicas de "fingerprinting"e sequênciação do rRNA 16S, que 
permitam esclarecer o real significado desta observação. 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, e avaliando a crescente impor­
tância desta problemática, e seu impacto na saúde pública, julgo indispensável, 
a curto prazo, a criação de uma rede de monitorização. Rede essa que, ao longo 
de um determinado período de tempo e, abrangendo uma vasta área geográfica, 
permitisse avaliar a evolução do aparecimento de estirpes bacterianas resistentes 
aos antibióticos, em águas de consumo, seus padrões de distribuição e grau de 
resistência, evidenciando, assim, a importância da água como reservatório e fonte 
de genes de resistência. 
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