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Resumo 

Resumo 

A presença em águas marinhas de espécies com importância clínica e resistentes 

a antibióticos tem sido raramente avaliada desconhecendo-se, em Portugal, a 

existência de qualquer estudo anterior sobre este tema. 

O objectivo deste trabalho consistiu na detecção de Escherichia coli e Klebsiella 

pneumoniae produtoras de p-lactamases de espectro largado em três praias da zona 

urbana do Porto: Molhe, Gondarém e Matosinhos. Foi também objectivo a avaliação 

da capacidade de transferência de genes responsáveis pela resistência a oximino-(3-

lactâmicos, através de ensaios de conjugação. 

Foram obtidos 58 isolados de E. coli e 5 de K. pneumoniae produtores de p-

lactamase de espectro alargado, pelo método de sinergismo. Os isolados de E. coli 

demonstraram por focagem isoeléctrica duas bandas de pi 5,4 e 5,9. A p-lactamase de 

5,9 está associada a um plasmídeo conjugativo de 30 Md. Apenas um isolado de K. 

pneumoniae apresentou uma banda electroforética, de pi 7,0, nos restantes isolados 

foi possível observar duas bandas, de pi 5,4 e 7,6 num isolado e de 7,6 e 8,2 noutro, 

os outros dois isolados apresentaram o mesmo perfil, duas bandas de pi 7,0 e 8,2. 

Apenas no isolado que possui as p-lactamases de pi 7,6 e 8,2 foi possível a 

transferência, por transformação, do plasmídeo que codifica a p-lactamase 

responsável pela resistência aos oximino-p-lactâmicos de pi 8,2. 

Foram também encontrados dois isolados de E. coli produtores de p-lactamases 

do tipo AmpC, que apresentaram duas bandas electroforéticas de pi 5,4 e >8,2. Num 

isolado foi possível associar a resistência ao ácido clavulânico e cefoxitina à p-

lactamase de pi >8,2. O gene responsável por esta resistência situa-se num 

plasmídeo conjugativo de 91 Md. 
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Abstract 

Abstract 

The presence of strains clinically important and antibiotic resistant has been rarely 

evaluated, and is unknown the existence of a previous study about this theme in 

Portugal. 

The goal of this work was screening of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae 

producing extended spectrum beta-lactamases in three Oporto beaches: Molhe, 

Gondarém and Matosinhos. The ability of transfer of oximino-(3-lactam resistance 

genes, by conjugation, was also evaluated. 

58 E. coli and 5 K. pneumoniae isolates producing extended spectrum (3-

lactamases were detected by synergism test. Characterization by isoelectric focusing in 

isolates of E. coli showed two bands of pi 5,4 and 5,9. (3-lactamase of pi 5,9 was 

associated to a conjugative plasmid of 30 Md. One K. pneumoniae showed a single 

band (pi 7,0), the others showed two bands. One K. pneumoniae isolate showed bands 

of pi 5,4 and 7,6, and another, bands of pi 7,6 and 8,2, the other two isolates showed 

the same profile, two bands of pi 7,0 and 8,2. In the K. pneumoniae isolate with p-

lactamases of pi 7,6 and 8,2, we were able to transfer, by transformation, the plasmid 

which mediates [3-lactamase (pi 8,2) that confers oximino-[3-lactam resistance. 

Two E. coli isolates producing p-lactamases of AmpC type, showed two 

electroforetic bands of pi 5,4 and >8,2. In one strain was possible to associate 

clavulanic acid and cefoxitine resistance with (3-lactamase of pi >8,2. The resistance 

gene was localized in a conjugative plasmid of 91 Md. 

Vll l 



Abreviaturas 

bp - Pares de bases 

BLEA - p-lactamases de espectro alargado derivadas de TEM e SHV 

CMI - Concentração mínima inibitória 

ddp - Diferença de potencial 

EDTA - Ácido etilenodiaminotetracético 

ERIC - "Enterobacterial repetitive intergenic consensus" 

MOPS - Ácido morfolino propano sulfónico 

PBP - "Penicillin binding protein" 

PCR - "Polimerase chain reaction" 

pi - ponto isoeléctrico 

P. M. - Peso molecular 

SDS - Dodecilsulfato de sódio 

SXT - Trimetropim/sulfametoxazol 

TAE - Tris Acetato EDTA 

TE - Tris EDTA 

TRIS - Tris(hidroximetil)aminometano 



Lista de Figuras 

Lista de Figuras 

I. Resistências associadas em E. co//resistentes a ampicilina 49 

II. Perfil plasmídico de estirpes de E. coli produtoras de p-lactamases de 

espectro alargado, transformantes e transconjugantes 55 

III. Gel de agarose do resultado de ERIC-PCR 57 

IV. Percentagens de resistência a agentes antimicrobianos em K. pneumoniae..62 

V. Hibridação em formato Dot-blot 68 

VI. Gel de agarose para hibridação com sonda TEM 69 

VII. Hibridação em formato Southern-blot 69 

X 



Lista de Quadros 

Lista de Quadros 

I. Classificação das p-lactamases 9 

II. (3-lactamases de espectro alargado derivadas de SHV 14 

III. p-lactamases de espectro alargado derivadas de TEM 15 

IV. |3-lactamases de espectro alargado do tipo AmpC 17 

V. Concentrações de antibióticos usadas para selecção 34 

VI. Estirpes de referência para focagem isoeléctrica 37 

VII. Sequência dos "primers" para reacções de amplificação do gene TEM 42 

VIM. Sequência dos "primers" usados nas reacções de ERIC-PCR 46 

IX. Espécies bacterianas isoladas 47 

X. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico dos isolados de E. coli produtores 

deTEM-1 50 

XI. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico dos isolados de E. coli 

produtores de p-lactamase de espectro alargado derivadas de TEM 51 

XII. "E-test" para a detecção de p-lactamases de espectro alargado em E. coli....53 

XIII. "E-test" para a detecção de p-lactamases de espectro alargado em 

transformantes, transconjugantes de isolados de £. coli produtores de P-

lactamase de espectro alargado derivadas de TEM 54 

XIV. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico dos isolados de E. coli 

produtores de P-lactamase derivadas de TEM, transformantes e 

tranconjugantes 56 

XV. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico das p-lactamases dos isolados de 

E. coli com p-lactamases de espectro alargado do tipo AmpC 58 

XI 



Lista de Quadros 

XVI. "E-test" para a detecção de p-lactamases de espectro alargado em 

transformantes e transconjugantes de isolados de E. coli com (3-lactamases de 

espectro alargado do tipo AmpC 59 

XVII. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico das p-lactamases dos isolados de 

E. coli produtoras de (3-lactamases de espectro alargado do tipo AmpC, 

transformantes e transconjugantes 60 

XVIII. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico das p-lactamases dos isolados de 

K. penumoniae produtores de P-lactamases de espectro alargado derivadas de 

SHV 63 

XIX. "E-test" para a detecção de p-lactamases de espectro alargado em isolados de 

K. pneumoniae produtores de p-lactamases de espectro alargado derivadas de 

SHV 64 

XX. "E-test" para a detecção de p-lactamases de espectro alargado em 

transformantes de K. pneumoniae com p-lactamases de espectro alargado 

derivadas de SHV 65 

XXI. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico das p-lactamases em isolado de 

K. pneumoniae produtor de p-lactamases de espectro alargado derivadas de 

SHV e transformante 66 

XXII. Distribuição temporal dos isolados de E. coli e K. penumoniae produtores de p-

lactamases de espectro alargado pelas praias ao longo do trabalho 68 

X l l 



Introdução 

1. Introdução 

A água é um elemento indispensável à vida, tanto na cobertura das necessidades 

hídricas do Homem, como noutras actividades, além disso, tem profundos efeitos no 

equilíbrio ambiental, sendo já considerado um recurso altamente valorizado (CE 

report, 1998; Mendes, 1998). 

Em muitos países, as populações estão concentradas perto de águas costeiras, 

pois estas proporcionam alimento, emprego, actividades recreativas e são 

esteticamente agradáveis (Fujioka, 1997). 

As águas marinhas costeiras, sob certas condições, podem ser adversamente 

afectadas por poluição fecal de uma variedade de fontes, tais como esgotos 

municipais, esgotos de instalações de tratamento, sistemas de fossas sépticas 

privados e escoamento de águas (Budnick et ai., 1996; Gouveia, 1996; Wiggins et ai., 

1999). É sabido que, esta contaminação das águas costeiras por descargas de águas 

residuais é uma constante fonte de patogénicos humanos, nos quais se incluem, 

bactérias, vírus, protozoários e diversos outros organismos multicelulares que podem 

provocar doenças (Helmer et ai., 1991). Não só estes organismos "introduzidos" são 

causa de patologias infecciosas, como também não deixa de ser relevante, apesar de 

menos divulgado, a aquisição de doenças infecciosas, durante o uso recreativo de 

águas marinhas, ocasionadas por bactérias autóctones marinhas da família 

Vibrionaceae (Mira-Gutiérrez & García-Martos, 1997). 

As águas balneares podem constituir uma potencial fonte de transmissão de 

doenças de origem hídrica, nomeadamente a nível dos aparelhos digestivo e 

respiratório, dos ouvidos e mesmo a nível dermatológico (Gouveia, 1996) sendo, 

contudo predominantes as doenças gastrointestinais que resultam da contaminação 

de águas marinhas balneares costeiras por esgotos (Helmer et ai., 1991). A 
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Introdução 

documentação de doenças associadas ao uso recreativo da água é bastante difícil, 

pois infecções com patogénicos são eventos que não são facilmente determinados, 

uma vez que a percentagem de pessoas infectadas que desenvolvem vários graus de 

sintomas clinicamente observáveis varia com a idade e estado de saúde de cada 

indivíduo, com a concentração do patogénico na água, o seu estado fisiológico e a sua 

virulência (Fujioka, 1997; Gouveia, 1996). No entanto, o controlo de surtos de doenças 

transmitidas pela água tem sido conseguido pela diminuição do lançamento directo de 

águas residuais em águas naturais, aperfeiçoamento de tratamento de esgotos e 

monitorização da qualidade da água (Niemi era/., 1997). 

A assunção que descargas de restos fecais humanos e animais em águas usadas 

primariamente com fins recreativos são fonte de potenciais perigos para a saúde 

pública determinou a procura de indicadores microbiológicos capazes de caracterizar o 

risco envolvido no uso recreativo da água (Helmer et ai., 1991). Correntemente, em 

águas marinhas são utilizados como indicadores, os coliformes totais e fecais, 

enterococos e Salmonella (Decreto-Lei 236/98). 

Com o advento da era dos agentes antimicrobianos, as ciências médicas e 

veterinárias ganharam um meio muito promissor para o tratamento de infecções, quer 

humanas quer animais (Mach & Grimes, 1982), e, consequentemente, ocorreu a 

diminuição de casos mortais devido a uma variedade de doenças infecciosas (Cohen, 

1994). Contudo, desde o aparecimento dos antibióticos, as bactérias demonstraram a 

capacidade de resistirem aos efeitos bactericidas e bacteriostáticos destes agentes 

(Mach & Grimes, 1982). Esta facilidade com que as bactérias se tornam resistentes 

aos agentes antimicrobianos correntemente usados, tem sido, e continua a ser, uma 

preocupação para médicos, técnicos de saúde pública e investigadores (Young, 1993). 

A resistência bacteriana aos antibióticos não é mais que um aspecto particular da 

sua evolução natural (Acar & Courvalin, 1998). Entre os factores que contribuem para 

a acumulação de resistência podemos incluir: espécies intrinsecamente resistentes; a 

selecção de mutantes resistentes; a disseminação, por transferência entre estirpes 

bacterianas, de genes de resistência; e, a disseminação de estirpes resistentes entre 

pacientes, hospitais e mesmo entre países (Levy, 1997; Livermore & Dudley, 2000). 

A presença de bactérias resistentes a antibióticos em ambiente aquático tem 

poder ser consequência do aumento, e muitas vezes indiscriminado, uso de 

antibióticos em práticas médicas, veterinárias e agrícolas (Baya et ai., 1986), e da 
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descargas de esgotos sem tratamento em águas receptoras (Goni-Urriza ef ai., 2000; 

Young, 1993). Outro factor que favorece o aumento de bactérias resistentes a 

antibióticos é a poluição química da água com metais pesados, fenómeno este de 

grande preocupação, uma vez que cada vez mais existem locais quimicamente 

poluídos (McArthur & Tuckfield, 2000). 

Vários trabalhos têm demonstrado a existência de organismos resistentes a 

antibióticos em águas recreativas na Europa, América do Norte e Ásia (Alcaide & 

Garray, 1984; Baya er ai. 1986; Burton ef ai., 1982; French et ai., 1987; Niemi et ai., 

1983). É ainda sugerido que, a ingestão ou contacto com organismos resistentes, 

durante actividades recreativas em zonas costeiras, lagos ou rios, pode promover a 

aquisição de genes de resistência por bactérias comensais do hospedeiro humano 

(Young, 1993). Sendo assim, a máxima remoção de bactérias, que apresentam 

multiresistência a antibióticos, de esgotos, antes da descarga no ambiente e a 

prevenção da contaminação de água de consumo, são processos altamente 

indispensáveis (Murray et al., 1984). 

Embora os organismos introduzidos em ambiente aquático apresentem um perigo 

potencial para a saúde é também importante considerar o papel dos organismos 

nativos, pois se estes tiverem a capacidade de adquirir genes de resistência de 

organismos comensais ou patogénicos introduzidos no ambiente, poderão funcionar 

como um importante reservatório de genes e, subsequentemente, estarem aptos a 

actuar como dadores de informação genética, e reintroduzirem estes genes em 

bactérias humanas (Young, 1993). Esta troca de informação genética poderá criar um 

novo, e não caracterizado, reservatório de genes de resistência a antibióticos em 

ambiente marinho. 

O aumento do nível de contaminação fecal detectado em muitas águas naturais 

superficiais e a facilidade com que as bactérias se tornam resistentes aos agentes 

antimicrobíanos correntemente usados, além de constituir um sério problema de saúde 

pública, aumenta a necessidade de investigação desta resistência em ambiente 

aquático (Alcaide & Garay, 1984). 
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1.1. Sobrevivência de bactérias coliformes em águas marinhas 

A sobrevivência e permanência de bactérias indicadoras de poluição fecal, em 

águas marinhas, é influenciada por uma variedade de factores ambientais, nos quais 

se incluem: temperatura, radiação solar, salinidade, pluviosidade, predação, 

parasitismo, disponibilidade de nutrientes, sedimentos, pH, marés e poluentes 

ambientais (Bogosian et ai., 1996; Davies et ai., 1995; Fish & Pettibone, 1995; Fujioka 

et ai., 1981; Goyal et ai., 1977; Sinton eí ai., 1994; 1999; Solo-Gabrielle et ai., 2000). 

Dada a complexidade dos sistemas ambientais, a influência de cada factor na 

regulação do crescimento e sobrevivência de bactérias é difícil de prever, assim como 

o tempo de permanência dos microrganismos em ambientes marinhos. 

Uma das características principais da água do mar é o seu alto conteúdo salino. A 

concentração de sais dissolvidos (cloretos, sulfatos, carbonatos de sódio, de potássio, 

cálcio e de magnésio) encontra-se entre 33 e 37 g/Kg de água, sendo normalmente 

menor nas regiões menos profundas das praias e em estuários (Pelczar ef ai., 1981). 

A concentração salina está inversamente correlacionada com a sobrevivência dos 

coliformes fecais (Goyal et ai., 1977). 

Observou-se que as concentrações de E. coli em ambiente aquático estavam 

correlacionadas com os ciclos tidais, sendo a maior concentração observada durante a 

maré alta, pois o aumento de água permite que a coluna de água entre em contacto 

com solos previamente secos (Solo-Gabrielle et ai., 2000). 

Alguns autores defendem, que entre os factores que condicionam a sobrevivência 

de bactérias indicadoras em águas marinhas, a radiação solar aparenta ser o mais 

importante (Sinton eí ai., 1994; 1999). A banda UV-B (280 a 320 nm) é a porção mais 

bactericida do espectro solar, causando danos directos no DNA bacteriano 

(mecanismos fotobiológicos). Em comprimentos de onda superiores a 320 nm o 

espectro de acção afasta-se do padrão do espectro da absorvância do DNA, pelo que, 

deixam de existir mecanismos de danificação de DNA, passando a actuar os 

mecanismos fotoquímicos. Os mecanismos fotoquímicos ocorrem quando a luz solar é 

absorvida por um agente sensibilizador, provocando danos nas membranas celulares. 

Estas reacções tendem a ser mais injuriosas na presença do oxigénio (Sinton eí ai., 

1994; 1999). 
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Outros estudos demonstraram que a inactivação de bactérias indicadoras, provocada 

pela exposição à luz solar, diminui com o aumento da profundidade das águas 

(Davies-Colley et ai,, 1994; Sinton et ai., 1994). 

A identificação da luz solar como o maior agente bactericida permite algumas 

especulações acerca da sobrevivência de bactérias introduzidas pelo lançamento de 

esgotos em águas marinhas. Por exemplo, se a contaminação fecal do ambiente 

marinho ocorrer durante a noite, prevê-se que as bactérias entéricas não sejam 

inactivadas e a disseminação de bactérias viáveis poderá ocorrer até à radiação solar 

seguinte. Por outro lado, se a contaminação fecal ocorrer durante o dia e 

especialmente com luz solar intensa, a inactivação das bactérias será rápida, e a sua 

disseminação será drasticamente reduzida. Deve, contudo, ser reconhecido que a 

turvação, ondulação ou composição química da água pode interferir com a capacidade 

bactericida da luz solar (Fujioka et ai., 1981). 

Na ausência de predadores, os coliformes fecais podem crescer em ambientes 

aquáticos marinhos (Davies et ai., 1995). Os sedimentos podem actuar como 

reservatórios de bactérias entéricas, uma vez que as protegem de certos factores 

associados com o ambiente aquático, como a radiação UV, alta salinidade, toxicidade 

por metais pesados, ataques de bacteriofagos e predadores, e , além disso, podem 

actuar como dadores de nutrientes suportando o crescimento bacteriano (Davies et ai., 

1995; Fish & Pettibone, 1995). Estas bactérias podem ser ressuspendidas em 

resposta a diversos factores ambientais assim como em resultado de actividades 

recreativas (Goyal et ai., 1977). 

Alguns autores defendem que como estratégia de sobrevivência, as bactérias 

entéricas, nomeadamente Escherichia coli (Bogosian et ai., 1996; Davies et ai., 1995; 

Fish & Pettibone, 1995; Munro et ai., 1995; Pommepuy et ai., 1996), em condições 

adversas, como em ambiente marinho, entram num estado de dormência, referido 

como "viável não cultivável". Bactérias neste estado podem sobreviver durante um 

longo período de tempo em ambiente aquático, tomando-se num sério problema de 

saúde pública, uma vez que aquando da avaliação da qualidade da águas estas 

bactérias poderão originar resultados falso-positivos (Moe, 1997). 
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1.2. Antibióticos p-lactâmicos 

A utilização terapêutica dos antibióticos p-lactâmicos é generalizada dada as suas 

características farmacocinéticas, fraca toxicidade e actividade antibacteriana (Sirot et 

ai., 1987). São os antibióticos mais prescritos em todo o Mundo, pelo que é fácil 

depreender que a resistência a este importante grupo de agentes antimicrobianos seja 

um grave problema de saúde pública (Pitout era/., 1997). 

O grupo dos antibióticos p-lactâmicos é constituído por penicilinas, cefalosporinas, 

monobâctamicos e carbapenemos (Dever, 1991; Gobernado & Hontangas, 1997; 

Sousa ef ai., 1998). Todos os elementos deste grupo apresentam em comum um anel 

P-lactâmico constituído por três átomos de carbono e um de nitrogénio, com radicais 

substituintes. Nas penicilinas o anel p-lactâmico encontra-se unido com um anel de 

tiazolidina e nas cefalosporinas a um anel de di-hidrotiazina (Dever, 1991; Sousa & 

Prista, 1988). Nos antibióticos monobâctamicos apenas se mantém o anel P-lactâmico 

e nos carbapenemos verifica-se a presença de carbono em substituição de enxofre no 

anel de tiazolidina (Sousa era/., 1998). 

Os antibióticos p-lactâmicos são inibidores da biossíntese do peptidoglicano, na 

sua fase terminal (Sousa ef ai., 1998; Sousa & Prista, 1988). O peptidoglicano é 

constituído por cadeias lineares de dois açucares aminados, N-acetilglucosamina e 

ácido N-acetilmurâmico (Parente & Sousa, 1998), um peptídeo de cinco aminoácidos 

liga-se ao aminoácido N-acetilmurâmico, este peptídeo termina em D-alanil-D-alanina 

(Katzung, 1998). Os PBPs (Penicillin-binding-proteins) catalizam a reacção de 

transpeptidação, removendo a alanina terminal e estabelecendo pontes interpeptídicas 

com peptídeos vizinhos. Os p-lactâmicos são análogos estruturais do substrato D-Ala-

D-Ala e ligam-se covalentemente aos PBPs, após um p-lactâmico se ligar ao PBP a 

reacção de transpeptidação é inibida, a síntese de peptidoglicano é bloqueada e a 

célula morre (Katzung, 1998). 

Este grupo de antibióticos tem efeito bactericida apenas em células com parede 

celular em crescimento activo (Katzung, 1998; Sousa et ai., 1998; Sousa & Prista, 

1988). 
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1.3. Mecanismos de resistência aos antibióticos p-lactâmicos 

As bactérias podem sobreviver ao efeito bacteridítico dos antibióticos p-lactâmicos 

através de diversos mecanismos, tais como, a modificação de PBPs, 

impermeabilização da membrana exterior (nas bactérias Gram negativo), sistemas de 

efluxo ou hidrólise enzimática do anel p-lactâmico. 

1.3.1. Modif icação de PBPs 

Os PBPs são os alvos de actuação dos (3-lactâmicos, pelo que, alterações na 

estrutura de um ou de todos os PBPs podem promover resistência a este grupo de 

antibióticos em diversas espécies (Sousa & Prista, 1988). As modificações dos PBPs 

podem ser resultado de mutações nos genes cromossómicos, ou da aquisição de 

genes suplementares que codificam para novos PBPs (Georgopapadakou, 1993). 

Apesar deste mecanismo ser mais frequente em cocos Gram positivo, tais como 

Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae, é também possível ser 

encontrado em bactérias Gram negativo (Pitout et ai., 1997), como em algumas 

espécies de Neisseria, e, raramente, em Haemophilus influenzae (Spratt, 1994). 

1.3.2. Impermeabil ização da parede celular 

A membrana exterior da parede celular das bactérias Gram negativo possui um 

papel primordial numa variedade de funções. Além de interactuar com o ambiente 

bacteriano, serve também como uma barreira à difusão de solutos extracelulares 

(Doménech-Sánchez et ai., 1999). No entanto, compostos hidrofílicos e com P. M. 

inferior a 600-650 daltons, tais como nutrientes, produtos de metabolismo e 

antibióticos, podem atravessar esta membrana através de canais de difusão hidrófilos 

formados pelas porinas (Hayes & Wolf, 1990; Parente & Sousa, 1998). 

A perda de porinas como mecanismo de resistência a agentes antimicrobianos 

tem sido descrita em diversa espécies. Esta estratégia de resistência foi demonstrada 

em Klebsiella pneumoniae (Doménech-Sánchez et ai., 1999; Martinez-Martinez ef ai., 

1996; 1999). Nestes estudos foram isoladas estirpes clínicas resistentes a antibióticos 
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P-lactâmicos com uma característica em comum: a perda simultânea de expressão 

das porinas OmpK 35 e OmpK 36. 

A impermeabilidade pode também contribuir para a resistência ao imipenemo e 

meropenemo em Enterobacter spp., onde alterações na permeabilidade celular e o 

aumento da produção de p-lactamases cromossómicas se combinam para causar 

resistência a estes agentes antimicrobianos (Cornaglia et ai., 1995; Sanders, 1992). 

1.3.3. Sistemas de Efluxo 

Processos de efluxo activo têm sido descritos como causa de resistência a 

antibióticos em bactérias Gram negativo (Nikaido, 1996), como por exemplo, em 

Pseudomonas aeruginosa o sistema Mex AB-OprM que contribui para a resistência a 

antibióticos P-lactâmicos (Li et ai., 1998; Masuda et ai., 1999; Nakae et ai., 1999). 

1.3.4. Inactivação do antibiót ico por enzimas 

A causa mais comum de resistência a antibióticos (3-lactâmicos é a inactivação 

deste grupo de antibióticos mediada por diversas enzimas (Dever & Dermody, 1991; 

Gold & Moellering, 1996). Três classes de enzimas podem hidrolizar esta classe de 

antibióticos: p-lactamases, acilases e esterases (Sousa & Prista, 1988). Contudo, a 

produção de p-lactamases constituí o principal mecanismo de resistência aos 

antibióticos p-lactâmicos em enterobactérias (Livermore, 1995). Estas enzimas 

hidrolizam o anel p-lactâmico produzindo um derivado ácido sem propriedades 

antibacterianas (Medeiros, 1984; Pitoutef a/., 1997). 

As p-lactamases pertencem ao grupo das proteases, que estruturalmente são 

semelhantes aos PBPs. Esta enzimas podem ser produzidas por microrganismos 

Gram negativo ou Gram positivo, podendo a localização dos genes que as codificam 

ser cromossómica ou extracromossómica (Gobernado & Hontangas, 1997). 

Os níveis de resistência expressos por uma bactéria produtora de p-lactamases 

podem ser afectados por diversos factores, incluindo a quantidade de enzima 

produzida, a concentração do antibiótico, a afinidade do antibiótico para estas 

enzimas, a estabilidade do agente antimicrobiano às p-lactamases (Gobernado & 
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Hontangas, 1997; Medeiros, 1984) e, ainda, pela facilidade com que o antibiótico 

consegue ter acesso ao espaço periplasmático (Rice et ai., 2000). 

1.4. p - l a c t a m a s e s 

1.4.1. Classif icação geral das ^-lactamases 

Quadro I. Classificação de Bush (Adaptado de Pitout et ai., 1997) 

Grupo Características Exemplos de enzimas 
representativas  

1 Cefalosporinases não inibidas pelo ácido clavulânico AmpC 

2a Penicilinases inibidas pelo ácido clavulânico PC1 (S. aureus) 

2b Enzimas de largo espectro inibidas pelo ácido clavulânico TEM-1, TEM-2, SHV-1 

2be Enzimas de espectro alargado inibidas pelo ácido clavulânico TEM-3 a 28, SHV-2 a 6 

2br Enzimas de espectro alargado resistentes ao ácido clavulânico TEM-30 a 36, TRC-1 

2c Carbenicilinases inibidas pelo ácido clavulânico PSE-1.CARB-3 

2d Oxacilinases inibidas pelo ácido clavulânico OXA-1, PSE-2 

2e Cefalosporinases inibidas pelo ácido clavulânico P. vulgaris 

2f Carbapenemases não-metaloenzimas IMI-1, NMC-a, Sme-1 

3 Metalo-p-lactamases IMP, VIM, L1 (S. malthophilia) 

4 Penicilinases não inibidas pelo ácido clavulânico B. cepacia 

Existem diferentes classificações propostas para as (^-lactamases, sendo 

actualmente a mais aceite a classificação de Bush et ai. (1995) (Quadro I), na qual se 

distinguem quatro grupos (dentro dos quais, o grupo 2 incluí 8 subgrupos), em função 

do perfil do substrato, do perfil de inibição, do ponto isoeléctrico e (quando disponível) 

da sequência do gene correspondente (Perea & Martinez-Martinez, 1997). 

O grupo 1 inclui enzimas que são intrinsecamente resistentes a inibidores de p-

lactamases, as enzimas AmpC. Estas enzimas são produzidas naturalmente por uma 

variedade de espécies da família Enterobacteriaceae, de codificação cromossómica e, 

mais raramente, por genes localizados em plasmídeos (Bush et ai., 1995; Perea & 

Martinez-Martinez, 1997; Pitout et ai., 1997). 
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Entre as várias espécies de enterobactérias que produzem AmpC encontra-se 

Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Citrobacterfreundii, etc.). Nestas espécies 

AmpC pode ser induzida quando exposta a fortes indutores, tais como cefoxitina, 

cefalosporinas de terceira geração e imipenemo (Dudley, 1995; Gobemado & 

Hontangas, 1997). 

A grande maioria das estirpes de Escherichia coli, produzem quantidades mínimas 

da (3-lactamase cromossómica AmpC (Livermore, 1995). A enzima não é indutível e do 

ponto de vista clínico é irrelevante, pois não constituí um mecanismo eficaz de 

resistência aos (3-lactâmicos (Perea & Martinez-Martinez, 1997). Contudo, têm sido 

isoladas estirpes clínicas resistentes à ampicilina e cefalosporinas que produzem 

grandes quantidades de enzima cromossómica, devido a uma alteração no promotor 

de AmpC, permitindo assim uma expressão mais eficiente (Jacoby & Archer, 1991). 

O grupo 2 incluí várias enzimas que são intrinsecamente susceptíveis aos 

inibidores de (3-lactamases. Neste grupo encontram-se as enzimas do grupo 2b, no 

qual estão incluídas as p-lactamases mediadas por plasmídeos mais frequentemente 

isoladas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (Sanders & Sanders, 1992), que 

são do tipo TEM (TEM-1, TEM-2) ou SHV-1 (Dudley, 1995). Estas enzimas conferem 

resistência a ampicilina, piperacilina e ticarcilina, mas não a cefalosporinas de largo 

espectro, carbapenemos e monobactâmicos (Jacoby & Archer, 1991). Com excepção 

de Klebsiella pneumoniae (Ferreira et a/., 1992; Reig et a/., 1993), em que a enzima 

predominante é SHV-1, nas outras enterobactérias a enzima predominante é a TEM-1 

(Sousa eí ai., 1989 a, b; Jacoby, 1994). No grupo 2be encontram-se enzimas que 

possuem um espectro de actividade alargado e que são resultado de mutações 

pontuais nos genes que codificam para as enzimas do grupo 2b. Também as enzimas 

do grupo 2br, enzimas com afinidade reduzida para inibidores de (3-lactamases, são 

estruturalmente derivadas do grupo 2b (Bush eí ai., 1995). 

O grupo 3 incluí as metalo-p-lactamases, enzimas inibidas pelo EDTA. Este grupo 

incluí enzimas produzidas por Stenotrophomonas maltophilia, por espécies de 

Aeromonas, em algumas estirpes de Bacteroides, Pseudomonas aeruginosa e 

Acinectobacter baumanii. 

O grupo 4, as penicilinases não inibidas pelo ácido clavulânico, não é 

frequentemente encontrado (Pitout et ai., 1997). 
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1.4.2. Detecção e caracterização de ^-lactamases 

A primeira indicação da presença de p-lactamases decorre geralmente da 

observação da redução de susceptibilidade nos testes rotineiros de avaliação de 

sensibilidade aos agentes antimicrobianos. Esta observação pode ser confirmada por 

métodos simples de avaliação da produção de P-lactamases, por recurso a reacções 

cromogénicas, que se podem dividir em reacções em que a hidrólise do (3-lactâmico 

produz uma mudança de cor, como é o caso do nitrocefin, ou em reacções em que 

esta mudança depende de uma cadeia de reacções (Livermore, 1995). 

Nas décadas anteriores, a focagem isoeléctrica teve um papel primordial na 

identificação e caracterização de P-lactamases (Payne & Farmer, 1998). Contudo, o 

aumento exponencial do número de p-lactamases, começa a tornar este método 

insuficiente para permitir uma identificação fiável. De facto, correntemente, 47 p-

lactamases focam de pi 5 a pi 6 e 36 enzimas entre 8 e 9. Adicionalmente diversas p-

lactamases da família TEM têm o mesmo pi e são, por isso, indistinguíveis por 

focagem isoeléctrica (Mabilat & Courvalin, 1990; Payne & Farmer, 1998; Payne & 

Thomson, 1998). Sendo assim outros métodos, tais como técnicas de hibridação de 

DNA (Arlet & Philippon, 1991; Mastrantonio et ai., 1996), oligotipagem (Mabilat & 

Courvalin, 1990), PCR-SSCP (M'Zali et al., 1996; Speldooren et ai., 1998), LCR (Kim 

& Lee, 2000) têm sido propostos para a identificação de diferentes p-lactamases 

(Payne & Thomson, 1998). No entanto, em alguns casos, esta caracterização ainda 

continua a ser combinada com estudos cinéticos e focagem isoeléctrica. 

A utilização de sondas para a detecção de genes codificadores de p-lactamases 

tem sido muito utilizada (Payne & Thomson, 1998). Embora ainda não tenham sido 

descritas sondas para todos os determinantes, a maioria destes genes de resistência 

são derivados dos genes que codificam para P-lactamases do tipo TEM, SHV, CARB, 

PSE, OXA (Tenover & Unger, 1993), IMP e VIM. A maioria destas sondas são 

fragmentos de restrição de DNA obtidos de plasmídeos recombinantes que codificam 

as enzimas (Arlett & Philippon, 1991). 

As sondas intragénicas são rapidamente produzidas quando a sua sequência está 

determinada. A utilização de sondas é um método muito útil na classificação de p-

lactamases, e tem como vantagem a possibilidade de determinar, quando associada 
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ao formato Southern blot, se o gene da (3-lactamase em estudo se localiza num 

plasmídeo ou no cromosoma (Arlett & Philippon, 1991). 

No entanto, a caracterização detalhada de variantes de enzimas apresenta 

diversas dificuldades. Por exemplo, uma sonda TEM intragénica poderá identificar 

uma (3-lactamase de espectro alargado de tipo TEM, mas poderá não a distinguir da 

enzima TEM-1 e, por outro lado, o mesmo isolado poderá produzir mais que uma 

enzima da família TEM (Mabilat & Courvalin, 1990). 

Para discriminar variantes de ò/aTEM Malibat & Courvalin (1990) desenvolveram o 

método de oligotipagem. Este método, consiste na detecção, através de hibridação 

com sondas oligonucleótidas, de mutações pontuais nos genes que codificam as p-

lactamases. A oligotipagem além de ser um método rápido e sensível tem também 

como vantagem a capacidade de detecção de genes que codificam enzimas mesmo 

quando estas estão fenotipicamente disfarçadas pela presença de outras (3-

lactamases. Contudo, a confirmação e caracterização definitiva de cada enzima 

necessita da confirmação da sequência nuleotídica do gene que a codifica. 

"Polimerase chain reaction-single strand conformational polymorphism" (PCR-

SSCP) é um método que tem sido adaptado e aplicado na diferenciação de genes que 

codificam as p-lactamases. Este método foi aplicado com sucesso na caracterização 

de P-lactamases do tipo SHV (M'Zali et ai., 1996) e na diferenciação de genes 

derivados de TEM que codificam p-lactamases resistentes a inibidores de p-lactâmicos 

(Speldooren et ai., 1998). PCR-SSCP, ao contrário de outros métodos usados para a 

caracterização de p-lactamases, tem as vantagens de ser reprodutível, menos 

trabalhoso e mais rápido (M'Zali et ai., 1996; Speldooren et ai., 1998). 

Recentemente foi aplicada a técnica LCR ("Ligase chain reaction") à identificação 

de p-lactamases. Esta técnica utiliza uma ligase termostável e permite a discriminação 

de sequências de DNA que apenas diferem em um par de bases. Com base nesta 

técnica, Kim & Lee (2000), desenvolveram um método genotípico para caracterizar 

mutações pontuais nos genes que codificam as p-lactamases do tipo SHV. Com base 

nos resultados obtidos, os autores concluem que esta técnica permite uma 

caracterização detalhada das p-lactamase, mais fácil e rápida que a sequenciação. 

Ainda concluem que o uso desta técnica poderá ser aplicado à caracterização de 
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mutações em p-lactamase de espectro alargado de tipo TEM ou outros genes de 

resistência que apenas defiram numa mutação pontual. 

1.4.3. Classif icação de p-lactamases de espectro alargado 

Diversos esquemas têm sido propostos para a classificação de p-lactamases de 

espectro alargado (Bush et ai., 1995; Jacoby, 1994; Livermore, 1999; Sirot, 1995). 

Estas enzimas podem ser agrupadas nos seguintes grupos: p-lactamases derivadas 

de TEM ou SHV, não derivadas de TEM ou SHV (neste grupo são incluídas as (3-

lactamases cromossómicas de Klebsiella oxytoca), cefamicinases e carbapenemases 

(Livermore, 1999). 

O primeiro grupo de p-lactamases de espectro alargado a ser descoberto, e 

clinicamente mais importante, englobava as enzimas resultantes de mutações nas 

estruturas dos genes estruturais que codificam as enzimas TEM-1, TEM-2 e SHV-1 

(Bush & Miller, 1998; Jacoby, 1994). Estas mutações alteram a configuração da 

enzima, perto do seu local activo, provocando uma aumento da afinidade e 

capacidade hidrolítica das p-lactamases para antibióticos p-lactâmicos com grupos 

oximino (Jacoby & Han, 1996). Além de hidrolizarem cefalosporinas de primeira 

geração e penicilinas, estas enzimas também causam resistência a oximino-p-

lactâmicos (por exemplo, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona e aztreonamo) (Bush et 

ai., 1995; Dudley, 1995) e são sensíveis a inibidores de p-lactamases, tais como ácido 

clavulânico, sulbactam ou tazobactam. 

As p-lactamases derivadas de TEM ou SHV variam consideravelmente no nível de 

resistência que conferem à cefotaxima, ceftazidima e aztreonamo, considerados os 

antibióticos principais na diferenciação de fenótipos TEM ou SHV (Sirot, 1995). Os 

pontos isoeléctricos destas enzimas derivadas de TEM variam de 5,25 a 6,5 enquanto 

que, as p-lactamases de espectro alargado derivadas de SHV, possuem um ponto 

isoeléctrico mais alcalino (Sanders, 1992). 

Nos quadros II e III estão representadas as p-lactamases de espectro alargado 

derivadas de SHV e TEM. 

Apesar de ser um fenómeno pouco frequente, os genes que codificam as p-

lactamases de espectro alargado podem estar localizados no cromossoma, como é o 
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caso de Klebsiella oxytoca. Este microrganismo produz vários tipos de (3-lactamases, 

incluindo uma que confere um baixo nível de resistência à cefotaxima, elevado nível 

de resistência ao aztreonamo e que apresenta 40% de homologia com a sequência 

aminoacídica de TEM-1 (Arakawa et ai., 1989). 

Quadro II: p-lactamases de espectro alargado derivadas de SHV (Adaptado de Jacoby 
& Bush, 2001) 

P-lactamases Pi Referência 

SHV-2 7,6 

SHV-2a 7,6 

SHV-3 7,0 

SVH-4 7,8 

SHV-5 8,2 

SHV-6 7,6 

SHV-7 7,6 

SHV-8 7,6 

SHV-9 (SHV-5a) 8,2 

SHV-12 (SHV-5-2a) 8,2 

SHV-13 7,6 

SHV-14 

SHV-15 

SHV-18 

SHV-19 

SHV-20 

SHV-21 

SHV-22 

SHV-24 

SHV-25 

SHV -26 

SHV-27 8,2 

Kliebeefa/., 1985 

Podbielskief a/0991 

Nicolas ef a/., 1993 

Peduzzi et ai., 1989 

Billot-Kleinef a/., 1990 

Arletefa/, 1997 

Bradford ef a/., 1995 

Rasheed ef a/., 1997 

Prinarakisef a/., 1996; 1997 

Nuesch-lnderbinen era/., 1997 

Yuan era/., 2000 

Yuan et ai, 2001 

Chanawong era/., 2000 

Rasheed et ai., 2000 

Essack ef a/., 2001 

Essack et ai., 2001 

Essack et ai., 2001 

Essack et ai., 2001 

Kurokawa et ai., 2000 

Corkill era/., 2001 
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Quadro III: p-lactamases de espectro alargado derivadas de TEM (Adaptado de Jacoby 
&, Bush 2001) 

(}-lactamase Pi Referência p-lactamase Pi Referência 

TEM-3(CTX-1) 6,3 Sirotefa/,, 1987 TEM-26(YOU-1) 5,6 Naumovski et ai., 1992 
(TEM-14) Sougakoff, et ai., 1988 

TEM-4 5,9 Paulefa/, 1989 

Sougakoff, ef a/., 1989 

TEM-27 5,9 Morosini et ai., 1995 

TEM-5(CAZ-1) 5,5 Sougakoff, et ai., 1989 

Petit ef a/., 1988 

TEM-28 6,1 Bradford et al., 1996 

TEM-6 5,9 Bauemfeind & Hórl, 1987 TEM-29 5,42 Arletefa/., 1995 

TEM-7 5,4 Gutmannefa/., 1988 TEM-42 5,8 Chanaleía/., 1997 
TEM-8 (CAZ-2) 5,9 Chanal et ai., 1989 

Chanaleía/., 1992 

Goussard & Courvalin 1999, 

TEM-43 6,1 Yangef a/., 1998 

TEM-9(RHH-1) 5,5 Spencer ef ai., 1987 TEM-46 (CAZ-9) 6,5 Chanaleía/., 1997 
TEM-10(MGH-1) 5,6 Quinnef a/., 1989 TEM-47 6,0 Gniadkowski et ai., 1998 

(TEM-E3) Riceefa/., 1993 

(TEM-23) Vuyee/a/., 1989 

TEM-11 (CAZ-lo) 5,6 Vuyeef a/., 1989 

Mabilat & Courvalin, 1990 

Goussard & Courvalin, 1999 

TEM-48 6,0 Gniadkowski et ai., 1998 

TEM-12(YOU-2) 5,25 Goussard & Courvalin, 1999 TEM-49 6,0 Gniadkowski eia/., 1998 
(CAZ-3) Webber et ai., 1990 

(TEM-23) Chanal et ai., 1994 

TEM-13 5,6 Mabilat & Courvalin, 1990 

Goussard & Courvalin, 1999 

TEM-50(CMT-1) 5,6 Sirotefa/J997 

TEM-15 6,0 Mabilat & Courvalin, 1990 

Goussard & Courvalin, 1999 

TEM-52 6,0 Poyart eia/., 1998 

TEM-16(CAZ-7) 6,3 Gutmann et ai., 1988 

Chanal ef a/., 1992 

TEM-53 Goussard & Courvalin, 1999 

TEM-17 5,9 Mabilat & Courvalin, 1990 

Rosenauef a/., 2000 

TEM-54 Goussard & Courvalin, 1999 

TEM-18 6,3 Mabilat & Courvalin, 1990 TEM-55 5,2 Labia et al., 1997 
TEM-19 5,4 Mabilat & Courvalin, 1990 TEM-56 6,4 Neuwirth e ia / , 2000 
TEM-20 5,4 Ben et al, 1990 

Arletefa/, 1995; 1999 

TEM-57 5,2 Bonnet eia/., 1999 

TEM-24 (CAZ-6) 6,5 Chanaleía/., 1989; 1992 

Goussard & Courvalin 1999, 

TEM-58 5,2 Speldoorenefa/., 1998 

TEM-25 (CTX-2) 5.3 Poupart, ef ai., 1991 

Chanaleía/., 1994 

TEM-60 6,4 Franceschini ef a/., 1998 
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Quadro III: p-lactamases de espectro alargado derivadas de TEM (Adaptado de Jacoby 
& Bush, 2001) (continuação) 

(3-lactamase Pi Referência (3-lactamase pl Referência 

TEM-61 (CAZ-hi) 6,5 Vuyeefa/., 1989 TEM-80 

TEM-62 Essackefa/., 1998 TEM-81 

TEM-63 (TEM-64) 5,6 Essackefa/., 1998 TEM-82 

TEM-66 6,0 Bonnet ef a/., 1999 TEM-83 

TEM-67 TEM-84 

TEM-68 5,7 Fiett ef a/. 2000 TEM-85 

TEM-69 TEM-86 

TEM-70 5,2 TEM-87 

TEM-71 TEM-88 

TEM-72 Perilli ef ai., 2000 TEM-89 

TEM-75 5,2 Bonnet ef a/., 1999 TEM-90 5,55 

Outro tipo de p-lactamases de espectro alargado são as enzimas que conferem 

resistência a oc-metoxicefalosporinas, tais como cefoxitina, cefotetan, assim como a 

oximino-(3-lactâmicos (Bush ef al., 1995; Jacoby & Han, 1996; Livermore, 1995). Estas 

enzimas não são inibidas pelo ácido clavulânico nem por outro inibidor de (3-

lactamases (Tenover ef ai., 1999). No quadro IV estão representadas as P-lactamases 

de espectro alargado do tipo AmpC conhecidas até à data, o seu ponto isoeléctrico, os 

microrganismos onde foram descritas pela primeira vez e o seu país de origem. 

A partir de 1990 têm aumentado as referências de p-lactamases de tipo AmpC 

mediadas por plasmídeos, havendo já descrição de alguns surtos causados por 

espécies da família Enterobacteriaceae que produtoras destas enzimas (Bradford et 

ai., 1997; Gazouli et ai., 1996; Nadjar et ai., 2000; Papanicolau ef ai., 1990). 

A elevada homologia encontrada entre p-lactamases plasmídicas do tipo AmpC e 

o gene ampC localizado no cromossoma de diversas espécies sugere uma possível 

origem cromossómica. Como exemplos, as enzimas CMY-2 (Bauernfeind et ai., 1996), 

BIL-1 (Payne et ai., 1992), LAT-2 (Gazouli et ai., 1996), CMY-4 (Verdet et ai., 1998), 

LAT-3 e LAT-4 (Gazouli ef ai., 1996) estão altamente relacionadas com a 

cefalosporinase cromossómica de Citrobacer freundii, as enzimas MIR-1 (Papanicolau 

ef ai., 1990) e ACT-1 (Bradford et ai., 1997) com a cefalosporinase cromossómica de 
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Enterobacter cloacae. Por outro lado as enzimas CMY-1 (Bauemfeind et ai., 1989), 

MOX-1 (Horii et ai., 1993) e FOX-1 (Leiza era/., 1994) demonstram elevada homologia 

com a enzima cromossómica de Pseudomonas aeruginosa, as enzimas DHA-1 

(Barnaud et ai., 1998) e DHA-2 (Fortineau et ai., 2001) com o gene ampC de 

Morganella morganii, e a enzima ACC-1 aparenta derivar da enzima AmpC 

cromossómica de Hafnia alvei (Rouveau et ai., 2000). 

Quadro IV: (3-lactamases de espectro alargado do tipo AmpC. 

P-lactamase Microrganismo País de origem pi Referência 

CMY-1 K. pneumoniae Coreia do sul 8,0 Bauemfeind et ai., 1989 
CMY-2 K. pneumoniae Grécia 8,1 Bauemfeind eia/., 1990 
CMY-3 P. mirabilis França 9,0 Bretefa/., 1998 
CMY-4 P. mirabilis Tunísia 9,2 Verdetefa/., 1998 
CMY-5 K. oxytoca Suécia Wuefa/, 1999 
CMY-8 K. pneumoniae Taiwan 8,25 Yan et ai, 2000 
MIR-1 K. pneumoniae EUA 8,4 Papaniculau ef a/., 1990 
BIL-1 E. coli Paquistão 8,8 Payne et ai., 1992 
MOX-1 K. pneumoniae Japão 8,9 Horii et ai., 1993 
LAT-1 K. pneumoniae Grécia 9,4 Tzouvelekis eí a/., 1993 
LAT-2 K. pneumoniae 

E. coli 

Grécia 9,1 Gazouli et ai., 1996 

LAT-3 E. coli Grécia 8,4 Gazouli ef a/., 1998 
LAT-4 E. coli Grécia 9,4 Gazouli et ai., 1998 
FOX-1 K. pneumoniae Argentina 6,8-7,2 Leiza ef a/., 1994 
FOX-2 E. coli Alemanha 6,7 Bauemfeind et ai., 1997 
FOX-3 K. oxytoca Itália 7,25 Marcheseef a/., 1998 
FOX-4 E. coli Espanha 6,4 Boue/a/ , 2000 
DHA-1 S. enteritidis Arábia Saudita 7,8 Gaillotefa/., 1997 
DHA-2 K. pneumoniae França Fortineau et ai., 2001 
ACT-1 K. pneumoniae EUA 9,0 Bradford ef a/, 1997 
ACC-1 K. pneumoniae Alemanha 7,7 Bauemfeind ef ai., 1999 

A enzima CMY-3 descrita em Proteus mirabilis tem localização cromossómica. É 

sugerido que o gene ampC tipo blaCm-2 migrou do cromossoma de C. freundii para um 

plasmídeo através de um transposão. Este plasmídeo após ter sido transferido para 
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P.mirabilis, foi transposto do plasmídeo para o cromossoma (Bret et al., 1998), como 

sugerido anteriormente para ACT-1 (Bradford et ai., 1997). 

Com excepção de DHA-1 e DHA-2, nenhuma das enzimas descritas apresenta o 

gene regulador ampR. A enzima DHA-2 tem também a particularidade de ser a 

primeira cefalosporinase plasmídica indutível descrita em Klebsiella pneumoniae 

(Fortineauefa/., 2001). 

É de salientar que a enzima CMY-2, apesar de ser descrita pela primeira vez em 

Klebsiella pneumoniae, foi já encontrada numa estirpe de Salmonella spp. isolada de 

animais e humanos (Winokur et ai., 2000). Este facto representa um problema 

terapêutico tanto na saúde humana, assim como animal. Além disso, levanta questões 

adicionais acerca da associação entre a resistência a agentes antimicrobianos, o uso 

de antibióticos nos animais e a transferência de Salmonella spp. com múltipla 

resistência entre homens e animais. 

As carbapenemases constituem outro grupo de (3-lactamases de espectro 

alargado. As carbapenemases da classe molecular A são raras e existem apenas 

alguns exemplos, NMC-A Sme-1 e IMI-1 em Enterobacter spp. e Serratia spp. As 

carbapenemases de classe B foram conhecidas durante algum tempo como enzimas 

mediadas pelo cromossoma, no entanto, começam já a aparecer genes transferíveis 

que codificam estas enzimas. Estas enzimas foram já encontradas em Pseudomonas 

spp., Serratia spp, Klebsiella pneumoniae e ainda em Acinectobacter spp. (Livermore, 

1999). 

1.4.4. Detecção de estirpes produtoras de p1-lactamases de espectro 
alargado derivadas de TEM e SHV 

A prevalência de estirpes produtoras de p-lactamases de espectro alargado, é, 

provavelmente, maior do que o que é geralmente descrito, pois existem algumas 

dificuldades na sua detecção laboratorial (Coudron et ai., 1997; Katsanis ef ai., 1994; 

Vercauteren et ai., 1997). Algumas p-lactamases de espectro alargado conferem 

elevado nível de resistência a todos os oximino-p-lactâmicos, enquanto que, outras 

apenas conferem uma diminuição de susceptibilidade ou resistência a um determinado 

(3-lactâmico, o que pode provocar um problema para o laboratório clínico, uma vez que 

os organismos que produzem (3-lactamases de espectro alargado menos activas 
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poderão escapar à detecção laboratorial e estarem na origem de insucessos 

terapêuticos (Jacoby & Han, 1996; Katsanis, et ai., 1994). Existem já descritos alguns 

casos de insucesso terapêutico com cefalosporinas de espectro alargado, usadas para 

tratamento de infecção causas por enterobactérias produtoras de (3-lactamases de 

espectro alargado (Bush eia/., 1995; Thomson eia/., 1999). 

O desenvolvimento de vários testes para a detecção de (3-lactamases de espectro 

alargado denota a grande necessidade da sua utilização. Até os testes se tornarem 

válidos, os hospitais correm o risco da disseminação de estirpes resistentes que 

escaparem à detecção. Mais importante, os pacientes, continuarão a correr o risco de 

serem infectados com estirpes que não responderão à terapia aparentemente 

apropriada (Sanders et al., 1996). 

Diversos métodos para a detecção de estirpes produtoras de (3-lactamases foram 

já descritos: método do sinergismo entre discos (Jarlier et ai., 1988), teste tri­

dimensional (Thomson & Sanders, 1992), painéis de microdiluição (Moland et ai., 

1998; Thomson et ai., 1999), teste "Vitek" (Sanders et ai., 1996) e tiras "E-test" para a 

detecção de p-lactamases de espectro alargado (Cormican et ai., 1996; Vercauteren et 

ai., 1997). Além destes métodos, foi recentemente descrito o teste "Mast Double Disc" 

(M'Zali ef al., 2000). No entanto, continua a haver a necessidade de um método fácil, 

rápido e reprodutível para a detecção de estirpes produtoras de p-lactamases de 

espectro alargado, e que possa ser convenientemente usado em ensaios de 

diagnóstico rotineiros em laboratórios clínicos (M'Zali et al., 2000). 

O teste de sinergismo de disco duplo, descrito por Jarlier ef ai. (1988), é baseado 

no sinergismo entre inibidores de p-lactamases e cefotaxima, ceftazidima e 

aztreonamo. Este método consiste na colocação de discos de cefalosporinas de 

terceira geração na proximidade, de 20 a 30 mm, de discos contendo ácido 

clavulânico, numa placa inoculada com o organismo a testar. O aumento da zona de 

inibição entre o disco de cefalosporina e o disco com ácido clavulânico é indicação da 

presença de uma enzima 2be do grupo de Bush (Jarlier et ai., 1988; Thomson & 

Sanders, 1992). Este método demonstrou ser um método simples, sendo usado como 

método de referência para a detecção de estirpes produtoras de p-lactamases de 

espectro alargado (Katsanis eí ai., 1994; Sanders ef ai., 1996; Thomson & Sanders, 

1992). Este método permite testar mais que um agente antimicrobiano, permitindo 
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assim uma maior sensibilidade na detecção de p-lactamases de espectro alargado 

(Coudron et al., 1997J. No entanto, a colocação precisa e o correcto armazenamento 

dos discos, e a criação de testes apropriados de controlo são factores críticos na 

sensibilidade deste método (Cormican et ai., 1996). 

Dois produtos disponíveis comercialmente, o teste "Vitek" (BioMerieux Vitek, 

Hazelwood, Mo) (Sanders et ai., 1996; Tzouvelekis ef aí., 1999) e as tiras de "E-test" 

(AB Biodisk, Solna, Sweden) (Cormican et ai., 1996; Vercauteren et ai., 1997) são 

também usados na detecção de estirpes produtoras de p-lactamases. Estes testes 

demonstraram uma percentagem de sensibilidade superior a 90% (Tenover et ai., 

1999). Ambos os testes são baseados na avaliação da concentração mínima inibitória 

para a ceftazidima na presença de uma concentração fixa de ácido clavulânico. A 

ceftazidima é, geralmente, o antibiótico escolhido para estes testes, pois é um 

excelente substrato para a maioria das p-lactamases de espectro alargado descritas 

(Katsanisef a/., 1994). 

No método "Mast Double Disc" é colocado um disco contendo uma cefalosporina 

de terceira geração e um disco complementar contendo essa cefalosporina e ácido 

clavulânico numa placa inoculada com a estirpe a testar. Quando a razão entre o halo 

de inibição do disco de cefalosporina com o ácido clavulânico e o halo de inibição do 

disco da cefalosporina é igual ou superior a 1,5, indica a presença de uma estirpes 

produtora de p-lactamases de espectro alargado. De acordo com os autores, este 

teste tem a vantagem de, comparativamente ao método de disco duplo e tiras "E-test", 

ser menos dispendioso (M'Zali et al., 2000). 

1.5. Determinantes genéticos da resistência a antibióticos 

A resistência bacteriana a antibióticos pode ser classificada como intrínseca, 

natural ou adquirida (Courvalin, 1996; Hayes & Wolf, 1990; Trieu-Cuot & Poyart, 1998). 

Estudos genéticos e bioquímicos revelam que a resistência adquirida é conduzida por 

dois processos genéticos na bactéria: mutação e selecção (frequentemente 

denominada evolução vertical) e troca de genes entre estirpes, espécies e/ou mesmo 

entre géneros (evolução horizontal) (Smith & Lewin, 1993). 
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Existem diversos mecanismos que podem contribuir para a resistência bacteriana 

aos agentes antibacterianos (Nikaido, 1998; Pelczar, 1993; Smith & Lewin, 1993; 

Trieu-Cuot & Poyart, 1998), estes podem ser sumariados do seguinte modo: 

- síntese de enzimas em quantidade suficiente que destroem ou modificam a 

estrutura do antibiótico, tornando-o inactivo. Exemplos deste tipo de mecanismo são a 

hidrólise de penicilinas formando ácido penicilóico ou a inactivação do cloranfenicol 

mediada por acetiltransferases (CATs). 

- impossibilidade de acesso do antibiótico ao seu local específico de actuação, 

como por exemplo, a resistência de algumas estirpes de Gram negativo ao 

cloranfenicol, (3-lactâmicos, tetraciclinas e quinolonas, que pode ser devida à 

impermeabilização da membrana exterior. 

- modificação do receptor alvo do antibiótico. É o caso da resistência aos 

macrólidos (exemplo, a eritromicina) nas bactérias Gram negativo. Estes antibióticos 

têm afinidade para o RNA 23S, pelo que a sua metilação, em bactérias produtoras de 

metilases, determinam a perda de afinidade do antibiótico para o seu receptor 

modificado. 

- redução da acumulação do agente antimicrobiano, esta diminuição pode ser 

devida a uma bomba de efluxo membranar, sintetizada pela bactéria, que expulsa o 

antibiótico (por exemplo, a tetraciclina) para o exterior da bactéria. 

1.5.1. Resistência intrínseca e resistência natural 

A resistência intrínseca refere-se ao comportamento de algumas espécies 

bacterianas, que apresentam sempre uma concentração mínima inibitória para um 

antibiótico superior ao que inibe normalmente outras bactérias de características 

semelhantes. Este facto pode dever-se a características particulares do agente 

antimicrobiano ou da espécie bacteriana, que impedem o acesso normal do fármaco 

ao seu local específico de actuação. Também ocorre quando há modificações naturais 

no local alvo e quando toda a população bacteriana apresenta de um modo natural um 

mecanismo de resistência. A resistência das enterobactérias à vancomicina e 

eritromicina, assim como a resistência de Staphylococcus aureus ao ácido nalidíxico e 

o género Enterococcus às cefalosporinas, são exemplos de resistência intrínseca 

(Moreno, 1997). 
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A resistência natural implica a insensibilidade da bactéria ao antibiótico por 

carecer da estrutura alvo do antibiótico. Como exemplos deste tipo de resistência, 

pode-se referir a resistência das bactérias Gram positivo à polimixina. Este antibiótico 

actua sobre a membrana externa dos microrganismos Gram negativo, estrutura 

inexistente nas bactérias Gram positivo (Moreno, 1997). 

1.5.2. Resistência adquirida 

A expressão "resistência adquirida" é usada para descrever a situação em que 

uma estirpe resistente emerge de uma população previamente sensível a um 

determinado agente antimicrobiano (Hayes & Wolf, 1990). 

A resistência bacteriana adquirida pode ser o resultado final de uma mutação no 

cromossoma, ou num plasmídeo da célula hospedeira, da aquisição de nova 

informação genética (Courvalin, 1996), através de um plasmídeo, transposão ou 

integrão (Roy, 1999; Trieu-Cuot & Poyart, 1998), ou ainda, devida a mutações no 

material genético adquirido (Moreno, 1997) 

1.5.2.1. Mutação 

As mutações são alterações na sequência nucleotídica de um gene que ocorrem 

espontaneamente durante o processo de replicação do DNA (Pereira, 1998). No caso 

da resistência bacteriana a antibióticos, a taxa de mutação é frequentemente definida 

como a frequência in vitro com que mutantes detectáveis emergem na população 

bacteriana na presença de uma determinada concentração de antibiótico (Martinez & 

Baquero, 2000). O processo de mutação na população bacteriana não é um evento 

estático e diversos factores podem influenciar a frequência e tipo de mutantes que 

podem ser seleccionados sob uma determinada pressão antibiótica selectiva. Por 

exemplo, a frequência de mutação pode mudar fortemente de acordo com a 

concentração de um determinado antibiótico (Kohler et ai., 1997). Outro factor que 

pode regular a frequência de mutação são as condições fisiológicas, tal como a 

disponibilidade de uma determinada fonte de carbono (Hughes & Andersson, 1997). 

Existem três importantes tipos de genes intrínsecos (que preexistem no genoma 

das populações susceptíveis) que são relevantes para a emergência de mutantes 

resistentes a antibióticos (Martinez & Baquero, 2000): genes envolvidos na síntese e 
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posição do receptor alvo do antibiótico (incluindo aqueles que são requeridos para a 

activação do antibiótico inicialmente inactivo); genes envolvidos no acesso do 

antibiótico ao receptor; e genes envolvidos na protecção do local de acção do 

antibiótico, incluindo destoxicação pelas enzimas que modificam o antibiótico ou efluxo 

de compostos antibacterianos. 

As mutações cromossómicas apenas podem ser transmitidas à descendência 

durante a replicação, sendo assim, a capacidade de alastramento deste tipo de 

resistência é limitada (Smith & Lewin, 1993). 

1.5.2.2. Aquis ição de plasmídeos, t ransposões e integrões 

Os genes que conferem resistência podem ser transferidos de uma bactéria 

resistente para uma bactéria sensível através de mecanismos de transferência de 

genes: conjugação, transformação ou transdução. A resistência transmissível é 

mediada via plasmídeos, transposões ou integrões (Davies, 1993; Roy, 1999; Smith & 

Lewin, 1993). 

A transferência de genes, via plasmídeos, tem um papel primordial na 

disseminação de resistência (Davies, 1993). Os plasmídeos são elementos genéticos 

extracromossómicos, transmissíveis de forma estável a novas gerações, e que, têm 

um sistema de replicação próprio e autónomo (Pelczar et ai., 1993; Pereira, 1998; 

Sousa & Prista, 1988). Este DNA extracromossómico ocorre naturalmente em 

bactérias, no núcleo de leveduras e em algumas células eucarióticas (Lodish et ai., 

1996), o seu tamanho pode variar de 3 kb a 400 Kb (Pereira, 1998). 

Os plasmídeos não são essenciais para a célula bacteriana, no entanto, se 

existirem podem conferir à célula novas funções que poderão ser vantajosas. Por 

exemplo, alguns plasmídeos bacterianos codificam enzimas que inactivam antibióticos, 

sendo assim, uma célula bacteriana que contenha este plasmídeo é resistente ao 

antibiótico, e pode-se replicar num ambiente que contenha este agente antibacteriano, 

enquanto que o mesmo tipo de bactéria que não possua este plasmídeo morrerá neste 

ambiente (Lodish ef ai., 1996). Uma bactéria pode albergar mais do que um 

plasmídeo. É frequente que um plasmídeo possua vários genes de resistência, pelo 

que, um só plasmídeo pode determinar resistência a cerca cinco a seis famílias de 

antibióticos (Trieu-Cuot & Poyart, 1998). 
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Os plasmídeos podem ser conjugativos, se transportarem os genes que codificam 

as funções para a sua transferência, incluindo o genes que codificam a síntese de pili 

sexual, elemento essencial à reunião entre duas células. No entanto, existem 

inúmeros exemplos de plasmídeos, particularmente plasmídeos de resistência, que 

não possuem as funções de transferência. Contudo, estes plasmídeos podem ser 

mobilizados pelos plasmídeos conjugativos e, desta forma, passarem para outras 

estirpes bacterianas (Pereira, 1998). 

Estudos ambientais sugerem que a resistência a antibióticos mediada por 

plasmídeos é comum em microrganismos de ambiente marinho, estuários e rios (Baya 

et ai., 1986; Burton et ai., 1882; Dahlberg eí ai., 1997; Goodman ef ai., 1993; Hada & 

Sizemore, 1981; Hermasson eí ai., 1987), mesmo na ausência de uma pressão 

antibiótica selectiva (French eí ai., 1987). 

Os transposões são segmentos de DNA móveis que se podem inserir em vários 

locais do cromossoma bacteriano, assim como mover-se entre plasmídeos (Gold & 

Moellering, 1996), permitindo a translocação de genes de resistência do cromossoma 

bacteriano para um plasmídeo, ou de um plasmídeo para outro, originando assim a 

construção de inúmeros plasmídeos diferentes (Trieu-Cuot & Poyart, 1998). 

Os transposões não possuem funções auto-replicativas e para se perpetuarem 

necessitam dos replicões (segmentos de DNA de cadeia dupla servidos por uma única 

origem de replicação e que transportam os genes necessários à sua replicação) 

(Pereira, 1998). 

A maior parte da disseminação da resistência a antibióticos em bactérias Gram 

negativo é devida aos integrões (Roy, 1999). Os integrões podem ser divididos em 

quatro classes, tendo por base a natureza do gene da integrase e o tamanho da 

estrutura (Poirel ef ai., 2000). Os integrões mais frequentemente encontrados em 

isolados clínicos resistentes a antibióticos de membros da família Enterobacteríaceae 

e Pseudomonas pertencem à classe 1 (Poirel ef ai., 1999). Um integrão da classe 1, 

pode ser definido como um elemento genético móvel que possui dois segmentos 

conservativos, localizados em cada lado do local de inserção da cassete de genes. O 

segmento 5' incluí um gene, intl, que codifica a integrase; attl, local de integração da 

cassete; e o promotor, Pant, que é responsável pela expressão da cassete de genes 

(Bennet, 1999; Hall, 1997; Lévesque et ai., 1995; Poirel et ai., 1999). O segmento 
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3'incluí duas "open reading frames" (ORFs) e o determinante de resistência à 

sulfamida (Recchia & Hall, 1995). 

Os intégrées podem ser encontrados no cromossoma, em transposões da família 

Tn21, ou ainda, em plasmídeos de diversos grupos de hospedeiros (Lévesque et ai., 

1995;Olsen, 1999). 

Recentemente, em França, foi descrito um integrão, denominado In52, 

pertencente à classe 1, com genes que codificam (3-lactamases de espectro alargado 

numa estirpe de Klebsiella pneumoniae (Poirel et ai., 2000). 

1.6. Transferência de genes em ambiente marinho 

A transmissão horizontal de genes tem grande impacto na adaptabilidade, 

evolução e diversidade genética bacteriana (Dahlberg et ai., 1997; Saye ef ai., 1990). 

As bactérias podem transferir a sua informação genética através de três mecanismos: 

transformação, transdução e conjugação. Existem trabalhos que demonstram que 

estes mecanismos podem ocorrer em ambiente marinho (Gauthier & Breitmayer, 1990; 

Jiang & Paul, 1998; Paul era/., 1991; Stewart & Sinigalliano, 1990). 

1.6.1. Transformação 

A transformação genética consiste na captação de DNA extracelular (plasmídico 

e/ou cromossómico) e incorporação desta informação genética hereditária no interior 

da célula. Este mecanismo depende do funcionamento de diversos genes localizados 

no cromossoma bacteriano (Lorenz & Wackernagel, 1994). 

Um processo completo de transformação engloba quatro etapas sucessivas: 

desenvolvimento do estado de competência (capacidade de adquirir DNA), ligação de 

DNA, integração e processamento do DNA, e expressão fenotípica do novo genotipo. 

Esta sequência é comum a todas as bactérias e necessária para uma detecção bem 

sucedida de transformantes (Baur ef ai., 1996). 

Nem todas as células da população bacteriana estão preparadas para receber o 

DNA exógeno. Somente as células que se encontram num estado fisiológico particular, 

em estado de competência, poderão ser transformadas (Bergmans et ai., 1981; 

Pereira, 1998). A competência natural tem sido geralmente diferenciada da 
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competência artificial, esta última resulta de tratamentos físico-químicos que forçam 

àcaptação de DNA exógeno (Baur ef ai., 1996). São conhecidas diversas estirpes, 

pertencentes a géneros de bactérias Gram negativo ou positivo, que desenvolvem 

competência natural (Pereira, 1998). A dificuldade em estudos de desenvolvimento de 

competência natural é descobrir quais os parâmetros ambientais relevantes que 

regulam esta indução (Baur et ai., 1996). Lorenz & Wackernagel (1994) reviram alguns 

destes parâmetros, notando, nomeadamente, que as bactérias têm de estar 

metabolicamente activas e que a limitação de nutrientes pode regular o 

desenvolvimento de competência em bactérias Gram negativo. 

Alguns estudos realizados com o intuito de investigar a prevalência e a natureza de 

DNA livre em ambientes aquáticos, demonstraram que, em ambiente marinho existe 

uma concentração de DNA dissolvido, biologicamente significativa (DeFlaun et ai., 

1986). Sendo assim, este ambiente oferece uma localização potencial para a 

transformação natural (Stewart & Sinigalliano, 1990). 

Várias experiências de transformação têm sido realizadas em ambiente marinho. 

Stewart & Sinigalliano (1990) demonstraram a aquisição de DNA cromossómico, que 

confere resistência à rifampicina, através de transformação de uma bactéria marinha 

{Pseudomonas stutzeri ZoBell) em microcosmos laboratoriais contendo sedimentos 

estéreis e não estéreis. Além disso, observaram que não foi captado DNA na ausência 

de partículas de sedimentos o que leva a concluir que os sedimentos marinhos 

facilitam o processo de transformação em ambiente marinho. Paul et ai. (1991) 

investigaram a transformação de uma estirpe de Vibrio em água marinha e em 

sedimentos. Estes autores verificaram que a transformação desta estirpe pode ocorrer 

em ambiente marinho, mas a probabilidade de ocorrer na coluna de água é maior que 

nos sedimentos. Os resultados dos estudos de transformação em sedimentos 

marinhos são contraditórios, talvez este facto reflicta a impossibilidade de generalizar 

os resultados obtidos com o ecotipo de espécies bacterianas e o seu ambiente (Lorenz 

& Wackernagel, 1994). 

1.6.2. Transdução 

A transdução é um processo que envolve a transferência de material genético de 

uma célula, e sua incorporação por recombinação, noutra célula através de um vector 
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viral (Lima, 1998). Estes vectores ligam-se a bactérias e injectam-lhe o seu DNA. Este 

DNA serve como molde para a produção de várias cópias do vírus, que irrompem da 

bactéria infectada e vão infectar outras células. Sendo assim, estes vectores virais têm 

a capacidade de transferir plasmídeos inteiros ou fragmentos de cromossomas entre 

bactérias (Miller, 1998). 

A descoberta de existência de bacteriófagos, em elevado número, em ambiente 

aquático, incluindo o marinho (Ichige et a/., 1989; Miller, 1998; Wichels et ai., 1998), 

permitiu especular sobre o envolvimento de vírus na transferência de genes, em 

ambiente aquático. 

Os ecossistemas aquáticos contêm uma diversidade de factores ambientais, 

alguns dos quais com bastante influência no processo da transdução. Segundo Ripp & 

Miller (1995), a matéria particulada, quer presente como material suspenso quer como 

sedimentos, é potencialmente o mais importante destes factores. Estes autores 

sugerem que as agregações de bacteriófagos e células bacterianas são estimuladas 

pela presença destas partículas suspensas. A agregação aumenta a probabilidade de 

descendência fágica e de partículas transdutoras encontrarem e infectarem novas 

células. 

A capacidade de ocorrência de transdução em ambiente aquático foi confirmada 

por estudos de Saye et ai. (1987, 1990) que demonstraram que a transdução de genes 

existentes em plasmídeos ou em cromossomas, entre estirpes de Pseudomonas 

aeruginosa, pode ocorrer em habitats de água doce. Mais recentemente, Jiang & Paul 

(1998) verificaram que um fago marinho consegue transferir um plasmídeo que 

confere resistência a antibióticos entre estirpes bacterianas. Estes autores sugerem 

ainda que a transdução pode ser um importante mecanismo para a transferência 

genética, em ambiente marinho, contribuindo assim, para a diversidade genética de 

populações microbianas marinhas. 

1.6.3. Conjugação 

A conjugação é um processo de transferência de DNA de uma célula dadora para 

uma célula receptora (Pelczar eí ai., 1993; Trieu-Cuot & Poyart, 1998). Este processo 

é considerado o mecanismo de transferência de genes mais estudado em ambiente 

aquático (Young, 1993) e o que possui mais requisitos: a célula dadora tem de conter 
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um elemento conjugativo (plasmídeo ou transposão) e as células intervenientes têm 

de estabelecer um contacto físico estável para permitir a transferência de DNA (Lorenz 

& Wackernagel, 1994). 

Estudos de conjugação de plasmídeos têm sido realizados em vários ambientes, 

incluindo o marinho, ou em modelos que tentam reproduzir as condições marinhas. 

Alguns destes estudos sugerem que a conjugação em ambiente marinho pode ocorrer 

em diversas condições de stress salino, pH, temperatura e limitação de nutrientes 

(Dahlberg et ai., 1998; Femandez-Astorga et ai., 1992; Gauthier & Breittmayer, 1990; 

Goodman era/., 1993). 

Em ambiente marinho, as áreas preferenciais para a ocorrência da conjugação 

aparentam ser os sedimentos, devido à alta densidade de células bacterianas e, 

possivelmente, à acumulação de osmólitos orgânicos (Gauthier & Breittmayer, 1990). 

A troca de genes, por conjugação, pode ocorrer de três modos diferentes, 

dependendo da origem das células dadoras e receptoras: transferência entre bactérias 

terrestres, entre bactérias marinhas de populações autóctones, e entre estas duas 

populações. Neste último caso, a transferência pode ocorrer em ambas as direcções, 

desde que os plasmídeos estejam presentes nas bactérias terrestres ou marinhas 

(Gauthier & Breittmayer, 1990). 

A conjugação, e consequentemente transferência de plasmídeos que possuem 

determinantes com resistência a múltiplos antibióticos, é um fenómeno ambiental, que 

pode ocorrer, mesmo na ausência de antibióticos, entre estirpes humanas, de 

mamíferos e de peixes, que não estão relacionadas nem evolutivamente nem 

ecologicamente (Kruse & S0rum, 1994). 

1.7. Resistência a antibióticos em ambiente marinho 

Os microrganismos que apresentam maiores níveis de resistência a agentes 

antibacterianos são normalmente isolados de ambientes com grande potencial para 

contaminação por antibióticos, tais como hospitais, efluentes de esgotos hospitalares, 

de indústria de pesca e matadouros (Acar & Courvalin, 1998; Gauthier & Bretittmayer, 

1990; Mach & Grimes, 1982; Kruse & S0rum, 1994; Smith & Lewin, 1993). No entanto, 

começam já a ser isoladas bactérias resistentes a antibióticos de ambientes 
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aparentemente não selectivos, tais como: ambiente marinho (Baya ef ai., 1986; 

Belliveau et ai., 1991; Capone & Bauer, 1992; De Vicente et ai., 1990; Goyal & Adams, 

1984; Hermasson et ai., 1987; Herwing et ai., 1997; Niemi et ai., 1983), águas de 

consumo (Armstrong et ai., 1981, 1982; Calomiris et ai., 1984; Quinteira, 1999), em 

esgotos antes e após tratamento (Altherrr & Kasweck, 1982; Bell, 1978; Bell et ai., 

1983; Murray ef a/., 1984; Niemi et ai., 1983), estuários (Pettibone et ai., 1987, Shaw& 

Cabelli, 1980) e ainda em rios (Baur et ai., 1996; Boon & Cattanach, 1999; Burton et 

ai., 1982; French et ai., 1987; Kaspar et ai., 1990). Este aumento significativo do 

número de bactérias, que apresentam resistência a antibióticos, nestes ambientes, 

poderá ser resultado do uso abusivo e inapropriado de antimicrobianos na agricultura, 

criação de animais, assim como da prática de lançamento de esgotos sem tratamento 

em águas receptoras (Baya et ai., 1986; Kruse & S0rum, 1994; Young, 1993). Além 

disso, o lançamento de esgotos, em ambientes marinhos, permite que bactérias 

intestinais terrestres e que possuem elementos de resistência móveis possam 

transferir estes genes a microrganismos nativos marinhos, podendo estes funcionar 

como hospedeiros de genes de resistência clinicamente importantes, e 

simultaneamente estarem aptos para reintroduzir estes genes em bactérias humanas 

(Young, 1993). 

Em ambiente marinho, é possível encontrar bactérias resistentes a antibióticos, 

tanto na interface ar-água, como em sedimentos. Hermasson et ai. (1987) observaram 

que em águas marinhas costeiras, a frequência de estirpes bacterianas pigmentadas, 

resistentes a antibióticos e tolerantes ao mercúrio é maior na interface ar-água que na 

coluna de água. Estes autores defendem que este facto poderá ser consequência da 

pressão selectiva existente na interface, que poderá favorecer a sobrevivência e 

proliferação de uma população especializada e, por outro lado, a troca de informação 

genética entre as células na interface pode ser um aspecto da evolução desta 

população. O aparecimento de bactérias resistentes a antibióticos em sedimentos 

poderá ser resultado do desenvolvimento de indústrias de Aquacultura em zonas 

costeiras (Capone & Bauer, 1992). Nestas indústrias, os antibióticos são geralmente 

administrados na alimentação dos peixes, tanto com fim terapêutico, como, em menor 

extensão, no tratamento profilático de stocks de peixes (Grave et ai., 1990). Devido 

aos restos alimentares e baixa eficiência digestiva de alguns antibióticos (por exemplo, 

a oxitetraciclina) (Cravedi eí ai., 1987), uma fracção substancial do antibiótico pode ser 
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lançado no ambiente aquático, depositando-se predominantemente nos sedimentos. 

Alguns estudos, indicam que, em condições ideais, a oxitetraciclina é degradada em 

poucas semanas, contudo, em condições de alta sedimentação e rápido soterramento, 

como acontece em alguns viveiros, pode persistir muito mais tempo (Jacobsen & 

Berglind, 1988). Entre os vários resultados possíveis do uso de antibióticos e a sua 

acumulação nos sedimentos, os mais relevantes são a inibição e ruptura da microbiota 

natural, assim como o desenvolvimento de resistência a antibióticos em populações de 

sedimentos (Capone & Bauer, 1992). Os sedimentos, devido à sua matriz protectora e 

à baixa temperatura em que se encontram, aparentam sustentarem a viabilidade de 

bactérias, actuando assim como um reservatório a longo prazo de bactérias 

resistentes que podem ser reintroduzidas no ambiente pela pesca por arrasto, barcos 

em movimento ou outras actividades (Goyal & Adams, 1984). 

A frequência e tamanho dos plasmídeos de bactérias de estuários ou águas 

marinhas variam de zonas limpas para zonas poluídas. As estirpes que existem em 

zonas marinhas poluídas possuem maior número de plasmídeos, e com maior 

tamanho, que estirpes isoladas de zonas sem poluição (Gauthier & Breittmayer, 1990). 

A exemplificar esta observação estão os trabalhos realizados por Hada & Sizemore 

(1981) e por Baya et ai. (1986). Os primeiros autores examinaram 440 estirpes de 

vibrios marinhos planctónicos, isolados de um campo petrolífero e de uma área 

controlo no Golfo do México. Verificaram que em local poluído 31% das estirpes 

possuem, em média, 2,5 plasmídeos, enquanto que em zonas não poluídas apenas 

23% das estirpes possuem plasmídeos (em média 1,5 plasmídeos/estirpe). Baya ef ai. 

(1986) também observaram que bactérias isoladas de desperdícios com químicos 

tóxicos contêm mais frequentemente plasmídeos e revelam uma maior incidência de 

resistência a antibióticos do que bactérias isoladas de amostras de esgoto doméstico; 

estes autores concluem que a poluição química de áreas oceânicas poderá aumentar 

a tolerância das bactérias a estes agentes químicos. 
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2. Objectivos 

Na década de 90 foram realizados estudos sobre a incidência e caracterização 

dos mecanismos de resistência a antibióticos p-lactâmicos em coliformes de origem 

hospitalar e ambulatória na região urbana do Porto (Carneiro et ai., 1993; Ferreira et 

ai., 1992; Neto et ai., 1992; Silva et ai., 1993; Sousa et ai., 1989 a, b), incluindo 

Escherichia coli (Peixe, 1996; Sousa et ai., 1991) e Klebsiella pneumoniae (Ferreira, 

1997) resistentes a p-lactâmicos de espectro alargado. Contudo, relativamente ao seu 

aparecimento em águas marinhas não existe informação. 

Foi objectivo deste estudo a detecção de E. coli e K. pneumoniae produtoras de p-

lactamases de espectro alargado em águas marinhas costeiras da zona urbana do 

Porto e avaliação da capacidade de transferência dos genes codificadores. Para o 

efeito procedeu-se a: 

Isolamento e identificação de coliformes em águas marinhas de três praias da 

zona urbana do Porto 

Avaliação do perfil de susceptibilidade de E. coli e de K. pneumoniae a 

antibacterianos de várias famílias: p-lactâmicos, aminoglicosídeos, quinolonas, 

sulfonamidas, tetraciclinas e cloranfenicol. 

Pesquisa de p-lactamases do tipo TEM e avaliação da sua associação a 

plasmídeos através da detecção do gene TEM nos isolados e em extractos 

plasmídicos por hibridação de DNA com sonda específica. 
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Detecção e caracterização de (3-lactamases de espectro alargado em E. coli e K. 

pneumoniae através da interpretação dos perfis de resistência avaliados, 

determinação de CMIs por "E-test" e focagem isoeléctrica. 

Avaliação da capacidade de transferência dos genes codificadores das (3-

lactamases de espectro alargado recorrendo a ensaios de conjugação. 
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3. Material e métodos 

3.1. Origem das amostras 

Neste trabalho foram utilizadas 36 amostras de águas provenientes de três praias 

da zona urbana do Porto (Gondarém, Molhe e Matosinhos). As amostras foram 

colhidas em todas as praias referidas em Maio, Julho, de Setembro a Novembro de 

1999, e de Janeiro a Julho de 2000. 

3.2. Isolamento e identificação das estirpes 

O método utilizado para isolamento de bactérias coliformes foi o da filtração por 

membrana (APHA, AWWA & WEF, 1992). 

As amostras de água homogeneizadas com movimentos verticais vigorosos, foram 

filtradas através de membranas estéreis de nitrocelulose (Millipore) de 0,45 um de 

poro, com o auxílio de sistemas de filtração Millipore. Os valores de volumes filtrados 

foram estabelecidos de acordo com o antibiótico usado, tendo como objectivo obter 

um número contável de colónias por placa. 

Após filtração, as membranas foram colocadas em placas de Petri contendo o 

meio de cultura MacConkey agar e em placas de Petri com meio de cultura 

MacConkey agar com antibióticos (Quadro V). As placas foram colocadas a incubar a 

37 °C e a 44,5 °C, durante 24 horas. 

Colónias típicas de coliformes foram identificadas através de provas bioquímicas 

tais como fermentação da glicose e lactose, produção de gás por fermentação dos 

hidratos de carbono, produção de sulfureto de hidrogénio, mobilidade, produção de 
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indol, utilização do citrato, produção de urease e de oxidase. Nos casos em que 

existiram dúvidas quanto à identificação das estirpes foi utilizado o sistema de 

identificação API 32GN (API/BioMérieux). 

As estirpes foram guardadas em gélose inclinada a 4 °C e alíquotas foram 

conservadas em TSB (Tripticase Soy Broth) + 15% de glicerol, a -70 °C. 

Quadro V. Concentrações de antibióticos usadas para selecção 

Antibiótico Concentração de selecção 
(Hfil/ml)  

Ampicilina 100 
Ceftazidima 5 
Cefotaxima 2 
Ácido nalidíxico 50 

3.3. Avaliação da susceptibilidade a agentes antimicrobianos 

3.3.1. Método de difusão em agar 

Para a avaliação da susceptibilidade aos gentes antimicrobianos, utilizando o 

método de difusão em agar (NCCLS, 1999) preparou-se, a partir de uma colónia de 

cada isolado a estudar, uma suspensão bacteriana de turvação equivalente a 0,5 

MacFarland. Mergulhou-se uma zaragatoa nesta suspensão e semearam-se placas de 

agar Mueller-Hinton. Sobre a superfície deste meio inoculado foram colocados discos 

impregnados com o antibiótico a testar. As placas incubaram a 37 °C, durante 18 

horas. Após a incubação, mediram-se os halos de inibição de crescimento, com o 

auxílio das tabelas do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 

1999) classificando-se a estirpe como sensível, intermédia ou resistente aos 

antibióticos testados. 

Neste trabalho foram utilizados os seguintes discos de antibióticos: amoxicilina 

(10|u.g), carbenicilina (100|Lig), amoxicilina/ácido clavulânico (20/1 Oug), cefalotina 

(30ng), cefoxitina (30|ig), cefotaxima (30ng), ceftazidima (30|ig), ceftriaxona (30^ig), 

aztreonamo (30 jj.g), imipenemo (10|ag), netilmicina (10ug), ácido nalidíxico (30ug), 
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norfloxacina (10|ig), ciprofloxacina (5(Ltg), tetraciclina (30ug), cloranfenicol (30|u.g) e 

trimetropim/sulfametoxazol (1,25|ig/23,75u.g), fornecidos por BioMérieux ou Oxoid. 

3.3.2. Determinação da concentração mínima inibitória 

Para a determinação da concentração mínima inibitória (concentração mais baixa 

que inibe o crescimento da estirpe), utilizou-se o método de difusão em agar com tiras 

"E-test" ("Epsilon-test"). Este método utiliza tiras comerciais de papel de 5x50 mm, 

impregnadas com um antibiótico em concentração decrescente, de 256 a 0,016 mg/l. 

Estas tiras são sobrepostas em placas de agar Mueller-Hinton inoculadas com a 

cultura a testar. 

A metodologia usada para a produção de inoculo e inoculação das placas é 

idêntica à usada para a avaliação de susceptibilidade pelo método de difusão em agar 

com discos. Sobre a placa inoculada é depositada a tira com o antibiótico e as placas 

incubam durante 18 horas a 37 °C. 

Considera-se como valor da concentração mínima inibitória (mg/l) o ponto de 

intersecção entre o limite da zona de crescimento bacteriano sobre a superfície do 

agar e a tira de "E-test". 

3.4. Detecção de isolados de Escherichia coli e Klebsiella 
pneumoniae produtores de ^-lactamases de espectro 
alargado 

3.4.1. Teste de sinergismo 

A identificação inicial dos isolados produtores de p-lactamases de espectro 

alargado foi feita pela detecção de sinergismo entre discos de cefalosporinas de 

terceira geração e a associação amoxicilina/ácido clavulânico (teste de sinergismo) 

(Jarlierefa/., 1988). 

As placas foram preparadas de acordo com a técnica de difusão em agar. Nestas 

colocaram-se discos de cefotaxima (30jag), ceftazidima (30(ig), ceftriaxona (30(ig) e 

dispostos a uma distância de, aproximadamente, 25 mm de discos de 

amoxicilina/ácido clavulânico (20/1 O^g). A possível presença de p-lactamases de 
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espectro alargado é indicada pelo alargamento do halo de inibição de crescimento na 

zona intermédia entre o disco de amoxicilina/ácido clavulânico e a cefalosporina de 

terceira geração. 

3.4.2. Método do "Epsi lon-test" 

A utilização de tiras de "E-test" (AB Biodisk, Solna, Sweden) preparadas com a 

associação ceftazidima/ácido clavulânico permitiu verificar a redução da concentração 

mínima inibitória em isolados produtores de p-lactamases de espectro alargado em 

presença de ácido clavulânico. 

As tiras de "E-test" para a detecção de (3-lactamases de espectro alargado (AB 

Biodisk, Solna, Sweden) consistem numa tira de plástico impregnada de antibiótico. 

De um lado da tira cria-se um gradiente de concentração para a ceftazidima e do lado 

oposto cria-se um gradiente de ceftazidima, com uma concentração fixa de ácido 

clavulânico. A razão, entre a concentração mínima inibitória da ceftazidima e a 

concentração mínima inibitória da associação ceftazidima/ácido clavulânico, superior 

ou igual a 8 indica a presença de uma estirpe produtora de p-lactamases de espectro 

alargado. 

Também a presença de uma zona inibitória nas concentrações mais baixas de 

ceftazidima ou a deformação da elipse de inibição de ceftazidima, são situações 

indicadoras da presença de estirpes produtoras de p-lactamases de espectro 

alargado. 

3.5. Caracterização das p-lactamases 

A caracterização das p-lactamases foi realizada em isolados que apresentavam 

antibiograma característico da presença destas enzimas. 

3.5.1. Preparação dos extractos enzimáticos 

As estirpes foram cultivadas, over-night, em TSB a 37 °C. As culturas obtidas 

foram sedimentadas por centrifugação a 3 000 rpm, durante 15 minutos a 4 °C. Os 

sedimentos foram lavados com soro fisiológico, novamente centrifugados e 

36 



Material e métodos 

ressuspensos em água destilada estéril. As suspensões foram congeladas a -20 °C e 

submetidas, várias vezes, a choques térmicos. Após vários choques térmicos, este 

extracto, em tubos eppendorf, foi centrifugado a 10 000 rpm durante 10 minutos. 

Retirou-se o sobrenadante, ao qual se fez um teste prévio quanto à presença de (3-

lactamases, por incubação com solução de nitrocefin 0,5 mg/ml, e até à sua utilização 

foi congelado a -20 °C. 

3.5.2. Determinação do ponto isoeléctrico das p-lactamases 

O ponto isoeléctrico das (^-lactamases foi determinado por focagem isoeléctrica, 

no sistema Phast System (Pharmacia), de acordo com as condições estabelecidas 

pelo fabricante. Utilizaram-se geles comerciais de poliacrilamida com anfólitos de 

gradiente de pH de 3 a 9 (PhastGel 3-9, Pharmacia). Como padrões (extractos de 

estirpes que produzem (3-lactamases de pi conhecido) foram utilizados TEM-1 (5,4), 

CAZ-1 (5,6), TEM-4 (5,9), OHIO-1 (7,0), SHV 1 (7,6) e SHV 5 (8,2) (Quadro VI). As 

bandas correspondentes às (3-lactamases presentes no gel foram reveladas pela 

adição de 500 ul de uma solução de nitrocefin (500uM). 

Quadro VI. Estirpes produtoras de p-lactamases usadas como referência para 
focagem isoeléctrica 

Estirpe £. coli plasmídeo P-lactamase Pi 

UCB1 pBR322 TEM-1 5,4 

C600 pCFF 14 CAZ-1 5,6 
K12J53 pUD16 TEM-4 5,9 
K12J53 pK504 OHIO-1 7,0 

K12J53 p453 SHV-1 7,6 

TG1 pMM1 SHV-5 8,2 
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3.6. Transferência do determinante genético das ^-lactamases 

3.6.1. Conjugação 

Efectuaram-se ensaios de conjugação nos isolados que apresentavam um 

comportamento aos antibióticos típico da existência de p-lactamases plasmídicas e 

com sensibilidade ao ácido nalidíxico. Como estirpe receptora, foi usada a E. coli 

K802N, que é desprovida de plasmídeos, resistente ao ácido nalidíxico e não 

fermentadora da lactose. 

Os isolados dadores e a estirpe receptora foram cultivados em TSB a 37 °C, over­

night. Posteriormente, retirou-se 1 ml destas culturas para 10 ml de TSB e incubou-se 

a 37 °C com agitação durante cerca de 3 horas. Seguidamente colocaram-se, em 

placa de Mueller-Hínton, 100 \i\ de cultura da estirpe receptora e sobre esta 100 nl da 

cultura da estirpe dadora, incubando-se a 37 °C durante 18 horas. O crescimento 

obtido foi, na sua totalidade, suspenso em 1 ml de soro fisiológico e desta suspensão 

foram retirados 100 uJ, que foram plaqueados em placas de MacConkey contendo 

ácido nalidíxico (100 ng/ml) e ceftazidima (5 ng/ml), ou cefoxitina (20 |ig/ml) ou 

cefotaxima (2 ucj/ml) incubando-se a 37 °C durante 24 horas. As colónias obtidas 

foram novamente inoculadas em meio selectivo, após o que, se verificou a 

transferência de resistência por antibiograma, e confirmação da presença de p-

lactamases por focagem isoeléctrica. 

3.6.2. Transformação 

Os ensaios de transformação foram usados em isolados com resistência múltipla, 

onde não havia possibilidade de usar um marcador de resistência adequado à contra-

selecção. 

Na transformação, adicionaram-se 20 pJ de DNA plasmídico (extraído pela técnica 

de Kado & Liu, 1981) a 200uJ de células competentes, mantendo-se cerca de 1 hora 

em gelo. Posteriormente, esta mistura foi incubada a 42 °C durante 1 minuto. 

Adicionou-se 1 ml de TSB, previamente aquecido, e incubou-se a 37 °C durante 3 

horas. As células foram sedimentadas por centrifugação e o pellet ressuspenso no 
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TSB que restou no tubo eppendorf. Esta suspensão foi inoculado em meio selectivo 

contendo ceftazidima (5 |ig/ml) ou ceftotaxima (2|ig/ml) ou cefoxitina (20 |ig/ml). 

A metodologia usada para confirmação de existência de transformação foi idêntica 

à usada para confirmação de transconjugantes. 

Como controlo de transformação usou-se o plasmídeo PBR322, sendo os 

transformantes seleccionados em placas de meio selectivo com 100 ng/ml de 

ampicilina. 

3.6.2.1. Preparação das células competentes 

As células competentes foram preparadas a partir da estirpe E. coli TG1 de acordo 

com a técnica de Sambrook eí ai. (1989). 

Inocularam-se 100 colónias de E. coli TG1 em 5 ml de SOB+Mg2+ (Bactotriptona 

2%, Extracto de levedura 0,5%, NaCI 10 mM, KCI 2,5 mM; pH 6,8-7; MgCI2 1M) e 

incubou-se a 37 °C 18 horas. Inoculou-se 1 ml desta cultura em 100 ml de SOB+Mg2+ 

até uma densidade óptica de 0,48 a 660nm. Arrefeceu-se em gelo e centrifugou-se, 

durante 5 minutos, a 4 000 rpm. O sobrenadante foi retirado e o pellet foi intensa e 

extensamente ressuspenso em 30 ml de TfBI (RbCI2100 mM, MnCI2, 50 mM, KacO 30 

mM, CaCI2 10 mM, glicerol 15%, pH 5,8). Centrifugou-se e retirou-se o sobrenadante. 

O pellet foi ressuspenso em 4 ml de TfBII (MOPS 10 mM pH 7, RbCI210 mM, CaCI210 

mM, glicerol 15%). Esta suspensão foi repartida em alíquotas de 200 |jJ e congelada a 

-70°C. 

3.7. Extracção de DNA plasmídico 

A extracção do DNA plasmídico foi efectuada pelo método de Kado & Liu (1981). 

Este método foi utilizado tanto nos isolados obtidos, como nos transconjugantes e 

transformantes, assim como na extracção de DNA plasmídico para a transformação. 

3.7.1. Técnica de Kado & Liu 

Os isolados em estudo foram cultivados em TSB a 37°C durante 18 horas. 

Posteriormente, retirou-se 1 ml destas culturas para 10 ml de TSB e incubou-se 
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durante 3 horas a 37 °C com agitação. Retirou-se desta cultura cerca de 600 ui para 

tubos eppendorf, seguindo-se a sua centrifugação, a 6 000 rpm, durante 5 minutos. 

Este procedimento foi repetido uma a duas vezes, de modo a obter uma quantidade de 

pellet suficiente. Lavou-se o sedimento com soro fisiológico estéril e centrifugou-se 

durante 5 minutos a 6 000 rpm. Rejeitou-se o sobrenadante e as células foram 

ressuspensas em 100 (il de TAE (Tris-base 40 mM, EDTA 1 mM, ácido acético glacial, 

pH 8), aos quais se adicionou 100 |ul de SDS/Tris (SDS 4% + Tris 100 mM) e 100 jul de 

NaOH 0,2 N. O tubo foi invertido suavemente e colocado num banho-maria a 55 °C 

durante 1 hora. Depois, adicionaram-se 600 uJ de fenol/clorofórmio (v/v), seguindo-se 

uma agitação suave e centrifugação a 14 000 rpm durante 5 minutos. Recuperou-se, 

para outro tubo, a fase aquosa, à qual foi adicionado 2 volumes de fenol/clorofórmio. 

Agitou-se suavemente e centrifugou-se a 14 000 rpm, durante 5 minutos. Recuperou-

se a fase aquosa, para outro tubo, adicionou-se 1/10 do volume de Acetato de sódio 

3M (pH 4,8) e 2,5 volumes de etanol. De modo a favorecer a precipitação do DNA, a 

mistura foi colocada a -20 °C, over-night. Posteriormente, procedeu-se à sua 

centrifugação a 14 000 rpm, durante 5 minutos, e rejeitou-se o sobrenadante. 

Evaporou-se o etanol em estufa a 37 °C, após esta fase, o pellet foi ressuspenso em 

10 ui água destilada estéril. 

3.7.2. Electroforese em gel de agarose 

A electroforese do DNA foi realizada em geles de agarose (Pharmacia) a 0,7%, 

em tampão TAE (Tris-base 40 mM, EDTA 1 mM, ácido acético glacial, pH 8). Utilizou-

se como amostra o DNA obtido pela técnica anterior, ao qual se adicionou 10 |al de 

corante (solução de azul de bromofenol 0,1%, glicerol 50%, H20), depositando-se nos 

poços do gel de agarose. A migração do gel efectuou-se a uma ddp de 70 V, durante 

cerca de 70 minutos. O gel foi corado com brometo de etídio (0,5 |u.g/ml) durante 30 

minutos e observado com o auxílio do transiluminador de luz UV (W-Transiluminador, 

UVP, Inc.). Posteriormente procedeu-se à aquisição da imagem do gel (KodaK Digital 

Science 1D). Os tamanhos aproximados dos plasmídeos foram determinados por 

comparação com estirpes que apresentam plasmídeos de peso molecular conhecidos: 

E. coli VR1 - 95 Md; 41 Md; 32 Md. 

E. coli V517 - 35 Md; 7,2 Md; 3,7 Md; 3,4 Md; 2,6 Md; 2,0 Md; 1,8 Md; 1,33 Md. 
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3.8. Hibridação de sondas de DNA 

3.8.1. Preparação da sonda TEM 

3.8.1.1. Extracção do DNA total 

Retirou-se uma porção, com uma ansa, de uma cultura em meio sólido, com 24 

horas, da estirpe E. coli UCB1 (pBR322) e suspendeu-se em 20 JLLI de solução NaOH-

SDS (NaOH 0,05 M; SDS 0,25 %). Esta suspensão foi colocada a 95 °C durante 15 

minutos diluindo-se posteriormente até um volume final de 200 (xl com TE 1X (Tris 100 

mM, EDTA 1 mM, pH 8). Após agitação cuidadosa, centrifugou-se a 13 000 g, durante 

3 minutos, recolheu-se o sobrenadante para outro tubo eppendorf, que posteriormente 

foi usado na reacção de PCR. 

3.8.1.2. Quantif icação do DNA por determinação espectrofotométrica 

A concentração do DNA obtido na reacção anterior foi avaliada por medição de 

absorvância, de uma alíquota, a 260 nm no espectrofotómetro. 

3.8.1.3. Reacção de amplif icação 

Composição da mistura reaccional 

DNA total - 40 ng/jil 
Primer PBR 3 - 5 0 pmol (1,04 jxl) 
Primer PBR 4L - 50 pmol (0,94 jil) 
dNTPs -200 \iM de cada um dos desoxinucleótidos trifosfatados (1 JLLI) 
Taq Polimerase - 1 U (0,4 jo.l) 
Tampão - 1/10 vol. final (5 |xl) 
Magnésio - 1,5 mM (3 u.l) 
Água ultra pura estéril - x u.l ( até perfazer um volume final de 50 |il). 

Condições da amplificação 

A amplificação ocorreu no termociclador (Perkin-Elmer, Gene Amp PCR system 

2400) durante 35 ciclos, com as seguintes condições: fase de desnaturação, 95 °C 

durante 1 minuto e 30 segundos, fase de "annealing" a 48 °C durante 1 minuto e 30 

segundos, e fase de extensão 2 minutos a 72 °C. 
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Quadro VII. Sequência dos "primers" usados nas reacções de amplificação do gene 
TEM. 

Primers Sequência Posição 

PBR - 3 5"-AGTGTCGACTTACCAATGCTTAATCAGT -3" 1069 

PBR - 4 L 5' -AAAGAATTCTAAATACATTCAAATATG - 3 ' 128 

Os números correspondem às posições da primeira base em 5', pela numeração de Sutcliffe (1978). Os 
nucleótidos a carregado correpondem aos locais de corte, no "primer" PBR-3 para a enzima Sail e no 
"primer" PBR-4L para enzima EcoRl. 

Os primers foram sintetizados pela Sigma-Genosys, Lda. 

3.8.1.4. Caracterização do produto de PCR por electroforese 

A análise, dos produtos de PCR, realizou-se electroforeticamente, em gel de 

agarose (Pharmacia) a 1% em paralelo com um marcador de peso molecular, 100bp 

DNA Ladder (Promega). A migração do gel ocorreu sob uma ddp de 70 V, durante 50 

minutos. O gel foi corado com brometo de etídio (0,5 u.g/ml). Tal como era esperado 

obteve-se uma banda de 942 bp. 

3.8.1.5. Purif icação do produto de PCR 

O fragmento de DNA amplificado foi purificado com o Kit "Wizard DNA Clean-Up 

System" (Promega). 

3.8.1.6. Digestão com enzimas de restrição 

Após purificação do fragmento obtido, este foi submetido a digestão com as 

enzimas de restrição Sali e EcoRl, durante 2 horas a 37 °C. Esta reacção foi 

inactivada a 65 °C durante 20 minutos. 

O fragmento obtido foi posteriormente purificado e novamente observado em gel 

de agarose. 
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3.8.2. Marcação da sonda (RPN 3680-AlkPhos Direct - amershampharmacia 
biotech) 

A marcação da sonda foi efectuada através de um método de marcação directa 

com a enzima fosfatase alcalina. 

Diluíu-se o DNA a uma concentração 10 ng/uJ. Desnaturou-se, colocando-se em 

água fervente durante 5 minutos, e posteriormente arrefeceu-se em gelo durante 5 

minutos. A 10 u.l de DNA desnaturado adicionaram-se 10 ^l de "reaction buffer" (RPN 

3680), 2 fil de "labelling reagent" (RPN 3680) e 10 fil (diluído 5X) de solução "cross-

linker" (RPN 3680). A reacção foi incubada durante 30 minutos a 37 °C. A sonda foi 

mantida em gelo até à sua utilização. 

3.8.3. Formatos de hibridação 

3.8.3.1. Southern blot 

Às amostras de DNA plasmídico, extraídas pela técnica Kado & Liu (1981), foi 

adicionado o corante "Blue/Orange Loading Dye 6X (G188A)" (Promega) e aplicadas 

no gel. A corrida electroforética foi efectuada em gel de agarose (Pharmacia) a 1% em 

tampão TAE (Tris-base 40 mM, EDTA 1 mM, ácido glacial, pH8), a uma ddp de 70 V 

durante 120 minutos. Após a corrida, o gel foi corado com brometo de etído (0,5 fig/ml) 

e procedeu-se à aquisição da imagem. 

Desnaturou-se o DNA, lavando o gel em 200 ml de solução de desnaturação 

(NaCI 1,5 M; NaOH 0,5 M), com agitação suave durante 25 minutos à temperatura 

ambiente. Após a desnaturação, o gel foi neutralizado em 200 ml de solução de 

neutralização (NaCI 1,5M; TrisHCI 0,5M, pH 7,5) durante 30 minutos à temperatura 

ambiente, com agitação suave. Entre estas duas fases, o gel foi lavado com água 

destilada. 

O sistema de transferência por capilaridade do DNA para a membrana foi 

efectuado de acordo com Sambroock et ai. (1989). Resumidamente, sobre um 

recipiente contendo 10X SSC (20X SSC contém citrato de sódio 0,3 M e NaCI 3M) foi 

colocada uma placa de vidro, sobre a qual se colocou uma tira de papel 3MM, 

previamente mergulhada numa solução de 10X SSC. Esta tira tem a largura do gel e 

um comprimento que permita que as extremidades fiquem mergulhadas na solução do 
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recipiente. O gel foi colocado sobre esta tira e sobre este a membrana, Hybond N+ 

(amershampharmacia biotech), de dimensões idênticas ao gel. Sobrepuseram-se 

ainda a esta membrana 3 folhas de papel 3 MM e folhas de guardanapos de papel 

cortadas do tamanho do gel, até uma altura de 10 cm. Colocou-se um peso sobre este 

sistema e deixou-se a transferir over-nignt. 

No dia seguinte, retiraram-se os papéis e o papel 3MM, e marcou-se a membrana 

adequadamente, sendo posteriormente mergulhada numa solução de 10X SSC à 

temperatura ambiente, durante 5 minutos. 

Fixou-se o DNA, colocando a membrana em estufa a 80 °C durante 2 horas. 

3.8.3.2. Dot blot 

O DNA total das amostras, foi obtido de acordo com a técnica descrita 

anteriormente (3.8.1.1.). O DNA foi desnaturado, colocando-se as amostras em água 

fervente durante 5 minutos, e arrefecendo posteriormente em gelo. Centrifugou-se 

rapidamente e usou-se o sobrenadante como amostra. 

Mergulhou-se a membrana Hybond N+ em solução 10X SSC, e deixou-se secar à 

temperatura ambiente, antes da aplicação das amostras. 

Aplicaram-se 3 (xl de DNA na membrana, evitando tocar com a ponta da pipeta na 

membrana. É aconselhável um intervalo de 0,5 cm, entre as amostras, por cada 1 uJ 

de amostra aplicado. 

Colocou-se a membrana em estufa a 80 °C durante 2 horas para fixação do DNA. 

3.8.4. Hibridação e lavagens de restringência 

As membranas, preparadas anteriormente, foram colocadas numa solução de pré-

hibridação (0,25 ml/cm2 de membrana)(NaCI 0,5 M, reagente de "blocking" 4 % (p/v) 

(RPN 3680)) a 55 °C, com agitação constante, durante, pelo menos, 15 minutos. 

Adicionou-se a sonda marcada à solução de pré-hibridação e deixou-se over-night a 

55 °C, com agitação constante. 

Lavaram-se, duas vezes, as membranas durante 10 minutos numa solução pré-

aquecida a 55 °C do primeiro tampão de lavagem (Ureia 2 M, SDS 0,15 % (p/v), 100 
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ml da solução: Fosfato de sódio 0,5 M pH 7,0, NaCI 150 m M, MgCI 1 mM, e reagente 

"blocking" 0,2% (RPN 3680)). 

As membranas foram lavadas, duas vezes, no segundo tampão de lavagem (20X 

contém Tris base 1 M, NaCI 2 M, pH 10, usar uma diluição 1:20 e adicionar 2ml/l 

MgCI21 M) durante 5 minutos, à temperatura ambiente, com agitação constante. 

3.8.5. Geração do sinal e detecção (RPN 3682-CDP-Sfar chemiluminescent 
detection - amershampharmacia biotech) 

Retirou-se o excesso de solução de lavagem, tocando com as membranas no 

canto dos recipientes. A seguir colocaram-se as membranas (amostras voltadas para 

cima) sobre uma folha de película aderente e colocou-se o reagente de detecção 

(RPN 3682) sobre as membranas (30-40 nl/cm2), durante 2-5 minutos. 

As membranas foram envolvidas em película aderente, deixando-se uma margem 

de cerca de 1 cm. Colocaram-se estas membranas numa cassete e num local sem luz, 

colocou-se um filme, Hyperfílm-ECL (amershampharmacia biotech) na cassete. 

Após exposição (aproximadamente 40 minutos) removeu-se o filme e revelou-se. 

3.9. Tipagem de isolados de Escherichia coli produtores de (3-
lactamases de espectro alargado derivadas de TEM 
utilizando ERIC-PCR 

Em alguns isolados de E. coli produtores de [3-lactamases de espectro alargado foi 

realizado um estudo do seu perfil genómico com o objectivo de verificar a clonalidade 

das isolados. 

3.9.1. Reacção de amplif icação 

O DNA total das amostras foi extraído de acordo com a técnica descrita 
anteriormente (3.8.1.1.) 

A reacção e condições de amplificação foram realizadas de acordo com o descrito 

por Quinteira (1999). 
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Composição da mistura reaccional 

DNA total - 50 ng/jal 
Pr imer lR3-50pmol 
Primer C2 - 50 pmol 
Mix dNTPs -1 uJ 
Taq Polimerase (Bioline) - 0,3 \i\ 
Tampão PCR n.° 4 (Sigma) — 5 jal 
Tampão Universal - 1 u.l 
Glicerol - 7,5 JLLI 
Água ultra pura estéril - x u.l ( até perfazer um volume final de 25uJ). 

Condições de amplificação 

A amplificação ocorreu num termociclador (Perkin-Elmer, Gene Amp PCR system 

2400) com as seguintes condições: um ciclo inicial a 94 °C durante 7 minutos, 35 

ciclos de desnaturação, 94 °C durante 1 minuto, "annealing", 52 °C durante 1 minuto, e 

extensão durante 8 minutos a 65 °C, seguido de uma incubação final 65 °C durante 15 

minutos. 

Quadro VIM. Sequência dos "primers" usados nas reacções de ERIC-PCR 

Primers Sequência 

ERIC-IR 3-CACTTAGGGGTCCTCGAATGTA - 5-

ERIC-C2 5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG - 3" 

Os primers, ERIC IR e ERIC C2, foram sintetizados pela MWG Biotech. 

3.9.2. Caracterização do produto de PCR por electroforese 

Os produtos da reacção ERIC-PCR, foram analisados electroforeticamente, em 

gel de agarose (Pharmacia) a 2% em paralelo com um marcador de peso molecular, 

100bp DNA Ladder (Promega). A migração do gel ocorreu sob uma ddp de 70 V 

durante 60 minutos. O gel foi corado com brometo de etídio (0,5 u.g/ml). 
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4. Resultados 

4.1. Estirpes isoladas 

No presente estudo foram utilizadas 36 amostras de águas provenientes de três 

praias (Molhe, Gondarém e Matosinhos) da zona urbana do Porto. Nestas amostras foi 

possível isolar as seguintes espécies bacterianas: 

Quadro IX. Espécies bacterianas isoladas a partir de 36 amostras de águas marinhas 

Estirpes isoladas Número 

Citrobacter freundii 8 

Enterobacter aerogenes 17 

Enterobacter cloacae 3 

Escherichia coli 131 

Klebsiella oxytoca 20 

Klebsiella ozaenae 5 

Klebsiella pneumoniae 18 

Pantoea agglomerans 3 

Fermentadoras de lactose, oxidase negativa 20 

Fermentadoras de lactose, oxidase positiva 55 

Total 280 
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Sendo objectivo do trabalho avaliar a presença de Escherichia coli e Klebsiella 

pneumoniae produtoras de (3-lactamases de espectro alargado, foram seleccionados 

para identificação 280 isolados bacterianos fermentadores de lactose. No quadro IX 

estão representadas as estirpes bacterianas identificadas no presente estudo a partir 

de 36 amostras de águas marinhas, provenientes da zona urbana do Porto. 

No grupo dos coliformes, verificou-se um predomínio de Escherichia coli (n=131), 

tendo sido identificados 18 isolados de Klebsiella pneumoniae. Além de isolados 

pertencentes ao grupo dos coliformes, também foram isoladas (n=55) bactérias 

fermentadoras de lactose e oxidase positiva. 

4.2. Susceptibilidade a agentes antimicrobianos de isolados de 
Escherichia coli 

Determinou-se o comportamento dos isolados de Escherichia coli face a diversos 

agentes antimicrobianos determinado pelo método de difusão em agar, sendo 

posteriormente classificados em sensíveis, intermédias ou resistentes de acordo com 

as normas preconizadas pelo NCCLS (1999). 

4.2.1. Susceptibi l idade a agentes antimicrobianos de isolados de 
Escherichia coli sensíveis à ampici l ina 

Dos cento e trinta e um isolados de E. coli obtidos, dezassete não apresentam 

resistência à ampicilina. Nove destes isolados foram seleccionados com ácido 

nalidíxico (50u.g/ml) e os restantes em meio de MacConkey sem antibiótico. Dez 

isolados demonstraram resistência ao ácido nalidíxico, sete à tetraciclina, e dois à 

norfloxacina, cloranfenicol e SXT. 

4.2.2. Susceptibi l idade a outros agentes antimicrobianos de isolados de 
Escherichia coli resistentes à ampici l ina 

Cento e catorze isolados de E. coli demonstraram resistência à ampicilina. O seu 

comportamento face a outros agentes antimicrobianos está representado na figura I. 

Destes isolados trinta e um foram seleccionados com ampicilina (100u.g/ml); vinte 
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seleccionados com cefotaxima (2p,g/ml); vinte e nove seleccionados com ceftazidima 

(5ux)/ml), trinta seleccionados com ácido nalidíxico (50u.g/ml) e quatro seleccionados 

sem antibiótico. 

Os resultados mostram que estes isolados exibem uma elevada frequência de 

resistência à carbenicilina (100%), cefalotina (54,4%), reduzida incidência de 

resistência à associação amoxicilina/ácido clavulânico (1,76%) e cefoxitina (1,76%) e 

uma total susceptibilidade ao imipenemo. Relativamente a cefalosporinas de terceira 

geração, verifica-se que 48,3% e 45,7% dos isolados estudados, apresentam, 

respectivamente, uma resistência intermédia à cefotaxima e ceftriaxona. 

Verifica-se também que, estes isolados não só exibem elevada resistência a 

determinados antibióticos pertencentes ao grupo dos (3-lactâmicos, como também, a 

outros antibióticos, nomeadamente ácido nalidíxico (72%), norfloxacina (66,7%) e 

tetraciclina (81,7%). 

100 T — B 1 

Figura I. Resistências associadas em isolados de E. coli resistentes a ampicilina 
(n=114). 

Dos cento e catorze isolados de E. coli resistentes à ampicilina, cinquenta e quatro 

não são produtores de P-lactamases de espectro alargado. Os valores limite dos 

diâmetros dos halos de inibição obtidos para estes isolados estão representados no 

Quadro X. Estes isolados demonstraram resistência à amoxicilina, carbenicilina, e 
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sensibilidade a cefalosporinas de segunda e terceira geração. Realizou-se a 

caracterização de p-lactamases, por focagem isoeléctrica, em vinte e sete destes 

isolados de E. coli. Todas estes isolados apresentaram somente uma banda 

electroforética de pi 5,4 (Quadro X). De acordo com a sua susceptibilidade à 

amoxicilina, carbenicilina, cefalotina e cefotaxima agruparam-se em fenótipo de 

resistência RRSS, RRIS e RRRS (Sousa et ai., 1989; 1991). Quinze estirpes 

apresentaram o fenótipo RRSS, nove o fenótipo RRIS e apenas duas apresentaram o 

fenótipo RRRS. 

Quadro X. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico das p-lactamases dos 
isolados de E. coli produtores de TEM-1 (n=54) 

Pi 

Antibiótico 

Amoxicilina 

Carbenecilina 

Amox. + Clav. 

Cefalotina 

Cefoxitina 

Ceftazidima 

Cefotaxima 

Ceftriaxona 

Imipenemo 

Netilmicina 

Ac. Nalidíxico 

Norfloxacina 

Tetraciclina 

Cloranfenicol 

SXT 

Isolados de fc. coli 

Diâmetro do halo de inibição 
(mm)  

6 
6-10 
17-28 
13-24 
21-32 
28-36 
28-36 
26-36 
24-36 
11-34 

6-28 

6-34 

6-25 

6-30 

6-31 
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4.3. Isolados de Escherichia coli produtores de p-lactamases de 
espectro alargado derivadas de TEM 

4.3.1. Perfil de susceptibi l idade 

O perfil de resistência dos isolados de E. coli produtores de p-lactamases de 

espectro alargado de tipo TEM (BLEA) (n=58), provenientes de praias da zona urbana 

do Porto, durante o período em análise (Quadro XXII) estão representados no quadro 

XI. 

Quadro XI. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico das p-lactamases de 
isolados de E. coli produtores de p-lactamases de espectro alargado derivadas de 
TEM 

Isolados de E. coli produtores de p-lactamases de espectro alagado 

pi 5,4 + 5,9 
Diâmetro do halo de inibição CMI 

Antibiótico (mm) (ug/ml) 

Amoxicilina 6 >256 
Carbenicilina 6 ND 

Amox. + Clav. 18-22 4 

Cefalotina 6 >256 
Cefoxitina 26-32 2 

Ceftazidima 17-22 8-12 
Cefotaxima 14-20 6-8 
Ceftriaxona 16-20 8-12 

Aztreonamo 26-28 1,5-2 

Imipenemo 28-34 ND 

Netilmicina 20-27 ND 

Ác. Nalidíxico 6 ND 
Norfloxacina 6-11 ND 

Tetraciclina 6 ND 
Cloranfenicol 25-30 ND 

SXT 6-20 ND 

ND- não determinado 
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Vinte e oito isolados de E. coli produtores de (3-lactamases de espectro alargado 

derivadas de TEM foram seleccionados com cefatzidima (5u.g/ml), dezanove com 

cefotaxima (2u.g/ml), nove com ácido nalidíxico (50u,g/ml) e dois com ampicilina (100 

M-g/ml). 

Em casos em que há diferenças nos resultados, são apresentados os valores 

limite dos halos de inibição de crescimento que os isolados apresentaram (Quadro XI). 

Os antibiogramas de todos os isolados foram semelhantes. Nestes antibiogramas 

foi possível observar um notável sinergismo entre o disco de amoxicilina/ácido 

clavulânico e os discos de cefalosporinas de terceira geração e aztreonamo. 

Todos os isolados de E. coli revelaram resistência à amoxicilina, carbenicilina, 

cefalotina e apresentaram elevada incidência de resistência a determinados 

antibióticos não (3-lactâmicos, nomeadamente ao ácido nalidíxico, norfloxacina e 

tetraciclina. Não foram encontrados isolados resistentes à associação 

amoxicilina/ácido clavulânico, cefoxitina, imipenemo e netilmicina. 

Os isolados que apresentaram susceptibilidade reduzida à ceftazidima e 

ceftriaxona. 

4.3.2. Confirmação da detecção de p-lactamases de espectro alargado 
pelo método do "Epsi lon-test" 

Como todos os isolados de E. coli apresentavam fenótipo de resistência muito 

semelhante, usou-se o método do "E-test" para a confirmação da de p-lactamases de 

espectro alargado em três isolados de E. co//'(FFUP165, FFUP177, FFUP213) usados 

como representantes do grupo. 

A razão entre a concentração mínima inibitória para a ceftazidima e concentração 

mínima inibitória para a ceftazidima com ácido clavulânico, superior a 8, é indicação de 

que a estirpe é produtora de (3-lactamase de espectro alargado (Quadro XII). Nestes 

isolados foi também possível observar uma deformação da zona elíptica de inibição da 

ceftazidima, outra indicação da presença destas enzimas. 
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Quadro XII. "E-test" para detecção de (3-lactamases de espectro alargado 

Isolado TZ TZL TZ/TZL Detecção 
(Hfl/ml) (ttg/ml)  

FFUP165 6 0,125 48 Positivo 

FFUP177 8 0,125 64 Positivo 

FFUP213 8 0,094 85 Positivo 

Valores da concentração mínima inibitória (ng/ml) de ceftazidima sem ácido clavulânico (TZ), e 
ceftazidima com ácido clavulânico (TZL) para três isolados de E. coli produtores de (^-lactamases de 
espectro alargado derivadas de TEM. 

4.3.3. Perfil (3-lactamásico 

A caracterização do perfil p-lactamásico dos isolados de E. coli, produtores de (3-

lactamases de espectro alargado derivadas de TEM, foi realizada por focagem 

isoeléctrica. 

A focagem isoeléctrica dos extractos brutos dos isolados de E. coli produtores de 

(3-lactamases de espectro alargado revelaram, em todos os isolados, a presença de 

uma banda de pi 5,4, pi idêntico a TEM-1, e uma banda de pi 5,9, pi idêntico à banda 

TEM-6 usada como padrão (Quadro XI). 

4.3.4. Avaliação da capacidade de transferência de genes responsáveis 
pela resistência aos oximino-|3-lactâmicos 

Com o objectivo de verificar qual a (3-lactamase responsável pela resistência a 

cefalosporinas de terceira geração e a sua associação a um plasmídeo conjugativo, 

procedeu-se a ensaios de conjugação de isolados em estudo com a estirpe receptora 

E. coli K802N. 

Em isolados em que não foi possível usar um marcador de contra-selecção 

adequado, pelo facto de apresentarem resistência a vários antibióticos, procedeu-se a 

ensaios de transformação com E. coli TG1. 

Os transformantes (FFUP165F, FFUP177F, FFUP213F), seleccionados com 

ceftazidima (o^g/ml), e os transconjugantes (FFUP165C, FFUP177C, FFUP213C) 

seleccionados com ceftazidima (5|ig/ml) e ácido nalidíxico (100 |ug/ml) apresentaram, 
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relativamente aos antibióticos (3-lactâmicos, o mesmo perfil de resistência dos isolados 

originais (FFUP165, FFUP177, FFUP213) (Quadro XIV). O antibiograma dos 

transformantes e transconjugantes obtidos demonstrou sinergismo entre o disco de 

amoxicilina/ácido clavulânico e cefalosporinas de terceira geração e aztreonamo. 

A análise por focagem isoeléctrica dos transformantes e transconjugantes apenas 

revelou uma banda p-lactamásica, de pi 5,9 (Quadro XIII), o que sugere que seja esta 

a enzima responsável pela resistência aos oximino-p-lactâmicos. 

Quadro XIII. "E-test" para a detecção de p-lactamases de espectro alargado 

Isolado TZ 
(ug/ml) 

TZL 
(ug/ml) 

TZ/TZL Detecção 

FFUP165F 8 0,094 85,1 Positivo 
FFUP165C 8 0,094 85,1 Positivo 
FFUP177F 8 0,125 85,1 Positivo 
FFUP177C 8 0,125 64 Positivo 
FFUP213F 8 0,094 85,1 Positivo 

FFUP213C 8 0,125 64 Positivo 

Valores da concentração mínima inibitória ((ig/ml) de ceftazidima sem ácido clavulânico (TZ) e ceftazidima 
com ácido clavulânico (TZL) para transformantes (FFUP165F, FFUP177F, FFUP213F) e transconjugantes 
(FFUP165C, FFUP177C, FFUP213C) de isolados de E. coli produtores de p-lactamases de espectro 
alargado derivadas de TEM. 

A presença destas enzimas foi confirmada pelo método do "E-test" (Quadro XIII) 

obtendo-se um resultado positivo em todos os transformantes e transconjugantes. 

O perfil plasmídico dos isolados e dos respectivos transformantes e 

transconjugantes, obtido por electroforese em gel de agarose, permitiu associar a 

codificação desta p-lactamase de espectro alargado a um plasmídeo conjugativo de 

cerca de 30 Md (Figura II). 

É também observado que a transferência da p-lactamase de espectro alargado, 

codificada por um plasm ídeo conjugativo não foi acompanhada por genes que 

codificam a resistência a outros antibióticos não p-lactâmicos. 
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Figura II. Perfil plasmídico de isolados de E. coli produtores de (3-lactamases de 
espctro alargado derivadas de TEM, transformantes e transconjugantes. 
1 - E. coli VR1 (95Md, 41 Md, 32Md), 2-E. coli V517, 3 - FFUP165, 4 - FFUP165F, 5 - FFUP165C, 6 -
FFUP177, 7 - FFUP177F, 8 - FFUP177C, 9 -FFUP213, 10 - FFUP213F, 11 - FFUP213C. 
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Resultados 

4.4. Tipagem de isolados de Escherichia coli produtores de {3-
lactamases de espectro alargado derivadas de TEM obtida 
por ERIC-PCR. 

Os cinquenta e oito isolados de E. coli, produtores de p-lactamases de espectro 

alargado, demonstraram perfil bioquímico idêntico e perfil de susceptibilidade aos 

agentes antimicrobianos estudados semelhantes. Em todos os isolados em que se 

caracterizou o perfil P-lactamásico foram observadas duas bandas p-lactamásicas de 

pi 5,4 e 5,9. Também o perfil plasmídico dos isolados se revelou igual. Estas 

observações permitiram pressupor a presença de uma única estirpe. Assim, procedeu-

se à tipagem de vários isolados por ERIC-PCR. 

Na figura III está representado o resultado da tipagem de isolados de E. coli 

produtores de p-lactamases de espectro alargado derivadas de TEM. Como controlos 

foram usados dois isolados de E. coli: E. coli FFUP31, que produz a enzima TEM-1, e 

a £ coli ATCC 259222. 

No gel obtido verificou-se que os isolados de E. coli produtores de p-lactamases 

de espectro alargado derivadas de TEM apresentaram o mesmo número de bandas e 

com o mesmo tamanho. Esta observação sugere a presença de uma única estirpe 

produtora de p-lactamase derivada de TEM, isolada na águas marinhas em estudo 

(Figura III). 

Figura III. Gel de agarose do resultado de ERIC-PCR. 
1 - 100bp DNA Ladder (Promega), 2 - E. coli produtora de TEM - 1 (FFUP31), 3 a 14 - £. coli produtoras 
de p-lactamase de pi 5,4 + 5,9 (FFUP146, FFUP165, FFUP177, FFUP193, FFUP213, FFUP196, 
FFUP268, FFUP276, FFUP283, FFUP293, FFUP316, FFUP319, 15 - E. coli ATCC259222, 16 - 100bp 
DNA Ladder (Promega). 
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4.5. Isolados de Escherichia coli produtores de p-lactamases de 
espectro alargado do tipo AmpC 

4.5.1. Perfil de susceptibi l idade 

Durante a avaliação do perfil de susceptibilidade dois isolados de E. coli, FFUP139 

e FFUP331, demonstraram resistência à cefoxitina e à associação ácido 

clavulânico/amoxicilina, características da produção de p-lactamases de tipo AmpC, o 

que mereceu um estudo mais detalhado dos seus mecanismos de resistência. 

Quadro XV. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico das P-lactamases dos 
isolados de E. coli produtores de p-lactamases de espectro alargado do tipo AmpC 

FFUP139 FFUP331 

pi 5,4+>8,2 5,4+>8,2  

Antibiótico Diam CMI Diam CMI 
(mm) (u.g/ml) (mm) (ng/ml) 

Amoxicilina 6 >256 6 >256 
Carbenicilina 6 ND 6 ND 

Amox+ Clav. 9 >256 11 >256 
Cefalotina 6 >256 6 >256 

Cefoxitina 9 128 14 24 

Ceftazidima 19 8 20 12 

Cefotaxima 23 6 21 8 

Ceftriaxona 22 6 20 8 

Aztreonamo 28 2 28 1,5 
Imipenemo 28 ND 32 ND 

Netilmicina 9 ND 23 ND 

Àc. Nalidíxico 6 ND 6 ND 

Norfloxacina 9 ND 6 ND 

Tetraciclina 22 ND 6 ND 

Cloranfenicol 24 ND 6 ND 

SXT 26 ND 6 ND 

Diam-diâmetro dos halos de inibição. ND-não determinado. 
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O isolado FFUP139 foi seleccionado com cefotaxima (2u.g/ml) e o isolado 

FFUP331 isolado com ceftazidima (5ug/ml). 

No quadro XV, estão representados, os perfis de resistência de dois isolados de E. 

coli, FFUP139 e FFUP331, produtores de p-lactamase de espectro alargado do tipo 

AmpC, encontrados em amostras de águas marinhas. 

Estes isolados, além de apresentarem resistência à amoxicilina, carbenicilina e 

cefalotina são também resistentes à associação amoxicilina/ácido clavulânico e à 

cefoxitina. 

Em relação aos antibióticos não p-lactâmicos estudados, os isolados são 

resistentes ao ácido nalidíxico e norfloxacina. Apenas a estirpe FFUP139 é resistente 

à netilmicina, enquanto que, o isolado FFUP331 é resistente à tetraciclina, 

cloranfenicol e SXT. 

4.5.2. Confirmação da detecção de p-lactamases de espectro alargado 
pelo método do "Epsi lon-test". 

Quadro XVI. "E-test" para detecção de (3-lactamases de espectro alargado 

Isolado TZ 
(ufl/ml) 

TZL 
(ug/ml) 

TZ/TZL Detecção 

FFUP139 
FFUP331 

8 
12 

<4 
<4 

>2 
>3 

Negativo 
Negativo 

Valores da concentração mínima inibitória (ug/ml) de ceftazidima sem ácido clavulânico (TZ), e 
ceftazidima com ácido clavulânico (TZL), para isolados de E. coli produtores de (i-lactamases de espectro 
alargado do tipo AmpC. 

Os valores obtidos, menores que 8, indicam que estes isolados não são 

produtores de p-lactamases de espectro alargado do tipo TEM ou SHV (Quadro XVI). 

4.5.3. Perfil pMactamásico 

O ponto isoeléctrico das p-lactamases de E. coli FFUP139 e FFUP331 foi 

determinado por focagem isoeléctrica, usando um gel de poliacrilamida com anfólitos 
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de gradiente de pH de 3 a 9 (PhastGel 3-9, Pharmacia). Estes isolados apresentaram 
duas bandas, uma de pi 5,4 e outra banda de pi superior a 8,2 (Quadro XV). 

4.5.4. Avaliação da capacidade de transferência de genes responsáveis 
pela resistência às cefamicinas 

Quadro XVII. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico das p-lactamase de 
isolado de E. coli produtor de p-lactamase de espectro alargado do tipo AmpC, 
transformantes e tranconjugantes 

FFUP3313 FFUP331Fb FFUP331CC 

pi 5,4 + >8,2 >812 >8,2  

Diam CMI Diam CMI Diam CMI 
Antibiótico (m m) (MQ/ml) (mm) (ng/ml) (mm) (ng/ml) 

Amoxicilina 6 >256 6 >256 6 >256 
Carbenecilina 6 ND 18 ND 17 ND 
Amox+ Clav. 11 >256 10 >256 10 >256 
Cefalotina 6 >256 6 >256 6 >256 
Cefoxitina 14 24 13 64 12 64 

Ceftazidima 20 12 19 32 19 32 

Cefotaxima 21 8 22 12 22 12 

Ceftriaxona 20 8 22 24 20 24 
Aztreonamo 28 1,5 26 2 26 2 
Imipenemo 32 ND 30 ND 30 ND 
Netilmicina 23 ND 29 ND 28 ND 
Ác. Nalidíxico 6 ND 24 ND 6 ND 

Norfloxacina 6 ND 30 ND 25 ND 
Tetraciclina 6 ND 24 ND 27 ND 
Cloranfenicol 6 ND 34 ND 26 ND 
SXT 6 ND 24 ND 30 ND 

a isolado de águas marinhas produtoras de p-lactamases 5,4 e >8,2; "transformante, em E. coli TG1, 
produtora de p-lactamase >8,2, ctransconjugante, em £. coli K802N, de transformante (b), produtor de p-
lactamase >8,2. Diam - diâmetro dos halos de inibição. ND - não determinado. 
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Apenas num isolado FFUP331 produtor de p-lactamases tipo AmpC foi possível a 

transferência de p-lactamases por transformação e conjugação. Estes transformantes 

foram selecionados com cefoxitina (20 u,g/ml) e os transconjugantes com ácido 

nalidíxico (100 u.g/ml) e cefoxitina (20 |ag/ml). 

O antibiograma dos transformantes e transconjugantes obtidos demonstra, 

relativamente aos antibióticos p-lactâmicos, o mesmo perfil de resistência do isolado 

original relativamente à resistência à amoxicilina/ácido clavulânico, cefalotina, 

amoxicilina e cefoxitina, redução de susceptibilidade às cefalosporinas de terceira 

geração e susceptibilidade ao imipenemo (Quadro XVII). 

A análise por focagem isoeléctrica dos transformantes e transconjugantes apenas 

revelou uma banda p-lactamásica de pi superior a 8,2 (Quadro XVII). 

Analisou-se o perfil plasmídico dos isolados originais e dos respectivos 

transformantes e transconjugantes em electroforese em gel de agarose. Foi possível 

associar a codificação desta p-lactamase de espectro alargado a um plasm ídeo 

conjugativo de aproximadamente 95 Md. 

A transferência da P-lactamase codificada por um plasmídeo conjugativo, não foi 

acompanhada por genes que codificam a resistência a outros antibióticos não p-

lactâmicos. 

4.6. Susceptibilidade a agentes antimicrobianos de isolados de 
Klebsiella pneumoniae 

Na figura IV estão representados os valores de percentagens de resistência, 

determinados pelo método de difusão em agar, dos isolados de K. pneumoniae, 

obtidos a partir de águas marinhas, face a antibióticos p-lactâmicos e a outros grupos 

de antibióticos. Catorze isolados foram seleccionados com ampicilina (100 ux)/ml), dois 

com ceftazidima (5 u.g/ml) e dois isolados foram seleccionado com cefotaxima (2 

u.g/ml). 

Pela análise do gráfico (Figura IV), verifica-se que os isolados apresentam uma 

elevada percentagem de resistência à carbenicilina (88,9%). A resistência à cefalotina 

é de cerca de 22% e observa-se a mesma percentagem (5,5%) de isolados resistentes 

e com susceptibilidade intermédia à associação amoxicilina/ácido clavulânico. Não 
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foram encontrados isolados resistentes à cefoxitina, imipenemo ou netilmicina. A 

ceftazidima foi a cefalosporina de terceira geração à qual maior percentagem de 

isolados são resistentes (16,7%), enquanto que às restantes cefalosporinas de terceira 

geração, apenas foram encontrados isolados com susceptibilidade intermédia. 

Relativamente a antibióticos não p-lactâmicos, verificou-se um número baixo de 

isolados resistentes, sendo o maior valor obtido de 16,55% ao ácido nalidíxico. 

100 

I Resistente 
I Intermédio 

Figura IV. Percentagens de resistência a agentes antimicrobianos dos isolados de K. 
pneumoniae (n=18) 

4.7. Isolados de Klebsiella pneumoniae produtores de |3-
lactamases derivadas de SHV 

4.7.1. Perfil de susceptibi l idade 

No quadro XVIII estão representados os valores dos halos de inibição de 

crescimento e CMIs dos isolados de K. pneumoniae, com p-lactamases de espectro 

alargado derivadas de TEM e SHV, isolados no presente estudo, face a diversos 

antibióticos. A escolha destes isolados foi realizada de acordo com o método de 

sinergismo. 
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Os isolados FFUP15 e FFUP348 foram seleccionados com ceftazídima (5u.g/ml), 

os isolados FFUP58 e FFUP140 com cefotaxima (2u.g/ml), e o isolado FFUP192 foi 

seleccionado com ampicilina (100u.g/ml). 

Quadro XVIII. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico das P-lactamases dos 
isolados de K. pneumoniae produtores de p-lactamases de espectro alargado 
derivadas de SHV 

FFUP15 FFUP58 FFUP140 FFUP192 FFUP348 

pl 7,0 5,4 + 7,6 7,6 + 8,2 7,0 + 8,2 7,0 + 8,2 

Diam CMI Diam CMI Diam CMI Diam CMI Diam CMI 

Antibiótico (mm) (Hg/ml) (mm) (Mg/ml) (mm) (Hg/ml) (mm) (Hg/ml) (mm) (Hg/ml) 

Amoxicilina 6 >256 6 >256 6 >256 6 >256 6 >256 
Carbenicilina 6 ND 6 ND 6 ND 6 ND 6 ND 
Amox.+ Clav. 21 4 11 32 14 16 22 4 20 6 

Cefalotina 19 12 6 >256 6 >256 6 >256 6 >256 
Cefoxitina 32 3 20 6 18 12 23 4 26 3 
Ceftazídima 19 8 22 0.75 12 >32 11 >32 12 >32 
Cefotaxima 30 0.5 20 12 20 12 19 4 20 4 
Ceftriaxona 30 0.25 19 3 18 4 20 3 19 4 
Aztreonamo 28 2 34 <0,016 12 96 12 64 14 48 
Imipenemo 29 ND 26 ND 22 ND 28 ND 28 ND 
Netilmicina 20 ND 12 ND 24 ND 20 ND 25 ND 

Ác. Nalidíxico 20 ND 23 ND 6 ND 15 ND 6 ND 

Norfloxacina 23 ND 26 ND 23 ND 22 ND 15 ND 

Tetraciclina 15 ND 11 ND 22 ND 21 ND 22 ND 

Cloranfenicol 25 ND 6 ND 26 ND 15 ND 10 ND 
SXT 28 ND 6 ND 24 ND 22 ND 22 ND 

Diam - diâmetro dos halos de inibição. ND - não determinado. 

Tal como verificado para os isolados de E. coli, todos os cinco isolados de K. 

pneumoniae revelaram resistência à amoxicilina e carbenicilina. Com excepção de um 

isolado (FFUP15), todos os outros revelaram resistência à cefalotina (CMIs >256). 
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Três isolados (FFUP140, FFUP192, FFUP348) apresentaram resistência à ceftazidima 

(CMIs>32), e apenas o isolado FFUP58 (CMI=32) revelou resistência à associação 

amoxicilina/ácido clavulânico. De acordo com as CMIs obtidas, nenhum isolado 

apresentou, de acordo com as normas do NCCLS (1999), resistência a cefoxitina, 

cefotaxima e ceftriaxona. 

Relativamente a antibióticos não (3-lactâmicos, observa-se que apenas os isolados 

FFUP58 e FFUP348 apresentaram diminuição de susceptibilidade, respectivamente, à 

netilmicina e norfloxacina e que, apenas, o isolado FFUP58 revelou resistência ao 

SXT. Dois isolados, FFUP140 e FFUP348, demonstraram resistência ao ácido 

nalidíxico enquanto que o isolado FFUP192 apenas revelou diminuição de 

susceptibilidade a este antibiótico. 

4.7.2. Confirmação da detecção de ^-lactamases de espectro alargado 
pelo método do "Epsi lon-test" 

Quadro XIX. "E-test" para detecção de p-lactamases de espectro alargado 

Isolado TZ 
(ufl/ml) 

TZL 
(uq/ml) 

TZ/TZL Detecção 

FFUP15 8 0,125 64 Positivo 
FFUP58 0,75 0,125 6 Negativo 
FFUP140 >32 0,25 128 Positivo 
FFUP192 >32 0,19 168.4 Positivo 
FFUP348 >32 0,125 128 Positivo 

Valores da concentração mínima inibitória (ug/ml) de ceftazidima sem ácido clavulânico (TZ), e 
ceftazidima com ácido clavulânico (TZL), para os isolados de K. pneumoniae produtores de (i-lactamases 
de espectro alargado 

Com excepção do isolado FFUP58, todos os isolados de K. pneumoniae 

apresentaram um valor superior a 8 (resultado positivo) para a razão entre a 

concentração mínima inibitória para a ceftazidima e concentração mínima inibitória 

para a ceftazidima com ácido clavulânico (Quadro XIX). 
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4.7.3. Perfil pMactamásico 

A análise por focagem isoeléctrica demonstrou que os isolados de K. pneumoniae 

apresentam diferentes perfis p-lactamásicos. Apenas um isolado (FFUP15) apresenta 

só uma banda electroforética, de pi 7,0. Os restantes apresentam duas bandas: o 

isolado FFUP58, revelou bandas de pi 5,4 e 7,6, enquanto que o isolado FFUP140 as 

bandas têm pi 7,6 e 8,2. Os isolados FFUP192 e FFUP348 apresentam o mesmo 

perfil, duas bandas de pi 7,0 e 8,2 (Quadro XVIII). 

4.7.4. Avaliação da capacidade de transferência de genes responsáveis 
pela resistência aos oximino-p-lactâmicos 

Nos isolados de K. pneumoniae FFUP140, FFUP192 e FFUP348 realizaram-se 

ensaios de transformação, por falta de marcador de contra-selecção. 

Nos isolados FFUP15 e FFUP58 foram realizados ensaios de conjugação, não 

tendo sido conseguida a transferência do gene que codifica as p-lactamases de 

espectro alargado. 

Apenas no isolado FFUP140 foi conseguida a transferência por transformação de 

P-lactamases de espectro alargado. Contudo, não foi conseguida a transferência 

destes genes por conjugação. Os transformantes obtidos foram seleccionados com 

ceftazidima (5 |ig/ml). A detecção da produção de p-lactamases de espectro alargado 

nos transformantes foi confirmada pelo método do "E-test" (Quadro XX). 

Quadro XX. "E-test" para a detecção de p-lactamases de espectro alargado 

Isolado TZ 
(Ufl/ml) 

TZL 
(ug/ml) 

TZ/TZL Detecção 

140 F 12 0.125 96 Positivo 

Valores da concentração mínima inibitória (ug/ml) de ceftazidima sem ácido clavulânico (TZ) e ceftazidima 
com ácido clavulânico (TZL) para transformante (140F) de K. pneumoniae produtor de p-lactamases de 
espectro alargado derivadas de SHV. 
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Quadro XXI. Perfil de susceptibilidade e ponto isoeléctrico das (3-lactamases em 
isolado de K. pneumoniae produtor de p-lactamases de espectro alargado derivadas 
de SHV e transformante 

140a 140Fb 

pi 7,6 + 8,2 8,2 

Diam CMI Diam CMI 
Antibiótico (mm) (ng/ml) (mm) (ng/ml) 

Amoxicilina 6 >256 6 >256 

Carbenecilina 6 ND 6 ND 

Amox+ Clav. 14 16 22 8 

Cefalotina 6 >256 12 32 

Cefoxitina 18 12 26 1.5 

Ceftazidima 12 >32 15 12 

Cefotaxima 20 12 22 4 

Ceftriaxona 18 4 20 3 

Aztreonamo 12 96 8 96 

Imipenemo 22 ND 30 ND 

Netilmicina 24 ND 27 ND 

Ác. Nalidíxico 6 ND 23 ND 

Norfoxacina 23 ND 32 ND 

Tetraciclina 22 ND 25 ND 

Cloranfenicol 26 ND 27 ND 

SXT 24 ND 30 ND 

a estirpe isolada de águas marinhas produtor de P-lactamases 7,6 e 8,2;b transformante, em E. coli TG1, 
produtora de p-lactamase 8,2. Diam - diâmetro dos halos de inibição. ND - nãodeterminado. 

Os plasmídeos do isolado original, assim como do transformante obtido, foram 

extraídos pela técnica Kado & Liu (1981) e visualizados em gel de agarose com 

brometo de etídeo, juntamente com plasmídeos de estirpes padrão, E. coli V517 e E. 

coli VR1. Foi assim possível observar no transformante um plasmídeo de 

aproximadamente 35 Md 

66 



Resultados 

4.8. Distribuição temporal de isolados de Escherichia coli e 
Klebsiella pneumoniae produtores de (^-lactamases de 
espectro alargado 

Quadro XXII. Distribuição dos isolados de E. coli e K. pneumoniae produtores de (3-
lactamase de espectro alargado pelas praias ao longo do trabalho. 

Praia do Molhe Praia de Gondarém Praia de Matosinhos 

Mês Espécie - n.° de isolados - identificação 

Setembro 1999 K. pneumoniae BLEA-1 

(FFUP15) 

Novembro 1999 K. pneumoniae BLEA-1 

(FFUP58) 

Fevereiro 2000 

Março 2000 £ coli BLEA-5 E. coli BLEA-7 

Abril 2000 £. coli BLEA-1 

Maio 2000 E. coli BLEA-11 £ coli BLEA-12 

Junho 2000 £ coli AmpC- 1(FFUP331) 

Julho 2000 K. pneumoniae BLEA-1 

(FFUP348) 

E. coli BLEA-1 

£ coli BLEA-1 

£. coli AmpC-1(FFUP139) 

K. pneumoniae BLEA-1 

(FFUP140) 

£ coli ESBL-4 

K. pneumoniae BLEA-1 

(FFUP192) 

£ coli BLEA-15 

£ coli BLEA-1 

No decurso da avaliação de susceptibilidade pelo método de difusão em agar, 

foram escolhidos os isolados produtores de p-lactamases de espectro alargado, pelo 

teste de sinergismo de cefalosporinas de terceira geração com o ácido clavulânico. 

A distribuição ao longo do tempo e pelas praias dos isolados de E. coli e K. 

pneumoniae produtores de p-lactamases de espectro alargado está representado no 

quadro XXII. 

Cinquenta e oito isolados de E. coli apresentaram um comportamento típico da 

existência de P-lactamases de espectro alargado derivadas de TEM. Isolados com 

este fenótipo foram encontradas em todas as praias em estudo (Quadro XXII). 
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Cinco isolados de Klebsiella pneumoniae também apresentaram um 

comportamento típico de produção de p-lactamases de espectro alargado de tipo SHV. 

Três destes isolados foram provenientes da praia do Molhe (FFUP15, FFUP58 e 

FFUP348), os restantes são provenientes da praia de Matosinhos (FFUP140 e 

FFUP192). 

Obtiveram-se também isolados produtores de p-lactamases de espectro alargado 

do tipo AmpC, um destes isolados foi obtido nas águas da praia de Matosinhos 

(FFUP139) e o outro da praia do Molhe (FFUP331). 

4.9. Hibridação com sonda TEM 

A preparação de sonda específica para o gene codificador de p-lactamases do tipo 

TEM foi efectuada no sentido de avaliar a sua utilidade como técnica rápida de 

despiste de coliformes produtores destas enzimas e como auxílio na identificação de 

plasmídeos codificadores destas enzimas aquando da análise electroforética de 

extractos plasmídicos. 

No formato Dot blot usou-se como amostra o DNA total das estirpes e no formato 

Southern blot os plasmídeos das estirpes extraídos pela técnica de Kado & Liu (1981). 

Figura V. Hibridação em formato Dot-blot entre sonda TEM e DNA total. 
1 - E. coli com p-lactamases de pi 5,4 (FFUP52), 2 - K. pneumoniae com p-lactamases de pi 5,4 + 7,6 
(FFUP58), 3 a 6 - £. coli com p-lactamase de pi 5,4 (FFUP73, FFUP106.FFUP 115, FFUP121), 7 - K. 
pneumoniae com p-lactamases de pi 7,6 + 8,2 (FFUP140), 8 - E coli com p-lactamase de pi 5,4 
(FFUP147), 9 - E. coli com p- lactamases de pi 5,4 + 5,9 (FFUP65), 10 - Transformante de £ coli com p-
lactamase de pi 5,9, 11 - E. coli com P-lactamases de pi 5,4 + 5,9 (FFUP177), 12 -£ . coli com p-
lactamases de pi 5,4 + >8,2, 13 - £. coli com p-lactamase de pi 5,4 (FFUP31). 
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Figura VI. Gel de agarose para hibridação com sonda TEM. 

Figura VII. Hibridação em formato Southern-blot entre sonda TEM e DNA plasmídico. 
1- E.coli UCB1 (PBR322), 2 - E. coli K802N, 3 e 4 - E coli com P-lactamase de pi 5,4 (FFUP31 e 
FFUP52), 5 - K. pneumoniae com (3-lactamases de pi 5,4 + 7,6 (FFUP58), 6 a 9 - £. coli com p-lactamase 
de pi 5,4 (FFUP73, FFUP106, FFUP115, FFUP121), 10 - K. pneumoniae com P-lactamases de pi 7,6 + 
8,2 (FFUP140), 11 - E. coli com P-lactamase de pi 5,4 (FFUP147), 12 - E. coli com p-lactamases de pi 
5,4 + 5,9 (FFUP165), 13 - Transformante de £. coli com p-lactamase de pi 5,9, 14 - E. coli com p-
lactamase de pi 5,4 + 5,9 (FFUP177), 15 -£ . coli com P-lactamases de pi 5,4 + >8,2 
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Nas figuras V e VII estão representados os resultados de hibridação com sonda 

TEM, na figura V usando o formato Dor blot e na figura VII o formato Southern blot. 

No formato Dot-blot, como era de prever, não se verificou hibridação com a sonda 

no isolado produtor de (3-lactamases de pi 7,6 e 8,2, (3-lactamases de tipo SHV (figura 

V), tendo-se verificado hibridação com os restantes isolados. No Southern-blot, 

verifica-se que as p-lactamases de tipo TEM se localizam em plasmídeos de elevado 

tamanho (Figura VII). Nos isolados de E. coli produtores de p-lactamase de espectro 

alargado derivadas de TEM (FFUP165 e FFUP177), a sonda hibridou com 2 

plasmídeos que podem corresponder aos plasmídeos que codificam a enzima TEM-1 

e a enzima de pi 5,9 (da família TEM) responsável pelo fenótipo de resistência às 

cefalosporinas de terceira geração. 
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5. Discussão 

A presença de coliformes em águas costeiras marinhas poderá indiciar uma 

contaminação fecal constituindo um potencial problema de saúde pública. 

De acordo com Instituto Nacional da Água entre 1999 e 2000, as águas das zonas 

balneares de onde são provenientes as amostras utilizadas neste trabalho, 

relativamente a parâmetros microbiológicos e físico-químicos, foram classificadas de 

aceitáveis a más (INAG, 2001). Estas praias poderão eventualmente sofrer a influência 

de um efluente de águas residuais urbanas, situado em Sobreiras (estuário do rio 

Douro). Até à data da colheita das amostras deste trabalho este efluente era lançado 

no rio sem tratamento prévio. 

Verificou-se um predomínio da espécie Escherichia coli relativamente aos outros 

coliformes isolados neste trabalho (Quadro IX). Esta espécie é um habitante nativo do 

tracto intestinal do Homem e outros animais de sangue quente (Sousa, 2000) e 

também um patogénico comum em pacientes ambulatórios e em doentes hospitalares. 

E. coli está associada a vários tipos de infecções humanas, tais como infecções 

urinárias, gastroenterites, pneumonias, septicemias e abcessos (Kelly et a/., 1985; 

Sousa, 2000). 

Uma vez que E. coli é um habitante normal do tracto intestinal, facilmente é 

disseminada no ambiente através de fezes (Krumperman, 1983). É conhecida a sua 

capacidade de sobrevivência em ambientes aquáticos poluídos, tais como esgotos não 

tratados (Murray et ai., 1984) e águas marinhas (Camilo ef ai., 1985; Fuentes et ai., 

1983; Valdes-Collazo et ai., 1987). Este factores podem explicar a predominância 

desta espécie nas amostras processadas. 

Apesar de em menor número, foram também isoladas estirpes de Klebsiella spp., 

um género ubíquo na natureza. Esta espécie tem dois habitats, o ambiente, onde pode 
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ser encontrada em águas superficiais, esgotos, solo ou em plantas e superfícies 

mucosas do homem e outros mamíferos, os quais coloniza (Podschun & Ullmann, 

1998). 

Como patogénico oportunista, Klebsiella spp. afecta principalmente doentes 

hospitalares imunocomprometidos e que padecem de outras doenças tais como 

"diabetes mellitus" ou obstrução pulmonar crónica, sendo um dos principais agentes 

de infecções nosocomiais. Diversos tipos de infecções podem ser causadas por 

Klebsiella spp., como por exemplo, infecções urinárias, pneumonia, septicemia, 

infecções dérmicas e septicemia neonatal (Podschun & Ullmann, 1998). 

Além de se terem isolado bactérias pertencentes à família Enterobacteriaceae nas 

águas marinhas, também foram isoladas espécies fermentadoras de lactose, oxidase 

positiva. Estas características sugerem a presença de bactérias do género 

Aeromonas. As espécies deste género crescem em meio de Macconkey e fermentam 

hidratos de carbono, são resistentes à penicilina, ampicilina, carbenicilina e ticarcilina 

(Von Graevenitz, 1985). Além disso, a sua capacidade de sobrevivência permite-lhe 

uma ampla distribuição em diversos ambientes aquáticos, incluindo águas marinhas 

costeiras (Boira, 1996). 

5.1. Resistência a agentes antimicrobianos de isolados de 
Escherichia coli de águas marinhas 

Escherichia coli apresenta um fenótipo naturalmente sensível a antibióticos (3-

lactâmicos (Philippon et ai., 1986), apesar de possuir uma P-lactamase constitutiva, 

que normalmente não se expressa em quantidade suficiente para causar resistência 

(Sanders & Sanders, 1992). Sendo assim, a resistência a este grupo de antibióticos, 

mediada por p-lactamases, pode ser devida à aquisição de novos genes, ou de 

mutações que afectam a expressão da sua p-lactamase cromossómica (Bush, 1989; 

Sanders, 1992). No entanto, é de maior relevância a resistência resultante da 

aquisição de p-lactamases plasmídicas, tais como OXA-1, SHV-1, TEM-2, e 

principalmente, TEM-1 (Pérez-Moreno et ai., 1997). Estima-se que aproximadamente 

50% de isolados clínicos de E. coli produzam a enzima TEM-1 (Livermore, 1995) e que 
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esta enzima corresponda a cerca de 80% de todas as p-lactamases codificadas por 

plasmídeos na família Enterobacteriaceae (Du Bois et ai., 1995). 

Os resultados obtidos neste trabalho revelam que os isolados de E. coli de águas 

marinhas costeiras da zona urbana do Porto e resistentes à ampicilina apresentam 

uma elevada incidência de resistência, in vitro, à carbenicilina (100%), cefalotina 

(54,4%) e, mais raramente à associação ácido clavulânico/amoxicilina (2,64%) e 

cefoxitina (3,5%). Os valores de susceptibilidade intermédia obtidos face à cefotaxima 

(48,3%) e ceftriaxona (45,7%) devem-se à presença de isolados de E coli (n=58) 

produtoras de p-lactamases de espectro alargado (Figura I). 

Conforme verificado para os isolados de origem clínica da zona urbana do Porto 

(Sousa eí ai, 1989 a, b; 1991) e para os provenientes de águas de consumo 

(Quinteira, 1999), o restabelecimento da susceptibilidade face à associação 

amoxicilina/ácido clavulânico dos isolados de águas marinhas, que apresentam 

resistência à amoxicilina, corrobora a presença de p-lactamases codificadas por genes 

que se situam em plasmídeos. Com efeito, caracterizaram-se os perfis p-lactamásicos 

dos isolados de E. coli resistentes à ampicilina e não produtores de p-lactamases de 

espectro alargado, tendo-se verificado apenas uma única banda electroforética de pi 

5,4, idêntico ao da p-lactamase padrão (TEM-1) (Quadro X). 

A enzima TEM-1 hidroliza penicilinas, cefalosporinas de primeira geração e 

algumas de segunda geração sendo, no entanto, relativamente ineficaz face a 

cefuroxima, aztreonamo, imipenemo e cefalosporinas de terceira geração (Bush et ai., 

1995; Sanders & Sanders, 1992; Sanders, 1992). Tendo em conta o fenótipo de 

resistência obtido (Quadro X) para os isolados com banda electroforética de pi 5,4, 

pode-se considerar esta enzima como TEM-1. 

Os resultados obtidos com hibridação com sonda TEM em alguns isolados de E. 

coli com p-lactamases de pi 5,4 demonstraram que esta enzima está presente em 

diferentes plasmídeos de elevado tamanho (Figura VII). 

No Norte de Portugal, foram anteriormente realizados estudos de incidência de 

isolados de E coli resistentes a antibióticos p-lactâmicos. Em 1991, foram estudados 

2063 isolados de E coli oriundos de doentes hospitalares e ambulatórios da zona 

urbana do Porto (Sousa et ai., 1991). Os resultados obtidos por estes autores 

demonstram que estes isolados apresentam um elevado nível de resistência a 
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ampicilina (55,3%) e carbenicilina (52,8%), mas são geralmente susceptíveis a outros 

(3-lactâmicos apresentando 4,4% resistência à cefalotina, 3,5% à associação ácido 

clavulânico/amoxicilina, 3,2% à cefoxitina e 0,5% à cefotaxima. Mais recentemente, 

um estudo envolvendo isolados de E. coli isoladas de águas de consumo demonstrou 

que 9% das isolados apresentaram resistência à amoxicilina, 6% à carbenicilina e 9% 

à cefalotina (Quinteira, 1999). 

5.2. Resistência a agentes antimicrobianos de isolados de 
Klebsiella pneumoniae de águas marinhas 

A maioria das estirpes de K. pneumoniae isoladas de clínica possuem uma (3-

lactamase cromossómica. Esta enzima é constitutiva e normalmente produzida em 

nível baixo, sendo contudo, suficiente para proteger contra a ampicilina, carbenicilina e 

ticarcilina (Livermore, 1995). 

Os isolados de K. pneumoniae de águas marinhas apresentaram uma elevada 

incidência de resistência à amoxicilina (100%) e carbenicilina (88,9%), e mais reduzida 

à cefalotina (22%), e amoxicilina/ácido clavulânico (5,5%). Relativamente à resistência 

a oximinocefalosporinas, verificou-se 16,7% de resistência à ceftazidima e 22% de 

isolados com diminuição de susceptibilidade à cefotaxima e ceftriaxona, em resultado 

da presença de isolados de K. pneumoniae (n=5) produtores de (3-lactamases de 

espectro alargado (Figura IV). 

Apenas 88,9% dos isolados demonstraram resistência à carbenicilina, os restantes 

isolados apresentaram um halo de inibição (20 mm) que, apesar de próximo do halo 

considerado resistente (19 mm), não permitiu classificar as estirpes como resistentes. 

Estudos de susceptibilidade de K. pneumoniae a diferentes antibióticos revelaram 

em isolados de águas de consumo elevados valores de resistência à amoxicilina 

(95%) e carbenicilina (87%) e reduzida incidência de resistência à cefalotina (9%) e 

amoxicilina/ácido clavulânico (9%) (Quinteira, 1999). Valores semelhantes de 

incidência de resistência, foram obtidos para isolados hospitalares e de ambulatório: 

elevada resistência a amoxicilina (100%) e ticarcilina (100%), moderada resistência à 

cefalotina (27,4%) e fraca resistência à amoxicilina/ácido clavulânico (Neto ef ai., 

1992). 
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À semelhança dos resultados obtidos para isolados de K. pneumoniae de origem 

clínica (Neto et ai., 1992) e águas de consumo (Quinteira, 1999), os resultados de 

resistência obtidos para isolados de K. pneumoniae isoladas de águas marinhas e não 

produtoras de P-lactamases de espectro alargado, poderão ser consequência da 

expressão da p-lactamase cromossómica. Esta p-lactamase cromossómica (SHV-1) 

confere resistência às aminopenicilinas e carboxipenicilinas, mas não altera a 

susceptibilidade a outros p-lactâmicos. 

5.3. Escherichia coli produtoras de ^-lactamases de espectro 
alargado derivadas de TEM em águas marinhas 

Desde a introdução de cefalosporinas de terceira geração em ambiente hospitalar 

as bactérias Gram negativo têm reagido a estes antibióticos, principalmente com a 

produção de novos tipos de p-lactamases de espectro alargado, mediadas por 

plasmídeos (Matsumoto & Inoue, 1999). 

Isolados de E. coli, produtores de p-lactamases de espectro alargado foram pela 

primeira vez descritos em Portugal durante um estudo de susceptibilidade aos agentes 

antimicrobianos de isolados de doentes hospitalares e ambulatórios colhidos entre 

1988 e 1990 (Sousa et ai., 1991). A caracterização molecular das enzimas que 

conferiam a resistência aos oximino-p-lactâmicos revelou a presença de SHV-5 (Peixe, 

1996) e TEM-6b (Peixe era/., 1996). 

No presente trabalho, isolados de E. coli produtores de p-lactamases de espectro 

alargado foram inicialmente detectados através do teste de sinergismo, e 

posteriormente confirmados por "E-test" (Quadro XV). O método de sinergismo 

demonstrou ser um método eficaz, reprodutível, e com sensibilidade para a detecção 

destas enzimas. Além disso verificou-se concordância entre os resultados obtidos com 

este teste e o método de "E-test". 

Nestes isolados foi visualizado um notável sinergismo entre o disco da associação 

amoxicilina/ácido clavulânico, os discos de todas as cefalosporinas de terceira geração 

usadas (ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona) e o disco de aztreonamo. 

A partir de amostras provenientes de águas costeiras de praias da zona urbana do 

Porto, encontraram-se 58 isolados de E. coli produtores de p-lactamases de espectro 
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alargado derivadas de TEM. É de salientar a permanência destes isolados nas 

diferentes praias desde Fevereiro a Julho de 2000. Contudo, os isolados foram 

predominantemente obtidos nos meses de Março e Maio de 2000 (Quadro XXII). O 

baixo número de isolados obtidos (n=1) entre estes meses poderá ser resultado da 

elevada pluviosidade ocorrida em Abril de 2000. O isolamento desta estirpe durante 

vários meses poderá reflectir o lançamento constante de águas residuais que atingem 

as praias em estudo. 

Observou-se que todos estes isolados apresentaram um comportamento muito 

similar no que respeita à susceptibilidade aos antibióticos estudados. 

A semelhança de comportamento face aos diversos antibióticos, perfil (3-

lactamásico e plasmídico idênticos, sugeria que estes isolados seriam uma mesma 

estirpe, tendo por caracterização genómica de alguns destes isolados, através de 

ERIC-PCR (Figura III) confirmado esta hipótese. 

O método ERIC-PCR é um método simples, altamente reprodutível, que permite 

distinguir estirpes estreitamente relacionadas, deduzir relações filogenéticas entre 

estirpes e, ainda, estudar a sua diversidade numa variedade de ecossistemas. Este 

método foi usado com sucesso, na diferenciação de algumas estirpes, como por 

exemplo, de Bartonella (Rodriguez-Barradas ef a/., 1995), Citrobacter diversus (Woods 

et ai., 1992), Enterobacter aerogenes (Georghiou et ai., 1995), Rhizobium meliloti (De 

Bruijn, 1992), Francisella tularensis (De la Puente-Redondo era/., 2000), Haemophilus 

influenzae (Gomez-de-Leon ef al., 2000); Pasteurella multocida (Loubinoux et ai., 

1999), na diferenciação de estirpes de E. coli de origem animal ou humana (Dombek 

et ai., 2000) e na separação de grupos filogenéticos e não patogénicos de E. coli 

(Johnson & O'Brian, 2000). 

Os isolados marinhos de E. coli produtores de (3-lactamases de espectro alargado 

derivadas de TEM apresentaram resistência às aminopenicilinas, carboxipenicilinas, 

cefalosporinas de primeira geração, e susceptibilidade à cefoxitina e imipenemo. Além 

disso, estes isolados revelaram diminuição da susceptibilidade às cefalosporinas de 

terceira geração (Quadro XI). Este fenótipo de resistência, está habitualmente 

associado a oximino-(3-lactamases plasmídicas derivadas de TEM-1, 2 ou SHV-1 

(Bush et ai., 1995; Sirot,1995). Além dos isolados apresentarem resistência a 

antibióticos pertencentes à família dos (3-lactâmicos também revelaram resistência ao 

ácido nalidíxico, norfloxacina e tetraciclina. 
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Em Portugal, recentemente (Caniça et ai., 2000), foram estudadas trezentas e 

vinte e duas estirpes de E. coli provenientes de laboratórios hospitalares da zona 

Norte, Centro e Sul. A frequência de resistência de estirpes à amoxicilina encontrada 

foi de 58% (186/322), 7% à associação amoxicilina/ácido clavulânico e 17% à 

cefalotina. Das cento e oitenta e seis estirpes resistentes à amoxicilina, apenas 8 

estirpes com teste de sinergismo positivo são resistente aos oximino-p-lactâmicos: 

resistência à cefotaxima (n=1), ao aztreonamo (n=3), à ceftazidima e aztreonamo 

(n=2), à ceftazidima e aztreonamo e ceftriaxona (n=1) e à ceftazidima e aztreonamo e 

ceftriaxona e cefotaxima (n=1) (Caniça et ai., 2000). Os principais mecanismos de 

resistência encontrados, nestas estirpes foram a hiperprodução de p-lactamases do 

tipo TEM-1 e a produção de enzimas do tipo OXA-1, ambas detectadas em estirpes 

resistentes à associação amoxicilina/ácido clavulânico (Caniça ef ai., 2000). Este 

trabalho não revela, contudo, o perfil p-lactamásico das estirpes com prova de 

sinergismo positivo. 

De acordo com as CMIs obtidas para as oximinocefalosporinas, os isolados 

marinhos de E. coli produtores de p-lactamases de espectro alargado obtidos não são 

considerados resistentes à ceftazidima (CMI 8-12 u.g/ml), cefotaxima (6-8 ug/ml) e 

ceftriaxona (8-12 ug/ml), de acordo com NCCLS (1999) (Quadro XI). No entanto, 

Katsanis er ai. (1994) demostraram que as CIMs de cefotaxima e ceftriaxona, para 

isolados de £. coli que produzem p-lactamases de espectro alargado, frequentemente 

não excedem o "breakpoint" que permite considerar a bactéria como resistente. 

Contudo, in vivo, estes isolados poderão funcionar como resistentes, originar casos de 

insucessos terapêuticos. 

Determinou-se o ponto isoeléctrico em isolados pertencentes ao grupo que 

apresentava um fenótipo de resistência similar. Todos os isolados revelaram duas 

bandas de p-lactamase, uma banda de pi 5,4, um ponto isoeléctrico semelhante a 

TEM-1, e outra banda de pi 5,9 (Quadro XI). Com ponto isoeléctrico próximo de 5,9 

foram já descritas diversas enzimas, nomeadamente TEM-4 (Paul et ai., 1989), TEM-6 

(Bauernfeind & Hórl, 1987), TEM-8 (Goussard & Courvalin, 1999), TEM-27 (Morosini er 

ai., 1995) e TEM-52 (Pai er ai., 1999). No Norte de Portugal, foi já isolada uma estirpe 

hospitalar de E. coli produtora de p-lactamase de espectro alargado com pi 5,87, que 

foi identificada como TEM-6b (Peixe, 1996). 
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A posterior sequenciação nucleótida da p-lactamase produzida por E. coli 

proveniente de águas marinhas permitirá identificar esta p-lactamase e eventualmente, 

facilitar a identificação da sua origem. 

Nos isolados de E. coli em estudo, a presença concomitante de TEM-1, nestes 

isolados, poderá compensar a perda de actividade p-lactamásica que acompanha as 

P-lactamases de espectro alargado (Jacoby, 1994). 

A utilização de uma sonda para o gene TEM e a sua utilização em transformantes 

permitiu verificar que o gene que codifica a P-lactamase de espectro alargado se 

encontra num plasmídeo diferente do que os que codificam a TEM-1 (Figura VII). 

Apesar desta enzima não ser TEM-1, o pequeno número de mutações não é suficiente 

para impedir a hibridação nas condições de restringência usadas. 

Através de ensaios de transferência de genes verificou-se que a p-lactamase de 

espectro alargado de pi 5,9 estava associada a um plasmídeo conjugativo de 30 Md. 

Ao contrário de resultados obtidos para estirpes de origem clínica (Peixe, 1996), a 

transferência dos genes que codificam a resistência aos p-lactâmicos não foi 

acompanhada por genes que conferem resistência a outros antibióticos. 

O facto de se ter conseguido demonstrar a capacidade de transferência é 

relevante, uma vez que estes isolados são provenientes do meio ambiente. Convém 

salientar que diversos autores demonstraram já a possibilidade de transferência de 

genes em ambiente marinho quer através de transformação (Paul ef a/., 1991; Stewart 

& Sinigalliano, 1990) quer através de conjugação (Dahlberg et ai., 1998; Femandez-

Astorga et ai., 1992; Gauthier & Breittmayer, 1990; Goodman ef ai., 1993). Este 

fenómeno não deixa de ser preocupante, não só pela possibilidade destes 

microrganismos ocasionarem infecções, tanto por ingestão, inalação, contacto ou 

mesmo consumo de alimentos marinhos, como também, pela sua capacidade de 

transferirem os genes codificadores destas enzimas a outros microrganismos, 

incluindo bactérias comensais do Homem, peixes e outros organismos marinhos e às 

autóctones. 
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5.4. Escherichia coli produtoras de ^-lactamases de espectro 
alargado do tipo AmpC em águas marinhas 

Neste trabalho, foram encontrados dois isolados de E. coli (FFUP139 e FFUP331) 

que devido às suas características fenotípicas de resistência suscitaram particular 

atenção. Além de apresentarem resistência às aminopenicilinas, carboxipenicilinas e 

diminuição da susceptibilidade às cefalosporinas de terceira geração, também 

apresentam resistência à cefoxitina e à associação amoxicilina/ácido clavulânico 

(Quadro XV). Este comportamento é típico de (3-lactamases do tipo AmpC (Bush et ai., 

1995). 

A resistência de E. coli a amoxicilina/ácido clavulânico e à cefoxitina pode ser 

resultado da hiperprodução da enzima cromossómica, ou produção de enzimas AmpC 

mediadas por plasmídeos. Genes que codificam p-lactamases de tipo AmpC são 

frequentemente encontrados no cromossoma de diversos membros da família 

Enterobacteriaceae, tais como Enterobacter, Shigella, Providencia, Citrobacter 

freundii, Morganella morganii, Serratia marcencens, e E. coli (Livermore, 1995). 

Diversos trabalhos descrevem o aumento de frequência de isolados clínicos de E. 

coli e K. pneumoniae produtores de p-lactamases AmpC plasmídicas. Contudo, a 

frequência real destas enzimas continua desconhecida uma vez que, muitos 

laboratórios têm dificuldade em detectá-las (Coudron et ai., 2000). Por exemplo, num 

estudo que abrangeu diferentes laboratórios do Connecticut, 28 (74%) de 38 

laboratórios em falharam na detecção de estirpes produtoras de p-lactamases de tipo 

AmpC (Tenover et ai., 1999). Estes resultados podem sugerir que o sistema (NCCLS, 

1999) usado para a detecção de estirpes produtoras de p-lactamases de tipo AmpC 

não é eficaz, não sendo contemplados métodos para este efeito, pelo NCCLS 

(Coudron et ai., 2000). 

Os ensaios de transferência de genes, permitiram associar num isolado 

(FFUP331) o fenótipo de resistência do tipo AmpC a um plasmídeo conjugativo. O 

antibiograma do transformante e transconjugante obtidos, revelou o mesmo perfil de 

resistência aos antibióticos p-lactâmicos da estirpe original (Quadro XVII). A análise do 

perfil p-lactamásico do transformante e transconjugante obtidos, por focagem 

isoeléctrica, revelou apenas uma banda electroforética de pi superior a 8,2 (Quadro 
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XVII). O aumento do halo de inibição da carbeniclina observado nos transformantes e 

transconjugantes obtidos poderá ser justificado pela fraca capacidade de hidrólise de 

(3-lactâmicos com substituintes lipofílicos pelas enzimas AmpC (Mazzariol era/., 2000). 

No outro isolado de E. coli produtor de (3-lactamase do tipo AmpC (FFUP139), não 

foi possível associar a resistência à cefoxitina a um plasmídeo, não sendo de excluir a 

possibilidade de se tratar de uma estirpe hiperprodutora de AmpC. 

5.5. Klebsiella pneumoniae produtoras de (^-lactamases de 
espectro alagado derivadas de SHV em águas marinhas 

Apesar de (3-lactamases de espectro alargado poderem ser encontradas numa 

variedade de patogénicos Gram negativo, K. pneumoniae é a espécie na qual este tipo 

de enzimas é mais frequentemente verificada (Jacoby, 1994; Sirot, 1995; Yuan et ai., 

2000). São desconhecidas as razões pelas quais diferentes tipos destas enzimas são 

maioritariamente encontradas em K. pneumoniae, quando comparadas com outros 

géneros, embora seja sugerido que esta espécie é um bom vector para plasmídeos 

que possuam genes que codificam estas enzimas, ou porque esta espécie permita a 

evolução de genes que codificam as (3-lactamases de espectro alargado mais 

rapidamente que outras enterobactérias (Livermore, 1995), ou ainda, devido à 

presença de sequências que permitam a aquisição de integrões (Rasmussen & Bush, 

1997). 

Frequentemente são descritos, em todo o Mundo, surtos de infecções causados 

por isolados de K. pneumoniae produtoras de (3-lactamases de espectro alargado 

(Fiett er a/., 2000; French et ai., 1996; Gaillot et ai., 1998; Gniadkowski er ai., 1998; 

Pena et ai., 1998; Pitout et ai., 1998; Shannon et al., 1998; Yuan era/., 2000). 

Livermore & Yuan (1996) estudaram, em 1994, a produção de (3-lactamases de 

espectro alargado em isolados de Klebsiella sp. de 35 unidades de cuidados 

intensivos, em países do oeste e sul da Europa. Dos 966 isolados avaliados 220 (23%) 

produziam este tipo de enzimas. A incidência de K. penumoniae produtoras de (3-

lactamases de espectro alargado variou nos diferentes países, sendo o menor valor 

obtido na Alemanha (9%) e os maiores em Portugal (49%) e na Turquia (59%). Um 
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estudo posterior demonstrou que a média de incidência da produção de p-lactamases 

de espectro alargado na Europa em 1997-8 foi de 25% (Babini & Livermore, 2000). 

Além do estudo da incidência da produção de p-lactamases de espectro alargado, 

foi também estudada a incidência de resistência múltipla (Livermore & Yuan, 1996), 

verificando-se que, as estirpes produtoras de (3-lactamases de espectro alargado 

apresentam também 76% de resistência à gentamicina, 52% à amicacina e 31% à 

ciprofloxacina. 

Diversos trabalhos têm documentado a incidência da resistência a cefalosporinas 

de espectro alargado em bactérias isoladas de pacientes com infecções nosocomiais, 

contudo, relativamente à existência destas bactérias na comunidade não existe muita 

informação. Um estudo realizado em França (Goldstein et ai., 1995) revelou que cerca 

de 5% de isolados de K. pneumoniae da comunidade produziam (3-lactamases de 

espectro alargado. Aproximadamente 14% destes isolados foram obtidos de pacientes 

previamente hospitalizados e 24% de pacientes que receberam tratamento antibiótico 

nos 3 meses que antecederam a análise. Este trabalho permite concluir que bactérias 

produtoras de (3-lactamases de espectro alargado encontradas na comunidade 

poderão ser resultado do facto destes pacientes albergarem estirpes resistentes 

adquiridas em hospitais. Mais recentemente, estudos realizados em França (Goldstein, 

2000) e Irlanda (Cormican et ai., 1998), demonstram a existência de estirpes 

produtoras de (3-lactamase de espectro alargado em pacientes da comunidade. 

Actualmente, a nível da comunidade este tipo de bactérias, além de ser descrito em 

humanos, começa também a ser encontrado em animais, uma vez que foi possível 

isolar uma estirpe de E. coli produtora de p-lactamases de espectro alargado a partir 

de urina de um cão (Teshager et ai., 2000). 

Em Portugal, isolados de K. pneumoniae produtores de p-lactamases de espectro 

alargado foram verificados em diversos hospitais do norte de Portugal (Ferreira et ai., 

1992; Ferreira, 1997). A incidência destas isolados em 1992, apresentava já um valor 

de 14,3% (Ferreira ef ai., 1992; Ferreira, 1997). A p-lactamase de espectro alargado 

do tipo SHV-5 foi prevalente nestes isolados. 

No presente trabalho, foram obtidos cinco isolados de K. pneumoniae produtores 

de p-lactamases de espectro alargado derivadas de SHV. Tal como a metodologia 

usada para os isolados de E. coli, estes foram detectados pelo método de sinergismo 

•si 



Discussão 

de duplo disco. No antibiograma dos isolados FFUP140, FFUP192 e FFUP348 foi 

possível observar sinergismo entre todos os oximino-(3-lactâmicos usados e a 

associação amoxicilina/ácido clavulânico. No isolado FFUP15 o sinergismo apenas foi 

verificado com o disco de ceftazidima e aztreonamo, enquanto que no isolado FFUP58 

o sinergismo foi observado com os discos de cefotaxima e ceftriaxona e o disco de 

amoxicilina/ácido clavulânico. 

Quando confirmadas por "E-test" (Quadro XX), a detecção com tiras de 

ceftazidima revelou-se negativa no isolado FFUP58. Este facto poderá dever-se à 

baixa eficiência hidrolítica para a ceftazidima das p-lactamases de espectro alargado 

produzidas por esta estirpe. Com efeito, este isolado possuí duas P-lactamases de pi 

5,4 e 7,6. A enzima de pi 5,4 poderá corresponder a TEM-1, os resultados obtidos por 

hibridação, quer por Dot blot (Figura V), assim como Southern blot (Figura VII) vêm 

reforçar a hipótese desta enzima ser da família TEM. A enzima de pi 7,6 poderá 

corresponder a enzima de tipo SHV-2, que poderá ser a responsável pela resistência 

às cefalosporinas de terceira geração. As enzimas do tipo SHV-2, são consideradas 

cefotaximases, pois apresentam nível de resistência superior para a cefotaxima que 

para a ceftazidima (Du Bois et ai., 1995). Esta enzima não foi transferida nem por 

conjugação nem por transformação usando como selecção a cefotaxima (2u.g/ml). 

Em três isolados de K. pneumoniae (FFUP140, FFUP192, FFUP348) foi possível 

observar a presença de uma p-lactamase de pi 8,2. No isolado FFUP140 esta (3-

lactamase está acompanhada de um p-lactamase de pi 7,6 e nas restantes de uma p-

lactamase 7,0. Uma P-lactamase de pi 7,0 foi também encontrada no isolado FFUP15, 

que apresentava apenas resistência à ceftazidima (Quadro XVIII), de acordo com o 

seu ponto isoeléctrico esta enzima poderá ser considerada do tipo SHV-3 (Bush et ai., 

1995). 

A resistência à associação amoxicilina/ácido clavulânico foi verificada nos isolados 

FFUP58 e FFUP140, que apresentaram CMIs, respectivamente de 32 u.g/ml e 16 

u.g/ml (Quadro XVIII). Em ambos os isolados há a produção de duas p-lactamases, o 

que poderá condicionar esta resistência, uma vez que, no isolado FFUP140, por 

transformação, foi isolada a p-lactamase de pi 8,2, não se verificando resistência à 

associação amoxicilina/ácido clavulânico no transformante (Quadro XXI). No caso do 
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isolado FFUP58, esta resistência poderá ser resultado da presença concomitante de 

TEM-1 (Ferreira, 1997). 

À semelhança dos resultados obtidos por Ferreira (1997), apenas foi possível num 

isolado (FFUP140) a transferência dos genes que codificam a enzima de pi 8,2. A não 

transferibilidade, por transformação, de genes que codificam a [3-lactamase de 

espectro alargado, nos outros isolados, poderá ser resultado da localização destes 

genes no cromossoma através de estrutura tipo transposão (Jacoby & Han, 1996). 

A transferência de genes que codificam a p-lactamase de pi 8,2 permitiu observar 

o comportamento desta p-lactamases num sistema isogénico (Sanders, 1992). O 

transformante, apresentou menores valores de CMIs para as cefalosporinas de 

terceira geração, mas igual valor de CMI para o aztreonamo quando comparado com a 

isolado inicial (Quadro XX). 
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6. Conclusões 

A presença em águas marinhas de espécies com importância clínica e resistentes 

a antibióticos tem sido raramente avaliada desconhecendo-se, em Portugal, a 

existência de qualquer estudo anterior sobre este tema. 

O isolamento de estirpes de E. coli e K. pneumoniae resistentes a diferentes 

antibióticos e, nomeadamente aos p-lactâmicos, nas praias em estudo, indiciam uma 

elevada contaminação por esgotos urbanos, facto provavelmente decorrente dos 

emissores localizados nas zonas próximas. É de salientar que alguns isolados foram 

encontrados durante um longo período de tempo nas água marinhas analisadas, o que 

poderá ser resultado do lançamento de águas residuais e/ou da sua capacidade de 

sobrevivência. 

A detecção nas três praias da zona urbana do Porto de E. coli e K. pneumoniae 

produtoras de (3-lactamases de espectro alargado é de grande relevância pela 

gravidade associada às infecções por estas estirpes e por indiciar a presença, em 

elevada incidência, destes isolados em hospitais ou na comunidade, ou em ambos. 

Apesar da baixa incidência de estirpes de E. coli produtoras de (3-lactamases de 

espectro alargado encontrada na comunidade, foi possível obter um elevado número 

de isolados de E. coli com (3-lactamases de espectro alargado derivadas de TEM, 

enzimas associadas à utilização clínica de oximio-(3-lactâmicos. 

No presente trabalho foi detectada a presença de isolados de E. coli produtoras de 

(3-lactamases de espectro largado do tipo AmpC, apesar de desconhecermos a sua 

existência em isolados clínicos portugueses. 
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Conclusões 

O isolamento de K. pneumoniae produtoras de diferentes tipos de (3-lactamases 

derivadas de SHV, tipo SHV-2, SHV-3 e SHV-5, poderá denotar uma maior 

diversidade no tipo de enzimas produzidas por isolados clínicos desta espécie. 

Este trabalho constituí uma primeira descrição a nível mundial da presença de 

isolados produtores de p-lactamases de espectro alargado em águas marinhas. 

Os resultados obtidos justificam a realização futura de um estudo de incidência de 

coliformes produtores de p-lactamases de espectro alargado na comunidade, além de 

um maior conhecimento da sua incidência, tipo de mecanismos de resistência e 

epidemiologia de disseminação a nível hospitalar. 
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