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Resumo

0 uso geral e massivo de antibidticos foi considerado o motivo principal do crescimento da
resisténcia aos antibioticos em bactérias. Tornou-se necessario encontrar as causas dessa
resisténcia, principalmente quando os isolados sao provenientes de amostras de agua. As
bactérias desenvolveram varios mecanismos para escapar as ameacas do meio ambiente. A
difusdao de genes de resisténcia aos antibioticos nas bactérias pode, em parte, estar atribuida

ao processo de transferéncia horizontal de genes por plasmideos.

O principal objectivo deste trabalho foi verificar a prevaléncia de plasmideos em isolados
provenientes de aguas de consumo e ribeiras, mas também de aguas residuais brutas e aguas
residuais tratadas provenientes de uma Estacao de Tratamento de Aguas Residuais que recebe
principalmente efluentes domésticos. A deteccdo de genes de resisténcia a antibidticos, bla
TEM, bla SHV, bla CTX, bla OXA-B e ampC, por amplificacao por PCR usando oligonucleotidos
iniciadores especificos, permitiu verificar que o gene bla TEM foi o mais frequentemente
detectado. Por fim, através do método PCR e com primers especificos, verificou-se que dois

dos plasmideos detectados pertenciam ao mesmo grupo de incompatibilidade N (IncN).

Palavras Chave (Tema): plasmideo, Enterobactérias, resisténcia a antibi6ticos, agua.
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Abstract

The general and massive use of antibiotics has been considered the principal reason for the
increase of antibiotic resistant bacteria. It has become imperative to find major reasons for
such resistance increase, mainly in water isolates. Bacteria have developed numerous
mechanisms to elude environmental threats. The rapid dissemination of antibiotic resistance
genes in bacterial populations can be partly attributed to plasmid-mediated horizontal

transfer.

The main objective of this study was to detect the prevailing of plasmids in enterobacteria
isolated from treated, untreated and stream water, but also from raw and treated water from
a wastewater treatment plant receiving mainly domestic effluents. The detection of
antibiotic resistance genes, bla TEM, bla SHV, bla CTX, bla OXA-B and ampC, using PCR with
specific primers has shown that bla TEM was gene the most frequently detected. Finally,
using the PCR method with the IncN-specific primer, it was found that two of the detected

plasmids belonged to the same group of incompatibility N (IncN).

Keywords: plasmids, Enterobacteriaceae, antibiotic resistance, water.
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1 Introducao

1.1 A agua como veiculo de dispersao de microrganismos

A agua desempenha uma funcao importante para a vida e actividades humanas considerando-
se um elemento essencial para a existéncia dos humanos. As aguas destinadas ao consumo
humano estdao muitas vezes sujeitas a contaminacao, directa ou indirecta, por diferentes
formas de poluicao, nomeadamente por agentes microbianos provenientes de aguas de

esgotos ou de contaminantes com outra origem.

Cada vez mais se alerta para os riscos para a saude associados ao abastecimento publico da
agua, exigindo um controlo de qualidade cada vez mais rigoroso e o uso de recursos analiticos
mais sofisticados para facilitar a deteccao e a quantificacao de agentes fisicos, quimicos e
microbioldgicos potencialmente perigosos para a salde. Ha muito que se reconhece que a
presenca de microrganismos provenientes de matérias fecais, em aguas de consumo ou de
recreio, pode originar uma série de doencas infecciosas causadas por bactérias, protozoarios

ou virus, representando um risco para a saude humana (Miguel, 2007).

Dentre os microrganismos presentes na agua, destacam-se os de natureza exdgena, tais como
os provenientes de matéria fecal (incluem os coliformes totais, coliformes fecais e os
enterococos), e os autoctones, que compreendem diversas espécies e fazem parte da
microbiota natural da agua. Possiveis contaminantes de origem fecal sao, por exemplo,
bactérias dos géneros Enterobacter, Klebsiella, Escherichia, Serratia e Citrobacter,
pertencentes a familia das Enterobacteriaceae. Estas bactérias habitam o intestino de
mamiferos, como o homem, e sao referéncias importantes na avaliacdo da qualidade das
aguas. A espécie Escherichia coli serve mesmo de parametro microbioldgico basico as leis de
consumo, e € de grande utilidade aos governos e empresas fornecedoras para garantir a
qualidade da agua para consumo humano. Nesse caso, a deteccao de Escherichia coli em 100
ml de agua significa um nivel elevado de poluicao e risco a saude pela presenca de organismos

patogénicos (Council Directive 98/83/EC).

Os sistemas de tratamento de agua sao processos realizados na agua bruta (agua nao tratada),
visando obter um produto potavel, quimica, bacterioldgica e biologicamente seguro para o
consumo humano. Para tal, € necessario remover ou destruir quaisquer organismos nocivos,
substancias quimicas prejudiciais, bem como materiais, seja em suspensao ou em solucdo. O
tipo de tratamento de agua varia segundo a sua origem (subterranea ou superficial), e a sua
qualidade inicial. Assim, o tratamento da agua para o consumo humano consiste na producao

de uma agua salubre que preencha os requisitos necessarios ao nivel da seguranca quimica e
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microbioldgica. A variedade de processos de tratamento € vasta e compreende clarificacao e

sedimentacao, filtracao e desinfeccao (Figura 1).

Reservatdrio

Floculagio Fittragdo
Coagulagdo

5 3K

Recalque

Decantagio Lodo

Barragem Desinfecgio

Correcgdo do pH

Elevatdira Fluoretagdo

Figura 1 - Esquema de uma Estacdo de Tratamento de Aguas
(adaptado de EMBASA, Salvador, Brasil)

A desinfeccao é um passo importante no tratamento da agua. Esta etapa do processo permite
eliminar os organismos patogénicos, que passaram através dos filtros, e que possam continuar
presentes, mas também prevenir o seu reaparecimento nos sistemas de distribuicao. Sem este
processo o risco de doencas relacionadas com a agua seria bem superior. Nem todos os
microrganismos apresentam o mesmo grau de resisténcia a desinfeccao. De um modo geral, os
virus e protozoarios sao mais resistentes aos métodos de desinfeccao do que as bactérias
(Prescott et al., 1999). Os dois métodos mais comuns para a destruicao de microrganismos sao

a oxidacao (como o cloro e 0 0zono), e a radiacao ultravioleta (Miguel, 2007).

Depois de usada, a agua € drenada para as Estacoes de Tratamento de Aguas Residuais
(ETARs) onde é tratada (Figura 2), e devolvida ao meio aquatico. Na ETAR as aguas residuais
passam por varios processos de tratamento com o objectivo de separar ou diminuir a
quantidade da matéria poluente da agua. O tratamento das aguas recebidas inclui trés etapas
principais: o tratamento preliminar (remocao dos flutuantes através da utilizacao de grelhas
e de crivos grossos e a separacao da agua residual das areias a partir da utilizacao de canais
de areia); o tratamento primdrio (separacao da matéria poluente da agua por sedimentacao
nos sedimentadores primarios); o tratamento secunddrio - ou tratamento biolégico (consumo
da matéria poluente por microrganismos - normalmente aerdbios - em reactores bioldgicos).

Nalguns casos € necessario proceder a desinfeccao das aguas residuais tratadas ou a remocao
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de determinados nutrientes como o azoto e o fosforo, que podem potenciar, isoladamente ou

em conjunto, a eutrofizacao das aguas receptoras (Brock & Madigan, 2000).

Aguas X :
residuais \

-
L | y
Angnt
l Tratamento secundario

Descarga

Tratamento de lamas

Figura 2 - Esquema de uma Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais
(de Instituto Nacional de Engenharia, Tecnologia e Inovacdo)

As estacoes de tratamento de aguas residuais tém um papel importante na troca e
proliferacao de determinantes de resisténcia (Szczepanowski et al, 2004). A riqueza em
matéria organica, e a presenca de poluentes, nomeadamente residuos de antibidticos, aliado
as elevadas densidades bacterianas e a formacao de biofilmes, promovem a troca genética
por conjugacao nos tanques de tratamento dos residuos. A transferéncia para humanos de
bactérias resistentes a antibidticos pode ocorrer por ingestao directa de agua, ou

indirectamente através da ingestao de alimentos contaminados (Pereira, s.d.).

O aparecimento de estirpes com multipla resisténcia aos agentes antibacterianos constitui um
problema de grande actualidade e importancia para a saude publica. O uso constante de
antibioticos tais como os beta-lactamicos (ex. penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas e
carbapenemas) resulta no aparecimento e propagacao de estirpes multirresistentes. Por
efeito, o mecanismo mais comum de resisténcia a estes antibioticos € a producdo de beta-
lactamases, enzimas que inactivam os antibioticos B-lactamicos. Os ambientes aquaticos sao
considerados importantes reservatorios de genes de resisténcia, e relnem as condicdes ideais
necessarias para a propagacao e evolucao destes genes. Contudo, a presenca de resisténcia a
diferentes grupos de antibioticos em microrganismos nao patogénicos, isolados de ambientes

aparentemente in6cuos, como é o caso das aguas de consumo, nao s6 € preocupante, como
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coloca questdes importantes, relativamente a propagacao dos genes responsaveis por este

tipo de resisténcia.

1.2 Os plasmideos, um elemento importante na dispersao de genes de

resisténcia

A maioria das bactérias conhecidas transporta moléculas de DNA circulares, independentes do

cromossoma bacteriano, denominadas por plasmideos (Figura 3).

— Pili
Ribossamas

—— Capsula

— Parede celular

— Flagelo

— Citoplasma

— Yacuolo

Plasmideo

Mucleido
Membrana celular

Figura 3 - Estrutura da uma célula bacteriana
(adaptado de Wikipédia)

Os plasmideos sao elementos genéticos autonomos que tém a capacidade de se replicar
utilizando uma sequéncia de DNA que serve como uma origem de replicacao ou ori (um ponto
inicial para a replicacao de DNA), e perpetuar em linhagens separadas das do cromossoma
(Goncalves, et al., 2004). Os plasmideos tém geralmente poucos genes (< 30) e a informacao
que contém nao é, normalmente, essencial a bactéria hospedeira. Pode existir um elevado
numero de copias em cada célula bacteriana (500 - 1000) ou apenas uma sé copia por célula.
Estes podem ser eliminados por exposicao a agentes que inibem a sua replicacao (radiacoes
ultra violeta, radiacGes ionizantes -raios y e X) ou por crescimento a temperaturas acima da

temperatura éptima.

Alguns plasmideos podem ser incompativeis entre eles, impedindo a co-existéncia de tipos
diferentes num mesmo hospedeiro. Os plasmideos que sao incompativeis pertencem ao
mesmo grupo de incompatibilidade (Inc). Por exemplo, ja se identificaram mais de 30 grupos
de incompatibilidade em Escherichia coli e 13 em Staphylococcus aureus (Primrose et al.,
2004). Os plasmideos dizem-se incompativeis quando partilham o mesmo mecanismo de

replicacao.
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Ha varias funcoes comummente associadas a plasmideos (Prescott et al., 1999). Por exemplo,
o factor, que é fundamental na conjugacao bacteriana; os genes responsaveis pela producao
de pequenos polipéptidos (bacteriocinas) que destroem outras bactérias que nao a bactéria
produtora (plasmideos Col) ou os que especificam determinadas funcdées metabdlicas ou
degradativas. Embora todas estas propriedades possam ser uma vantagem para as bactérias
patogénicas, ha dois tipos de funcdao associada a plasmideos que sao particularmente
relevantes em organismos com relevancia clinica - os genes que potenciam a viruléncia do
organismo e os que o tornam insensivel a antibioticos e a metais pesados. Muitas vezes, os
plasmideos acumulam diversos genes de resisténcia, estando associados a fenotipos de

multirresisténcia.

De facto, a multirresisténcia e certos factores de viruléncia em bactérias tém sido
relacionados com a presenca de plasmideos e integrées, elementos que podem ser os
responsaveis pela sua disseminacao. Esta também descrita uma tendéncia da organizacao de
genes de resisténcia em “llhas Patogénicas”, zonas do genoma com uma elevada presenca
destes factores. Mediante sondas especificas para genes conhecidos e com a Reaccdo de
Polimerizacdo em Cadeia (PCR), é possivel determinar a presenca ou auséncia destas
sequéncias em determinados isolados. Esta informacao €& muito Util para caracterizar
individuos (ou grupos) e registar a sua dispersao na mesma base de dados onde sao também
integradas outras informacdes: perfil plasmidico, notas clinicas, antibiogramas, etc; e que
tém um papel preponderante na elucidacdo dos mecanismos de resisténcia (Saavedra et al.,
2007).

Ao estudar os plasmideos existentes em bactérias com resisténcia a antibidticos, assim como
o grupo de incompatibilidade ao qual pertencem, é possivel correlacionar a presenca destes
com o perfil de resisténcia e avaliar quais os antibidticos com mais probabilidade a serem

transferidos para outras bactérias.

O objectivo deste trabalho consistiu em determinar a presenca de plasmideos em bactérias
isoladas de varios tipos de aguas: aguas de ribeiras, aguas de consumo, aguas residuais brutas
e aguas residuais tratadas. Nos isolados com plasmideo, analisou-se a presenca de genes
especificos resistentes aos B-lactamicos. Por fim, tentou-se classificar os plasmideos por

grupos de incompatibilidade (IncN e IncP).
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2 Material e Métodos

2.1 Isolados bacterianos

Neste trabalho estudou-se um total de 82 isolados bacterianos provenientes de aguas de
consumo (Estacdo de Tratamento de Aguas - ETA, ribeiras) e de aguas residuais (Estacdo de
Tratamento de Aguas Residuais - ETAR). A recolha dos isolados provenientes das aguas
residuais foi efectuada entre Janeiro e Novembro de 2004 na regiao Norte de Portugal
(Ferreira da Silva et al., 2007). No caso dos isolados provenientes das aguas de consumo e de
ribeiras, a mesma foi efectuada entre Janeiro e Maio de 2005. As estirpes foram previamente

identificadas e caracterizadas pelos seus padroes de resisténcia antimicrobiana.

2.1.1 Condicbes de crescimento das culturas bacterianas

v Preparac@o dos meios:

A preparacao do meio de cultura PCA (Plate Count Agar, Pronadisa) efectuou-se suspendendo
23,5 gramas de meio (triptona: 5 g, dextrose: 1 g, extracto de levedura: 2,5 g, agar: 15 g)
num litro de agua destilada. Agitou-se energicamente e levou-se a ebulicao durante 1 minuto.
Esterilizou-se em autoclave e distribuiu-se em placas de Petri apo6s arrefecimento até cerca
de 45 - 50 °C.

A preparacao do meio LB (Luria Bertani broth) efectuou-se misturando 10 g/l de triptona, 5
g/l de extracto de levedura e 10 g/l de cloreto de sddio num balao Erlenmeyer contendo agua

destilada. Agitou-se até dissolver e homogeneizar, e esterilizou-se em autoclave.
Além dos meios, todo o material utilizado no estudo foi previamente esterilizado em

autoclave a 121°C durante 15 minutos.

v Inoculag@o dos meios:

Para inocular as culturas em meio sélido, utilizou-se o método de inoculacao por estrias. Este
método permite obter colénias isoladas, e realiza-se a superficie de meio sélido, com uma

ansa estéril, a partir de uma suspensao ou de uma coloénia isolada (Figura 4).
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Figura 4 - Inoculacao de uma cultura microbiana em meio sélido (PCA)
(Prescott et al., 1999)

Para inocular o meio liquido LB utilizou-se uma pipeta de vidro estéril e adicionou-se, junto a
chama, 10 ml de meio liquido LB num balao Erlenmeyer de 100 ml estéril com tampa. Com
ajuda de uma ansa estéril, adicionou-se em condicées de assépsia, um pouco de biomassa
jovem proveniente de uma cultura em placa de Petri previamente preparada (Figura ).
Tapou-se o balao e colocou-se num banho com agitador orbital (120 rpm) durante cerca de 4
h, a 30 °C. No final desse periodo, observou-se a turbidez da cultura (D.O., a 610 nm) para

verificar se o crescimento era razoavel para poder fazer a extraccao do DNA plasmidico.

No final desse periodo, observou-se a turbidez da cultura para verificar se o crescimento era

razoavel para poder fazer a extraccao do DNA plasmidico.

Figura 5 - Inoculacao de uma cultura microbiana em meio de cultura liquido (LB)
(Prescott et al., 1999)

v" Crescimento dos meios:

O crescimento das culturas em meio solido foi efectuado numa estufa a 30°C durante 24 h. O
meio de cultura utilizado foi o meio PCA. O crescimento das bactérias em meio liquido LB foi

efectuado em banho-maria com agitacao rotativa (120 rpm) durante cerca de 4 h.
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2.1.2 Coloracdo de Gram

A Coloracao de Gram baseia-se na diferenca de composicao quimica e espessura das

paredes

bacterianas de que depende a permeabilidade ao alcool e a acetona e, em consequéncia, a

dissolucao mais ou menos rapida de complexos corados formados no citoplasma. Esta

coloracao permite dividir as bactérias em dois grandes grupos: as bactérias Gram positivas e

as bactérias Gram negativas.

A coloracdao de Gram das estirpes isoladas foi realizada segundo o método de Hucker, de

acordo com procedimento descrito por Murray et al. (1994):

- Colocou-se uma gota de agua destilada numa lamina de vidro e efectuou-se um

esfregaco com células retiradas de uma cultura fresca em meio solido;

- Realizou-se a fixacao das células com calor;

Efectuou-se a imersao do esfregaco no reagente de coloracao (cristal violeta) durante

1 minuto e lavou-se com agua corrente para retirar o excesso de corante;

Inundou-se o esfregaco com solucao de Lugol (lodina de Gram), substancia mordente
que ira formar um complexo com o cristal de violeta, deixando actuar durante 60

segundos e lavou-se com agua;

Lavou-se com solvente de descoloracao durante cerca de 30 segundos e novamente

com agua;

- Efectuou-se a imersao do esfregaco em contrastante (safranina) durante 1 minuto;

- Lavou-se com agua e secou-se com papel absorvente.

- Observou-se ao microscopio optico (Leica DC 100), utilizando a objectiva de
(1000 x).

imersao

Esta coloracdao permite classificar as bactérias como Gram positivas, se apresentam cor

violeta, ou como Gram negativas, se apresentam cor vermelha.

A preparacao das solucoes utilizadas encontra-se a seguir:

v' Cristal Violeta:

- Solucao A: dissolver 2 g de cristal de violeta em 20 ml de etanol 95% (vol/vol);
- Solucao B: Dissolver 0,8 g de oxalato de aménio em 80 ml de agua desmineralizada;

Misturar as solucdées A e B para obter o reagente de coloracao cristal de violeta

repousar 24 h e filtrar por papel de filtro (Whatman n.°1) antes de usar.

. Deixar
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v' Mordente - lodo de Gram:
- 1,0 g de iodo;
- 2,0 g de iodeto de potassio;
- Agua desmineralizada até 300 ml;
Triturar o iodo e o iodeto de potassio num almofariz, adicionar a agua lentamente

continuando a triturar e guardar numa garrafa escura.

v Solvente de descoloracdo:

Etanol/acetona 80:20 (vol/vol)

v Safranina:

- 2,5 g de safranina;
- 500 ml de agua destilada;
- Misturar até completa dissolucao;

- Guardar num frasco escuro previamente lavado, seco e rotulado.

2.1.3 Teste da catalase

A presenca da enzima catalase nas bactérias foi determinada por adicao de peroxido de
hidrogénio (3%, p/p) a uma cultura bacteriana (Smibert & Krieg, 1981). Se a enzima catalase
estiver presente, o peroxido de hidrogénio € reduzido a agua com a libertacao de oxigénio
(0;), o que é considerado uma reaccao positiva. Em caso contrario, estamos perante a uma

reaccao negativa.

2.1.4 Teste da oxidase

O teste da oxidase permite detectar a presenca da enzima citocromo ¢ oxidase responsavel
pela transferéncia de electroes do citocromo ¢ para o oxigénio, e assim distinguir as espécies
da familia Enterobacteriaceae, aerdbias anaerobias facultativas, das espécies da familia
Pseudomonadaceae, aerdbias estritas. O teste da oxidase foi realizado segundo o método

descrito por Smibert e Krieg (1994):

- Humedeceu-se uma tira de papel de filtro com algumas gotas de uma solucao de

N,N,N’ ,N’-Tetrametil-p-fenilenediamina dihidrocloreto (TMPD, Sigma) a 1,0% (p/v);

- Com um palito de madeira estéril, esfregou-se sobre a tira de papel humedecida,

biomassa de culturas jovens, crescidas em PCA.
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O aparecimento de cor azul-violeta, dentro de um periodo de aproximadamente 10 s, indicou

a presenca de citocromo c oxidase.

2.2 Extraccao do DNA cromossémico

As células utilizadas foram previamente cultivadas em placa de Petri com PCA e incubadas a
uma temperatura de 30°C durante 24 h. Para extrair o DNA cromossomico, utilizou-se um
método de fervura descrito por Wiedman-al-Ahmad et al. (1994). Com ajuda de uma ansa
estéril, retirou-se um pouco de biomassa de uma cultura jovem e ressuspendeu-se em 50 pl
de agua ultra-pura (agua desmineralizada filtrada através de um filtro, Pall Supor®-200, de
porosidade 0,2 um e autoclavada a 121°C durante 15 minutos, duas vezes) num microtubo de
1,5 ml. Homogeneizou-se e colocou-se em banho-maria a 95°C durante 10 minutos para
proceder a lise das células. De seguida, as amostras foram imediatamente colocadas em gelo
durante 5 minutos para evitar a re-associacao dos componentes celulares. Centrifugou-se
durante cerca de 2 minutos a 13200 rpm e pipetou-se o sobrenadante (contendo o DNA
cromossomico) para novo microtubo estéril. Este foi utilizado na hora, ou guardado num

congelador a -20°C.

2.3 Extraccao do DNA plasmidico

A preparacao do DNA plasmidico a partir de bactérias € umas das técnicas mais usuais em
biologia molecular. O principio de extraccao é conhecido como lise alcalina. Este método
permite preparar selectivamente o DNA plasmidico contido nas bactérias, eliminando ao

mesmo tempo o DNA cromossomico bacteriano.

Antes de extrair o DNA plasmidico das bactérias em estudo, efectuou-se a coloracao de Gram
a cada uma das culturas frescas (culturas crescidas “overnight” em meio sélido PCA a 30°C)
de modo a verificar que as mesmas estavam puras. As culturas foram obtidas como se

descreve acima (2.1.1)

2.3.1 Crescimento das culturas em meio liquido (LB)

As culturas foram crescidas como se descreve acima (2.1.1).

2.3.2 Método de extraccao

Existem varios métodos de extraccao de DNA plasmidico. Neste trabalho usou-se um kit
comercial GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) cujo método se baseia numa
modificacdo do método de lise alcalina (Birnboim & Doly, 1979). O processo, que permite a
extraccao de DNA plasmidico de células bacterianas, consiste em provocar a lise destas numa

solucao fortemente alcalina (hidroxido de sodio) contendo SDS (dodecil sulfato de sodio). Esta
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solucdo causa simultaneamente a dissolucao da membrana plasmatica, a desnaturacao de
macromoléculas (proteinas e DNA) e a hidrdlise do RNA. As macromoléculas sao depois
precipitadas por adicao de acetato de potassio (KAc), e devido ao pH acido desta solucao, o
pH do lisado € neutralizado. O reequilibrio do pH permite a renaturacdo do DNA plasmidico,
restabelecendo a sua conformacao original. O DNA gendémico, devido as suas dimensoes e
estrutura, nao consegue voltar a sua forma nativa, permanecendo sob a forma de agregados
complexos. Apos a adicao do KAc é possivel, por centrifugacao, separar um sedimento,
constituido por membranas, proteinas e DNA cromossomico, de um sobrenadante onde o DNA
plasmidico se encontra dissolvido (Belo, 2006). A purificacdo do DNA é efectuada por
passagem da mistura por uma coluna contendo uma resina insoluvel (silica) (Vogelstein &
Gillespie,1979) que tem a propriedade de fixar selectivamente o DNA. Por lavagens da resina
com uma solucdo com etanol para o manter insoluvel, purifica-se o DNA que &,

posteriormente, eluido com um tampao de eluicao.
A extraccao do DNA plasmidico foi efectuado da seguinte forma:

1. Apods crescimento das culturas em meio liquido LB, transferiu-se a cultura para um

tubo e centrifugou-se a 13200 rpm durante 30 segundos;
2. Removeu-se o sobrenadante por aspiracao, deixando o sedimento o mais seco possivel;

3. Ressuspendeu-se o sedimento em 250 pl de solucao de ressuspensao, agitou-se bem em
vortex para completa dispersao do sedimento, e transferiu-se para um microtubo

estéril de 1,5 ml.
A partir deste passo, a manipulacao teve de ser efectuada com luvas para proteger o DNA

4. Adicionou-se 250 pl de solucao de lise e homogeneizou-se por inversao rapida do
microtubo (4-6 vezes) até que a solucao se tornou clara e ligeiramente viscosa (ndo se
fez “vortex” para evitar a ruptura do DNA cromossomico e ndo se incubou durante

mais de 5 min para evitar a desnaturacdo do DNA plasmidico);

5. Adicionou-se 350 pl de solucao de neutralizacao e misturou-se de imediato, invertendo
0 microtubo 4 a 6 vezes (homogeneizou-se suavemente apos a adicao destasolucao

para evitar precipitacoes localizadas de detritos de células bacterianas);

6. Centrifugou-se 5 min a 13200rpm numa microcentrifuga e transferiu-se o sobrenadante

para uma coluna fornecida no kit (sem perturbar ou transferir o precipitado branco);

7. Centrifugou-se durante 1 minuto, eliminou-se o liquido e colocou-se novamente a

coluna no mesmo tubo de recolha;
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8. Adicionou-se 500 pl de solucao de lavagem (previamente diluida com etanol) na coluna
e centrifugou-se durante 30 a 60 segundos, eliminou-se o liquido e colocou-se no

mesmo tubo de recolha;
9. Repetiu-se o processo de lavagem (etapa 9) utilizando 500 pl de solucao de lavagem;

10. Eliminou-se o liquido, centrifugou-se durante mais 1 minuto para remover residuos da
solucao de lavagem (etapa essencial para evitar residuos de etanol) e transferiu-se a

coluna para um novo microtubo de 1,5 ml;

11. Adicionou-se 50 pl de tampao de eluicao no centro da membrana da coluna a fim de
eluir o DNA plasmidico (teve-se cuidado para nao tocar na membrana com a ponta da
pipeta), incubou-se durante 2 min a temperatura ambiente e centrifugou-se durante 2

min.

12. Eliminou-se a coluna e armazenou-se o DNA plasmidico purificado a -20°C.

2.3.3 Deteccdo de DNA plasmidico por electroforese em gel de agarose

Apoés extraccao, utilizou-se a eletroforese em gel de agarose para verificar a presenca de
plasmideos. A eletroforese em gel é uma técnica de separacao de moléculas com carga

eléctrica ndo nula, geralmente utilizada para separar proteinas e moléculas de DNA e RNA.

Para preparar o gel de agarose, pesou-se num baldao Erlenmeyer a quantidade necessaria de
agarose (Pronadisa), dependendo da concentracao desejada, e dissolveu-se em Tampao TAE
1x previamente preparado. A dissolucao efectuou-se com ajuda de calor utilizando uma placa
térmica com agitacao magnética. Apos completa dissolucao (gel translicido), adicionou-se 0,5
ul/mL de brometo de etidio 2,5 mg/ml e verteu-se para um molde previamente preparado
com pentes. Deixou-se polimerizar durante cerca de 30 minutos. Apds terminada a
polimerizacao do gel, retirou-se os pentes e colocou-se numa tina de eletroforese contendo
Tampao TAE 1x. O gel ficou completamente imerso no tampao. Antes de aplicar as amostras
nos pocos do gel, misturou-se 5 pL de tampao de amostra (azul de bromofenol 10x
concentrado) com 10 pL de amostra (produto PCR). Em quase todos os ensaios utilizou-se o

marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (BioLabs).

Na maioria dos casos, a eletroforese decorreu a 90 V durante 40 min. Apods terminado esse
tempo, visualizou-se o gel num transiluminador (Gel Doc 2000 - Bio Rad). Depois de utilizado
o gel era habitualmente reutilizado mais uma vez, procedendo-se para tal a uma nova fusao

do gel e polimerizacao.
As solucées utilizadas foram previamente preparadas como segue:

— Azul Bromofenol: 0,25% de Azul Bromofenol em 30% de Glicerol
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— Tampdo TAE (tampdo Tris-Acetato-EDTA): 4,84 g/l de Tris; 0,68 g/l de acetato de

sodio anidro; 0,37 g/l de EDTA (sal sodico); pH ajustado a 8 com acido acético; Volume

aferidoa 1 (.

— Brometo de etideo: Solucao aquosa a 2,5 mg/ml.

2.4 Método PCR - Reaccao de Polimerizacao em Cadeia

0 método de PCR (polymerase chain reaction), introduzido inicialmente por Saiki et al. (1985)
e Mullis & Faloona (1987), foi utilizado para tentar obter uma ampliacao selectiva de genes de

interesse.

A técnica de PCR baseia-se no processo de replicacao de DNA que ocorre in vitro. Durante o
PCR sao usadas temperaturas elevadas de forma a separar as moléculas de DNA em duas
cadeias simples, permitindo entdao a ligacdo de oligonucledtidos iniciadores (“primers”),
também em cadeia simples e geralmente constituidos por 15 a 30 nucleotidos, obtidos por
sintese quimica. Para amplificar uma determinada regiao, sao necessarios dois iniciadores
complementares das sequéncias que flanqueiam o fragmento de DNA a amplificar, nos seus
terminais 3", de modo a permitir a actuacao da DNA polimerase durante a sintese da cadeia
complementar, usando como molde cada uma das duas cadeias simples constituintes do DNA a
amplificar (Figura 6). Esta técnica permite copiar uma molécula, varios bilides de vezes, em

poucas horas (Eidne, 1991).

| B ' >
< ——
+DHA polimerase
————— Desnaturagio Hibridagdo dos |+dATP E xtensiio dos
[— deDHA iniciadores | *dGTP iniciadores
DHA em +dCTP
cadeia dupla +dTTP
B o T
[ ] g [ | !
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

Figura 6 - Reaccao de polimerizacao em cadeia (PCR)
(Grupo de Ciéncias Biologicas do IST, 2005)

Para realizar um PCR é necessaria uma pequena quantidade de DNA alvo, convenientemente
extraido da amostra, uma solucao tampao salina contendo a DNA polimerase (Taq),
oligonucledtidos iniciadores, os quatro desoxinucleétidos constituintes do DNA (ATP, TTP,

CTP, GTP) e o cofactor Mg”', indispensavel para a actividade da enzima.
Esta mistura é submetida a varios ciclos de amplificacao que consistem em:

= Desnaturacao do DNA alvo pelo calor (tipicamente 1 minuto a 94-96°C), de modo a

separar as duas cadeias;
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= Associacdo dos iniciadores por ligacoes de hidrogénio ao DNA alvo em cadeia simples.
Para permitir essa associacao, a mistura de reaccao é arrefecida (tipicamente a

temperaturas entre 50 e 65°C, durante 1 minuto);
= Extensao dos iniciadores através da sintese da cadeia complementar de cada cadeia
molde, catalisada pela DNA polimerase.
A quantidade de DNA final é dada pela seguinte funcao exponencial: N = No 2"
sendo: N - Nimero final de cadeias de DNA

N - Nimero inicial de DNA molde

n - Numero de repeticoes do ciclo
A concentracao final de DNA molde na solucao é muito maior do que a inicial, sendo possivel
a sua identificacao (Vieira, s.d.).

Durante todo o trabalho, as manipulacées de DNA foram efectuadas com luvas numa camara
de fluxo laminar (Telstar, Bio-Il-A). O protocolo utilizado para cada um dos PCRs efectuado

encontra-se na tabela seguinte:

Tabela 1 - Protocolos utilizados na Reaccao de Polimerizacao em Cadeia (PCR)

Bla TEM ampC BlaSHV BlaCTX Bla OXA-B Integrase IncN kikA  IncP trfA1

Agua ultra-pura (pl) 3,8 3,6 3,4 3,4 4,48 2,84 5,2 5,2

Tampao de reaccao com KClI (pl)
(100 mM Tris-HCL - pH 8,8 a 25°C, 500 1 1 1 1 - 1 1,25 1,25
mM KCL, 0.8% Nonidet P40)

Tampao de reacgao com (NH4);S04 (pl)
(750 mM Tris-HCL - pH 8.8 a 25°C, 200 - - - - 1
mM (NH,),S04, 0,1% Tween 20)

MgCl, (25mM) (1) 0,6 0,6 0,6 0,6 1,2 0,8 2,2 2,2
dNTP’s (1 mM) (ul) 2 2 2 2 1 2 3 3

Primer Fw (50 pM) (ul) 0,2 0,3 0,4 0,4 0,06 0,33 0,2 0,2
Primer Rev (50 uM) () 0,2 0,3 0,4 0,4 0,06 0,33 0,2 0,2

Taq DNA polimerase (2.5U/pl) (ul)

(Fermentas Recombinante) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
DNA molde (ul) 2 2 2 2 2 2,5 0,25 0,25
Volume total da reacgéo (pl) 10 10 10 10 10 10 12,5 12,5
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As caracteristicas dos primers utilizados no PCR, tanto a nivel de determinacao de genes de
resisténcia, como de grupos de incompatibilidade dos plasmideos extraidos estdao descritos na

tabela seguinte:

Tabela 2 - Lista dos primers e condicoes de PCR utilizados neste trabalho

Condigées de PCR Tamanho do

Primer Sequéncia (5' - 3') fragmento
Desnaturacdo  Anilhamento Extensédo Ciclos (bp)
ElfTTEEAT ((rfg/)) (‘,/i\TcAA/i;ATA TTATCC (II-A/S TA(‘f\cG TArCAGA/}r/?:AA 94°C, tmin  55°C, fmin szinogb s 30 1200
ampC (o) CUCT) GTT TIATGT ACC CACT 6 247G 1min  49°Ctmin B9 30 550
bla €T ((rfg/)) TOATACCTOG CTC AT T TG %4°C,imin  51.5°C, 1min  Tmin30s 30 901
g))((/f_'BB ((rfg/)) CA&%&%&’%&%??&?& AGZI G 94°C,30s 56°C,30s  72°C,1min 30 561
blaSHY (o) AGC AGG GCGACAATC CCGcG  O4°CTmin @27 1min  BG  30 700
i STSCCCTAT  weis  scws s ®
I':ttrrffﬁ: ((rfg)) :ICGCACCCGC’;%CCACAGGS:ECCT% 94°C, tmin  57°C,Tmin  72°C,1min 40 889

(Fontes: Henriques et al., 2006; Goetz et al., 1996)

A reaccao de amplificacao foi efectuada num termociclador (Biometra) e a visualizacao do

produto de PCR em gel de agarose foi realizada como se descreve acima (2.3.3).
2.5 Purificacao e sequenciacao

Para a purificacao do produto de PCR obtido, utilizou-se -se um kit comercial GFX PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare Bio-Science). O processo de purificacao do DNA

obtido envolveu os passos seguintes:
— Colocou-se uma coluna fornecida pelo kit num microtubo estéril e 1,5 ml;

— Adicionou-se 500 pl de tampao de captura e a quantidade de produto PCR obtido (~50
ul) a coluna, homogeneizou-se fazendo “up and down” com a pipeta (4 a 6 vezes),
centrifugou-se numa microcentrifuga a 13200 rpm durante 30 segundos e removeu-se o

liquido do microtubo;

— Adicionou-se 500 pl de solucao de lavagem na coluna, centrifugou-se novamente a

13200 rpm durante 30 segundos, e removeu-se o liquido obtido no microtubo;
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— Colocou-se a coluna num microtubo novo e estéril e aplicou-se 50 pl de tampao de
eluicao (10mM Tris-HCL pH 8.0, TE pH 8.0) directamente no centro da membrana da

coluna;

— Incubou-se a temperatura ambiente durante 1 minuto e centrifugou-se a 13200 rpm

durante 1 minuto, obtendo assim a amostra purificada.

Apos purificacao do produto PCR, este foi enviado para uma empresa onde foi sequenciado
(Macrogen na Coreia, ou Stabvida em Portugal). A sequéncia obtida foi analisada usando o
Programa BioEdit, e foi comparada com as sequéncias existentes numa base de dados,
GenBank, disponivel na internet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), permitindo assim a sua

identificacao.
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3 Ensaios de optimizacao de metodologias

Apesar de nao terem fornecido resultados conclusivos, foram efectuados alguns ensaios Uteis

que poderao ser importantes em trabalhos futuros.

3.1 Resisténcia a quinolonas

As quinolonas sao agentes antimicrobianos de largo espectro bastante usadas em medicina. A
sua resisténcia tem vindo a aumentar de maneira significativa em varios paises desde a sua
utilizacdo. Por exemplo, na China, mais de 50% dos isolados clinicos de Escherichia coli sao
resistentes a ciprofloxaxina (Wang et al., 2003). A actividade bactericida das quinolonas

resulta da inibicao da girase do DNA, enzima essencial a replicacdo e transcricao do DNA.

A resisténcia as quinolonas € usualmente causada por mutacdes cromossomicas, mas a
resisténcia mediada por plasmideos foi descoberta recentemente e disseminou-se de forma
rapida. O primeiro mecanismo descrito foi aquele relacionado com o gene gnr (Wang et al,
2003).

Assim, durante estes primeiros ensaios, tentou-se optimizar o protocolo usando o método PCR
(descrito em 2.5.1) para amplificar o gene gnr que codifica a resisténcias as quinolonas. Os
ensaios foram efectuados em enterococos e enterobactérias. Na tabela seguinte encontra-se

as quantidades de reagente utilizadas em cada reaccao:

Tabela 3 - Protocolos utilizados no PCR para amplificar o gene gnr

Reagentes Volume (pl)

Agua ultra-pura 3,8

Tampao de reac¢ao com KCl

(100 mM Tris-HCL - pH 8.8 a 25 °C, 500 mM KCl, 0.8% Nonidet P40) 1

MgCl; (25 mM) 0,6
dNTP’s (1mM) 2

Primer Fw (50 pM) 0,2
Primer Rev (50 uM) 0,2

Taq DNA polimerase (2.5 U/pl)

(Fermentas Recombinante) 0,2
DNA molde 2
Volume total da reaccao 10

As caracteristicas do primer utilizadas no PCR estao descritas na tabela seguinte:
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Tabela 4 - Primers e condicdes de PCR utilizados neste ensaio

Condicdes de PCR Tf"““a“h° do
q P o ragmento
Primer Sequéncia (5' - 3') .
= . - . pretendido
Desnaturacdo  Anilhamento  Extensdo Ciclos (bp)
qnr (fw) GGT TAT GGA TAT TAT TGA TAA AG 95°C, 30s 48°C, 30s 72°C, 30s 30 661

gnr (rev)  CTA ATC AGG CAG CAC TAT TA

Apos varias tentativas, verificou-se a obtencao de uma banda préoxima da banda pretendida
no isolado E3FC20 (Escherichia coli) proveniente de aguas residuais tratadas. A reaccao de
amplificacao por PCR foi efectuada para 3 isolados, S3R25 (Klebsiella pneumoniae), A6FC32
(Escherichia coli) e E3FC20. Os produtos do PCR foram visualizados em electroforese de gel de

agarose.

Na figura 7 encontra-se a fotografia do gel obtido na amplificacao do gene gnr.
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Amostra B
Figura 7 - Gel de agarose de 1,5% obtido apo6s a amplificacao do gene gnr

As amostras A e B foram purificada e enviada para sequenciar de acordo o procedimento

descrito em 2.4.

A analise da sequencia do fragmento amplificado (amostra A), e utilizando a base de dados

GenBank, verificou-se que essa banda nao era a banda representativa do gene gnr.

3.2 Mapeamento de restricao de plasmideos

As endonucleases de restricao catalisam a clivagem do DNA de cadeia dupla em locais
especificos. No ensaio que foi efectuado, utilizou-se as seguintes enzimas de restricao

(Bioron).
Tabela 5 - Caracteristicas das enzimas de restricao utilizadas
Enzima Sequéncia de reconhecimento
5-3/5-3
Bam HI G | GATCC/CCTAG |G
Hind IlI A|AGCTT/TTCGA | A
EcoRI G |AATTC/CTTAA |G
Taq1 T|CGA/AGC|T
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Apos o corte do plasmideo com enzimas de restricao, este apresenta um perfil electroforético
caracteristico que depende do espacamento entre os locais de restricdo. A comparacao entre

os perfis de restricao obtidos para diferentes moléculas de DNA, permite estimar o grau de
semelhanca entre elas (Manaia, 1999).

Assim, este ensaio tinha como objectivo classificar os plasmideos comparando os perfis de
restricao dos mesmos. No entanto, nenhum dos ensaios efectuados mostrou resultados

positivos. Abaixo apresentam-se as quantidades de reagente utilizadas num dos ensaios:

Tabela 7 - Composicao das misturas de reaccao com enzimas de restricao
Tubo1  Tubo 2 Tubo 3 Tubo4  Tubo 5

Reagentes ((%19) ((X19) (HY ((119) ((X19)
ddH20 10 7 7 7 7
Sol NEB 2 (10x) 2 -
Sol SEBuffer G (10x) + BSA - 1,8 +0,2
Sol Reaction buffer W (10x) + BSA - - 1,8 +0,2
Sol Reaction buffer EcoRI (10x) + BSA - - - 1,8 +0,2
Sol Buffer Taq1 (10x) - - - - 2
DNA 8 10 10 10 10
Bam HI - 1 -
Hind IlI - - 1 -
Eco RI - - - 1 -
Taq1 - - - - 1

Incubou-se as misturas em banho-maria a 37°C durante 2 h e aplicou-se as amostras em de gel

de agarose (1,5%). Deixou-se desenvolver durante 90 minutos (90 V, 400 mA).

Marcador
sem enzima
Bam HI
Hind I
EcoRI

—
o
(]

—

Figura 8 - Gel de agarose a 1,5% apos incubacdo do DNA plasmidico com enzimas de restricao.

Dado que nenhum dos ensaios permitiu obter perfis de restricao dos plasmideos em estudo,

em trabalhos futuros, seria interessante aumentar a quantidade de DNA plasmidico.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao preliminar dos isolados

Neste trabalho estudaram-se 82 isolados provenientes de um sistema de distribuicao de agua

de consumo, de aguas de ribeiras e de aguas residuais de uma ETAR. As bactérias foram

isoladas utilizando diferentes meios de cultura: meio m-FC (Difco), meio m-Endo-LES (Difco) e

meio PCA (Merck) (Ferreira da Silva et al., 2006).

Os isolados foram previamente identificados e caracterizados por outros grupos de estudo.

Na tabela seguinte encontra-se a listagem dos isolados, Gram negativo, catalase positivo e

oxidase negativo, organizados pela sua proveniéncia - aguas de consumo (BxEy), ribeiras

(SxRy), aguas residuais brutas (AxFC/EL/Py) e aguas residuais tratadas (ExFC/EL/Py).

Tabela 7 - Listagem dos isolados bacterianos examinados neste estudo

Isolados

Tipo de agua

Identificacao

S1R41
S1R44
S1R62
S2R35
S2R44
S3R22
S4R14
S4R19
S1R45
S3R25
S4R12
B1E14
B1E17
B10E9
B10E8
B10E12
B3E6
B1E22
BOE7
B10E2
B1E21
B4E7
B12E6

Ribeiras
Ribeiras
Ribeiras
Ribeiras
Ribeiras
Ribeiras
Ribeiras
Ribeiras
Ribeiras
Ribeiras
Ribeiras
aguas de consumo
aguas de consumo
aguas de consumo
aguas de consumo
aguas de consumo
aguas de consumo
aguas de consumo
aguas de consumo
aguas de consumo
aguas de consumo
aguas de consumo
aguas de consumo

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Raoultella terrigena
Citrobacter sp.
Citrobacter sp.
Enterobacter hormaechei
Escherichia coli
Flavobacterium sp.*
Klebsiella planticola
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella sp.
Klebsiella sp.
Kluyvera ascorbata
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Continuacao Tabela 7

Isolados Tipo de agua Identificacao
E3EL2  aguas residuais tratadas Enterobactérias
E3EL3  aguas residuais tratadas Enterobactérias
E3EL8  aguas residuais tratadas Enterobactérias

ESEL18b aguas residuais tratadas Enterobactérias
ESEL20 aguas residuais tratadas Enterobactérias
E6EL19  aguas residuais tratadas Enterobactérias
E6EL27  aguas residuais tratadas Enterobactérias
E6EL29 aguas residuais tratadas Enterobactérias
E6EL43  aguas residuais tratadas Enterobactérias
E7EL56 aguas residuais tratadas Enterobactérias
E3FC24 aguas residuais tratadas Escherichia coli
E3FC42 aguas residuais tratadas Escherichia coli
E3FC53  aguas residuais tratadas Escherichia coli
E3FC54 aguas residuais tratadas Escherichia coli
E4FC22  aguas residuais tratadas Escherichia coli
E4FC8  aguas residuais tratadas Escherichia coli
E5FC11  aguas residuais tratadas Escherichia coli
ESFC19  aguas residuais tratadas Escherichia coli

E5FC24b aguas residuais tratadas Escherichia coli
ESFC25 aguas residuais tratadas Escherichia coli
E6FC15 aguas residuais tratadas Escherichia coli
E6FC19  aguas residuais tratadas Escherichia coli
E6FC28  aguas residuais tratadas Escherichia coli
E6FC4  aguas residuais tratadas Escherichia coli
E6FC5  aguas residuais tratadas Escherichia coli

A2EL10  aguas residuais brutas Enterobactérias

A3EL19  aguas residuais brutas Enterobactérias

ASEL12  aguas residuais brutas Enterobactérias

ASEL40  aguas residuais brutas Enterobactérias
A5EL5 aguas residuais brutas Enterobactérias

A5EL51 aguas residuais brutas Enterobactérias

ASEL55  aguas residuais brutas Enterobactérias
ASEL7 aguas residuais brutas Enterobactérias
A6EL1 aguas residuais brutas Enterobactérias

A7EL29  aguas residuais brutas Enterobactérias
A8EL8 aguas residuais brutas Enterobactérias
AEL3 aguas residuais brutas Enterobactérias
A2P34 aguas residuais brutas Enterobactérias
A2P35 aguas residuais brutas Enterobactérias
A6P59 aguas residuais brutas Enterobactérias
A6P60 aguas residuais brutas Enterobactérias
A7P23 aguas residuais brutas Enterobactérias
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Continuacao Tabela 7

Isolados Tipo de agua Identificacao
A7P46 aguas residuais brutas Enterobactérias
A8P28 aguas residuais brutas Enterobactérias
A2FC20  aguas residuais brutas Escherichia coli
A3FC26  aguas residuais brutas Escherichia coli
A4FC1 aguas residuais brutas Escherichia coli
A4FC10  aguas residuais brutas Escherichia coli
A4FC39  aguas residuais brutas Escherichia coli
A4FC4 aguas residuais brutas Escherichia coli
A4FC6 aguas residuais brutas Escherichia coli
A4FC7 aguas residuais brutas Escherichia coli
A5FC18  aguas residuais brutas Escherichia coli

A5FC23a  aguas residuais brutas Escherichia coli
A5FC24  aguas residuais brutas Escherichia coli
ASFC30  aguas residuais brutas Escherichia coli
A5FC34  aguas residuais brutas Escherichia coli
A6FC32  aguas residuais brutas Escherichia coli

A6FC7 aguas residuais brutas Escherichia coli

* citocromo oxidase positivo

De acordo com a Tabela 7, podemos verificar que as bactérias isoladas das ribeiras sao na
maioria Escherichia coli. No caso das aguas de consumo, encontraram-se principalmente
bactérias dos géneros Klebsiella e Citrobacter. Nas aguas residuais, tanto antes como depois

do tratamento em ETAR, isolaram-se enterobactérias e mais precisamente Escherichia coli.

Estas bactérias sao tipicas da flora intestinal, como também das aguas residuais.

4.2 Prevaléncia de plasmideos em diferentes tipos de aguas

Os plasmideos sdao elementos genéticos autonomos que tém a capacidade de se replicar e
propagar autonomamente, ou seja independentemente do cromossoma. Estes podem
codificar caracteristicas que conferem vantagens fenotipicas as bactérias que os contém
nomeadamente a resisténcia a agentes antimicrobianos (Goncalves, 2004). Além disso, podem
ser facilmente transferidos para bactérias vizinhas, por transferéncia horizontal de genes,
contribuindo para a rapida disseminacao das caracteristicas que codificam, como por exemplo
a resisténcia a antibioticos ou metais pesados. Assim, a pesquisa de plasmideos nas bactérias
isoladas das aguas de consumo, das ribeiras e das aguas residuais, sobretudo em contextos nos
quais se pretende avaliar o nivel e tipologia de resisténcia a antibioticos, revela-se um

elemento muito importante.

Na tabela seguinte apresenta-se o tamanho dos plasmideos extraidos das bactérias isoladas,

assim como o fenotipo de resisténcia a varios antibioticos:
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Tabela 8 - Determinacdo da presenca de DNA plasmidico em isolados de aguas de consumo
Extracto de

e DNA plasmidico ae s a (1) NoAde.
Isolados Identificacao Tamanho das Fenétipo de resisténcia resisténcias
@)
bandas (bp)
B1E14 Citrobacter sp. CIP, SXT, TE, KF, TIC, RL, S R7
B1E17 Citrobacter sp. 6000 SXT, TE, TIC, RL, S R5
B10E9 Enterobacter hormaechei AML, SXT, TE, KF, CT, S R6
B10E8 Escherichia coli AML, SXT, TE, KF, CT, RL, S R7
B10E12  Flavobacterium sp.* CN, MEM, TIC, CT, RL, S R6
B3E6 Klebsiella planticola 6500,>10000 AML, SXT, TIC, CT, RL R5
B10E2 Klebsiella pneumoniae AML, KF, TIC, CT, RL, S R6
B1E22 Klebsiella pneumoniae 3000,5000 AML, CT, RL R3
7000,>10000
B9E7 Klebsiella pneumoniae AML, TIC, CT, RL R4
B1E21 Klebsiella sp. AML, TIC, RL, S R4
B4E7 Klebsiella sp. 1200,2000 AML, TIC, RL, S R4
B12E6 Kluyvera ascorbata 1600 AML, KF, TIC, CT, RL R5
M AML - amoxicilina; CAZ - ceftazidima; CN - gentamicina; CIP - ciprofloxacina; ipm - imipenem; SXT -

sulfametoxazol/trimetoprim ; TE - tetraciclina; KF - cefalotina; MEM - meropenemo; TIC - ticarcilina; CT - Colistin Sulfate; S -
sulfametoxazole; PR1, R2, R3: resistentes a pelo menos um, dois ou trés antibidticos, respectivamente.

De acordo com a informacao fornecida na Tabela 8, 42% das bactérias proveniente das aguas
de consumo e examinadas neste estudo apresentam plasmideos. Os plasmideos detectados
tinham pesos moleculares entre 1200 bp e mais de 10000 bp, sendo que tanto os mais

pequenos como os maiores foram observados em membros do género Klebsiella.

Na tabela seguinte apresenta-se o tamanho dos plasmideos extraidos das bactérias isoladas

das aguas de ribeiras.

Tabela 9 - Determinacédo da presenca de DNA plasmidico em isolados de ribeiras

Extracto de DNA

Isolados Identificacao plasmidico Fenétipo de resisténcia*® resis':oér(\jgas**
Tamanho das bandas (bp)
S1R41 Escherichia coli 3000,5000,7000,>10000 AML, KF, TIC, RF R4
S1R44 Escherichia coli 1800,3400 AML, TE, TIC, CT, S R5
S1R62 Escherichia coli 1800,3100,>10000 AML, SXT, TIC, CT, RL, S R6
S2R35 Escherichia coli varias AML, CIP, CTX, TIC, RL, S R6
S2R44 Escherichia coli 2900,4900,8000 AML, SXT, TE, S R4
S3R22 Escherichia coli 2000,4000 AML, CIP, SXT, TE, TIC, RL, S R7
S4R14 Escherichia coli AML, KF, TIC, CT, RL, S R6
S4R19 Escherichia coli AML, KF, TIC, CT, RL, S R6
S1R45 Escherichia coli AML, SXT, TE, TIC, RL, S R6
S3R25 Klebsiella 1300,2700,3200,>10000 AML, CN, CIP, KF, TIC, RL, S R7
pneumoniae >10000
S4R12 Raoultella terrigena AML, KF, TIC, CT, RL, S R6

De acordo com a informacao fornecida pela Tabela 9, 64% das bactérias provenientes de

aguas de ribeiras examinadas neste estudo apresentam plasmideos. Nestes isolados, a
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presenca de multiplas bandas no extracto de DNA plasmidico é ainda mais acentuada do que

no caso dos isolados de aguas de consumo, e pode indiciar a contaminacdo com DNA

cromossomico fragmentado. Este aspecto devera ser explorado em estudos posteriores.

Na tabela seguinte apresenta-se o tamanho dos plasmideos extraidos das bactérias isoladas

das aguas de residuais brutas.

Tabela 10 - Determinacao da presenca de DNA plasmidico em isolados de aguas residuais brutas

Extracto de DNA

1 N° de
Isolados Identificacao Tama?mlr?cs)n:jlad;cbc;n das Fenotipo de resisténcia* Integrées resist*éncias
(bp)
A2EL10 Enterobactérias AML, TE, E, TIC, S N.D. R5
A2P34 Enterobactérias AML, CIP, SXT, TE, TIC, RL N.D. R6
A2P35 Enterobactérias CIP, SXT, CAZ, RL N.D. R4
A3EL19 Enterobactérias CT,RL, S N.D. R3
A5EL12 Enterobactérias AML, SXT, TIC, RL, S N.D. R5
A5EL40 Enterobactérias 1500,>10000 AML, CN, TE, KF, TIC, RL, S + R7
A5ELS Enterobactérias 1500 AML, CN, CIP, SXT, TE, KF, + R9
TIC, RL, S
A5EL51 Enterobactérias Varias AML, KF, TIC, RL R4
A5EL55 Enterobactérias 5000 AML, TIC + R2
A5EL7 Enterobactérias 1800 AML, CN, CIP, SXT, TE, KF, + R9
TIC, RL, S
AG6EL1 Enterobactérias 10000 AML, TE, TIC, CT, S + R5
A6P59 Enterobactérias AML, CIP, TE, TIC, CT, RL N.D. R6
A6P60 Enterobactérias 3000 AML, KF, RL R3
A7EL29 Enterobactérias AML, CN, CIP, SXT, TE, KF, N.D. R11
MEM, CAZ, TIC, RL, S
A7P23 Enterobactérias AML,CIP, RL N.D. R3
A7P46 Enterobactérias 8100 AML, CIP, SXT, TIC, RL, S + R5
A8EL8 Enterobactérias >10000,>10000 AML, KF, TIC, CT, RL, S R6
A8P28 Enterobactérias 1400,2800 AML, CN, CIP, SXT, KF, TIC, R9
CT,RL, S
AEL3 Enterobactérias varias KF, CT N.D. R2
A2FC20 Escherichia coli 1300,>4000 KF N.D. R1
A3FC26 Escherichia coli 1600,2700,>10000 KF N.D. R1
A4FC1 Escherichia coli 1500,1600,5000,6000  AML, TIC, SXT, RL, TE N.D. R5
>10000
A4FC10 Escherichia coli 4800,8000 AML,TIC, SXT, RL, TE N.D. R5
A4FC39 Escherichia coli 2000,3000,5000 AML, TIC, SXT, RL, CIP,TE N.D. R6
A4FC4 Escherichia coli >10000 AML, SXT, RL, TE, KF N.D. R5
A4FCé6 Escherichia coli >10000 AML, TIC, SXT, RL, TE N.D. R5
A4FC7 Escherichia coli AML, TIC, RL N.D. R3
A5FC18 Escherichia coli 3000,>10000 AML, TIC, CN, SXT, RL, TE N.D. R6
A5FC23a  Escherichia coli AML, TIC, TE N.D. R3
A5FC24 Escherichia coli 3000,>10000 AML,TIC, SXT, RL, CN, TE N.D. R6
A5FC30 Escherichia coli 1750,2700,4500,6500  AML, TIC, SXT, RL, TE N.D. R5
A5FC34 Escherichia coli 5000,7000,>10000 AML,TIC, SXT, RL, TE, KF N.D. R6
A6FC32 Escherichia coli ~ 1500,2000,6000,>10000 AML ,TIC, SXT,RL,CIP,TE N.D. R6
A6FC7 Escherichia coli AML,TIC, SXT,RL, TE N.D. R5
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De acordo com a informacado fornecida pela Tabela 10, 68% das bactérias provenientes das
aguas residuais brutas examinadas neste estudo apresentam plasmideos. Estes plasmideos
foram detectados principalmente em bactérias isoladas em meio m-FC, identificadas como

Escherichia coli.

Na Tabela 11 apresentam-se os resultados obtidos nas bactérias isoladas das aguas residuais

tratadas.

Tabela 11 - Determinacao da presenca de DNA plasmidico em isolados de aguas residuais tratadas

Extracto de DNA

s N° de
Isolados Identificacao Tplasmldlco Fenotipo de resisténcia* Integroes resisténcias
amanho das "
bandas (bp)
E3EL2 Enterobactérias AML, SXT, TE, KF, TIC N.D. R5
E3EL3 Enterobactérias AML, CN, TE, KF, TIC, CT, N.D. R8
RL, S
E3EL8 Enterobactérias 1150,2000,3800 AML, CIP, KF, IPM, CAZ, TIC, - R9
6000,>10000 CT,RL, S
ESEL18b Enterobactérias 8000 AML, CN, TE, KF, RL, S R6
E5EL20 Enterobactérias 1500 AML, CIP, SXT, TE, KF, TIC, R9
CT,RL, S
E6EL19 Enterobactérias Varias AML, TE, TIC, RL, S + R5
E6EL27  Enterobactérias AML, CIP, RL, S N.D. R4
E6EL29 Enterobactérias AML, SXT, TE, TIC N.D. R4
E6EL43  Enterobactérias AML, SXT, TE, TIC, RL, S N.D. R6
E7EL56  Enterobactérias 1400, 2100, 5000 AML, CN, TE, KF, MEM, CAZ, - R10
TIC, CT, RL, S
E3FC24  Escherichia coli 1000,1500,4500 AML, TIC, SXT,RL, CN, TE N.D. R6
>10000
E3FC42  Escherichia coli 1700,2050 AML, TIC, CN, KF N.D. R4
E3FC53  Escherichia coli 1100,1500 AML,TIC,CIP,SXT,TE,KF N.D. R6
E3FC54  Escherichia coli 1250,2900,4200 AML,TIC,SXT,RL,CN, TE,KF N.D. R7
8000,>10000
E4FC22  Escherichia coli 1100,3050,3800, AML,TIC,SXT,RL,CIP, TE,KF N.D. R7
9500,>10000,>10000
E4FC8 Escherichia coli AML, TIC, RL, TE N.D. R4
ESFC11  Escherichia coli 1100 AML, SXT, RL, TE N.D. R4
ESFC19  Escherichia coli AML, TIC, SXT, RL, TE N.D. R5
ESFC24b Escherichia coli 2400,3200,4500 AML, TIC, SXT, RL, TE N.D. R5
ESFC25  Escherichia coli 2400,3200,4500 AML,TIC,SXT,RL,CIP,TE,KF N.D. R7
E6FC15  Escherichia coli AML, TIC, SXT, RL, TE N.D. R5
E6FC19  Escherichia coli AML, TIC N.D. R2
E6FC28  Escherichia coli AML, TIC, RL N.D. R3
E6FC4 Escherichia coli AML, TIC, SXT, RL N.D. R4
E6FC5 Escherichia coli AML, TIC, SXT, RL N.D. R4

De acordo com a informacao fornecida pela Tabela 11, 52% das bactérias provenientes de
aguas residuais tratadas examinadas neste estudo apresentam plasmideos. Embora o presente
estudo ndo esteja ajustado para permitir fazer uma robusta comparacao dos tamanhos dos

plasmideos os dados das Tabelas 10 e 11 parecem indicar que em isolados de Escherichia coli
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de aguas residuais tratadas ha uma relativa diminuicdo do tamanho e frequéncia destes
elementos genéticos. Este sera outro dado que podera ser importante explorar em estudos

posteriores.

Contrariamente ao que se poderia esperar, tendo em consideracao o potencial dos plasmideos
como vectores de dispersao de genes de resisténcia, os fenotipos de multi-resisténcia nao se
encontravam necessariamente associados nem a presenca de plasmideos nem a um maior
tamanho destes. Esta observacao é transversal as diferentes espécies examinadas e origem
dos isolados. Assim, sera de admitir que os fendtipos de resisténcia resultam de genes
localizados no DNA cromossémico ou em mega-plasmideos (>20000 pb) que nao seriam
extraidos com o método utilizado neste estudo. Por outro lado, 9 dos 14 extractos de DNA
plasmidico em que se examinou a presenca do gene da integrase, apresentaram resultado
positivo. O gene da integrase € indicativo da presenca de integrao de classe 1, local
privilegiado para a ocorréncia de recombinacao sitio-especifica em que comummente se
alojam cassetes de genes de resisténcia, originando um fenétipo de resisténcia. Estes dados
demonstram que podera ser oportuno prosseguir com a pesquisa do gene de integrase em
plasmideos. Além disso, 0 mapeamento genético dos plasmideos em estudo podera dar pistas

interessantes sobre o tipo de funcdes associadas a estes elementos genéticos.

4.3 Pesquisa de determinantes genéticos de resisténcia a antibioticos

Um dos aspectos que torna os plasmideos moléculas relevantes em termos de resisténcia é a
sua conhecida capacidade para albergar e transferir determinantes genéticos responsaveis por
conferir fendtipos de tolerancia. Nesse contexto, pesquisaram-se nos extractos de DNA
plasmidico, alguns genes que codificam enzimas beta-lactamases e que sao frequentemente
reportados na literatura como estando associados a estes elementos extra-cromossomicos.

Tabela 12 - Caracterizacdo baseada no perfil de resisténcia a antibioticos em isolados com plasmideo

Genes de resisténcia

e« Extracto de DNA plasmidico TEM AmpC SHV cTx OXA-B

Isolados Identificacdo P C P C P C P C P C
Tamanho das bandas (bp)

B1E17 Citrobacter sp. 6000 - - - - - N.D. - + - N.D.
E3EL8 Enterobactérias 1150,2000,3800,6000,>10000 - N.D. - ND. - ND. - N.D. - N.D.
E5EL18b Enterobactérias 8000 + ND. - N.D. - ND. - N.D. - N.D
E5EL20  Enterobactérias 1500 + N.D. - ND. - ND. - ND. - N.D
E6EL19  Enterobactérias Varias + - - + - N.D.
E7EL56 Enterobactérias 1400,2100,5000 + ND. - N.D. - ND. - ND. - N.D
ASEL40 Enterobactérias 1500,>10000 + N.D. + ND. - ND. - N.D. - N.D.
A5EL5 Enterobactérias 1500 + + - - - N.D. - N.D. N.D.
ASEL51  Enterobactérias Varias + + - N.D. - ND. - N.D. N.D.
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Continuacao da Tabela 12

Extracto de DNA plasmidico

Genes de resisténcia

Isolados Identificacdo Tamanho das bandas (bp) TEM AmpC SHV CTX OXA-B
P cC P C P C P C P C
A5EL55  Enterobactérias 5000 + - N.D. N.D. N.D.
ASEL7 Enterobactérias 1800 + - N.D. N.D. N.D.
A6EL1 Enterobactérias 10000 + N.D. - N.D. - N.D. N.D. N.D.
A6P60 Enterobactérias 3000 - - ND. - ND. - ND. - N.D.
A7P46 Enterobactérias 8100 + + + N.D. N.D. N.D. - N.D. - N.D.
A8EL8 Enterobactérias >10000,>10000 + N.D. + ND. - ND. - ND. - N.D.
A8P28 Enterobactérias 1400,2800 N.D. N.D. - N.D. - ND. - N.D. + N.D.
AEL3 Enterobactérias Varias - - N.D. - ND. - ND. - N.D
S1R41 Escherichia coli 3000,5000,7000,>10000 + + + + N.D. N.D.
S1R44 Escherichia coli 1800,3400 + + + N.D. N.D. N.D.
S1R62 Escherichia coli 1800,3100,>10000 + + + N.D. N.D.
S2R35 Escherichia coli Varias + + o+ 4+ N.D. N.D.
S2R44 Escherichia coli 2900,4900,8000 + + + + N.D. N.D.
S3R22 Escherichia coli 2000,4000 + + N.D. N.D.
E3FC24  Escherichia coli 1000,1500,4500,>10000 + + - N.D. - ND. - - N.D.
E3FC53  Escherichia coli 1100,1500 + + - N.D. - ND. - N.D. - N.D
E3FC54  Escherichia coli 1250,2900,4200,8000,>10000 + + + N.D. - - - N.D.
E4FC22 Escherichia coli 1100,3050,3800,9500,>10000 + - N.D. - - - N.D.
>10000
E5FC11  Escherichia coli 1100 + - N.D. - - - N.D.
E5FC24b Escherichia coli 2400,3200,4500 + - N.D. - - - N.D.
ESFC25  Escherichia coli 4500,8000,>10000 + + - N.D. - - - N.D.
A2FC20 Escherichia coli 1300,>4000,muitas - - N.D. - ND. - - N.D.
A3FC26 Escherichia coli 1600,2700,>10000 - + N.D. - - - N.D.
A4FC1 Escherichia coli 1500,1600,5000,6000,>10000 + + - N.D. - - N.D.
A4FC10  Escherichia coli 4800,8000 + + - N.D. - - N.D.
A4FC39  Escherichia coli 2000,3000,5000 + + + N.D. - - - N.D.
A4FC4 Escherichia coli >10000 - - N.D. - - N.D. N.D.
A5SFC18  Escherichia coli 3000,>10000 + + - N.D. - N.D. - N.D. - N.D.
ASFC34  Escherichia coli 5000,7000,>10000 + + - N.D. - N.D. N.D. - N.D.
ASFC30 Escherichia coli 1750,2700,4500,6500 + N.D. + N.D. - N.D. - + - N.D.
A5FC24  Escherichia coli 3000,>10000 + + - N.D. - - - + - N.D.
A6FC32  Escherichia coli 1500,2000,6000,>10000 + - + N.D. - N.D. - N.D. - N.D
E3FC42 Escherichia coli 1700,2050 N.D. N.D. - N.D. - + - N.D.
B3E6 Klebsiella 6500,>10000 - - - N.D. - - N.D.
planticola
S3R25 Klebsiella 1300,2700,3200,>10000,>10000 N.D. + N.D.
pneumoniae
B1E22 Klebsiella 3000,5000,7000,>10000 + + - N.D. - + - N.D.
pneumoniae
B4E7 Klebsiella sp. 1200,2000 - - - N.D. - - N.D.
B12E6 Kluyvera 1600 - - - N.D. + + - N.D.
ascorbata

*P - extracto de DNA plasmidico; C- extracto de DNA total; N.D. - ndo determinado
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A anadlise da Tabela 12 mostra que o gene que codifica blaTEM é o mais frequentemente
encontrado nos isolados analisados e que aparece frequentemente associado a extractos de
DNA plasmidico. Em termos de frequéncia, segue-se o gene ampC, muitas vezes presente em
isolados que possuem também blaTEM. O gene blaSHV nao foi detectado em qualquer dos
isolados, e blaCTX e blaOXAB apenas em dois e um isolado, respectivamente. Estes dados
sugerem que estas B-lactamases poderao nao ser comuns em isolados de enterobactérias de
origem ambiental, e suscitam o interesse por alargar este estudo a um numero maior de
isolados. Um dos aspectos interessante a aprofundar sera também verificar a presenca dos
genes pesquisados em DNA cromossémico ou em DNA plasmidico. Embora nalguns isolados se
possa concluir sobre a presenca dos genes num ou noutro tipo de DNA, noutros casos o gene
foi detectado em ambos os extractos de DNA. Assim sendo, sera de admitir a possibilidade de
existir DNA cromossomico contaminante nos extractos de DNA plasmidico. Esta possibilidade
nao podera ser excluida ja que a amplificacdao do gene para o rRNA 16S, cromossomico, foi
obtida com sucesso em grande parte dos extractos de DNA plasmidico (Figura 9). Sabe-se que
o gene para o rRNA 16S pode existir em copia multipla no cromossoma podendo, uma pequena
contaminacao, originar um resultado positivo, facto que nao ocorrera necessariamente com
os genes que codificam as B-lactamases. No entanto, e uma vez realizada esta analise em
extractos de DNA plasmidico, importara, numa fase seguinte, purificar o DNA plasmidico e

fazer a pesquisa dos genes em extractos de DNA plasmidico purificado.

Controlo (+)

—
o
o
[}
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jut
[}
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B4E7
E3FC53
ESFC11
A6FC32
E3FC42
A6P60
E5EL20
A4FC10
B1E17
B3E6
B12E17
B1E22
S1R41
S1R62
BOE7
S1R44

Figura 9 - Gel de agarose de 1% obtido na amplificacao do gene para o rRNA 16S
4.4 Classificacao dos plasmideos por grupo de incompatibilidade

Os grupos de incompatibilidade dos plasmideos determinam, de certo modo, a gama de
hospedeiros que os podem albergar. Tradicionalmente os grupos de incompatibilidade sao
determinados pela introducao, por conjugacao ou por transformacao, de um plasmideo de um
grupo de incompatibilidade desconhecido, numa estirpe que albergue um plasmideo de grupo
conhecido (Carattoli et al., 2005). Devido a morosidade deste processo, tém vindo a ser

desenvolvidos métodos mais faceis e rapidos, designadamente por recurso a PCR (Gotz et al.

Branco
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1996, Carattoli et al., 2005). A determinacao dos grupos de incompatibilidade dos plasmideos
em isolados de diferentes origens, reveste-se de interesse, na medida em que diversos
trabalhos tém sugerido a existéncia de uma relacao entre o tipo de plasmideo e o habitat. Por
exemplo, os plasmideos do grupo IncP tém sido apontados como vectores de disseminacao de
resisténcia a antibioticos em aguas residuais (Schliter et al, 2007). Foi neste contexto que se

decidiu averiguar os tipos de incompatibilidade nos extractos de DNA plasmidico.

4.4.1 Grupo de incompatibilidade N (IncN)

De acordo com o protocolo utilizado por Gotz et al. (1996), e usando o método PCR, estudou-
se a incompatibilidade existente entre os plasmideos extraidos das diferentes aguas. Os

produtos de PCR foram analisados por electroforese em gel de agarose (2.3.3).

Utilizaram-se os oligonucleotidos iniciadores Nkika (fw) e Nkika (rev) para identificar o grupo
de incompatibilidade N (IncN). Dado que o peso molecular esperado, 329bp, era bastante
baixo, efectuou-se um gel com 1,5% de agarose e utilizou-se um marcador de baixo peso

molecular (de 10bp a 300bp). A seguir apresenta-se um dos géis obtidos com alguns isolados

estudados:
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A3FC26
A5FC34
E3FC42
E3FC53
E3FC54
E4FC22
E5FC19
E5FC25
A4FC1
A4FC7
A4FC10
A4FC39
A5FC18
A5FC23a
A5FC24
B1E22
S1R41
Branco

Figura 10 - Gel de agarose de 1,5% obtido na amplificacao do gene NkikA (incN)

Dado que nao possuiamos nenhum controlo positivo, purificou-se o produto de PCR obtido
para a amostra A3FC26 e sequenciou-se (conforme descrito em 2.4.). A percentagem de
similaridade obtida, apos uma pesquisa por BLAST ao GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com o gene kikA (plasmideo IncN) foi de 99%, sendo entao

possivel utilizar essa amostra como controlo positivo.

Apds a amplificacdo do gene em todos os isolados, verificou-se que apenas dois pertenciam ao
grupo de incompatibilidade N: A3FC26 (Escherichia coli), isolado das aguas residuais brutas, e

B1E22 (Klebsiella pneumoniae), isolado das aguas de consumo.
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4.4.2 Grupo de incompatibilidade P (IncP)

Da mesma forma, com o método PCR, amplificou-se o gene trfA1 usando os oligonucledtidos

iniciadores especificos PtrfA1 (fw) e PtrfA1 (rev).

Apoés varias tentativas, e usando o mesmo protocolo (ver 2.4), verificou-se a existéncia de
uma banda no isolado E3FC54 (Escherichia coli), proveniente de aguas residuais tratadas,
proxima da pretendida (889 bp). No entanto, a analise da sequéncia do fragmento
amplificado, e utilizando a base de dados GenBank, verificou-se que essa banda nao era a

banda representativa do gene trfA1 (plasmideo IncP).

Na figura seguinte, encontra um dos géis obtidos apds amplificacdao do gene trfAt:
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ABEL8
E3EL2
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ESEL18b
E5EL20
E7EL56
A2P34
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A8P28
B1E14
B1E17
B1E21
B3E6
B12E6
B10E12
Branco

B4E7

1000bp
500bp

Figura 11 - Gel de agarose de 1% obtido na amplificacao do gene trfA1 (IncP)

Apesar de nao ter encontrado nenhuma amostra de DNA plasmidico que amplificasse o gene
trfA1 (IncP), efectuou-se a amplificacao do mesmo nas restantes amostras e verificou-se que
as amostras S2R44 (Escherichia coli), isolada de ribeiras, e E3EL3 (Enterobactéria), isolada de
aguas residuais tratadas, amplificaram uma banda semelhante a encontrada com E4FC54.

Visto que nao se conseguiu optimizar o método para a deteccao de plasmideos pertencentes
ao grupo de incompatibilidade P (IncP), ndao é possivel concluir sobre a abundancia destes
plasmideos nos isolados examinados. No entanto, seria de esperar que muitos deles estariam
classificados nesse grupo de incompatibilidade. Por efeito, tém-se demonstrado que a maioria

dos plasmideos isolados em aguas residuais é deste tipo (Schliiter et al, 2007).

30




Pesquisa de determinantes genéticos em isolados bacterianos ambientais resistentes a antibiéticos

4.4.3 Outros grupos de incompatibilidade

Embora so se tenha efectuado o estudo relativamente a dois grupos de incompatibilidade de
plasmideos, é de salientar que existem muitos outros grupos de incompatibilidade na
literatura (Goetz et al., 1996; Carattoli et al., 2005).
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5 Conclusoes

O estudo realizado confirmou a elevada prevaléncia de plasmideos em enterobactérias

isoladas de aguas residuais, de ribeiras ou mesmo em aguas de consumo.

A presenca de plasmideos, passiveis de serem extraidos pela metodologia utilizada, ndo esta

aparentemente associada a fenotipos de resisténcia multipla.

Nos extractos de DNA plasmidico examinados detectou-se sobretudo o gene blaTEM. O gene

para a integrase de integroes de classe 1 foi também relevante.

Em sistemas de tratamento de aguas residuais, podera ocorrer o curing (perda) de plasmideos

ou de parte do seu contetdo devido ao stress imposto pelo processo.

Como perspectiva futura relacionada com o desenvolvimento deste trabalho, seria
interessante efectuar a purificacao os extractos de DNA plasmidico e continuar a pesquisa de

genes, principalmente o gene da integrase.

Outros ponto de grande interesse para trabalhos futuros, seria analisar com mais
profundidade a possibilidade de existir contaminacao com DNA cromossomico fragmentado

nos extracto de DNA plasmidico dos isolados provenientes das aguas de ribeiras.

Por fim, seria interessante analisar a possivel relacao existente entre o tratamento das aguas

residuais em ETARs, o tamanho e a frequéncia de plasmideos.
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Outros

Anexo 1

do gene kikA
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Sequencia obtida para a amostra E4FC54 com a amplificacao do gene trfA1
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