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Sumario

Os ambientes hidricos constituem veiculos para a emergéncia e disseminacao da resisténcia a
antibidticos. As cianobactérias encontram-se amplamente distribuidas nestes ambientes,
estando frequentemente expostas a antibidticos, bactérias resistentes e genes de resisténcia.
Contudo, o seu papel no resistoma hidrico nunca foi investigado. Este trabalho pretendeu
avaliar a susceptibilidade de oito estirpes de Microcystis aeruginosa, oito estirpes de
Planktothrix agardhii e oito estirpes de Planktothrix mougeotii a diferentes antibidticos
(amoxicilina, ceftazidima, ceftriaxona, canamicina, gentamicina, tetraciclina, acido nalidixico,
norfloxacina e trimetoprim). Para tal, foi utilizado um procedimento baseado no método
standard Broth Microdilution para bactérias, no qual as cianobactérias foram expostas a
dilui¢bes sucessivas de cada antibidtico em meio Z8 (0,0015 mg/L — 1,6 mg/L) e mantidas numa
camara de culturas sob ciclos de 14 horas de luz — com uma intensidade de 16 + 4 pEm?2s'—e
10 horas de escuro, a uma temperatura de 20 + 19C. O crescimento celular foi seguido durante
14 dias (observagdo macroscépica, microscépica e leitura da DOusonm) € as concentragoes
inibitérias minimas de cada antibidtico (CIMs) foram calculadas para cada estirpe. Nenhuma
das estirpes foi susceptivel a qualquer das concentracdes de dcido nalidixico e de trimetoprim
testadas. Adicionalmente, as estirpes de M. aeruginosa apresentaram uma susceptibilidade
reduzida a tetraciclina, as estirpes de P. agardhii apresentaram uma susceptibilidade reduzida
a norfloxacina e as estirpes de P. mougeotii ndo foram susceptiveis a amoxicilina nem a
norfloxacina e apresentaram uma susceptibilidade reduzida a tetraciclina. Foi também
pesquisada a presenca de genes e de integrGes associados a resisténcia a antibidticos nas
cianobactérias em estudo por PCR e posterior sequenciacdo dos produtos obtidos. Foram
encontrados genes de resisténcia a estreptomicina numa estirpe de M. aeruginosa, em trés
estirpes de P. agardhii e em quatro estirpes de P. mougeotii; genes de resisténcia as
sulfonamidas em quatro estirpes de M. aeruginosa, em trés estirpes de P. agardhii e em cinco
estirpes de P. mougeotii; integrdes de classe 1 em duas estirpes de M. aeruginosa, em trés
estirpes de P. agardhii e em trés estirpes de P. mougeotii. Adicionalmente, o gene gacAE foi
encontrado numa estirpe de M. aeruginosa e numa estirpe de P. agardhii. Os resultados
obtidos sugerem que as cianobactérias apresentam resisténcia intrinseca a alguns antibidticos
e que, de acordo com o seu local de origem, podem apresentar resisténcia adquirida a outros.
Assim, tudo indica que, de facto, as cianobactérias desempenham um papel importante no

resistoma hidrico.

Palavras-chave: Cianobactérias, antibidticos, resistoma hidrico, concentrages inibitdrias

minimas, determinantes genéticos de resisténcia a antibidticos.
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Abstract

Water environments are vehicles for the emergence and dissemination of antibiotic resistance.
Cyanobacteria are widely distributed in these environments, where they are often exposed to
antibiotics, antibiotic resistant bacteria and resistance genes. However, their role on water
resistome was never investigated. This work aimed to evaluate the susceptibility of eight
Microcystis aeruginosa strains, eight Planktothrix agardhii strains and eight Planktothrix
mougeotii strains to diferent antibiotics (amoxicillin, ceftazidime, ceftriaxone, kanamycin,
gentamicin, tetracycline, nalidixic acid, norfloxacin and trimethoprim). For this purpose, it was
used a procedure based on the standard Broth Microdilution method for bacteria, in which the
cyanobacteria were exposed to serial dilutions of each antibiotic in Z8 medium (0,0015 mg/L —
1,6 mg/L) and kept in a culture chamber under cycles of 14 hours light — with an intensity of 16
+ 4 pEm™ s — and 10 hours dark, at a temperature of 20 + 1°C. Cell growth was followed for
14 days (macroscopic and microscopic observation and determination of DOssonm) and the
minimum inhibitory concentrations of each antibiotic (MICs) were calculated for each strain.
None of the strains were susceptible to any of the tested concentrations of nalidixic acid and
trimetoprim. Additionally, M. aeruginosa strains showed a reduced susceptibility to
tetracycline, P. agardhii strains showed a reduced susceptibility to norfloxacin and P.
mougeotii strains were not susceptible to amoxicillin and norfloxacin and showed a reduced
susceptibility to tetracycline. It was also investigated the presence of antibiotic resistance
genes and integrons in the studied cyanobacteria by PCR and subsequent sequencing of the
PCR products. Streptomycin resistance genes were found in one M. aeruginosa strain, in three
P. agardhii strains and in four P. mougeotii strains; sulfonamide resistance genes were found in
four M. aeruginosa strains, in three P. agardhii strains and in five P. mougeotii strains; class 1
integrons were found in two M. aeruginosa strains, in three P. agardhii strains and in three P.
mougeotii strains. Additionally, the gacAE gene was found in one M. aeruginosa strain and in
one P. agardhii strain. The results suggest that cyanobacteria exhibit intrinsic resistance to
some antibiotics and that, depending on their origin, they can acquire resistance to others.

Thus, it seems that, in fact, cyanobacteria play an important role in water resistome.

Keywords: Cyanobacteria, antibiotics, water resistome, minimum inhibitory concentrations,

antibiotic resistance determinants.
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1.1. Problematica da resisténcia a antibioticos

Os antibidticos sdao substancias quimicas, de origem natural ou sintética, capazes de
estabelecer interacgOes especificas com estruturas-alvo bacterianas e de induzir a inibicdo da
multiplicacdo ou a destruicdo destes micro-organismos, sem que dai advenham efeitos tdxicos

para humanos e animais (Davies e Davies, 2010; INSARJ, 2010).

Com uma ampla utilizacdo na prevencdo e no tratamento de infec¢cdes desde a eclosdo da
Segunda Guerra Mundial (NIAID, 2006; Wright, 2010), estes compostos sdo considerados um
dos grandes pilares e uma das grandes conquistas da medicina moderna, uma vez que
permitiram que fossem salvas inUmeras vidas e ultrapassadas as mais diversas complicacdes
geradas por infeccdes causadoras de doencas graves e de mortes prematuras na chamada “era

pré-antibidtica” (NIAID, 2006; Hawkey, 2008; Davies e Davies, 2010; Wright, 2010).

Contudo, e apds dezenas de anos de uso generalizado, a eficdcia terapéutica destas drogas
encontra-se fortemente ameacada, ja que um nuamero crescente de bactérias patogénicas tem
vindo a adquirir elaborados mecanismos de resisténcia, que levam a reducdo ou até mesmo a
supressdo da accdo dos antibidticos (Levy e Marshall, 2004; Hawkey, 2008; Bisht et al., 2009;
Davies e Davies, 2010; Usha et al., 2010). Muitas destas bactérias apresentam resisténcia a,
pelo menos, um dos antibidticos mais comummente utilizados no seu tratamento, sendo que,
algumas delas apresentam resisténcia a mais do que um ou até mesmo a todos os antibidticos
aprovados, pelo que as infeccGes associadas podem apenas ser tratadas com recurso a drogas
experimentais e potencialmente tdxicas para os pacientes (Levy e Marshall, 2004; Bisht et al.,

2009; Davies e Davies, 2010).

A resisténcia a antibidticos tem vindo a tornar-se num grave problema de saude publica a
nivel global (Levy e Marshall, 2004; Bisht et al., 2009; Hawkey e Jones, 2009; Usha et al., 2010),
e parece ser a forte pressdo selectiva resultante da exposi¢gdo continua das bactérias a estas
substancias que leva a propagacdo de estirpes naturalmente resistentes e a aquisicdo de
resisténcias em estirpes, até entdo, sensiveis (Levy e Marshall, 2004; NIAID, 2006; Hawkey,
2008; Bisht et al., 2009; Martinez, 2009; Davies e Davies, 2010; Usha et al., 2010; Wright,
2010). Assim, a grande forca motriz da aquisicdo de resisténcia a antibidticos por parte das
bactérias esta no uso generalizado e, muitas vezes, incorrecto destes compostos nos habitos
terapéuticos de humanos e animais, decorrente de prescricdes médicas inapropriadas, da
venda de antibidticos sem prescricdo médica, de periodos de toma mais curtos ou mais longos
do que o necessario e da toma de dosagens mais baixas ou mais altas do que as necessarias

(Levy e Marshall, 2004; Bisht et al.,, 2009; Davies e Davies, 2010; Usha et al.,, 2010).
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Adicionalmente, estas drogas sdo também utilizadas em actividades como a agricultura, a
pecudria e a aquacultura, o que contribui ainda mais para a disseminacgdo de resisténcias (Levy

e Marshall, 2004; Bisht et al., 2009; Davies e Davies, 2010).

1.2. Mecanismos de accdo e classes de antibidticos

A base da terapia antimicrobiana reside no conceito da toxicidade selectiva, ou seja, na
capacidade que o antibidtico tem de ser toxico para o agente patogénico-alvo, mas indcuo
para o hospedeiro (Greenwood e Whitley, 1997). Esta selectividade tdxica pode ser alcangada
por uma de duas formas distintas: os alvos existentes nos micro-organismos nao se encontram
presentes nas células do hospedeiro, como é o caso da parede celular bacteriana, ou os alvos
andlogos presentes nas células do hospedeiro sdo suficientemente diferentes ou estdo
suficientemente inacessiveis a accdo do antibidtico, como é o caso dos ribossomas, dos acidos
nucleicos, das vias metabdlicas e das membranas celulares (Greenwood e Whitley, 1997;

Wright, 2010).

Assim, e de acordo com os seus mecanismos de accdo, a grande maioria dos antibiéticos
pertence a um de cinco grandes grupos: antibidticos que interferem com a sintese da parede
celular bacteriana, antibidticos que inibem a sintese proteica bacteriana, antibidticos que
interferem com a sintese de acidos nucleicos bacterianos, antibidticos que inibem vias
metabdlicas bacterianas e antibidticos que rompem a estrutura da membrana celular
bacteriana (Figura 1) (Greenwood e Whitley, 1997; Tenover, 2006; DzZidi¢ et al., 2008;
Bockstael e Aerschot, 2009; Wright, 2010).
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Mecanismos de acg¢do / alvos dos antibiéticos

Parede celular
B-lactamicos

Sintese de dcidos nucleicos
Quinolonas
Rifampicina

Vias metabdlicas
Sulfonamidas
Diaminopiridinas

Membrana celular
Lipopéptidos
Ciclopéptidos

Sintese de proteinas
Aminoglicosideos
Tetraciclinas
Macrolidos
Cloranfenicol
Oxazolidinonas

Figura 1 | Mecanismos de accdo / alvos das diferentes classes de antibiéticos (Adaptado de Wright, 2010).

De entre os antibidticos que interferem com a sintese da parede celular bacteriana, sdo de
destacar: os B-lactamicos, que inactivam as proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), que
catalisam as ligacGes cruzadas envolvendo o dipéptido C-terminal D-Ala-D-Ala da cadeia
nascente do peptidoglicano, necessarias para a sintese de uma parede celular estavel (DZidic
et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Bush, 2012); os glicopéptidos, que formam um
complexo com o dipéptido C-terminal D-Ala-D-Ala da cadeia nascente do peptidoglicano,
impedindo a ocorréncia das reac¢Oes de transglicosilagcdo e transpeptidacdo necessarias para a

sua finalizagdo (Dzidic et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Bush, 2012).

Em relagdo aos antibidticos que inibem a sintese proteica bacteriana, importa referir: os
aminoglicosideos e as tetraciclinas, que impedem a formagdo do péptido pela ligagdo a
estruturas da subunidade 30S do ribossoma (DZidi¢ et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009;
Lambert, 2012); os macrdlidos, o cloranfenicol e as oxazolidinonas, que impedem a formagao
do péptido pela ligagdo a estruturas da subunidade 50S do ribossoma (Dzidi¢ et al., 2008;

Bockstael e Aerschot, 2009; Lambert, 2012).

Os antibidticos que interferem com a sintese de acidos nucleicos bacterianos incluem: as
quinolonas, que impedem a replicacgdo e a transcricdo do ADN pela inibicdo das
topoisomerases do tipo Il bacterianas (a ADN girase e a topoisomerase V) (Dzidi¢ et al., 2008;

Bockstael e Aerschot, 2009; Cambau e Guillard, 2012); a rifampicina, que impede o inicio da
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transcrigdo do ADN pela ligagdo a subunidade B da ARN polimerase dependente de ADN
(Dzidic¢ et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Cambau e Guillard, 2012).

No caso dos antibidticos que inibem vias metabdlicas bacterianas, destacam-se: as
sulfonamidas, que inibem a accdo do enzima dihidropteroato sintetase (DHPS), que catalisa a
sintese de 4cido dihidropterdico (DHP) a partir de 4cido p-aminobenzdico (PABA) e pteridina
(DZidic et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Cambau e Guillard, 2012); as diaminopiridinas,
que inibem a ac¢do do enzima dihidrofolato reductase (DHFR), que catalisa a sintese de acido
tetrahidrofélico (THF) a partir de acido dihidrofélico (DHF) (Dzidi¢ et al., 2008; Bockstael e
Aerschot, 2009; Cambau e Guillard, 2012). As sulfonamidas e as diaminopiridinas inibem
diferentes etapas do metabolismo do acido félico, podendo actuar em sinergia para reduzir a

probabilidade de resisténcia por parte dos micro-organismos (Bockstael e Aerschot, 2009).

Por fim, aos antibidticos que rompem a estrutura da membrana celular bacteriana,
pertencem: os lipopéptidos, que causam uma despolarizacdo da membrana celular
dependente de calcio, provocando a cessacdo da sintese de macromoléculas e a disrupgao
desta estrutura (Dzidi¢ et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Bush, 2012); os ciclopéptidos,
que se ligam ao lipido A do lipopolissacarido da membrana celular, levando a desintegracdo da

mesma (Dzidi¢ et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Bush, 2012).

1.3. Mecanismos de resisténcia as diferentes classes de antibidticos

As bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a determinado antibiético ou classe de
antibidticos ou adquirir essa resisténcia por via de um de dois processos distintos: mutagdo
espontanea e selec¢do ou transferéncia horizontal de genes (Tenover, 2006; DzZidi¢ et al., 2008;

Bockstael e Aerschot, 2009; Wright, 2010; Kumar e Varela, 2013; Blair et al., 2015).

Algumas espécies bacterianas sdo intrinsecamente resistentes a um ou até mesmo a mais
do que um antibidtico ou classe de antibidticos, ou seja, resistem a ac¢do destas drogas apenas
devido as suas caracteristicas estruturais e / ou funcionais (Tenover, 2006; Bockstael e

Aerschot, 2009; Wright, 2010; Kumar e Varela, 2013; Blair et al., 2015).

Contudo, é a resisténcia adquirida que representa o maior e o mais preocupante tipo de
resisténcia a antibidticos, uma vez que popula¢des bacterianas inicialmente susceptiveis se
tornam resistentes a determinado antibiético ou classe de antibidticos e proliferam, em
resposta a forte pressdo selectiva resultante da exposi¢do a estas substancias (Tenover, 2006;

Bockstael e Aerschot, 2009). A transferéncia horizontal de genes representa o modo mais
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frequente de aquisicdo de resisténcia a antibioticos, podendo dar-se pelos mecanismos de
conjugacdo, transducdo ou transformacdo entre estirpes de uma mesma espécie ou entre
estirpes de espécies ou géneros diferentes (Figura 2) (Furuya e Lowy, 2006; Tenover, 2006;

Dzidi¢ et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Blair et al., 2015).

a) Transformagdo bacteriana

leertagao
/ \ de ADN \
\ e
/\ ‘B
Célula dadora Gene de Célula receptora

resisténcia a

antibidticos
b) Transdugdo bacteriana Zlglg

leertagao \\

Célula dadora infectada com o fago ~ do fago Célula receptora

c) Conjugacdo bacteriana

(“%“O—’O%)

Célula dadora Célula receptora

Transposao

Figura 2 | Mecanismos de transformacdo, transdugdo e conjuga¢do bacteriana entre estirpes de uma mesma

espécie ou entre estirpes de espécies ou géneros diferentes (Adaptado de Furuya e Lowy, 2006).

Ainda que o modo de aquisicdo de resisténcia possa variar entre espécies e géneros
bacterianos, os principais mecanismos de resisténcia sdo relativamente poucos e comuns a
maioria das bactérias (Dzidi¢ et al., 2008): a inactivagdo do antibidtico, a modificagdo das
caracteristicas da estrutura-alvo do antibidtico, a redugdo da concentragdo do antibidtico no
interior da célula e a utilizagdo de vias metabdlicas alternativas (Figura 3) (Tenover, 2006;

DZidi¢ et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Wright, 2010; Kumar e Varela, 2013).
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Mecanismos de resisténcia aos antibidticos

Bombas de efluxo / Diminuigdo

€« da permeabilidade

Vias metabdlicas alternativas

Modificagdo das caracteristicas
da estrutura-alvo

Inactivacdo do antibidtico

Figura 3 | Principais mecanismos de resisténcia aos antibiéticos (Adaptado de Wright, 2010).

A inactivacdo do antibidtico consiste no processo de producdo de enzimas que promovem a
sua degradacdo ou modificacdo através de hidrélise, transferéncia de grupos ou mecanismos
redox (Tenover, 2006; Dzidi¢ et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Wright, 2010; Kumar e
Varela, 2013); a modificacdo das caracteristicas da estrutura-alvo do antibidtico leva a perda
de afinidade entre ambos e a incapacidade do antibidtico se ligar e actuar correctamente
(Tenover, 2006; Dzidi¢ et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Wright, 2010; Kumar e Varela,
2013); a reducdo da concentracdo de antibidtico no interior da célula pode ser conseguida pela
ac¢do de bombas de efluxo, que o exportam para fora da célula, ou pela diminuigdo da
permeabilidade membranar, que resulta numa reduc¢do da sua absor¢do (Tenover, 2006; Dzidic
et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Wright, 2010; Kumar e Varela, 2013); a utilizagdo de
vias metabdlicas alternativas permite a sintese das moléculas necessdrias a sobrevivéncia da
bactéria, uma vez que os enzimas envolvidos nestas vias ndo sdo afectados pela ac¢ao do

antibiotico (Tenover, 2006; DZidi¢ et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Wright, 2010).

O mecanismo de resisténcia que prevalece em cada bactéria depende de factores como a
natureza e os alvos do antibidtico, a espécie bacteriana em questdo e o modo pelo qual a
resisténcia foi adquirida (mutacdo espontanea ou transferéncia horizontal de genes) (DZidic et

al., 2008).
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1.4. Os ambientes hidricos como reservatorios de antibidticos e de genes de

resisténcia

Apesar de os antibidticos serem amplamente utilizados ha varias décadas, s6 mais
recentemente comecou a ser dada maior atencao aos problemas causados pela sua presenca

no meio ambiente e, mais concretamente, nos ambientes hidricos (Kimmerer, 2004).

O consumo generalizado de antibidticos em areas como a medicina humana e veterindria,
associado ao facto de estes ndao serem completamente metabolizadas pelos organismos,
traduz-se na presenca de concentra¢des bastante elevadas dos mais diversos compostos
activos destas substancias nos efluentes urbanos e agropecuarios (Kimmerer, 2004; Baquero
et al., 2008; Kimmerer, 2009; Martinez, 2009; Mojica e Aga, 2011; Bouki et al., 2013; Marti et
al., 2014). Uma vez chegados as estacOes de tratamento de aguas residuais (ETARs), os
residuos de antibidticos presentes nos efluentes sdo apenas parcialmente eliminados durante
o processo de purificacdo, o que resulta na contamina¢do do meio ambiente e, em especial,
dos ambientes hidricos, por parte da fraccdo ndo eliminada destes compostos (Figura 4)
(Kimmerer, 2004; Baquero et al., 2008; Kimmerer, 2009; Martinez, 2009; Mojica e Aga, 2011;
Marti et al., 2014). Entre os casos que suscitam maior preocupacao, salientam-se os efluentes
provenientes de hospitais e de instalacées de criacdo animal intensiva que, para além de
representarem focos de libertacdo de grandes quantidades de antibidticos para os ambientes
hidricos, representam ainda fontes importantes de bactérias resistentes e de genes de

resisténcia (Baquero et al., 2008; Kiimmerer, 2009; Martinez, 2009; Marti et al., 2014).

Por outro lado, o escoamento e as descargas provenientes de outras actividades onde os
antibidticos sdao também amplamente utilizados, tais como a agricultura, a pecudria e a
aquacultura, representam igualmente importantes fontes de antibidticos, bactérias resistentes
e genes de resisténcia que sdo libertados para os ambientes hidricos (Figura 4) (Kimmerer,
2004; Baquero et al., 2008; Kiimmerer, 2009; Martinez, 2009; Mojica e Aga, 2011; Marti et al.,
2014).



Introdugao

Aguas residuais
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Descargasda |
aquacultura
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Figura 4 | Actividades antropogénicas que resultam na libertagdo de antibidticos, bactérias resistentes e genes de

resisténcia para os ambientes hidricos (Adaptado de Marti et al., 2014).

De uma forma geral, os antibidticos nao sdo facilmente biodegraddveis no meio hidrico
(Kimmerer, 2004; Baquero et al., 2008). Adicionalmente, estes compostos podem ligar-se a
sedimentos em suspensdo, o que contribui ainda mais para a sua reduzida taxa de
biodegradacgado e, consequentemente, para o seu elevado tempo de permanéncia nestes locais

(Kimmerer, 2004; Baquero et al., 2008; Martinez, 2009).

A contaminacdo dos ambientes hidricos por antibidticos, bactérias resistentes e genes de
resisténcia vai gerar uma forte pressado selectiva sobre os ecossistemas bacterianos naturais e
levar a disseminacdo de estirpes naturalmente resistentes e a transferéncia horizontal de
genes que conferem resisténcia para estirpes, até entdo, sensiveis (Kimmerer, 2004; Baquero
et al., 2008; Martinez, 2009; Dodd, 2012; Marti et al., 2014). Este fendmeno tem impactos a
varios niveis, sendo o mais importante e o mais preocupante a transmissdo de genes de
resisténcia a antibidticos para bactérias patogénicas (Kim e Aga, 2007; Baquero et al., 2008;

Martinez, 2009; Mojica e Aga, 2011; Marti et al., 2014).

Por outro lado, e apesar de nem todas as bactérias que adquirem resisténcia serem
patogénicas para o Homem e para os animais, estas passam a fazer parte de um reservatorio
de genes de resisténcia com potencial de dispersdo para bactérias patogénicas, também

conhecido como o resistoma hidrico (Baquero et al., 2008).
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1.5. Distribuicdo geografica dos genes de resisténcia a antibidticos em ambientes

hidricos

A emergéncia de genes de resisténcia a antibidticos em ambientes hidricos esta a tornar-se
numa preocupacao a nivel global, uma vez que estes genes tém vindo a ser cada vez mais
frequentemente detectados em micro-organismos presentes ndo sé em daguas residuais e
ETARs, como também em muitos reservatdrios de aguas superficiais e subterrdneas e, em
alguns casos, até mesmo em daguas para consumo humano e animal (Kimmerer, 2004,
Baquero et al., 2008; Kiimmerer, 2009; Martinez, 2009; Zhang et al., 2009; Mojica e Aga, 2011;

Almeida et al., 2014; Marti et al., 2014).

A sua distribuicdo geografica tem vindo a ser descrita com base em estudos de deteccdo,
tipagem e caracterizac¢do realizados por todo o mundo, com recurso a varias técnicas, entre as
quais se destacam as de polymerase chain reaction (PCR) simplex, multiplex e quantitativo em

tempo real, sequenciacdo de ADN e hibridagdo de ADN (Zhang et al., 2009).

No caso da Europa, tem vindo a ser frequente a deteccdo de genes de resisténcia a
praticamente todos as classes de antibidticos em ambientes hidricos de paises como a

Alemanha, a Bélgica, a Dinamarca, a Grécia e Portugal (Figura 5) (Zhang et al., 2009).
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Figura 5 | Distribui¢do geografica de alguns genes de resisténcia a antibiéticos nos ambientes hidricos europeus.
Legenda: 4 - B-lactimicos; M - Aminoglicosideos; O - Tetraciclinas; A - Macrélidos; ¥V - Cloranfenicol; % -

Trimetoprim (Adaptado de Zhang et al., 2009).

Os estudos ja realizados em Portugal tém vindo a mostrar uma grande prevaléncia de genes
de resisténcia a antibidticos B-lactdmicos (Antunes et al., 2006; Moura et al., 2007; Almeida et

al., 2014), aminoglicosideos (da Silva et al., 2007; Moura et al., 2007), tetraciclinas (Almeida et

10
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al., 2014), macrdlidos (Almeida et al., 2014), quinolonas (Almeida et al., 2014), sulfonamidas
(Antunes et al., 2006; Almeida et al., 2014) e trimetoprim (um antibidtico pertencente a classe
das diaminopiridinas) (Antunes et al., 2006; da Silva et al., 2007; Moura et al., 2007; Almeida et

al., 2014) em varios ambientes hidricos do pais (Tabela 1).

Tabela 1 | Antibiéticos para os quais foram detectados genes de resisténcia em ambientes hidricos portugueses.

Classe de

e zas Referéncias Bibliograficas
antibidticos ! ioliograti

Ambientes hidricos

Antunes et al., 2006; Moura et al.,

Efluentes urbanos e agropecuarios 2007; Almeida et al., 2014

B-lactamicos

Efluentes urbanos e agropecuarios;

, . da Silva et al., 2007; Moura et al., 2007
dguas superficiais

Aminoglicosideos

Efluentes urbanos e agropecuarios;

Almeida et al., 2014
descargas tratadas

Tetraciclinas

Efluentes urbanos e agropecuarios;

Almeida et al., 2014
descargas tratadas

Macrélidos

Efluentes urbanos e agropecuarios;

. L Almeida et al., 2014
descargas tratadas; aguas superficiais

Quinolonas

Sulfonamidas

Efluentes urbanos e agropecuarios;
descargas tratadas; aguas superficiais

Antunes et al., 2006; Almeida et al.,
2014

Efluentes urbanos e agropecuarios;
descargas tratadas; dguas superficiais;

Antunes et al., 2006; da Silva et al.,
2007; Moura et al., 2007; Almeida et

Trimetoprim

aguas para consumo al.,, 2014

1.6. As cianobactérias

Com um registo fdssil que remonta a cerca de 3,5 bilides de anos atras, as cianobactérias
representam um dos grupos de organismos mais bem-sucedidos do planeta (Mur et al., 1999;

Kulasooriya, 2011; Singh et al.,2011).

Inicialmente, estes organismos comecgaram por ser classificados como algas azuis-
esverdeadas devido a algumas das suas caracteristicas particulares: a semelhanga com as
algas, o facto de possuirem clorofila em vez de bacterioclorofila e o facto de produzirem
oxigénio através de um processo de fotossintese oxigénica composto por dois fotossistemas
(fotossistemas | e 1), a semelhanga do que acontece com as algas e com as plantas superiores
(Mur et al., 1999; Vincent, 2009; Kulasooriya, 2011; Singh et al., 2011). Contudo, estudos
realizados posteriormente mostraram que, apesar de estas caracteristicas as diferenciarem de
outras bactérias, as cianobactérias sdo organismos procaridticos, uma vez que ndo possuem
nucleos nem outros organelos celulares e possuem uma parede celular de peptidoglicano
semelhante a de bactérias de Gram-negativo e ribossomas 70S, também caracteristicos de

organismos procariéticos (Mur et al., 1999; Vincent, 2009; Singh et al., 2011).

11
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As cianobactérias encontram-se amplamente distribuidas em ecossistemas de agua doce,
marinhos e terrestres (Mur et al., 1999; Kulasooriya, 2011; Singh et al.,2011). A sua presenca é
mais comum em lagos, lagoas, nascentes, pantanos, riachos e rios, onde desempenham
fungGes importantes ao nivel da dindmica de elementos como o azoto, o carbono e o oxigénio
(Mur et al.,, 1999; Vincent, 2009; Kulasooriya, 2011). No entanto, podem também ser
encontradas em ambientes marinhos e em varios habitats extremos, tais como lagos
hipersalinos, fontes geotermais, ambientes gelados e desertos aridos (Jungblut et al., 2005;

Kulasooriya, 2011; Moreira et al., 2013).

Estes organismos podem apresentar uma forma cocdide ou filamentosa e existir sob a
forma unicelular ou colonial (Mur et al., 1999; Vincent, 2009; Kulasooriya, 2011; Singh et al.,
2011). Em relagdo as formas cocdides, os géneros mais frequentes sdo Agmenellum, Anacystis,
Gloeocapsa, Microcystis e Synechococcus (Figura 6) (Kulasooriya, 2011). Por outro lado, os
géneros mais frequentes de formas filamentosas sdo Anabaena, Aphanizomenon, Calothrix,
Cylindrospermopsis, Gleoetrichia, Lyngbya, Nostoc, Oscillatoria, Planktothrix, Rivularia e

Spirulina (Figuras 7 e 8) (Kulasooriya, 2011).

Figura 6 | Coldnias de Microcystis aeruginosa Figura 7 | Coldnias de Planktothrix agardhii

(Fotografia de Catarina Churro). (Fotografia de Catarina Churro).

Figura 8 | Coldnias de Planktothrix mougeotii

(Fotografia de Catarina Churro).
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Em alguns géneros filamentosos, ocorre a diferenciacdo de células vegetativas para tipos
celulares que desempenham papéis especificos ao nivel fisioldgico, reprodutivo e ecoldgico
(Vincent, 2009). Dois dos exemplos mais representativos sdo: os heterocistos, que sdo células
de paredes espessas onde se localiza o enzima nitrogenase, utilizado na fixacdo de azoto (Mur
et al., 1999; Vincent, 2009; Kulasooriya, 2011; Singh et al., 2011); os acinetos, que sdo células
estruturalmente reorganizadas e formadas em condi¢cdes desfavordveis, que permitem a
sobrevivéncia das cianobactérias (Mur et al., 1999; Vincent, 2009; Kulasooriya, 2011; Singh et

al., 2011).

Existem dois grandes grupos de cianobactérias nos meios hidricos: as espécies bentdnicas
formadoras de tapetes celulares e as espécies planctdnicas formadoras de florescéncias (Mur

et al., 1999; Vincent, 2009; Kulasooriya, 2011).

As espécies bentdnicas formadoras de tapetes celulares crescem aderidas a superficies
submersas de dguas que permitem a penetracao da luz solar até esses locais, formando crostas
e biofilmes sobre rochas, plantas, areias, sedimentos e outros substratos (Mur et al., 1999;
Vincent, 2009; Kulasooriya, 2011). A espessura dos biofilmes pode variar entre um ou dois
milimetros até dezenas de centimetros (Vincent, 2009). Estas espécies sdo abundantes em
zonas humidas, como pantanos e charcos, embora também possam ser observadas em lagos,
lagoas e riachos do Arctico e do Antarctico, bem como em lagos hipersalinos e fontes

geotermais (Vincent, 2009; Kulasooriya, 2011).

As espécies planctdnicas formadoras de florescéncias tendem a proliferar em aguas
guentes, estaveis e ricas em nutrientes, estando ausentes de regibes polares e alpinas (Mur et
al., 1999; Vincent, 2009). A maioria destas espécies possui vesiculas de gas que se preenchem
com gases provenientes do meio circundante e que permitem que células e coldnias consigam
regular a sua flutuabilidade e ajustar a sua posicao vertical na coluna de agua (Mur et al., 1999;
Vincent, 2009; Kulasooriya, 2011). Assim, em condi¢Oes especificas, tais como elevados niveis
de eutrofizacdo e de pH, baixas concentracdes de CO, e temperaturas superiores a 159C, a
flutuabilidade destas espécies pode levar ao aparecimento de florescéncias a superficie

(Figuras 9a e 9b).
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Figuras 9a e 9b| Florescéncia de cianobactérias nas aguas da albufeira de Magos (Fotografias de Catarina Churro).

As florescéncias cianobacterianas causam graves problemas em termos de qualidade da
dgua, uma vez que estes organismos produzem uma grande variedade de compostos que
modificam o seu sabor e odor (Vincent, 2009). Contudo, a maior preocupacao relacionada com
a ocorréncia de florescéncias prende-se com a produgdo de trés grandes classes de toxinas: as
hepatotoxinas, as neurotoxinas e as dermatotoxinas, que tém estado implicadas na morte de
animais e em efeitos na saide humana (Chorus et al., 2000; van Apeldoorn et al. 2007; Svircev
et al., 2009; Vincent, 2009). A presenca de espécies téxicas de cianobactérias em reservatérios
de dgua para consumo e para fins recreativos representa uma grande preocupagdo, uma vez
gue estas toxinas sdo sollveis e persistentes em agua, ndo sendo, muitas vezes, eliminadas
eficazmente pelos sistemas de tratamento de aguas convencionais (Vincent, 2009; Kulasooriya,

2011).

Para além das toxinas, as cianobactérias produzem também outros compostos bioactivos.
Entre eles, destacam-se os compostos antitumorais, imunomoduladores, citotéxicos, antivirais,
antifungicos e antibacterianos (Martins et al., 2008; Singh et al., 2010; Kulasooriya, 2011; Dias
et al., 2015), que podem desempenhar um papel importante nos seus ambientes naturais e

que apresentam um potencial farmacéutico ainda por explorar.

Todas as caracteristicas descritas anteriormente demonstram a grande versatilidade
fisiolégica e a grande capacidade de adaptacdo das cianobactérias as mais variadas condigbes
ambientais. Assim, é razodvel pensar-se que, de alguma forma, estes organismos sejam
também capazes de se adaptar a presenca cada vez mais frequente de antibidticos nos seus

habitats naturais.
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1.7. Objectivos

Nos seus habitats naturais, as cianobactérias estdo frequentemente expostas a antibioticos,
bactérias resistentes e genes de resisténcia. Contudo, desconhece-se se adquirem genes de
resisténcia a partir destes micro-organismos e / ou se os transferem para outros. Ou seja, o
papel das cianobactérias na emergéncia e disseminacdo de genes de resisténcia a antibidticos

estd ainda por esclarecer, constituindo uma area de investiga¢do inovadora.

A andlise do fendtipo e do gendtipo de susceptibilidade das cianobactérias a antibidticos
permitira avaliar o seu potencial envolvimento no resistoma hidrico e o conhecimento acerca
da sua resisténcia a antibidticos podera contribuir para prevenir a disseminacdo de genes de

resisténcia para agentes patogénicos.
Assim, os principais objectivos deste trabalho s3o:

1. Avaliar o fendtipo de susceptibilidade a antibidticos de cianobactérias isoladas de

diferentes albufeiras e de uma ETAR;

2. Pesquisar a presenca de genes e de unidades genéticas modveis associadas a resisténcia a

antibidticos nessas cianobactérias;
3. Avaliar a relagdo entre os fendtipos e os gendtipos de resisténcia das cianobactérias;

4. Avaliar a relagdo entre a susceptibilidade / resisténcia das cianobactérias aos antibidticos

com a espécie / género cianobacteriano e o seu local de colheita.

15



2. Materiais e Métodos



Materiais e Métodos

2.1. Cianobactérias estudadas

2.1.1. Espécies e estirpes cianobacterianas

Foram estudadas oito estirpes de Microcystis aeruginosa e oito estirpes de Planktothrix
agardhii pertencentes a coleccdo de culturas Estela Sousa e Silva Algal Culture Collection
(ESSACC) (Paulino et al., 2009) do Laboratério de Biologia e Ecotoxicologia (ASBE) do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSARJ) e oito estirpes de Planktothrix mougeotii
pertencentes a colec¢do de culturas do Laboratdrio de Ecotoxicologia, Genémica e Evolucdo

(LEGE) do Centro Interdisciplinar de Investigagdo Marinha e Ambiental (CIIMAR.UP).

As estirpes de M. aeruginosa (Tabela 2) e de P. agardhii (Tabela 3) foram previamente
isoladas de agua doce superficial de diferentes albufeiras portuguesas. Por seu turno, as
estirpes de P. mougeotii — LEGE 06224, LEGE 06225, LEGE 06226, LEGE 06233, LEGE 07227,
LEGE 07229, LEGE 07230 e LEGE 07231 — foram previamente isoladas da ETAR de Febros,
localizada em Vila Nova de Gaia e dimensionada para uma populacdo de cerca de 80.000

habitantes (Martins et al., 2010).

Todas as cianobactérias em estudo foram previamente identificadas de acordo com as suas
caracteristicas morfométricas, descritas por Komarek e Anagnostidis (1998, 2005), e pela

sequenciacdo do gene 16S rARN (Valério et al., 2009; Martins et al., 2010).
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Tabela 2 | Estirpes de M. aeruginosa estudadas e caracterizagdo das respectivas albufeiras de origem.

Materiais e Métodos

M. aeruginosa

Estirpe cianobacteriana Albufeira de origem Concelho Principal utilizagao
LMECYA 50 Roxo Aljustrel Irrigagdo / Abastecimento de cerca de 44.000 habitantes
LMECYA 91B Montargil Ponte de Sor Irrigagdo / Energia / Fins recreativos
LMECYA 108 Caia Elvas Irrigagdo / Abastecimento de cerca de 38.500 habitantes
LMECYA 113 Montargil Ponte de Sor Irrigacdo / Energia / Fins recreativos
LMECYA 142 Montargil Ponte de Sor Irrigacdo / Energia / Fins recreativos
LMECYA 151 Monte da Barca Coruche Irrigagdo / Fins recreativos
LMECYA 159 Magos Salvaterra de Magos Irrigacao
LMECYA 167 Corgas Proenga-a-Nova Abastecimento de cerca de 8.000 habitantes

Tabela 3 | Estirpes de P. agardhii estudadas e caracteriza¢io das respectivas albufeiras de origem.

P. agardhii

Estirpe cianobacteriana Albufeira de origem Concelho Principal utilizagao
LMECYA 153A Enxoé Serpa Abastecimento de cerca de 22.000 habitantes
LMECYA 230 Sao Domingos Peniche Irrigagdo / Abastecimento de cerca de 27.000 habitantes
LMECYA 257 Sao Domingos Peniche Irrigagdo / Abastecimento de cerca de 27.000 habitantes
LMECYA 269 Magos Salvaterra de Magos Irrigacao
LMECYA 280 S3do Domingos Peniche Irrigacdo / Abastecimento de cerca de 27.000 habitantes
LMECYA 283 Patudos Alpiarca Fins recreativos
LMECYA 292 S3do Domingos Peniche Irrigacdo / Abastecimento de cerca de 27.000 habitantes
LMECYA 303 S3do Domingos Peniche Irrigacdo / Abastecimento de cerca de 27.000 habitantes
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2.1.2. Manutencdo das culturas cianobacterianas

As estirpes cianobacterianas em estudo (Figuras 10, 11 e 12) foram mantidas em meio Z8
(Anexo 1) (Skulberg e Skulberg, 1990), no interior de erlenmeyers de 100 mL com tampa
roscada (Duran®), numa camara de culturas, onde foram expostas a ciclos de 14 horas de luz —
com uma intensidade de, aproximadamente, 16 + 4 pEm™ s™ — e 10 horas de escuro, a uma
temperatura de 20 + 19C. As culturas (ndo axénicas) foram repicadas com uma periodicidade
mensal e todos os procedimentos inerentes a sua manipulagdo foram realizados em condi¢Ges

de esterilidade, numa cadmara de fluxo laminar (Hera Safe).

Figura 10 | Culturas de M. aeruginosa estudadas Figura 11 | Culturas de P. agardhii estudadas

(Fotografia de Micaela Oliveira). (Fotografia de Micaela Oliveira).

Figura 12 | Culturas de P. mougeotii estudadas

(Fotografia de Micaela Oliveira).

2.2. Antibidticos testados

Foram testados nove antibidticos pertencentes a diferentes classes: B-lactamicos
(amoxicilina, ceftazidima e ceftriaxona), aminoglicosideos (canamicina e gentamicina),
tetraciclinas (tetraciclina), quinolonas (acido nalidixico e norfloxacina) e diaminopiridinas
(trimetoprim) (Tabela 4). Estes antibioticos foram escolhidos pelo facto de serem dos mais
frequentemente utilizados no tratamento de doengas infecciosas em medicina humana e
veterinaria (Almeida et al., 2014) e, consequentemente, dos mais frequentemente detectados
em varios ambientes hidricos do pais (Antunes et al., 2006; da Silva et al., 2007; Moura et al.,

2007; Almeida et al., 2014).
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Tabela 4 | Caracteristicas dos antibiéticos testados.

Poténci Solubilidad
Classe Nome do antibidtico Marca (;,’epr}(;? oeumll-llzg €
Trihidrato de amoxicilina
(AMX) ATRAL 85,6 4 mg/mL
Pentahidrato d ftazidi
B-lactamicos entahidrato de ceftazidima GSK 84,6 348 mg/L
(CAZ)
Ceftriaxona sodica
Roch 8 4 L
(CRO) oche 99, 00 mg/m
Sulfato C:E:;r)lamlcma Sigma 75 50 mg/mL
Aminoglicosideos Sulfato de gentamicina
(GEN) ATRAL 66,4 50 mg/mL
Tetraciclinas Cloridrato de tetraciclina Cipan 96,3 10 mg/mL
(TET)
Acido nalidixico Sigma 100 100 mg/mL
. (NAL)
Quinolonas Norfloxacina
Meph 2 L
(NOR) epha 99,8 0,28 mg/m
Diaminopiridinas T”TTel\tAOPp)”m Roche 99,9 400 mg/L

2.3. Avaliacao do fenétipo de susceptibilidade das cianobactérias aos antibidticos

2.3.1. Preparacdo dos antibioticos

As solugdes stock dos antibidticos foram preparadas através da dissolucdo dos antibidticos
em poé em agua bidestilada estéril (ddH,0 estéril) (B/Braun), apds pesagem em balanga
analitica de precisdo (Mettler AE200) (Tabela 5), e armazenadas a -202C. Dependendo da
solubilidade de cada antibidtico (Tabela 4), estas solu¢Ges encontram-se entre 25x a 100x mais

concentradas do que as solugdes de trabalho (Tabela 5).

As solugdes de trabalho dos antibidticos foram preparadas através da dilui¢do das solugdes
stock em ddH,O estéril (B/Braun) para uma concentracdo final de 6,4 mg/L (Tabela 5), e

armazenadas a -202°C.
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Tabela 5 | Preparagdo das solugées stock e de trabalho dos antibiéticos testados.

Solugdo stock Solugdo de trabalho

Antibiético - gztai:;iﬂ:::die(mg) Volume de ddH,0 (mL) [Antibiético] (mg/L) Diluicdo [Antibiético] (mg/L)
Trihidrato(::&;’noxicilina 18,7 25 640 1:100 6,4
Pentahidrat((:::;)ceftazidima 18,9 50 320 1:50 6,4
Ceftria(xg;;)sédica 16 25 640 1:100 6,4
Sulfato c(lz:;r;amicina 213 25 640 1:100 6,4
Sulfato d(ec-]gEtla\lr;tamicina 241 25 640 1:100 6,4
Cloridrato(i;:)etraciclina 16,6 25 640 1:100 6,4
Acido(szli;iixico 16 25 640 1:100 6,4
Norfloxacina 16 100 160 1:25 6,4

(NOR) :

TrirFTel\t/loPp)rim 16 50 320 1:50 6,4
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2.3.2. Preparacdo dos indculos cianobacterianos

Para preparar os indculos cianobacterianos, foi necessario determinar as concentragcdes
celulares (nimero de células/mL) das culturas stock de cada uma das estirpes. Para tal,
procedeu-se a diluicdo de cada cultura stock (diluicdes entre 1:10 e 1:300, consoante a
densidade da cultura) em ddH,0 e a sua fixacdo com uma solucdo de lugol. De seguida, 1 mL
de cada cultura ja diluida e fixada foi colocado numa camara de contagem de Sedgewick-Rafter
(Graticules — Pyser SGI) e deixado em repouso durante 20 a 30 minutos para sedimentacgao.
Procedeu-se, posteriormente, a sua quantificacdo celular em dez quadriculas da camara de
contagem (cada quadricula corresponde a um volume de 1 uL) escolhidas aleatoriamente
(LeGresley e McDermott, 2010). O processo de contagem do numero de células em coldnias
clatradas (caso da espécie M. aeruginosa) difere do processo de contagem para colénias

filamentosas (caso das espécies Planktothrix spp.), como a seguir se explica.

No caso das estirpes de M. aeruginosa, o nimero de células presentes nas dez quadriculas
escolhidas foi obtido directamente por contagem ao microscopio dptico (Olympus CK40,
ampliagdo 100x), tendo a concentragdo celular das culturas stock sido posteriormente

determinada através da equagao:

N2 de céls em 10 quad.* 1000 pL o
Cletts/mry = 10 1L * factor de diluicio

No caso das estirpes de P. agardhii e de P. mougeotii, procedeu-se a medicdo do
comprimento dos filamentos presentes nessas quadriculas (Olympus CK40, ampliacdo 100x) e
a determinagdo do comprimento médio das células da estirpe em questdo (Olympus B2002,
ampliacdo 1000x), utilizando-se, para tal, as escalas micrométricas das oculares dos
microscopios. A concentragao celular das culturas stock foi posteriormente determinada

através das equagdes:

Comp. total dos filamentos,,, = Comp.dos filamentos em 10 quad. (um) * factor de ampliagdo

Comp. total dos filamentos (um)

Ne cél 10 d.=
cets em 10 qua Comp.médio das céls (um)
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Nede céls em 10 quad.* 1000 pL o
Ceets/mLy = 0L * factor de diluicio

Uma vez determinadas as concentra¢des celulares das culturas stock de cada uma das
estirpes, procedeu-se a diluicdo das mesmas em meio Z8, de forma a que os indculos
cianobacterianos utilizados apresentassem uma concentracdo final de 1x10° células/mL, sendo
esta uma densidade celular frequentemente observada em florescéncias cianobacterianas

(Figueiredo et al., 2006; Galvao et al., 2008; Bellém et al., 2013; Churro et al., 2013).

2.3.3. Exposicdo das cianobactérias aos antibidticos

Para avaliar o fenétipo de susceptibilidade das cianobactérias aos antibidticos, foi utilizado
um procedimento baseado no método standard da microdiluicdo (Broth Microdilution) para
bactérias (ISO, 2006; EUCAST, 2014), mas adaptado as condicBes de cultura especificas das

cianobactérias.

Para cada uma das espécies em estudo — M. aeruginosa, P. agardhii e P. mougeotii — foram
preparadas nove microplacas de 96 pocos (Nunc) (uma para cada antibidtico testado),

contendo 100 puL de meio Z8 em cada poco (Figura 13).

Microcystis aeruginosa Planktothrix agardhii Planktothrix mougeotii

100 pL de meio Z8 100 pL de meio 28 100 pL de meio Z8
I I} I

0’3‘ 090000

¢, gt e el el et
1000000000000
1000000000000

Figura 13 | Primeiro passo da exposig¢do das cianobactérias aos antibioticos — Para cada uma das espécies, foram

preparadas nova microplacas de 96 pocos contendo 100 pL de meio Z8 em cada pogo.

De seguida, foram adicionados 100 pL de solucdo de trabalho de cada um dos antibidticos
(6,4 mg/L) aos pogos da coluna 12 das microplacas correspondentes, procedendo-se a sua
diluicdo sucessiva (1:2) até aos poc¢os da coluna 2 (Figura 14). Aos pocos da coluna 1 nao foi
adicionada solugdo de antibidtico, visto corresponderam ao controlo positivo do ensaio.

(Figura 14).
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Microcystis aeruginosa Planktothrix agardhii Planktothrix mougeotii

100 pL de meio Z8 100 pL de meio Z8 100 pL de meio Z8

YL VL VULVl VU VLV YV LYV VL VU VL YL VL v
100 pL 100 pL
(1:2) (1:2)
100 pL 100 pL de antibidtico 100 pL 100 pL de antibidtico 100 pL 100 pL de antibidtico
(1:2) (6,4 mg/L) (1:2) (6,4 mg/L) (1:2) (6,4 mg/L)
x9 x9 x9

Figura 14 | Segundo passo da exposi¢do das cianobactérias aos antibidticos — Foram adicionados 100 pL de
solugdo de trabalho de cada um dos antibiéticos aos pogos da coluna 12 das microplacas correspondentes,

procedendo-se a sua diluigdo sucessiva (1:2) até aos pogos da coluna 2.

Por fim, a cada microplaca, foram adicionados 100 uL de inéculo de cada uma das estirpes

em estudo, de acordo com o esquema indicado na Figura 15.

Microcystis aeruginosa N Planktothrix agardhii N Planktothrix mougeotii

& 100 plL de meio Z8 + antibidtico & 100 pL de meio 28 + antibidtico & 100 pL de meio 28 + antibidtico

LMECYA 50

LMECYA 91B
LMECYA 108
LMECYA 113
LMECYA 142
LMECYA 151
LMECYA 159
LMECYA 167

LMECYA 153A
LMECYA 230
LMECYA 257
LMECYA 269
LMECYA 280
LMECYA 283
LMECYA 292
LMECYA 303

LEGE 06224
LEGE 06225
LEGE 06226
LEGE 06233
LEGE 07227
LEGE 07229
LEGE 07230
LEGE 07231

Figura 15 | Terceiro passo da exposi¢do das cianobactérias aos antibioticos — A cada microplaca, foram

adicionados 100 pL de indculo de cada uma das estirpes em estudo.

O intervalo de concentragdes de antibidticos ao qual as cianobactérias em estudo foram
expostas variou entre 0,0015 mg/L (nos pogos da coluna 2 de cada microplaca) e 1,6 mg/L (nos
pocos da coluna 12 de cada microplaca) (Figura 16), uma vez que a solucdo de trabalho (6,4
mg/L) sofreu duas diluicdes 1:2 ao longo dos passos descritos anteriormente: a primeira, ao
ser adicionada aos pogos da coluna 12 de cada microplaca (que ja continham 100 pL de meio

Z8) e a segunda, aquando da adi¢do dos indculos cianobacterianos.
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Concentrac¢do de antibiético (mg/L)

0 00015 0,003 0,006 0012 0025 005 01 02 04 08 16
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Figura 16 | Intervalo de concentragdes de antibiéticos ao qual cianobactérias em estudo foram expostas.

A escolha deste intervalo de concentracdes baseou-se no facto de que, apesar de as
concentragdes de antibidticos no meio hidrico ainda ndo se encontrarem bem documentadas,
os dados ja disponiveis mostrarem que os seus valores podem variar entre a gama de ng/L e de
mg/L em varios ambientes hidricos portugueses (Almeida et al., 2014). Adicionalmente, os
poucos estudos ja realizados acerca do impacto dos antibiéticos nas cianobactérias reportam
concentracdes na gama de mg/L (van der Grinten et al., 2010; Gonzélez-Pleiter et al., 2013;
Kolar et al., 2014). Assim, as diluicGes sucessivas a que as cianobactérias foram expostas
englobam concentracdes desde pg/L a mg/L, testando-se, desta forma, o pior cendrio de

contaminacgdo das dguas por antibidticos.

2.3.4. Analise do crescimento cianobacteriano e determinacdo das concentracées inibitdrias

minimas

As microplacas contendo as culturas cianobacterianas expostas aos antibidticos foram
incubadas na camara de culturas, nas condig¢des ja descritas no ponto 2.1.2 e, durante 14 dias
apos a incubacgdo, procedeu-se a observagdo macroscépica e microscopica (Olympus CK40) da
integridade das culturas, bem como a medig¢do das suas densidades dpticas a 450 nm (DOysonm)

no espectrofotémetro (Multiskan Ascent, Thermo Labsystems) (Churro et al., 2009) .

A concentragdo inibitéria minima (CIM) é definida como a concentracdo mais baixa de
antibiético que inibe totalmente o crescimento celular (EUCAST, 2003). Neste caso,

considerou-se que o crescimento celular foi inibido quando:

1. Apds observacdo macroscépica (a “olho nu”) das culturas, ndo se observou coloragdo

verde nos pocos das microplacas;

2. Apds observagdo microscopica das culturas, ndo se observaram coldnias

cianobacterianas nos poc¢os das microplacas;
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3. A DOyusonm das culturas expostas foi significativamente negligencidvel em relacdo aos

pocos de controlo.

No decorrer deste trabalho, foi frequente a observacdao microscdpica de algumas coldnias
em pogos que se considerava corresponderem a putativas CIMs, uma vez que esses pogos Nao
apresentaram um crescimento visivel a “olho nu” e exibiram uma DOuso,m Muito baixa.
Consequentemente, foi necessario verificar se essas colénias eram ou ndo viaveis, de forma a
confirmar o valor da CIM. Assim, 20 uL do contelddo dos pogos que suscitaram duvidas foram
re-inoculados em novas microplacas (Nunc) contendo 180 pL de meio Z8 fresco, e o
crescimento celular foi seguido por mais 14 dias. O valor da CIM manteve-se quando nao foi
observado crescimento celular para a concentragdo de antibidtico em causa. Quando ainda foi
observado crescimento celular, a CIM correspondeu a concentracdo de antibidtico

imediatamente seguinte.

A excepcdo da preparacdo dos antibidticos (ponto 2.3.1), todos os procedimentos inerentes
a avaliacdo do fendtipo de susceptibilidade das cianobactérias aos antibidticos foram

realizados em trés experiéncias independentes.

2.3.5. Controlo da qualidade dos antibidticos

De forma a avaliar se a poténcia dos antibiéticos se mantinha durante o tempo de estudo e
nas condicdes de incubacdo das culturas, foi realizado um teste de estabilidade da sua
actividade em estirpes padrao de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC
29213). Estas estirpes sdo frequentemente utilizadas como controlos de qualidade em testes
de susceptibilidade de bactérias a antibidticos (ISO, 2006; CLSI, 2014; EUCAST, 2014). As CIMs

standard dos antibidticos testados para estas estirpes padrdao encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6 | CIMs standard (mg/L) dos antibiéticos testados para as estirpes padrdo de E. coli (ATCC 25922) e S.
aureus (ATCC 29213) (ISO, 2006; WHO, 2010; CLSI, 2014).

Antibidtico CIM (me/L)
E. coli (ATCC 25922) S. aureus (ATCC 29213)
Amoxicilina® 2-8 0,5-2
Ceftazidima 0,06 -0,5 4-16
Ceftriaxona 0,03-0,12 1-8
Canamicina 1-4 1-4
Gentamicina 0,25-1 0,12-1
Tetraciclina 0,5-2 0,12-1
Acido nalidixico 1-4 16 - 64
Norfloxacina 0,03-0,12 0,5-2
Trimetoprim 0,5-2 1-4

? As CIMs standard deste antibiético s3o inferidas a partir das da ampicilina.

O teste consistiu na incubacdo dos antibidticos em meio Z8, nas condi¢des de cultura das
cianobactérias, e na determinacgdo das respectivas CIMs nas estirpes bacterianas de referéncia,
apo6s periodos de incubagdo dos antibidticos entre 0 e 14 dias, de acordo com o método

standard Broth Microdilution (ISO, 2006; EUCAST, 2014), como se descreve seguidamente.

Foram preparadas e colocadas na camara de culturas, nas condi¢Ges ja descritas no ponto
2.1.2, microplacas de 96 pocos (Nunc) contendo diluicdes sucessivas (1:2) das solugdes stock
dos antibiéticos em meio Z8, de forma a corresponderem a solucdes 10x concentradas

relativamente ao intervalo de CIMs apresentado para os dois controlos ATCC.

Para a preparagdo dos indculos bacterianos, descongelaram-se ambas as estirpes ATCC
para placas de gelose-sangue, onde permaneceram a 379C, durante 24 horas. No dia seguinte,
as culturas foram repicadas para placas de gelose simples e novamente incubadas a 37°C,
durante 24 horas. No dia da exposi¢ao, repicaram-se as coldnias para tubos com meio liquido
Mueller-Hinton e procedeu-se a leitura da DO desses tubos no densitdmetro (DEN-1B,
McFarland Densitometer, Grant-Bio). As coldnias foram diluidas ou ressuspendidas até o valor
da turvacdo corresponder a 0,5 McFarland (1x10® UFC/mL). Uma vez atingida esta

concentragdo, as solugdes foram diluidas 20x, para uma concentracio final de 5x10° UFC/mL.

Para cada tempo de incubagdo dos antibiéticos em meio Z8 (0, 1, 7 e 14 dias), procedeu-se
a amostragem de 10 pl de antibidtico para microplacas de fundo cénico (Nunc) contendo 10
uL dos indculos ATCC (5x10° UFC/mL) e 90 pL de meio Mueller-Hinton (Figura 17). Estas
microplacas foram incubadas a 37°C, durante 18 + 2 horas, e os resultados foram
interpretados de acordo com os critérios do European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing (EUCAST) (ISO, 2006; EUCAST, 2014).
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O controlo da viabilidade das estirpes ATCC consistiu em 10 pL de meio Z8, 10 pL de inéculo

ATCC e 90 pL de meio Muller-Hinton.

Solugdes dos antibioticos 10 x
concentradas relativamente ao intervalo 10 uL de indeulo ATCC
de CIMs de E. coli (ATCC 25922), em  25922(5x10°UFC/mL)
meio Z8, na camara de culturas

T 5

PR

T0,T1, 77, T14

10pL

90 pL de meio
Mueller-Hinton

T0,T1, 77, T14

10 pL

Solugdes dos antibioticos 10 x
concentradas relativamente ao intervalo 10 KL de inéculo ATCC
de CIMs de S. aureus (ATCC 29213),em  25922(5x10° UFC/mL)
meio Z8, na camara de culturas

Figura 17 | Representagdo esquematica do teste de controlo da qualidade dos antibiéticos.

2.4. Pesquisa de genes de resisténcia a antibidticos nas cianobactérias em estudo

2.4.1. Extraccdo e quantificacdo do ADN cianobacteriano

A pesquisa de genes de resisténcia a antibidticos envolveu a extraccdo prévia do ADN das
culturas cianobacterianas utilizando o kit Invisorb® Spin Plant Mini Kit, de acordo com as
instrugdes do fabricante. Este kit envolveu a lise celular do material, seguida da imobilizagdo

do ADN gendmico numa membrana e da sua posterior lavagem e eluigao.

Apods a extracgdo, as amostras foram quantificadas espectrofotometricamente (NanoDrop

1000, Thermo Scientific) e diluidas para uma concentracgdo final de ADN entre 50 e 150 ng/uL.

2.4.2. Pesquisa de genes de resisténcia a antibidticos por PCR

Para pesquisar a presenca de genes de resisténcia a antibidticos nas cianobactérias em

estudo, foram realizados varios procedimentos de PCR, representados na Tabela 7.
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Tabela 7 | PCRs realizados para pesquisar a presenga de genes de resisténcia a antibidticos nas cianobactérias em

estudo.
Tipo de PCR Gene Primer Sequéncia 5'>3’ aml:)rlz;‘fgi::ra‘:gt?pb)
oc AmpCF CCC CGC TTA TAG AGC AAC AA 634 o
P AmpCR TCA ATG GTC GAC TTC ACA CC P
OXAF TAT CTA CAG CAG CGC CAG TG
blagxa 199 pb
Multiofex OXAR CGC ATC AAA TGC CAT AAG TG
P ba SHVF TCA GCG AAA AAC ACC TTG -
SHY SHVR TCC CGC AGA TAA ATC ACC P
bia P1 TAC GAT ACG GGA GGG CTT AC 16 0b
TEM P2 TTC CTG TTT TTG CTC ACC CA P
. StrA-F TGG TGA ATC GCA TTC TGA CTG
Simplex StrA-strB strB-R GTC TGT CGC ACC TGC TTG ATC 1607 pb
tetAF GTA ATT CTG AGC ACT GTC GC
tetA 957 pb
Multiofex tetA-R CTG CCT GGA CAA CAT TGC TT
P ot tetB-F CTC AGT ATT CCA AGC CTT TG 436 b
tetB-R CTA AGC ACT TGT CTC CTG TT P
acc6lb-5  TTG CGA TGC TCT ATG AGT GGC TA
aac 482 pb
acc6lb-6 CTC GAA TGC CTG GCG TGT TT
qepA-F GAA CCG ATG ACG AAG CAC AG
qepA gepAR CGT CGT TAA AGC ATT CTT GTC C 1013 pb
o gnrA GGC TAT GGA TAT TAT TGA TAA AG 661 0h
q gnrB CTA ATC CGG CAG CAC TAT TA P
. qnrBF-Tw CCT-GAG-CGG-CAC-TGA-ATT-TAT
Multiplex qnr8 gnrBR-Tw GTT TGC TGC TCG CCA GTC GA 409 pb
qnrCF2 AAC GTA CGA TCA AAT TG
gnrc gnrCR TCC ACT TTA CGA GGT TCT 560 pb
o qnrDF CGA GAT CAA TTT ACG GGG AAT A -
q gnrDR AAC AAG CTG AAG CGC CTG P
qnrsJF ACG ACA TTC GTC AAC TGC AA
qnrS 417 pb
qnrsIR TAA ATT GGC ACC CTG TAG GC
. 0QXAF AGA GTT CAA AGC CAC GCT G
I AB 21
Simplex 0gx 0gxBR CTC CTG CAT CGC CGT CAC CA 921pb
dfrA-Fwd GTG AAA CTA TCA CTA ATG G
impl Al 47
Simplex dfr dfrA-Rev TTA ACC CTT TTG CCA GAT TT 3pb
. dfrAL7-F TGA AAA TAT CAT TGA TTT CTG C
Simplex dfrAl7 dfrA17-R TTA GCC TTT TTT CCA AAT CTG 474 pb
. Sull-F ATG GTG ACG GTG TTC GG
Simplex sull sull-R CTA GGC ATG ATC TAA CCC TCG 840 pb
- suIZ Sul2-F ATG AAT AAA TCG CTC ATC ATT TTC 516 o
p sul2-R TTA ACG AAT TCT TGC GGT TTC P
. sul3-F ATG AGC AAG ATT TTT GGA ATC
Simplex sul3 sul3-R CTA ACC TAG GGC TTT GGA 791pb
. ‘ Int1-F TCT CGG GTA ACA TCA AGG
Simplex intl Int1-R AGG AGA TCG GAA GAC CTC 243 pb
Int2-F CTT ACC TGC ACT GGA TTA AG
' int2 2
Simplex int Int2-R TTG CGA GTA TCC ATA ACC TG 83 pb
, ‘ Int3-F CTG AAG TCG AGG GTT TTC TG
Simplex int3 Int3-R GCA AGT GGG TGG CGA ATG 687 pb
, qac-F AAG TAA TCG CAA CAT CCG
AE 2
Simplex qac gac-R AAA GGC AGC AAT TAT GAG >4 pb
orf513-F GCC AGG TCT TGA GTA TCG TC
' 1
Simplex orf>13 orf513-R CAT GTA ATT GAG TCA GCG TAT C 363 pb
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Todas as misturas de PCR perfizeram um volume final de 25 pL. As misturas pré-PCR foram
preparadas numa camara de fluxo laminar (LaminAir, Holten) e contiveram os seguintes
constituintes: ddH,0, tampdo (10x, Qiagen), dNTPs (0,2mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP,
Roche Diagnostics), MgCl, (25 mM, Qiagen), Q Solution (5x, Qiagen), ADN Taq polimerase (5
unidades/ul, Qiagen) e primers especificos para amplificar o gene / genes em questio (Tabela
7), desenhados pela equipa do Laboratdrio Nacional de Referéncia da Resisténcia aos
Antibidticos e Infecgcdes Associadas aos Cuidados de Satde (LNR-RA/IACS) do INSARJ. Fora da
camara de fluxo laminar, foram adicionados cerca de 100 ng de ADN a cada mistura, sendo
posteriormente iniciado o programa de amplificacdo especifico no termociclador (C 1000™

Thermal Cycler, BioRad).

Os programas de PCR utilizados apresentaram uma estrutura idéntica: uma fase inicial de
desnaturagdo a 942C / 952C, um ciclo de desnaturacdo-hibridacdo-extensao repetido entre 25
a 30 vezes e uma etapa final de extensdo a 722C. As diferengas entre os programas residiram
na duracdo das varias etapas e nas temperaturas de hibridacdo utilizadas, valores esses que

foram obtidos pela optimizacdo prévia dos PCRs no LNR-RA/IACS.

Depois de concluido cada PCR, foi realizada uma electroforese em gel de agarose a 1,5%
para averiguar a presenca do gene / genes em estudo. Para preparar os géis, misturou-se 1,5 g
de agarose (Seakem® LE Agarose, Lonza) com 100 mL de tampdo TBE 1x (Tris-Borato-EDTA),
ferveu-se a mistura no micro-ondas e adicionaram-se 3 upL de sybr (SYBR Safe, Life
Technologies) para marcar os acidos nucleicos. Apds a solidificacdo dos géis, foram aplicados 6
pL de cada produto de PCR, juntamente com 2 pL de tampao (0,25% de azul de bromofenol,
0,25% xileno-cianol e 30% glicerol), nos respectivos pogos e as amostras foram sujeitas a
electroforese em tampdo TBE 1x, a 120V, durante 45 minutos. Na mesma corrida foram
sempre incluidos controlos positivos (ADN de bactérias controlo) e negativos (mistura de PCR
sem amostra de ADN). Por fim, os géis foram visualizados no transiluminador (BioRad), com
recurso ao programa Quantity One — 4.4.0 (BioRad). A identificagdo do gene / genes presentes
nos produtos de PCR foi realizada por compara¢do do tamanho dos produtos (pb) com o
tamanho dos respectivos controlos positivos e com o tamanho das bandas de um marcador de

peso molecular.

2.4.3. Purificacdo dos produtos de PCR

Para purificar os produtos de PCR obtidos, foi utilizado um sistema de purificagdao que tem

como base a actividade de dois enzimas hidroliticos — uma fosfatase alcalina e uma
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exonuclease — que actuam sobre os reagentes que ndo foram utilizados na reac¢cao de PCR. A
fosfatase alcalina elimina os dNTPs em excesso, enquanto a exonuclease remove primers

residuais ou qualquer ADN de cadeia simples que tenha sido produzido.

Para a realizacdo desta reacgdo de purificagdo, adicionaram-se 4l de ExoProStar (//lustra) a
10ul de produto de PCR, sendo posteriormente iniciado o respectivo programa no
termociclador (C 1000™ Thermal Cycler, BioRad). Este programa consistiu em duas fases
principais: uma fase de incubacao a 379C, durante 15 minutos, que promoveu a actividade dos
enzimas, e uma fase de 15 minutos, a 802C, que teve como finalidade a inactivacdao dos

mesmos.

De forma a estimar a presenca de ADN nos produtos purificados, foi realizada uma
electroforese em gel de agarose, conforme descrito no ponto 2.4.2., tendo a concentracdo de

ADN sido estimada pela intensidade e nitidez das bandas obtidas.

2.4.4. Sequenciacdo dos produtos de PCR

Apbds a purificacdo, os produtos de PCR foram sequenciados com o objectivo de confirmar a

presenca dos genes em andlise

Todas as misturas de sequenciacdo perfizeram um volume final de 10 pL. As misturas de
pré-sequenciacdo foram preparadas numa camara de fluxo laminar (LaminAir, Holten) e
contiveram os seguintes constituintes: ddH,0, Big Dye v1.1 (Applied Biosystem) e um dos
primers especificos para o gene a sequenciar (Tabela 7). Fora da cdmara de fluxo laminar,
foram adicionados entre 1 uL e 3 pL do produto de PCR purificado (consoante a intensidade e
nitidez da banda do produto em questdo) a cada mistura, sendo posteriormente iniciado o
programa de sequenciacdo no termociclador (C 1000™ Thermal Cycler, BioRad). Este programa
consistiu num ciclo de trés fases, repetido 29 vezes: uma fase inicial de desnaturacdo a 969C,
durante 10 segundos, uma fase de incubacdo a 562C, durante 5 segundos e uma fase final de

extensdo a 602 C, durante 5 minutos.

Os produtos obtidos foram enviados a Unidade de Tecnologia e Inovacdo (UTI) do INSARJ
para remoc¢do dos terminadores por precipitacdao alcodlica, migracdo no sequenciador
automatico (ABI PRISM® 3100, Applied Biosystem) e registo das sequéncias em
electroferogramas que, posteriormente, foram analisados e interpretados com recurso ao

programa Bionumerics© (Applied Maths).
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3.1. Observacdo macroscopica e microscopica das culturas cianobacterianas expostas

aos antibidticos

A observagdao macroscopica das culturas cianobacterianas expostas aos antibidticos revelou
gue as suas susceptibilidades dependem ndo sé do tipo e da concentracdo de antibidtico
testado, como também da espécie cianobacteriana em questdo. As fotografias das microplacas
contendo estas culturas encontram-se no Anexo Il e, como é possivel constatar pela sua
observacao, o efeito dos antibidticos no crescimento das cianobactérias seguiu, em regra, um
de trés padrdes distintos: uma diminuicao da viabilidade celular a baixas concentracdes de
antibiético; uma diminuicdo da viabilidade celular a concentracdes médias ou elevadas de
antibiético; pouca ou nenhuma diminuicao da viabilidade celular a qualquer das concentracdes

de antibidtico testadas.

De uma forma geral, a observacdo microscépica das culturas cianobacterianas revelou-se
concordante com a observacdao macroscépica. Ou seja, nos pogos onde nao foi observado
crescimento visivel a “olho nu”, também ndo se verificou a presenca de coldnias ao
microscépio. No entanto, e como ja foi referido no ponto 2.3.4., em alguns casos, foram
observadas algumas coldnias cianobacterianas em pogos sem crescimento macroscépico
aparente, o que levou a necessidade da realizacdo de um teste para confirmar a sua

inviabilidade.

3.2. Curvas dose-resposta

Os padroes de susceptibilidade das cianobactérias aos antibidticos inferidos pela
observacdo macroscopica e microscopica das culturas expostas foram confirmados pelas
curvas dose-resposta de cada espécie para cada antibidtico testado (Figuras 18 — 32). As curvas
dose-resposta foram obtidas através da representacdo grafica da média dos valores da DO4s5pnm
correspondentes aos trés testes de susceptibilidade realizados com as oito estirpes de M.
aeruginosa, P. agardhii e P. mougeotii (expressos como percentagem dos respectivos pogos

de controlo) em fungdo das concentragdes de antibidtico testadas.

3.2.1. Antibidticos B-lactamicos

A espécie M. aeruginosa foi susceptivel aos trés antibidticos P-lactamicos testados

(especialmente a amoxicilina), tendo sido observada uma redugdo significativa da densidade
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celular das culturas nas concentracées de 0,1 mg/L de amoxicilina, 0,4 mg/L de ceftazidima e

0,8 mg/L de ceftriaxona (Figura 18).

M. aeruginosa - B-lactamicos
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Figura 18 | Curvas dose-resposta de M. aeruginosa para os antibiéticos B-lactamicos.

A espécie P. agardhii foi igualmente susceptivel aos trés antibidticos B-lactamicos testados

(especialmente a amoxicilina), tendo sido visivel uma forte inibicdo do crescimento celular nas

concentracdes de 0,05 mg/L de amoxicilina e 0,8 mg/L de ceftazidima e de ceftriaxona (Figura

19).
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Figura 19 | Curvas dose-resposta de P. agardhii para os antibiéticos B-lactamicos.

A espécie P. mougeotii ndao foi susceptivel a qualquer das concentra¢des de amoxicilina

testadas (Figura 20). Contudo, e a semelhanca de M. aeruginosa e de P. agardhii, esta espécie

34



Resultados

foi susceptivel a ceftazidima e a ceftriaxona, tendo sido observada uma elevada diminui¢do da
viabilidade celular nas concentracdes de 0,8 mg/L de ceftazidima e 0,4 mg/L de ceftriaxona

(Figura 20).

P. mougeotii - B-lactamicos
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Figura 20 | Curvas dose-resposta de P. mougeotii para os antibidticos B-lactamicos.

3.2.2. Aminoglicosideos

A espécie M. aeruginosa foi susceptivel a canamicina e a gentamicina, tendo sido
observada uma reducdo significativa da densidade celular das culturas nas concentragbes de

0,2 mg/L destes antibidticos (Figura 21).
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Figura 21 | Curvas dose-resposta de M. aeruginosa para os aminoglicosideos.
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A espécie P. agardhii foi igualmente susceptivel a canamicina e a gentamicina, tendo sido

visivel uma forte inibicdo do crescimento celular nas concentracdes de 0,4 mg/L de canamicina

e 0,2 mg/L de gentamicina (Figura 22).
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Figura 22 | Curvas dose-resposta de P. agardhii para os aminoglicosideos.

A semelhanca de M. aeruginosa e de P. agardhii, a espécie P. mougeotii foi também

susceptivel a canamicina e a gentamicina, tendo sido observada uma elevada diminuicdo da

viabilidade celular nas concentracdes de 0,4 mg/L de canamicina e 0,8 mg/L de gentamicina

(Figura 23).
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Figura 23 | Curvas dose-resposta de P. mougeotii para os aminoglicosideos.
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3.2.3. Tetraciclinas

Resultados

A espécie M. aeruginosa foi susceptivel apenas a concentracbes elevadas de tetraciclina,

tendo sido observada uma reducdo significativa da densidade celular das culturas nas

concentragdes de 0,8 mg/L— 1,6 mg/L deste antibidtico (Figura 24).
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Figura 24 | Curvas dose-resposta de M. aeruginosa para as tetraciclinas.

A espécie P. agardhii foi susceptivel a tetraciclina, tendo sido visivel uma forte inibigdo do

crescimento celular na concentragdo de 0,4 mg/L deste antibidtico (Figura 25).
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Figura 25 | Curvas dose-resposta de P. agardhii para as tetraciclinas.
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A semelhanca de M. aeruginosa, a espécie P. mougeotii foi também susceptivel apenas a

concentracdes elevadas de tetraciclina, tendo sido observada uma elevada diminuicao da

viabilidade celular na concentracdo de 1,6 mg/L deste antibidtico (Figura 26).
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Figura 26 | Curvas dose-resposta de P. mougeotii para as tetraciclinas.

3.2.4. Quinolonas

A espécie M. aeruginosa apresentou uma susceptibilidade reduzida as concentracdes de

acido nalidixico testadas, tendo apenas sido observada uma ligeira redu¢dao da densidade

celular das culturas na concentragdo de 1,6 mg/L deste antibidtico (Figura 27). No entanto,

esta espécie foi susceptivel a norfloxacina, tendo sido observada uma redugao significativa da

densidade celular das culturas na concentragdo de 0,025 mg/L deste antibidtico (Figura 27).
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Figura 27 | Curvas dose-resposta de M. aeruginosa para as quinolonas.
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A espécie P. agardhii ndo foi susceptivel a qualquer das concentracGes de acido nalidixico

testadas e foi susceptivel apenas a concentragdes elevadas de norfloxacina, tendo sido visivel

alguma inibicdo do crescimento celular na concentracdo de 1,6 mg/L deste antibiético (Figura

28).
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Figura 28 | Curvas dose-resposta de P. agardhii para as quinolonas.

A espécie P. mougeotii ndao foi susceptivel a qualquer das concentracdes de quinolonas

testadas (Figura 29).

140,0

P. mougeotii - Quinolonas

120,0
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0
0,0

DO,50,m (% do controlo)

Q %
&
QY

5 L O O
P

($})

B Acido nalidixico
O Norfloxacina
QY

Qv O

Concentragdo de antibiético (mg/L)

Figura 29 | Curvas dose-resposta de P. mougeotii para as quinolonas.
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3.2.5. Diaminopiridinas

Nenhuma das trés espécies em estudo foi susceptivel a qualquer das concentracdes de

trimetoprim testadas (Figuras 30, 31 e 32).
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Figura 30 | Curvas dose-resposta de M. aeruginosa para as diaminopiridinas.
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Figura 31 | Curvas dose-resposta de P. agardhii para as diaminopiridinas.
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Figura 32 | Curvas dose-resposta de P. mougeotii para as diaminopiridinas.

3.3. Concentracdes inibitorias minimas

Apds a realizacdo de cada um dos trés testes de susceptibilidade, e com base nas
observacdes macroscdpicas, microscopicas e nas curvas dose-resposta correspondentes, foram
determinados os valores das CIMs dos diferentes antibidticos testados para cada uma das 24
estirpes em estudo. Adicionalmente, e tal como foi referido no ponto 2.3.4., foi ainda realizado
um teste de confirmagdao dos valores das CIMs obtidos em cada um dos testes de
susceptibilidade. Os valores apresentados na Tabela 8 correspondem a mediana dos valores

das CIMs obtidos nos trés testes de susceptibilidade e nos respectivos testes de confirmacao.

De uma forma geral, os valores das CIMs obtidos nos trés testes de susceptibilidade
corresponderam aos valores obtidos nos respectivos testes de confirmacgdo. Contudo, em
alguns casos, os valores das CIMs obtidos nos testes de confirmacdo foram um pouco
superiores. E o caso dos valores das CIMs de algumas estirpes de M. aeruginosa expostas a
amoxicilina, a tetraciclina e a norfloxacina, nos quais as discrepancias observadas se podem
dever a forma globular das coldnias habitualmente formadas por esta espécie. Como se sabe, a
formacao de coldnias em Microcystis spp. estd relacionada com a sobrevivéncia da espécie,
uma vez que as células exteriores protegem a colénia de factores como a foto-inibicdo e os
predadores (Mulling et al., 2014). Assim, a amoxicilina, a tetraciclina e a norfloxacina podem
nao ter atingido as células interiores das coldnias de maiores dimensdes, o que permitiu que
essas células crescessem apds a sua re-inoculagdo em meio Z8 fresco, aquando da realizagdo

dos testes de confirmagdo. Este fendmeno ndo ocorreu nas estirpes de P. agardhii e de P.
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mougeotii, uma vez que estas espécies formam coldnias filamentosas, estando todas as células

igualmente expostas ao meio circundante.

Uma vez que a CIM corresponde a concentracao de antibiético que inibe completamente o
crescimento celular (EUCAST, 2003), considera-se que os valores das CIMs dos ensaios aqui

apresentados correspondem aos valores obtidos nos testes de confirmacao.

De entre os antibioticos B-lactamicos testados, a amoxicilina foi o mais eficaz na inibicdo do
crescimento celular das estirpes de M. aeruginosa e, especialmente, de P. agardhii. As CIMs
exibidas por este antibidtico encontraram-se entre 0,1 mg/L e 1,6 mg/L para as estirpes de M.
aeruginosa e entre 0,025 mg/L e 0,8 mg/L para as estirpes de P. agardhii. Por outro lado,
nenhuma das estirpes de P. mougeotii foi susceptivel a qualquer das concentracdes de
amoxicilina testadas, ndo tendo sido possivel determinar as respectivas CIMs. Todas as estirpes
em estudo foram susceptiveis a concentracoes médias ou elevadas de ceftazidima e de

ceftriaxona (CIMs entre 0,1 mg/L e 1,6 mg/L).

Em relagdo aos aminoglicosideos, a canamicina e a gentamicina tiveram efeitos bastante
semelhantes entre si e nas estirpes em estudo, apresentando CIMs entre 0,1 mg/L e 0,4 mg/L
para as estirpes de M. aeruginosa e de P. agardhii e entre 0,2 mg/L e 0,8 mg/L para as estirpes

de P. mougeotii.

A tetraciclina foi eficaz na inibicdo do crescimento das estirpes de P. agardhii, exibindo
CIMs entre 0,2 mg/L e 0,8 mg/L. Contudo, as estirpes de M. aeruginosa e de P. mougeotii
apresentaram uma susceptibilidade reduzida as concentracdes testadas deste antibidtico, ndo

tendo sido possivel, na grande maioria dos casos, determinar as respectivas CIMs.

A norfloxacina foi eficaz na inibicdo do crescimento das estirpes de M. aeruginosa,
apresentando CIMs entre 0,05 mg/L e 0,2 mg/L. Contudo, a susceptibilidade reduzida das
estirpes de P. agardhii e a auséncia de susceptibilidade das estirpes de P. mougeotii as
concentragdes testadas deste antibidtico ndo permitiram que, na grande maioria dos casos,

fossem determinadas as respectivas CIMs.

Por fim, também nao foi possivel determinar as CIMs do acido nalidixico e do trimetoprim
para qualquer das estirpes em estudo, uma vez que nenhuma delas foi susceptivel a qualquer

das concentracgOes testadas destes antibidticos.
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Tabela 8 | CIMs (mg/L) dos antibiéticos testados para as 24 estirpes em estudo. Legenda: TS — Teste de susceptibilidade; TC — Teste de confirmagdo.

Estirpe AMX CAZ CRO KAN GEN TET NAL NOR TMP
cianobacteriana TS TC TS TC TS TC TS TC TS TC TS TC TS TC TS TC TS TC

LMECYA 50 005 0,2 04 08 04 08 02 0.2 02 02 >1,6  >1,6 >1,6 >1,6 0025 0,2 >1,6 >1,6
LMECYA 91B 0,025 0,1 01 01 08 1,6 02 0,2 02 0,2 04 >16 >1,6 >1,6 0025 005 >1,6 >16
LMECYA 108 01 02 04 08 08 038 01 01 02 02 1,6 >16 >1,6 >1,6 0,05 0,1 >1,6 >1,6
LMECYA 113 0,025 0,1 04 04 08 08 02 04 02 04 04 >16 >1,6 >1,6 0025 005 >1,6 >16
LMECYA 142 0,025 0,2 02 02 04 08 02 02 02 02 04 >16 >16 >1,6 0,05 0,2 >1,6 >1,6
LMECYA 151 0,2 1,6 02 0,2 08 08 02 02 02 0,2 04 >16 >1,6 >1,6 0025 0,1 >1,6  >1,6
LMECYA 159 005 01 02 02 02 04 01 02 02 02 08 >16 >1,6 >1,6 0025 005 >1,6 >1,6
LMECYA 167 0,025 0,2 02 08 04 08 02 02 02 0,2 08 >16 >1,6 >1,6 0025 0,2 >1,6  >1,6
LMECYA 153A 005 01 1,6 1,6 1,6 1,6 02 02 02 0.2 04 04 >16 >1,6 1,6 >1,6 >16 >16
LMECYA 230 0,012 0,05 04 08 08 08 01 02 01 01 04 08 >1,6 >1,6 >1,6 >1,6 >1,6 >1,6
LMECYA 257 0,012 0,025 08 16 08 08 01 02 01 01 01 04 >16 >1,6 1,6 >1,6 >16 >16
LMECYA 269 0,012 0,025 04 04 04 04 01 0,2 01 01 0,05 0,2 >1,6 >1,6 1,6 1,6 >1,6  >1,6
LMECYA 280 01 08 1,6 1,6 08 16 02 02 01 01 04 08 >16 >1,6 1,6 >1,6 >16 >16
LMECYA 283 0,05 0,05 08 16 04 08 02 02 01 01 02 02 >1,6 >1,6 1,6 >16 >1,6 >16
LMECYA 292 0,05 0,05 08 16 08 038 02 04 01 0.2 04 04 >16 >1,6 1,6 1,6 >1,6 >1,6
LMECYA 303 0,05 0,05 04 08 04 04 01 02 01 01 01 02 >1,6 >1,6 1,6 >16 >1,6 >16
LEGE 06224 >1,6  >1,6 04 04 02 0,2 02 02 08 08 1,6 >16 >1,6 >1,6 >1,6 >1,6 >1,6 >16
LEGE 06225 >1,6  >1,6 04 08 04 04 02 0,2 08 08 1,6 >1,6 >16 >1,6 >1,6 >1,6 >16 >16
LEGE 06226 >1,6  >16 08 08 04 08 04 04 08 08 1,6 >16 >1,6 >1,6 >1,6 >1,6 >1,6 >16
LEGE 06233 >1,6  >1,6 04 04 02 02 02 0,2 04 04 04 16 >16 >1,6 >1,6 >1,6 >16 >16
LEGE 07227 >1,6  >1,6 08 08 04 08 04 04 04 04 1,6 >16 >16 >1,6 >1,6 >1,6 >16 >16
LEGE 07229 >1,6  >1,6 04 08 04 04 04 04 08 08 1,6 >1,6 >1,6 >1,6 >1,6 >1,6 >16 >1,6
LEGE 07230 >1,6  >1,6 04 08 04 04 08 08 08 08 1,6 >16 >16 >1,6 >1,6 >1,6 >16 >16
LEGE 07231 >1,6  >1,6 04 04 04 04 04 04 08 08 1,6 >1,6 >16 >1,6 >1,6 >1,6 >16 >16
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3.4. Controlo da qualidade dos antibidticos

A poténcia dos antibiéticos testados ndo foi afectada pelas condi¢cdes de cultura das
cianobactérias durante os 14 dias de duracdo de cada teste de susceptibilidade, uma vez que
as CIMs destes antibidticos foram as esperadas para, pelo menos, uma das estirpes
bacterianas padrdo utilizadas (Tabela 10). Estes resultados asseguram que a susceptibilidade
reduzida ou mesmo a auséncia de efeito antibiético em algumas das cianobactérias em estudo

nao se deveu a degradacdo ou a perda de actividade dos antibidticos testados.

Tabela 9 | CIMs (mg/L) dos antibiéticos testados para as estirpes padrio de E.coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC

29213), ap6s manutengdo das solugdes de antibidtico nas condigGes de cultura das cianonactérias durante 0, 1, 7

e 14 dias.
. E. coli (ATCC 25922) S. aureus (ATCC 29213)
Antibidtico
Standard Oh 24h 7d 14d Standard Oh 24h 7d 14d
Amoxicilina 2-8 4 4 4 4 0,5-2 2 2 4 4
Ceftazidima 0,06-0,5 0,125 0,125 0,25 0,25 4-16 16 16 8 16
Ceftriaxona 0,03-0,12 0,03 0,03 0,06 0,06 1-8 4 4 16 16
Canamicina 1-4 2 2 2 4 1-4 2 2 2 4
Gentamicina 0,25-1 0,5 0,5 05 05 0,12-1 1 05 05 05
Tetraciclina 0,5-2 1 1 2 2 0,12-1 0,5 0,5 1 1
Acido nalidixico 1-4 2 4 2 2 16-64 >32 >32 >32 >32
Norfloxacina 0,03-0,12 0,06 0,06 0,06 0,06 0,5-2 2 2 2 2
Trimetoprim 0,5-2 1 0,5 0,5 0,5 1-4 1 2 2 2

3.5. Genes de resisténcia a antibidticos nas cianobactérias em estudo

Os genes de resisténcia a antibidticos presentes nas estirpes em estudo (Tabela 9) foram

detectados por PCR e a sua presenca foi confirmada por sequenciagao.

Foram encontrados pares de genes strA-strB-tipo (de resisténcia a estreptomicina) numa
estirpe de M. aeruginosa, em trés estirpes de P. agardhii e em quatro estirpes de P. mougeotii,
genes sull-tipo (de resisténcia as sulfonamidas) em quatro estirpes de M. aeruginosa, em trés
estirpes de P. agardhii e em cinco estirpes de P. mougeotii; integroes de classe 1-tipo em duas
estirpes de M. aeruginosa, em trés estirpes de P. agardhii e em trés estirpes de P. mougeotii;
genes gacAE-tipo (de resisténcia aos compostos quaterndrios de amonio) numa estirpe de M.

aeruginosa e numa estirpe de P. agardhii.
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Tabela 10 | Genes de resisténcia a antibidticos nas cianobactérias em estudo.

Estirpe B-lactamicos Aminoglicosideos  Tetraciclinas Quinolonas Diaminopiridinas

cianobacteriana  ampC blagxs blasyy blawy — strA-strB  aac6'lb tetA tetB aac6'lb qepA qnrA qnrB qnrC qnrD qnrS oqxAB dfrAl  dfrAl17

LMECYA 50 - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 91B - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 108 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 113 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 142 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 151 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 159 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 167 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

LMECYA 153A - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 230 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 257 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 269 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 280 - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 283 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 292 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LMECYA 303 - - - - - - - - - - - - - - - - -

LEGE 06224 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LEGE 06225 - - - - - - - - - - - - - - - - -
LEGE 06226 - - - - - - - - - - - - - - - - -
LEGE 06233 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LEGE 07227 - - - - - - - - - - - - - - - - -
LEGE 07229 - - - - - - - - - - - - - - - - -
LEGE 07230 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LEGE 07231 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Tabela 10 (cont.)

Estirpe Sulfonamidas Integroes Outros

cianobacteriana sull sul2 sul3 intl int2 int3 qacAE  orf513

LMECYA 50 - - - - - - - -
LMECYA 91B - - - - - - - -
LMECYA 108 - - - - - - - -
LMECYA 113 - - - - - -
LMECYA 142 - - - - - - - -
LMECYA 151 - - - - - - -
LMECYA 159 - - - - - - -
LMECYA 167 - - - - -

LMECYA 153A - - - - -
LMECYA 230 - - - - - - - -
LMECYA 257 - - - - - - - -
LMECYA 269 - - - - - - - -
LMECYA 280 - - - - - -
LMECYA 283 - - - - - - - -
LMECYA 292 - - - - - - - -
LMECYA 303 - - - - - -

LEGE 06224 - - - - - - - -
LEGE 06225 - - - - - -
LEGE 06226 - - - - - -
LEGE 06233 - - - - - - -
LEGE 07227 - - - - - - - -
LEGE 07229 - - - - - - -
LEGE 07230 - - - - - -
LEGE 07231 - - - - - - - -
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As cianobactérias sdo importantes produtores primdrios nos ecossistemas aquaticos,
desempenhando papéis fundamentais como a producdo de oxigénio, a fixacdo de azoto e o
fornecimento dos nutrientes necessarios a sobrevivéncia de uma grande diversidade de

organismos (Vincent, 2009; Kulasooriya, 2011; Gonzalez-Pleiter et al., 2013).

Tendo em conta a relevancia dos papéis que desempenham e o facto de serem
particularmente susceptiveis a alguns dos contaminantes cuja presenca é mais frequente nos
ambientes hidricos (Lopez-Rodas et al., 2006), é da maxima importancia avaliar como é que as
cianobactérias e, consequentemente, como é que os ecossistemas aquaticos, sdo afectados
pela crescente poluicdo antibidética do meio ambiente. Com este propdsito, e partindo do
pressuposto de que as cianobactérias sdo realmente susceptiveis a um grande numero de
antibidticos (van der Grinten et al., 2010; Gonzalez-Pleiter et al., 2013; Kolar et al., 2014), a sua
utilizacdo como organismos-teste para prever a concentracdo destas drogas no ambiente é

recomendada pela European Medicines Evaluation Agency (EMEA) (EMEA, 2006).

Contudo, as cianobactérias possuem uma elevada capacidade de adaptacdo a pressdes
ambientais (Cohen et al., 2006), tendo algumas estirpes sido ja descritas como resistentes a
antibidticos (Prasanna et al., 2010). No entanto, a resisténcia destes organismos a estes
compostos nunca foi abordada de uma forma sistemdtica, pelo que o papel das cianobactérias

no resistoma hidrico continua por elucidar.

Assim, o presente trabalho teve como principais objectivos avaliar o fenétipo e o gendtipo
de susceptibilidade a antibidticos de cianobactérias isoladas de dguas doces superficiais e de
aguas residuais. Para tal, foram estudadas 24 estirpes pertencentes as espécies M. aeruginosa

(oito estirpes), P. agardhii (oito estirpes) e P. mougotii (oito estirpes).

4.1. Fenotipo de susceptibilidade das cianobactérias aos antibidticos

A avaliagao do fendtipo de susceptibilidade das cianobactérias aos antibidticos permitiu
concluir que a resposta das cianobactérias em estudo aos antibidticos testados dependeu

tanto do tipo e da concentra¢do de antibidtico, como da espécie cianobacteriana em questdo.

4.1.1. Antibidticos B-lactdmicos

Os resultados obtidos com os antibidticos B-lactdmicos mostram que todas as estirpes de
M. aeruginosa e de P. agardhii foram susceptiveis aos trés antibidticos testados, com CIMs

entre 0,025 mg/L e 1,6 mg/L. Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores, que
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apontam para os efeitos deletérios de alguns antibidticos pertencentes a esta classe no
crescimento de diferentes espécies cianobacterianas: em M. aeruginosa, foram reportadas
concentracdes efectivas 50% (CEso) de 0,0037 mg/L (Lutzhgft et al., 1999) e 0,008 mg/L (Liu et
al., 2012) de amoxicilina; em Synechocystis sp., foram observados efeitos ininitorios da
amoxicilina ao nivel da fotossintese para concentracdes de 50 mg/L (Pan et al., 2008); em
Anabaena sp. foi descrita susceptibilidade a 0,01 mg de amoxicilina (Prasanna et al., 2010) e
em Anabaena sp. e Nostoc sp. foi descrita susceptibilidade a 0,03 mg de ceftazidima e de

ceftriaxona (Prasanna et al., 2010).

Ainda que também tenham sido susceptiveis a ceftazidima e a ceftriaxona, nenhuma das
estirpes de P. mougeotii foi susceptivel a qualquer das concentracées de amoxicilina testadas.
Embora estes trés antibidticos pertengam a classe dos B-lactamicos, a amoxicilina faz parte da
familia das penicilinas, enquanto que a ceftazidima e a ceftriaxona fazem parte da familia das
cefalosporinas de terceira gera¢do (Masoud et al.,, 2014), o que significa que existem
diferengas estruturais entre o primeiro antibidtico e os dois ultimos (Masoud et al., 2014).
Estas diferencas poderdo justificar a menor susceptibilidade de P. mougeotii a amoxicilina, em
relacdo as cefalosporinas. De facto, sabe-se que a estrutura dos antibidticos B-lactamicos
(carga, hidrofilicidade, tamanho) é um factor determinante na interaccdo com as porinas
presentes nas paredes celulares bacterianas, através das quais estes compostos entram na
célula (Delcour, 2009). Por outro lado, a composi¢cdo da parede celular também determina a
permeabilidade das bactérias aos antibiéticos (Delcour, 2009), e é sabido que P. mougeotii é
uma das espécies cianobacterianas que apresenta paredes celulares com uma camada de
peptidoglicano mais espessa e mais compacta (Suda et al., 2002; Komarek e Komarkova, 2004).
Assim, pode supor-se que a permeabilidade de P. mougeotii a amoxicilina seja inferior a sua
permeabilidade a ceftazidima e a ceftriaxona e, consequentemente, que esta espécie seja

menos susceptivel a este antibidtico.

Foi ainda colocada a hipdtese de a ndo-susceptibilidade das estirpes de P. mougeotii a
amoxicilina se dever a presenca de um ou mais genes de resisténcia a este antibiético. Embora
ndo tenham sido detectados genes que confiram resisténcia a amoxicilina nas estirpes em
estudo, podera supor-se que, de facto, estes estejam presentes, mas que os primers usados
para a sua detec¢do ndo tenham sido os mais adequados para cianobactérias. Por outro lado, o
facto de as oito estirpes da espécie apresentarem o mesmo fenédtipo parece ser indicativo de
que esta é, provavelmente, uma caracteristica da espécie, que ndao se encontra relacionada
com o mecanismo de transferéncia horizontal de genes de resisténcia provenientes de outros

micro-organismos.
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A semelhanca do fendtipo apresentado pela espécie P. mougeotii relativamente a
amoxicilina, foi também descrita susceptibilidade reduzida a antibiéticos P-lactamicos em
algumas espécies cianobacterianas: em Anabaena sp., foi reportada uma CEs, de 56,3 mg/L de
amoxicilina (Gonzalez-Pleiter et al., 2013); em Chroococcidiopsis sp., Gloeocapsa sp. e
Pleurocapsa sp., foi observada resisténcia a concentra¢cdes de 10 mg/L de ampicilina,
carbenicilina e penicilina (Reynaud e Franche, 1986); estirpes de Anabaena sp. foram descritas
como resistentes a 0,01 mg de amoxicilina e a 0,03 mg de ceftazidima (Prasanna et al., 2010) e
estirpes de Nostoc sp. como resistentes a 0,01 mg de amoxicilina e a 0,03 mg de ceftriaxona
(Prasanna et al., 2010). Adicionalmente, também ja se encontra reportada a actividade de f3-
lactamases em extractos de Anabaena variabilis, Calothrix membranacea e Lyngbya spiralis
(Padmapriya e Anand, 2010), embora os enzimas ainda ndao tenham sido purificados e
caracterizados. Em Thermosynechococcus enlongatus, foi identificada uma putativa B-
lactamase (Urbach et al., 2008), embora continue por explicar a sua susceptibilidade aos
antibidticos P-lactamicos. Em M. aeruginosa, foi ainda descrito que, em determinadas
concentragdes, a amoxicilina pode estimular o crescimento cianobacteriano (Liu et al., 2012;

Liu et al., 2015).

Em resumo, a informagdo disponivel acerca dos efeitos dos antibidticos B-lactamicos no
crescimento cianobacteriano ainda é escassa e, de alguma forma, contraditéria, ndo sendo
ainda possivel obter uma conclusdo definitiva acerca do fendtipo de susceptibilidade de

cianobactérias a esta classe de antibidticos.

4.1.2. Aminoglicosideos

Em relagao aos aminoglicosideos, os resultados obtidos mostram que todas as estirpes em
estudo foram susceptiveis a canamicina e a gentamicina, apresentando CIMs entre 0,1 mg/L e
0.8 mg/L. Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores, que apontam para a
susceptibilidade de algumas espécies cianobacterianas a antibidticos pertencentes a esta
classe: estirpes de Anabaena sp. e de Nostoc sp. foram descritas como susceptiveis a 0,03 mg
de canamicina e a 0,01 mg de gentamicina (Prasanna et al., 2010); o crescimento celular de
Synechocystis sp. foi fortemente inibido por concentracdes entre 1 mg/L e 10 mg/L de

gentamicina (Cameron e Pakrasi, 2011).

No entanto, foram também observados fendtipos de susceptibilidade reduzida a
aminoglicosideos em algumas espécies cianobacterianas: em Chroococcidiopsis sp.,

Dermocarpa sp., Dermocarpella sp. e Pleurocapsa sp., foi reportada resisténcia a concentracdo
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de 10 mg/L de canamicina (Reynaud e Franche, 1986); em Nodularia spumigena (Hong et al.,
2010) e em Phormidium animalis (Vazquez-Martinez et al., 2004) foi descrito o crescimento de
culturas em concentragbes de 100 mg/L e 150 mg/L de canamicina, respectivamente; em
Synechococcus sp., foi observada resisténcia a concentracdo de 10 mg/L de gentamicina

(Reynaud e Franche, 1986).

Para além do seu principal mecanismo de accdo (inibicdo da sintese proteica), os
aminoglicosideos podem também induzir citotoxicidade pela producdo de espécies reactivas
de oxigénio (Cameron e Pakrasi, 2011). E se, por um lado, estes mecanismos podem justificar a
susceptibilidade das cianobactérias a esta classe de antibidticos, um estudo recente sugeriu
que o glutationo (GSH) contribui para a resisténcia a gentamicina em Synechocystis sp.
(Cameron e Pakrasi, 2011). De facto, as cianobactérias possuem glutationo-transferases
especificas e elevados niveis de GSH citosélico (Wiktelius e Stenberg, 2007). Contudo, se o GSH
pode estar na base da resisténcia de algumas cianobactérias aos aminoglicosideos, esse

mecanismo ndo explica os fenétipos de susceptibilidade observados nas restantes.

4.1.3. Tetraciclinas

Os resultados obtidos mostram que as estirpes de P. agardhii foram susceptiveis a
tetraciclina, com CIMs entre 0,2 mg/L e 0,8 mg/L. No entanto, este antibitético n3o inibiu o
crescimento das estirpes de M. aeruginosa e de P. mougeotii, pelo que ndo foi possivel
determinar as respectivas CIMs. Uma revisdao da literatura disponivel mostra que foram
observados diferentes graus de susceptibilidade de algumas espécies cianobacterianas a
antibidticos pertencentes a classe das tetraciclinas: estirpes de Anabaena sp. e de Nostoc sp.
foram descritas como susceptiveis a intervalos entre 0,03 mg e 0,05 mg de tetraciclina (Lorenz
e Krumbein, 1984; Prasanna et al., 2010); em Anabaena sp., foram reportadas CEsy de 2,7 mg/L
de oxitetraciclina (Kolar et al.,, 2014) e de 6,2 mg/L de tetraciclina (Gonzalez-Pleiter et al,,
2010); em M. aeruginosa, foram observadas CEs;, de 0,09 mg/L de tetraciclina (Halling-
Sgrensen et al., 2000) e de 0,207 mg/L (Lutzhgft et al., 1999) e 5,4 mg/L (van der Grinten et al.,
2010) de oxitetraciclina; em Dermocarpella sp. e Synechococcus sp. foi reportada resisténcia a

10 mg/L de tetraciclina (Reynaud e Franche, 1986).

Dependendo da sua carga, o transporte de tetraciclina para o interior da célula pode dar-se
por difusdo através da membrana ou ser mediado por porinas (Delcour, 2009). Por sua vez, a
difusdo através da membrana é determinada pelos respectivos lipopolissacaridos (Delcour,

2009). Foi descrito que a quantidade e estrutura dos lipopolissacaridos das cianobactérias
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pode diferir de espécie para espécie (Bernardova et al., 2008; Snyder et al., 2009). Assim, pode
colocar-se a hipdétese de a menor susceptibilidade de M. aeruginosa e de P. mougeotii a
tetraciclina estar relacionada com a especificidade dos seus lipopolissacaridos e com a
eventual limitacao da entrada do antibiético nas células. Por outro lado, e tal como referido no
ponto 3.3., a forma globular das colénias de Microcystis spp. podera limitar o acesso de
antibidticos as células do ntcleo das coldnias, o que pode justificar a susceptibilidade reduzida

desta espécie a tetraciclina.

Apesar de se poder hipotetizar que as estirpes de M. aeruginosa e P. mougeotii possuem
genes de resisténcia que |hes conferem susceptibilidade reduzida a tetraciclina, esse facto nao
se veio a comprovar aquando da realizagdo dos PCRs. Adicionalmente, o facto de o padrdo de
susceptibilidade a tetraciclina ser muito semelhante entre as estirpes pertencentes a cada uma
destas espécies, indica que esta susceptibilidade reduzida deverd ser uma caracteristica

intrinseca das espécies em questdo.

4.1.4. Quinolonas

Em relagdo as quinolonas, os resultados obtidos levantam a hipdtese de as cianobactérias
serem intrinsecamente ndo-susceptivels ao acido nalidixico, uma vez que todas as estirpes em
estudo mantiveram a viabilidade e o crescimento celular quando expostas a qualquer das
concentragdes deste antibidtico. No entanto, os padrdes de susceptibilidade a norfloxacina
diferiram bastante entre espécies, oscilando entre a elevada susceptibilidade da espécie M.
aeruginosa (CIMs entre 0,05 mg/L e 0,2 mg/L) e a ndo-susceptibilidade da espécie P.
mougeotii. Esta resposta distinta das estirpes de M. aeruginosa aos dois antibidticos testados
nao foi surpreendente, ja que que o acido nalidixico é uma quinolona menos potente do que a

norfloxacina (Andersson e MacGowan, 2003).

A actividade antibidtica das quinolonas ocorre pela inibicido da ADN girase e da
topoisomerase |V, dois enzimas fundamentais nos processos de replicacdo e transcricio do
ADN (Jacoby, 2005; Dzidi¢ et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Cambau e Guillard, 2012).
Por seu turno, os mecanismos de resisténcia a estes antibidticos podem passar pela
modificagcdo das caracteristicas das suas estruturas-alvo ou pela redugdo das concentragdes
destas drogas no interior da célula, que pode ser conseguida pela ac¢do de bombas de efluxo
ou pela diminui¢cdo da permeabilidade membranar (Jacoby, 2005; DZidi¢ et al., 2008; Bockstael
e Aerschot, 2009; Wright, 2010; Cambau e Guillard, 2012; Blair et al., 2014). No caso das

bactérias de Gram-negativo, a diminuicdo da permeabilidade membranar pode ser alcangada
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por mudancas ao nivel da expressdo das porinas (Jacoby, 2005; Dzidi¢ et al., 2008; Bockstael e
Aerschot, 2009; Blair et al., 2014). Embora a estrutura geral das paredes celulares
cianobacterianas seja semelhante a de bactérias de Gram-negativo, existem algumas
diferencas importantes a apontar, nomeadamente o facto de a camada de peptidoglicano ser
bastante mais espessa nas cianobactérias, e destas apresentarem porinas com uma menor
condutancia, o que lhes confere proteccdo contra alguns agentes nocivos presentes nos seus
habitats naturais, tais como toxinas e antibidticos (Hoyczyk e Hansel, 2000). Considerando
estes factos, é legitimo pensar que a auséncia de susceptibilidade das cianobactérias em
estudo as concentragdes de acido nalidixico testadas se deve, muito provavelmente, a baixa

permeabilidade destes organismos a este antibidtico.

As diferencas na espessura e na permeabilidade das paredes celulares das espécies
cianobacterianas também podem explicar as diferencas na susceptibilidade a norfloxacina
observadas nas estirpes em estudo. Como ja foi referido, a espessura da camada de
peptidoglicano das paredes celulares cianobacterianas pode variar consideravelmente entre
géneros e espécies, sendo particularmente espessa e compacta em alguns membros da ordem
Oscillatoriales, entre os quais se destacam P. agardhii e, especialmente, P. mougeotii (Suda et
al., 2002; Komarek e Komarkova, 2004). Assim, supde-se que, pelo facto de apresentar uma
parede celular menos espessa, a espécie M. aeruginosa tenha sido mais permedvel a

norfloxacina e, consequentemente, mais susceptivel.

A semelhanca dos resultados obtidos neste trabalho, foi reportada resisténcia a 0,03 mg de
acido nalidixico em Anabaena sp. e Synechococcus sp. (Lorenz and Krumbein, 1984; Prasanna
et al., 2010). No entanto, numa outra estirpe de Anabaena sp. e em estirpes de Nostoc sp. foi

descrita susceptibilidade a esta mesma quantidade de antibidtico (Prasanna et al., 2010).

Tal como acontece para outros antibidticos, ainda ndo é possivel retirar uma conclusdo
definitiva no que diz respeito aos efeitos das quinolonas no crescimento cianobacteriano, dada

a escassez de dados e o seu caracter contraditorio.

4.1.5. Diaminopiridinas

A semelhanga do que foi descrito para o 4cido nalidixico, os resultados obtidos colocam
também a hipdtese de as cianobactérias serem intrinsecamente nao-susceptiveis ao
trimetoprim, uma vez que todas as estirpes em estudo mantiveram a viabilidade e o

crescimento celular apds exposicdo a qualquer das concentrac¢des testadas deste antibidtico.
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O trimetoprim actua ao nivel da via da timidilato sintase (ThyA) do metabolismo do acido
félico, inibindo a accdo do enzima dihidrofolato reductase (folA), que catalisa a sintese de
acido tetrahidrofdlico a partir de acido dihidrofélico (Myllykallio et al., 2003; Dzidic¢ et al., 2008;
Bockstael e Aerschot, 2009; Cambau e Guillard, 2012). Durante muito tempo, pensou-se que,
dada a importancia das suas funcdes, os genes thyA e folA fossem fundamentais para a
sobrevivéncia de qualquer bactéria (Myllykallio et al.,, 2003). Contudo, tem vindo a ser
descoberto um numero crescente de bactérias que ndo possui estes genes e que utiliza uma
via alternativa da timidilato sintase (ThyX), envolvendo outra dihidrofolato reductase, para
sintetizar as moléculas de folato reduzidas que sdo necessdrias para o metabolismo
intermedidrio bacteriano (Myllykallio et al., 2003). Adicionalmente, também ja foram
encontradas algumas cianobactérias que utilizam esta via alternativa (Myllykallio et al., 2003;
Liu e Yang, 2004). Assim, se a presenca de vias alternativas a ThyA e, consequentemente, ao
enzima folA, for uma caracteristica comum entre as cianobactérias, pode concluir-se que estes

organismos sao intrinsecamente ndo-susceptiveis ao trimetoprim.

Estudos anteriores reportam CEsy, de 6,9 mg/L (van der Grinten et al., 2010) e 112 mg/L
(Lutzheft et al.,, 1999; Halling-Sgrensen et al., 2000) de trimetoprim em M. aeruginosa.
Adicionalmente, foi descrita uma CEsy de 253 mg/L de trimetoprim em Anabaena flos-aquae
(Kolar et al., 2014) e em estirpes de Anabaena sp. e de Nostoc sp. foi observada resisténcia a
0,025 mg deste antibidtico (Prasanna et al., 2015). Embora seja dificil comparar os resultados
destes estudos, atendendo a diversidade de metodologias e de endpoints de efeito utilizados,
todos eles sugerem que as cianobactérias apresentam uma susceptibilidade reduzida ao

trimetoprim.

4.2. Genes de resisténcia a antibioticos nas cianobactérias em estudo

Como ja foi referido na introdugao, a transferéncia horizontal de genes representa o modo
mais frequente de aquisicdo de genes de resisténcia a antibidticos, podendo ocorrer por
conjugacao, transdugdo ou transformagdo bacteriana (Furuya e Lowy, 2006; Tenover, 2006;
Dzidi¢ et al., 2008; Bockstael e Aerschot, 2009; Blair et al., 2014). Contudo, este mecanismo
ndo é exclusivo para genes de resisténcia, sendo comum a observa¢do de transferéncia
horizontal de outros genes ndo associados a resisténcia a antibidticos entre diferentes
cianobactérias (Tooming-Klunderud et al., 2013), bem como entre cianobactérias e bactérias
(Zhaxybayeva et al., 2006; Shi e Falkowski, 2007). Assim sendo, e sabendo que, nos seus

habitats naturais, as cianobactérias estdo frequentemente expostas a antibidticos, bactérias
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resistentes e a genes de resisténcia, é provavel que estes organismos adquiram esses genes e

os transfiram para outras bactérias, nomeadamente para bactérias patogénicas.

Neste trabalho, foi efectuada a pesquisa de genes de resisténcia a antibidticos [3-
lactdmicos, a aminoglicosideos, a tetraciclinas, a quinolonas, a diaminopiridinas, a
sulfonamidas e a compostos quaternarios de amdnio. Adicionalmente, foi também investigada
a presenca de algumas unidades genéticas mdveis que geralmente se encontram associadas a

disseminacgado da resisténcia a varios antibidticos.

De acordo com os resultados obtidos, ndo foi encontrado nenhum gene de resisténcia aos
antibidticos B-lactamicos, as tetracicinas, as quinolonas e as diaminopiridinas em qualquer das
estirpes em estudo. No entanto, é importante salientar que toda a metodologia seguida,
nomeadamente os primers e as condicdes de PCR utilizadas, foi optimizada especificamente
para bactérias. Ou seja, a inexisténcia de padronizacdo das metodologias para cianobactérias
podera subestimar a presenca dos referidos genes de resisténcia. Por outro lado, é também
importante ter em consideracdo que existem muitos outros genes de resisténcia a estes
antibidticos que nao foram pesquisados e que podem estar presentes nas estirpes em estudo.
Estas dificuldades e incertezas poderdo ser ultrapassadas através da pesquisa de genes de

resisténcia no genoma completo das cianobactérias em questado.

No entanto, neste trabalho foi identificado um par de genes strA-strB-tipo numa estirpe de
M. aeruginosa, em trés estirpes de P. agardhii e em quatro estirpes de P. mougeotii. O produto
deste par de genes confere resisténcia a estreptomicina através da inactivagdo deste
aminoglicosideo (Zhang et al., 2009). Uma vez que ndo foi possivel a realizacdo dos testes de
susceptibilidade das cianobactérias a este antibidtico, é prioritdrio que, num trabalho
posterior, se avalie o fendtipo destas estirpes a este antibidtico e se verifique se, de facto, as
oito estirpes que possuem o par de genes em questdo apresentam fendtipos de resisténcia a
estreptomicina. Com efeito, um estudo anterior ja reportou o crescimento de culturas de

Phormidium animalis na concentracdo de 100 mg/L de estreptomicina (Vazquez-Martinez et

al., 2004).

Um gene sull-tipo foi também encontrado em quatro estirpes de M. aeruginosa, em trés
estirpes de P. agardhii e em cinco estirpes de P. mougeotii. Este gene confere resisténcia aos
antibidticos pertencentes a classe das sulfonamidas, ja que codifica a informagdo necessaria
para a sintese de uma forma alternativa do enzima dihidropteroato sintetase que ndo é
afectada por estes antibiéticos (Antunes et al., 2005; Zhang et al., 2009; Frye e Jackson, 2013).

Uma vez que também ndo foi possivel a realizacdo dos testes de susceptibilidade das
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cianobactérias a sulfonamidas, é bastante importante que, num estudo posterior, o fendtipo
destas estirpes seja avaliado e se confirme se, realmente, as 12 estirpes que possuem o gene
em questdo apresentam fendtipos de resisténcia a estes antibidticos. Num estudo anterior, foi
reportada resisténcia a 0,3 mg de sulfanilamida em Anabaena sp. e em Synechococcus sp.

(Lorenz e Krumbein, 1984).

Um integrdo de classe 1-tipo foi encontrado em duas estirpes de M. aeruginosa, em trés
estirpes de P. agardhii e em trés estirpes de P. mougeotii. Estes integrées desempenham um
papel de destaque na problematica da resisténcia a antibidticos, uma vez que podem capturar
e expressar uma grande diversidade de genes de resisténcia (Gillings et al., 2008). Para além
disso, sdo frequentemente encontrados em plasmideos e transposdes, o que facilita a sua
transferéncia horizontal para uma grande variedade de agentes patogénicos (Gillings et al.,
2008). Geralmente, os integroes de classe 1 possuem uma regiao conservada, da qual faz parte
o gene sull e o gene gacAE, que confere resisténcia aos antisépticos pertencentes ao grupo
dos compostos quaterndrios de amodnio, uma vez que codifica proteinas de efluxo que
exportam estes compostos para fora da célula (Kazama et al., 1999). Adicionalmente, também
é possivel encontrar uma regido variavel, que pode conter muitos outros genes de resisténcia
a antibidticos (Gillings et al., 2008). Neste trabalho, observou-se que apenas duas das oito
estirpes onde foi encontrado o integrdo de classe 1-tipo possuiam o gene gacAE. Por outro
lado, em todas as estirpes onde foi encontrado este integrao, foi também encontrado o gene
sull. De futuro, seria interessante sequenciar e analisar a sequéncia completa deste integrao,
de forma a investigar se outros genes de resisténcia a antibidticos se encontram na sua regido

variavel.

Em relacdo a distribuicdo dos genes de resisténcia a antibidticos nas cianobactérias
estudadas, observou-se que, no total, foram encontrados oito genes nas estirpes de M.
aeruginosa, dez genes nas estirpes de P. agardhii e 12 genes nas estirpes de P. mougeotii. Por
outro lado, a percentagem de estirpes que apresenta, pelo menos, um gene de resisténcia é de
63% para M. aeruginosa, 38% para P. agardhii e 75% para P. mougeotii. Como seria de esperar,
as estirpes de P. mougeotii foram aquelas que apresentaram uma maior prevaléncia de genes
de resisténcia a antibidticos, uma vez que foram isoladas a partir de amostras de agua residual
de uma ETAR que, como se sabe, é um local propicio a transferéncia horizontal deste tipo de

genes, dada a elevada concentragdo de bactérias resistentes nesses locais (Rizzo et al., 2013).
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Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que:

1. Independentemente da sua espécie e do seu local de colheita, e embora ndo possuam
genes de resisténcia a estes antibidticos, nenhuma das estirpes em estudo foi susceptivel a
qgualquer das concentracdes de acido nalidixico e de trimetoprim testadas. Este facto sugere
gue as cianobactérias apresentam uma resisténcia intrinseca a estes antibidticos, que resulta

de caracteristicas estruturais e / ou funcionais comuns aos membros deste filo;

2. As estirpes de P. mougeotii apresentaram susceptibilidade reduzida a mais antibiéticos,
CIMs mais elevadas e genes de resisténcia a antibidticos em mais estirpes do que as outras
espécies. Este ultimo ponto sugere que estas estirpes tenham adquirido os genes de
resisténcia a antibidticos no seu habitat, jd que as ETARs sdo locais propicios a transferéncia

horizontal deste tipo de genes entre diferentes micro-organismos;

3. Cerca de 60% das estirpes em estudo apresentaram pelo menos um gene e / ou integrdo
associado a resisténcia a antimicrobianos, o que suporta a hipdtese de que as cianobactérias

tém capacidade para capturar e disseminar genes de resisténcia a antibioticos.

De forma a confirmar as hipoteses que surgiram no ambito deste trabalho, serd
fundamental continuar este tipo de estudos, abrangendo um numero representativo de

estirpes de cada espécie e / ou género, isoladas de diferentes habitats.

A informagdo disponivel acerca da tematica da resisténcia a antibidticos em cianobactérias
ainda é bastante escassa e, em alguns casos, contraditéria, o que torna dificil a tarefa de
comparar os poucos estudos ja realizados. Assim, é fundamental que se proceda ao
estabelecimento de metodologias standard e de breakpoints que permitam definir e

interpretar os valores das CIMs das diferentes classes de antibidticos para as cianobactérias.

Apesar de mais estudos serem necessarios, os resultados obtidos neste trabalho indicam
que, de facto, as cianobactérias podem desempenhar um papel importante no resistoma
hidrico. Este conhecimento podera ajudar a compreender como é que os ecossistemas
aquaticos reagem a poluicdo antibidtica e a definir medidas preventivas ou correctivas no que

diz respeito a disseminacdo da resisténcia a antibidticos no ambiente.
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7.1. Anexo | — Composicao do meio de cultura Z8 (Skulberg e Skulberg, 1990)

Tabela 1 | Composicdo do meio de cultura Z8.

Anexos

Solugao stock

Quantidade

Solugdo A

10 mL/L de dgua bidestilada

Solugdo B

10 mL/L de dgua bidestilada

Solugdo Fe-EDTA

10 mL/L de dgua bidestilada

Solugdo de micronutrientes

1 mL/L de dgua bidestilada

Tabela 2 | Composigdo da solugdo A.

Componente Quantidade
NaNO; 46,7 g/L 4gua bidestilada
Ca(NO;)2¢4H,0 5,9 g/L 4dgua bidestilada
MgS0,4e7H,0 2,5 g/L dgua bidestilada

Tabela 3 | Composigdo da solugdo B.

Componente Quantidade
K,HPO, 3,1 g/L dgua bidestilada
Na,CO3 2,1 g/L dgua bidestilada

Tabela 4 | Composigdo da solugdo Fe-EDTA.

Solugdo Composicao Quantidade
FeCl; 2,8 g FeCl;#6H20 dissolvidos em 100 mL de HCL 0,1M / L 4gua bidestilada 10 mL
EDTA 3,9 g EDTA-Na, dissolvidos em 100 mL de NaOH 0,1M / L dgua bidestilada 9,5mL

Tabela 5 | Composigdo da solugdo de micronutrientes.

Componente Quantidade
H;BO, 0,31000 g/L agua bidestilada
ZnS0O,*7H,0 0,02870 g/L agua bidestilada
MnSO, 0,22300 g/L agua bidestilada
Na,WO0,*2H,0 0,00330 g/L agua bidestilada
V,05 0,00089 g/L agua bidestilada

Co(NO;) *6H,0

0,01460 g/L agua bidestilada

Cr(NOs); *9H,0

0,04100 g/L agua bidestilada

(NH4)6MO,0,424H,0

0,00880 g/L agua bidestilada

Al,(S04)5K,50,924H,0

0,04740 g/L agua bidestilada

NiSO4(NH,),50,%6H,0

0,01980 g/L agua bidestilada

Kl

0,00830 g/L agua bidestilada

KBr

0,01200 g/L agua bidestilada

CuS0O,*5H,0

0,01250 g/L agua bidestilada

Cd(NO3)2¢4H,0

0,01550 g/L agua bidestilada
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7.2. Anexo Il — Fotografias das microplacas contendo as culturas cianobacterianas expostas aos antibidticos
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Figura 1 | Culturas de M. aeruginosa expostas a amoxicilina.

(Fotografia de Micaela Oliveira).
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Figura 2 | Culturas de P. agardhii expostas a amoxicilina.
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Figura 3 | Culturas de P. mougeotii expostas a amoxicilina.

(Fotografia de Micaela Oliveira).
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Figura 4 | Culturas de M. aeruginosa expostas a ceftazidima.

(Fotografia de Micaela Oliveira).

Figura 5 | Culturas de P. agardhii expostas a ceftazidima.

(Fotografia de Micaela Oliveira).
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Figura 6 | Culturas de P. mougeotii expostas a ceftazidima.

(Fotografia de Micaela Oliveira).
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Figura 7 | Culturas de M. aeruginosa expostas a ceftriaxona. Figura 8 | Culturas de P. agardhii expostas a ceftriaxona. Figura 9 | Culturas de P. mougeotii expostas a ceftriaxona.

(Fotografia de Micaela Oliveira). (Fotografia de Micaela Oliveira). (Fotografia de Micaela Oliveira).
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Figura 10 | Culturas de M. aeruginosa expostas a canamicina.

(Fotografia de Micaela Oliveira).

Figura 11 | Culturas de P. agardhii expostas a canamicina.
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(Fotografia de Micaela Oliveira).
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Figura 12 | Culturas de P. mougeotii expostas a canamicina.
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Figura 13 | Culturas de M. aeruginosa expostas a gentamicina. Figura 14 | Culturas de P. agardhii expostas a gentamicina. Figura 15 | Culturas de P. mougeotii expostas a gentamicina.
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Figura 17 | Culturas de P. agardhii expostas a tetraciclina.

Figura 16 | Culturas de M. aeruginosa expostas a tetraciclina. Figura 18 | Culturas de P. mougeotii expostas a tetraciclina.

(Fotografia de Micaela Oliveira). (Fotografia de Micaela Oliveira). (Fotografia de Micaela Oliveira).
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Figura 19 | Culturas de M. aeruginosa expostas ao acido Figura 20 | Culturas de P. agardhii expostas ao acido Figura 21 | Culturas de P. mougeotii expostas ao acido

nalidixico. (Fotografia de Micaela Oliveira). nalidixico. (Fotografia de Micaela Oliveira). nalidixico. (Fotografia de Micaela Oliveira).
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Figura 22 | Culturas de M. aeruginosa expostas a norfloxacma. Figura 23 | Culturas de P. agardhii expostas a norfloxacina. Figura 24 | Culturas de P. mougeotii expostas a norfloxacina.

(Fotografia de Micaela Oliveira). (Fotografia de Micaela Oliveira). (Fotografia de Micaela Oliveira).
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Figura 25 | Culturas de M. aeruginosa expostas ao trimetoprim. Figura 26 | Culturas de P. agardhii expostas ao trimetoprim. Figura 27 | Culturas de P. mougeotii expostas ao trimetoprim.

(Fotografia de Micaela Oliveira). (Fotografia de Micaela Oliveira). (Fotografia de Micaela Oliveira).
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