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Resumo

Os parques infantis sdo locais de diversao integrados na sociedade, servem a populagéo
infantil, e sdo considerados no geral como locais seguros. A maior preocupacdo centra-
se sempre na correcta utilizacdo dos equipamentos disponiveis de modo a evitar
acidentes, e na realidade o perigo esta menos visivel. Este estudo foca o piso dos

parques infantis como fonte de contaminacdo microbiana.

Este estudo teve como objectivo quantificar a presenca de microrganismo patogénicos
para os humanos, analisando amostras do solo de 6 parques infantis da cidade de Lisboa,
e relacionar os resultados obtidos com as condi¢cdes climatéricas registadas no periodo

de tempo compreendido entre Dezembro de 2010 e Agosto de 2011.

No global de todos os parques os resultados revelam a presenca de microrganismos
patogénicos em valores muito elevados, sendo que os mais frequentes sdo Escherichia

coli, Enterococos fecais e fungos.

Assume-se gue a presenca destes microrganismos se deva ao facto de os parques serem
espacos abertos, passiveis de contaminacdo proveniente da flora e fauna existente nas
imediacfes, uma vez que na sua maioria as instalacbes dispdem de barreiras fisicas
ineficientes, permitindo o acesso a animais como cdes, gatos, pequenos roedores e

répteis.

As bactérias isoladas, provenientes das amostras, foram sujeitas a analises microbianas
e foi identificada a presenca de resisténcia a antibidticos. Em todas as 18 colheitas

realizadas se encontraram isolados com estas caracteristicas.

Para determinar o mecanismo de resisténcia presente em Escherichia coli, isolada neste
estudo, foram seleccionadas 8 amostras que quando analisadas por meio de
sequenciacdo, revelaram ser portadoras do gene EampC, que confere a bactéria

resisténcia aos antibioticos p-lactdmicos.

PALAVRAS-CHAVE: Parque Infantil, microrganismos patogénicos, resisténcia,

Escherichia coli, EampC.



Abstract

The playgrounds are places of entertainment integrated in society, they serve the child
population, and they are generally regarded as safe areas. The biggest concern is always
focused on the proper use of equipment available, in order to avoid accidents, and in
fact the risk is less visible. The study focuses surface of playgrounds as a source of

microbial contamination.

The aim of the present study is to quantify the presence of pathogenic microorganisms
to humans, analyzing soil samples from six playgrounds in the city of Lisbon, and
relating the obtained results to weather conditions observed in the period of time

ranging from December 2010 to August 2011.

Overall, all parks reveal the presence of pathogenic microorganisms in very large values,

and the most common are Escherichia coli, faecal enterococci and fungi.

It is assumed that the presence of these microorganisms is due to the fact that the parks
are open spaces liable to contamination from the flora and fauna, mostly because the
installations have inefficient physical barriers, allowing access to animals such as dogs,

cats, small rodents and reptiles.

Bacteria isolated from the samples were subjected to microbial analysis and it was
identified the presence of antibiotic resistance. In all 18 samples resistant strains were
found.

To determine the mechanism of resistance in Escherichia coli, isolated in this study,
eight samples were selected, and when analyzed by automatic sequencing method
proved they are carriers of the gene EampC, which confers bacterial resistance to -

lactam antibiotics.

KEYWORDS: Playgrounds, pathogens, resistance, Escherichia coli, EampC.
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Introducao

“O termo «brinquedo» serve muitas vezes para designar objectos que os adultos
desenharam ou seleccionaram para atrair uma crianca. Os objectos servem por diversas

formas como elo de ligagdo entre a crianga ¢ o meio”(Garvey 1977).

A nossa sociedade reconhece nas Autarquias o dever de providenciar espacos dedicados
a populacédo infantil, nomeadamente locais de préatica de desporto e ou brincadeira, nos
quais se englobam os parques infantis. Nestes as criangas despertam para enumeras
brincadeiras essenciais ao seu desenvolvimento social, recriando um mundo imaginario
com aplicacdo de conhecimentos incutidos pela aprendizagem, disfrutando do contacto

com a natureza.

Sendo que a implementacdo de parques infantis obedece a legislacdo especifica, deve
proporcionar ambientes sauddveis e apelativos, tendo sendo sempre em vista a
seguranca infantil. Para que se exerca o direito a brincar expresso no artigo 31° da

Convengdo Internacional dos Direitos da Crianga (Nacional 2009):

1 — “Os Estados Parte reconhecem a crianca o direito ao repouso e aos tempos livres, 0
direito de participar em jogos e actividades recreativas proprias da sua idade e de

participar livremente na vida cultural e artistica.”(Unicef 1990)

2 — “Os Estados Parte respeitam e promovem o direito da crianca de participar
plenamente na vida cultural e artistica e encorajam a organizacao, em seu beneficio, de
formas adequadas de tempos livres e de actividades recreativas, artisticas e culturais, em

condi¢Oes de igualdade.” (Unicef 1990)

1. Estudos em Parqgues Infantis

Ao efectuar pesquisas sobre a seguranca em parques infantis em Portugal, detectou-se
que todos os estudos efectuados centram-se na seguranca fisica dos espacos recreativos,
focam o nimero de acidentes que ocorrem anualmente, que resultam frequentemente em
contusdes, hematomas e feridas abertas nos membros e cabeca, sem necessidade de
internamente hospitalar. Os parametros analisados séo recorrentemente a qualidade dos
baloicos, vedacOes, pintura, acessos exteriores, sinalizagdo e vigilancia, ignorando a
analise detalhada ao solo, considerando apenas a limpeza e condi¢cfes de higiene. Que
na maioria aparenta ser satisfatoria (www.educacao.te.pt/pais educadores, consultado
em 09-09-2013).
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Estes estudos demonstram claramente a falta de informacdo e desconhecimento da
realidade sobre os solos destes espacos. Sabe-se que areia, seixo ou piso sintético,
materiais utilizados como solo em parques infantis, sdo fontes de contaminagdo de
agentes microbianos patogénicos para os humanos (Halliday & Gast 2012). Em
Portugal existe uma lacuna no sentido de avaliar a qualidade do solo em parques
infantis, ndo tendo sido possivel encontrar dados da existéncia de estudos direccionados

nessa area.

No entanto no ambito do projecto “Bandeira Azul em Portugal”, coordenado pela
Associacdo Bandeira Azul da Europa (ABAE) em associacdo com Agéncia Portuguesa
do Ambiente (APA) e Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), foi
possivel aceder ao relatério de Monitorizacdo da qualidade das areias das praias
balneares, realizado durante a época balnear de 2010 (Branddo et al. 2011).
Considerando as praias como locais de recreagéo, € possivel transpor este estudo para 0s
parques infantis, servindo de base para implementacdo de normas de manutencdo e

higienizacdo do solo dos parques.

Para fundamentar a necessidade desta pratica é preciso consciencializar as autoridades
do risco emergente que representa a presenca de agentes patogénicos nos locais de
recreio infantil. Nesse sentido paises como Estados Unidos da América, Brasil e Canada
realizam estudos para detectar, quantificar e identificar a presenca de indicadores de
contaminacdo, nos quais focam o areal das praias e as chamadas caixas de areia, local
onde as criancas brincam, bastante comuns nestas comunidades (Araujo et al. 2008)
(Quality & Board 2011).

E necessario recorrer a estudos realizados em zonas balneares para relacionar a presenca
de microrganismo patogénicos em areias, tendo presente que a maioria avalia a
qualidade da agua. No entanto, estudos recentes evidenciam que a chamada zona seca,
apresenta um numero elevado de ufc/g de microrganismos patogénicos. Estima-se que
anualmente a nivel mundial, 120 milh6es de casos de doencas do foro gastrointestinal e
50 milhGes de casos de doenca respiratoria, tenham origem em contaminagao ocorridas
em zonas balneares. Estes casos sdo provocados por uma diversidade de agentes
patogénicos fecais introduzidos no ambiente aquatico por fontes tais como; o tratamento
de &guas e descargas de esgotos, escoamento agricola, descarga de embarcacdes, dos

préprios banhistas, e de populacdo de animais locais (Halliday & Gast 2012).
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O areal da praia pode fornecer condicdes favoraveis para a persisténcia de indicadores
fecais, proporcionando proteccdo contra radiacdo solar, condigbes nutricionais

favoraveis e superficies colonizantes.

Estudos tém reconhecido a areia da praia como um potencial reservatdrio de bactérias
fecais. Os numeros de ufc/g na areia podem exceder os da dgua da praia. Concentragdes
de enterococos foram referenciados com ndmeros acima de 70 ufc/g, em praias da
California e Flérida, concentracbes de Escherichia coli atingiram valores acima dos
2000 ufc/g em areia seca em praias da Flérida e 105 ufc/g em uma praia de agua doce
do lago Ontério (Boehm et al. 2010).

O crescimento de E. coli e Enterococos tem sido investigados em areias, no entanto,
poucos estudos tem documentado a sobrevivéncia e persisténcia de agentes patogénicos,
e esses estudos tém-se centrado principalmente em sedimentos de 4gua doce. Estudos na
areia marinha sdo limitados, no ano de 2012, um estudo realizado em 53 areias de praias
do estado California, revelou a presenca de E. coli, Enterococos, Campylibacter sp,
Salmonelle sp, Staphylococcus aureus (MRSA) entre outros microrganismos, este
estudo focou especificamente a persisténcia de um patogénico humano, a E. coli 0157:
H7 (Yamahara et al. 2012).

Os estudos indicaram que a persisténcia de muitos dos organismos detectados pode
ocorrer por mais de 20 dias, em areias das zonas balneares. No geral, os resultados
sugeriram que os indicadores fecais encontrados podem ser viaveis por um periodo de 3

semanas representando um risco para a saude (Yamahara et al. 2012).

A Organizacdo Mundial de Saude recomenda que os estudos que visam analisar a
qualidade das aguas das zonas balneares inclua a qualidade microbioldgica das areias,
de modo a melhorar o entendimento do aparecimento de sintomas ao nivel da pele,
olhos, ouvidos e gastrointestinais (WHO 2013).

A presenca de microrganismos patogénicos no solo de parques infantis € um risco de
salde para a populacdo infantil, exponencialmente agravado quando esses agentes sdo
portadores de multiplas resisténcias a antibioticos. Em caso de contaminacao a crianca
fica susceptivel a ocorréncia de doenca podendo ser necessaria a administragdo
terapéutica de antibidticos. A percentagem de populagdo de pacientes

imunologicamente vulneraveis (criangas, idosos, portadores de imunodeficiéncia) tem
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vindo a aumentar assim como a frequéncia de infeccBes provocadas por agentes
patogenicos oportunistas, o que representa um aumento de internamentos prolongados
em hospitais e servicos de salde, onde a disseminacdo e exposicdo a agentes

multirresistentes é privilegiada (Wright 2007).

2. Legislacao

Em Portugal os Parques Infantis sdo regulamentados por dois decretos de lei publicados
em Diario da Republica, Decreto-Lei n° 379/97 de 27 de Dezembro de 1997 e Decreto-
Lei n°® 119/2009 de 19 de Maio de 2009. Ambos os diplomas tém como objectivo
proceder a definicdo e regulamentacdo das condicdes de seguranca a observar na
localizacdo, implantagdo, concepgdo e organizacdo funcional dos espacos de jogo e
recreio, respectivo equipamento e superficies de impacto, criando ainda um sistema
inspectivo e sancionatério adequado. De acordo com a regulamentacdo, no Capitulo 11
do Decreto-Lei 379/97 Artigo 4° - Obrigagédo geral de seguranca, os espacos de jogo e
recreio ndo podem ser susceptiveis de pér em perigo a salde e seguranca do utilizador
ou de terceiros, devendo obedecer aos requisitos de seguranga constantes no
regulamento. O Artigo 9° de ambos os decretos determina a Proteccdo dos espacos, 0s
espacos de jogos e recreio devem ser protegidos, através de uma vedagdo ou outro tipo
de barreira fisica, de modo a impedir a entrada de animais e dificultar actos de

vandalismo (Nacional 2009).

Ambos os diplomas focam pormenorizadamente todas as areas de recreio existentes nos
parques infantis, no entanto para o presente trabalho serd apenas realgcada a Seccéo Il
referente ao Solo e seguranca das superficies de impacte. Esta seccdo define quais os
materiais interditos para uso no solo e area de impacte, a periocidade da manutencao,

condi¢Bes higieno-sanitarias, fiscalizacdo, sancGes entre outros.

O nGmero 2 do Artigo 25° determina que ndo € permitida a utilizacdo de superficies de
impacte constituidas por tijolo, pedra, betdo, material betuminoso, macadame, madeira
ou outro material rigido que impossibilite 0 amortecimento adequado do impacte. Sendo
que o Artigo 24° refere que o espaco de jogo e recreio deve possuir condicdes de
drenagem adequadas, sendo que esta referéncia ndo se torna obrigatoria. No que diz
respeito a manutencdo dos equipamentos e superficie de impacte o nimero 4 do Artigo

28° faz referéncia, que sempre que a superficie de impacte seja constituida por areia,
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aparas de madeira ou outro material semelhante, deve ser assegurado o nivel de altura

da camada de material adequada a absorcdo de impacte (Nacional 2009).

O Artigo 29° referente as condicbes higieno-sanitarias determina que esta
responsabilidade seja a cargo da entidade responsavel pelo espaco, a mesma que devera
assegurar a limpeza dos equipamentos, superficie de impacte, mobiliario urbano e
instalacbes de apoio. Refere ainda que sempre que a superficie de impacte seja
constituida por areia, aparas de madeira ou outro material semelhante, deve proceder-se
a sua renovacdo completa pelo menos uma vez por ano. Em relacdo a fiscalizacdo, o
Decreto- Lei 119/2009, entre outras alterac6es, transfere a competéncia de fiscalizacédo
para a Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica (ASAE). De acordo com o
namero 1 do Artigo 33°, este organismo deve promover, pelo menos, uma fiscalizacéo
anual a todos os espacos de jogo e recreio. Sendo que a responsabilidade de fiscalizacéo
de cumprimento do regulamento compete as cAmaras municipais. E de referir que o
diploma determina a aplicacdo de coimas e san¢Ges que podem ascender ao valor

maximo de € 30.000 ou encerramento do espago (Nacional 2009).

3. Fauna

Tradicionalmente em Portugal os parques infantis estdo inseridos em zonas urbanas,
jardins publicos ou espacos verdes de grandes dimensGes passiveis de utilizacdo pelo
publico em geral. Na sua maioria os parques infantis sdéo em espacos abertos, sujeitos a

condi¢bes climatéricas variaveis, de acordo com as estacdes do ano.

Tendo em consideracdo a fauna existente nos centros urbanos, € de prever que
determinadas espécies tém acesso aos parques, sendo as mais visiveis e provaveis 0s
canideos, felinos, roedores, aves e répteis. Estes animais maioritariamente habitam o
meio envolvente ao parque infantil, ndo se consideram como animais domesticos, uma
vez que ndo tem intervencdo do ser humano para garantir a sua sobrevivéncia, deste
modo ndo had um acompanhamento veterinario, impossibilitando a prevencdo de

patologias ou zoonoses (Marrow et al. 2009).

Em Portugal o estado sanitario das popula¢des de animais selvagens e a epidemiologia
das varias doencas nestas espécies ndo € avaliado, sendo escassos 0s estudos existentes,
0 mesmo se aplica a rede de epidemiovigilancia. Estes estudos tém relevancia na Salde

Plblica e Salde Animal, uma vez que é crescente 0 contacto entre seres humanos e
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fauna selvagem, o que aumenta a probabilidade de transmissdo ao Homem de algumas

patologias (Morais 2009).

Em relacdo a Saude Animal, deve-se considerar o risco permanente de a fauna selvagem
actuar como reservatorio de agentes patogenicos transmissiveis as espécies domesticas
(Santos 2004). Existe ainda o problema do comércio ilegal de animais selvagens, muitas

vezes sem controlo sanitario adequado.

A zoonose € uma doenca infecciosa que pode ser transmitida de animais selvagens ou
domésticos para 0s seres humanos. Sabe-se que 61% dos organismos patogénicos que

afectam os seres humanos sao de origem zoondtica (Percival et al. 2011).

4. Solo

O enfoque sobre a qualidade do solo tem despertado na comunidade cientifica um
interesse crescente, este fendmeno teve inicio em 1993 com o langamento do livro “Soil
and water quality an agenda for agriculture”, pelo “Board on Agriculture of the National
Research Council” dos Estados Unidos da América, onde ¢é referido que a qualidade do
solo é tdo importante quanto a qualidade do ar e da agua, na determinacdo da qualidade

global do meio ambiente.

A qualidade do solo tem efeitos profundos na saude e na produtividade de um
determinado ecossistema e nos ambientes que com ele se relacionam. Todavia ao
contrario do que acontece com o ar e agua para 0s quais existem padrdes de qualidade, o
solo devido a complexidade dos factores envolvidos e por ndo ser objecto de consumo,
ndo permite que sejam estabelecidos padrdes de avaliacdo de qualidade. A qualidade é
aceite frequentemente como uma caracteristica abstracta que depende dos atributos
intrinsecos, de factores externos, das praticas de uso e manuseamento, de interaccdes

com o ecossistema e das prioridades socioecondmicas (Dias 2007).

O solo € composto por matéria mineral, raizes de plantas, biomassa microbiana e animal,
matéria organica em Varios graus de decomposicdo, assim como por dgua e uma

atmosfera gasosa (Ferreira & Sousa, 1998).

Actualmente existem estudos sobre a contaminacdo microbiana em superficies em
contexto hospitalar, assim como ja foram estudadas superficies usadas em contexto
familiar, no entanto pouco se sabe sobre este aspecto quando se trata de superficies de

uso publico, como por exemplo o solo de um parque infantil (Reynolds et al. 2005).
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4.1. Qualidade do Solo
Actualmente o conceito de qualidade do solo compreende o equilibrio entre os
condicionalismos geoldgicos, hidrologicos, quimicos, fisicos e bioldgicos do solo (Zilli
et al. 2003). A salde do solo é principalmente uma caracteristica ecoldgica, foi definida
emtermos de estabilidade e resisténcia dos ecossistemas em resposta a uma perturbacéo
ou stress. Indicadores de saude do solo podem ser encontrados ao monitorizar as
respostas da comunidade microbiana do solo quando aplicados diferentes factores de

stress em intensidades diversas (Bruggen & Semenov 2000).

4.2. Indicadores Bioldgicos
Um indicador bioldgico é definido como a presenca ou auséncia de uma determinada
espécie numa area especifica, associada a determinada condicdo ambiental. O processo
passa por seleccionar uma espécie representativa e observar alteracdes na sua populacéo,
que passam a ser indicadores das condigbes dos outros componentes bioldgicos do
ecossistema. Para consenso de aplicacdo foram estabelecidas caracteristicas ideais para

caracterizar a qualidade de um indicador biologico (Visser & Parkinson 1992):

Ser capaz de responder de forma rapida e cuidada, a um distirbio no solo;

e Reflectir os aspectos de funcionamento do ecossistema;

Ser economicamente viavel;

Ter distribuicdo universal e independente de sazonalidade.

4.2.1. Indicadores Classicos para avaliacdo do solo
Os indicadores bioldgicos usados em maior frequéncia como indicadores de
contaminacdo fecal sdo designados comummente como classicos e apresentam-se em
3 grupos: Coliformes totais e fecais; Enterococos fecais e Fungos (SENAC/ DN 2001).

Em termos praticos o indicador bioldgico mais utilizado para determinar a qualidade
do solo, tem sido o grupo dos Coliformes, totais e fecais. Estas bactérias tém presenca
usual no trato intestinal dos seres vivos. Ocorrem em elevado ndmero e representam
10% da flora intestinal. Caracterizam-se por serem organismos Gram -, em forma de
bastonete, ndo esporulados, facultativamente anaerébicos, oxidase-negativa, crescem
em condicBes aerdbicas em meio de cultura selectivo, capazes de fermentar lactose em
48h a 37°C. Neste grupo encontramos espécies como Escherichia coli, Enterobacter

aerogenes, Klebsiella pneumoniae, (Ferreira & Sousa 1998).
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O grupo designado por Enterococcos fecais é também reconhecido por ser responsavel
por contaminagdo fecal proveniente de animais, sendo nesse sentido utilizado como
indicador bioldgico. Caracteriza-se pela sua capacidade de crescimento a 45°C, na
presenca de 40% de sais biliares e em concentrages de cloreto de sodio de 6,5%
(inibidores de coliformes e maioria das bactérias). Neste grupo incluem-se
Enterococcus faecalis. Enterococcus faecium, Enterecoccus durans (Ferreira & Sousa
1998).

Por altimo o grupo do Fungos, estes microrganismos tém presenca dominante no solo,
podem ser simbiontes ou patogénicos de plantas, no entanto a sua accdo foca-se
principalmente na decomposicdo de matéria organica. Na imensa diversidade deste
grupo incluem-se espécies como Penicillium, Mucor, Fusarium, Cladosporium,
Aspergillus (Ferreira & Sousa 1998).

4.3. Microbiologia do Solo
S0 muitos os organismos que habitam os solos, desde os visiveis a olho nu até aos de
dimensBes microscopicas, que em conjunto formam uma comunidade viva e vibrante. O
solo providencia uma diferenciada gama de habitats para procariotas, representativos de
uma enorme diversidade genética. Em apenas um grama de solo € possivel encontrar
quilémetros de hifas e mais de 10° bactérias das mais diversas espécies e origens. Na
composicdo do solo podemos observar areas com maior ou menor concentracdo de
microrganismos, (tabela 1). A superficie o solo é enriquecido com matéria em
decomposicdo e outros nutrientes, apresentando um concentracdo elevada de
microrganismos, no subsolo por ser pobre em nutrientes, observa-se um decréscimo
destas populacdes. A sustentabilidade da biomassa € determinada por um conjunto de
factores, tais como: actividade bioldgica, variagdes de pH, mineralizacdo do solo,

temperatura e percentagem de agua (Eldor 2007).

Os microrganismos presentes no solo em maior percentagem sdo as bactérias, estas sao
particularmente importantes em consequéncia da sua diversidade metabdlica, sendo as
espécies mais comuns: Bacillus, Clostridium, Arthrobacter, Pseudomonas, Rhizobium,

Azotobacter e Nitrobacter (Ferreira & Sousa 1998).

As populagdes de bactérias do solo sdo estimadas através de contagem em placas em
meio nutriente, e esses numeros sdo subestimados por esse método, devido a ndo ser

possivel reunir num Gnico meio de cultura todos os nutrientes ou condicbes de
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crescimento, e outras exigéncias necessarias para todos os microrganismos do solo
(Tortora, Funke, & Case, 2005).

Tabela 1. Microrganismos encontrados porgrama em varias profundidades de um solo tipico de jardim.
Adaptado de Alexander, 1991.

Numero de microrganismos por grama de um solo tipico de jardim em varias

profundidades
Profundidade Bactérias Actinomicetes Fungos Algas
cm
(3—8) 9.750.000 2.080.000 119.000 25.000
20-25 2.179.000 245.000 50.000 5.000
35-40 570.000 49.000 14.000 500
65-75 11.000 5.000 6.000 100
135-145 1.400 - 3.000 -

4.4. Quimica do solo

A composicdo quimica do solo proporciona o ambiente para 0S organismos, é
necessario ter em consideracdo a sua massa e 0S principais componentes; agua, materia
organica dissolvida, matéria ndo organica, O% e CO? A biogeoquimica do solo é
determinada  principalmente por reaccOes éacido-base e oxidacdo-reducdo,
consequentemente as actividades termodinamicas de protdes e electrfes na solugéo do
solo definem o ambiente quimico que controla a actividade microbiana (Tortora et al.
2008).

4.4.1.pH do Solo

A acidez é um tributo importante uma vez que influéncia muitas das reaccGes quimicas
e bioldgicas que ocorrem no solo. O pH é directamente responsavel pela actividade das
populagdes microbianas. O solo torna-se mais &cido quando bases como, o calcio,
magneésio, potassio e sodio, sdo removidos do solo e substituidos por ides de hidrogénio,
assim sendo regifes mais humidas apresentam um solo mais acido. Sabe-se que um solo
mais acido tem tendéncia a ter um aumento da populacdo de fungos, reduzindo a
percentagem de bactérias presentes, o que resulta numa alteracdo na taxa de

decomposicdo da matéria organica e residuos organicos (Batie etal. 1993).

4.5. Temperatura do Solo
Muitos processos quimicos, fisicos e bioldgicos que ocorrem no solo sdo influenciados
pela temperatura. O aumento da temperatura acentua a mineralizacdo da matéria

organica e acelera a decomposicdo dos residuos vegetais, o0 que leva a um aumento das
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taxas de reacc¢Oes fisiologicas acelerando a difusdo de substratos solGveis no solo. A
subida da temperatura pode também alterar a composicdo da populagdo microbiana,
influenciada pelo aumento das taxas de difusdo molecular e pelo decréscimo da
solubilidade dos gases presentes no solo, o que leva a um atraso no metabolismo
microbiano, (figura 1). Sdo poucos o0s solos que conseguem manter temperaturas
uniformes, devido & variagdo horaria e sazonal. Um solo hamido € menos susceptivel a
variacGes de temperatura, entre outros factores a exposicdo a intensidade e irradiacao

solar é fundamental para regular a temperatura do solo (Eldor 2007).

W % de actividade microbiana

Figura 1. Actividade microbiana em resposta atemperatura. Adaptado de Eldor, 2007.

4.6. Concentracdo de Agua no Solo
A concentracdo de agua afecta a composicdo do solo nos seguintes aspectos: nivel de

humidade, ventilacdo, natureza e quantidade de matéria sollvel, pressdo osmdtica e pH.

O potencial hidrico do solo determina a energia que um organismo tem de gastar para
obter &gua a partir do solo, a actividade aer6bica microbiana tem um potencial 6ptimo
de — 50 KPa, & medida que que varia a saturacdo do solo este potencial pode decrescer
ou aumentar. Os fungos sdo geralmente considerados como mais tolerantes ao aumento
do potencial hidrico (Eldor 2007) (tabela 2).

Tabela 2. Tolerancia de diferentes organismos ao potencial hidrico do solo. Adaptado de Eldor, 2007.

KPa Organismos
-1500 Rhizobium, Nitrosomomas
-1000 Clostridium, Mucor
-2500 Micrococcus, Penicillium
-6500 Xeromyces, Sacchoromyces
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5. Populagdo microbiana

5.1. Populagdo Microbiana Normal

Os seres humanos tém o seu primeiro contacto com microébios no momento do parto,
sendo os lactobacilos os primeiros microrganismos a colonizar os intestinos de um
recém-nascido. Outros microrganismos serdo introduzidos no corpo através da
respiracao e alimentacdo. Esses microrganismos permanecem no organismo ao longo da
vida, (figura 2), em resposta a condi¢fes ambientais podem aumentar ou diminuir, séo
normalmente inofensivos e colonizam varias partes do organismo incluindo a pele. O

corpo humano tem em média 1x10** células bacterianas, (Tortora et al. 2008).

Nariz e garganta

(sistema respiratorio superior)
Pele
Estafilococos (Staphylococcusepidermis)
Othos —3 . .
Corinebacterias
Boca —0m™ —M=

Mucosa Nasal

Estafilococos (Staphylococcusaureus)
Orafaringe/Nasofaringe
Estreptococos grupo viridans
Neisseria comensal

Fusobacterias (anaerohios)

Intestino

Enterobactérias (E. coli)

Anaerdbios

Candida (albicans)

Uretra distal

Estafilococos (Staphylococcusepidermes)
Corinebacterias

Vagina

Lactobacilos

Pele

Intestino grosso

Figura 2. Localizagdo da microbiota normal no corpo humano. Adaptado de Prats, 2006.

5.2. Populagdo Microbiana Normal vs Hospedeiro

A populagdo microbiana normal pode beneficiar o hospedeiro prevenindo o crescimento
excessivo de microrganismo nocivos, esta ac¢do denomina-se de antagonismo
microbiano, e caracteriza-se pela competicdo de nutrientes entre espécies. Quando o
equilibrio entre as duas floras é alterado pode ocorrer episodio de doenca. A relagdo
entre populacdo microbiana normal e hospedeiro é denominada de simbiose, que pode

ser classificada em diferentes tipos (Tortora et al. 2008):

e Comensal —um dos organismos € beneficiado sem afectar o outro.
e Mutualismo —ambos o0s organismos sao beneficiados,

e Parasitsmo —um dos organismos € beneficiado em fun¢do do outro.

21



5.3. Microrganismos Oportunistas

A simbiose pode sofrer alteracfes provocadas por um desequilibrio. Em condicdes
propicias um organismo mutualista, como a E. coli, pode tornar-se patogénico, para isso
basta que deixe o seu habitat natural, o intestino grosso, e migre até outros locais do
corpo, como a bexiga ou pulmdes. Considera-se uma predisposicdo para este estado
quando um individuo saudavel sofre uma lesdo na pele ou nas membranas mucosas, ou
gue seja um individuo imunodeprimido como por exemplo um portador de VIH (virus

da imunodeficiéncia humana) (Braunwald et al. 2002).

5.4. Bactérias Patogénicas

Diariamente sdo identificados possiveis agentes causadores de doenca, este nimero tem
vindo a aumentar maioritariamente devido aos estudos que se dedicam a analisar o
disturbio ecoldgico introduzido pelo VIH e por outros agentes de imunossupressao.
Bactérias, virus, fungos, protozoarios e helmintas anteriormente desconhecidos ou que
sO actuavam em animais ou meio-ambiente, juntam-se actualmente a lista de potenciais
agentes patogénicos para humanos (tabela 3). Esta lista altera-se constantemente, devido
a introducdo de novas tecnologias que permitem identificar novos agentes e accles de
saneamento e vacinacdo que tém por fungdo erradicar ou enfraquecer a acgdo do agente

patogénico (Schaechter 1999).

Tabela 3. Principais grupos e géneros de bactérias potencialmente patogénicas para humanos. Adaptado
de Schaechter, 1999.

Espiroquetas Bacilos Gram -
Treponema Legionella
Borrelia Bordetella
Leptospira Haemophilus
Cocos Gram - Pseudomonas
Neisseria Bacilos Gram — Entéricos
Cocos Gram + Escherichia
Staphylococcus Shigella
Streptococcus Enterobacter
Bacilos Gram + Salmonella
Bacillus Proteus
Clostridium Yersinia
Listeria Parasitas intracelulares
Corynebacterium Chlamydia
Mycobacterium Rickettsia
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6. Estabelecimento da Doenca

6.1. Classificacdo de Doengas Infecciosas
As doencas sdo classificadas em funcdo de como se comportam dentro de um

hospedeiro e em determinada populacdo, avaliando sinais e sintomas.

Qualguer doenca que se dissemina de um hospedeiro para outro, directa ou
indirectamente, € chamada de Doenga Transmissivel (exemplo herpes e tuberculose).
Denomina-se de Doenca Contagiosa, quando ocorre facilmente a disseminagdo de
humano para humano, por exemplo varicela. Considera-se uma Doenga ndo
Transmissivel quando ndo ocorre disseminagdo entre hospedeiros, a causa consiste na
presenca de microrganismo comensais que ocasionalmente provocam doenca ou entéo
por introducdo de microrganismos patogenicos no corpo, por exemplo o tétano (Tortora
et al. 2008).

6.2. Contaminacao

Ao longo dos tempos, estudos tém demonstrado que objectos inanimados, como 0s
baloicos, escorregas, areias entre outros, tem um papel importante na transmissao de
agentes patogénicos para humanos. A transmissdo pode ocorrer por contacto directo
entre a boca e superficie, ou contacto indirecto através da contaminacdo das maos que
posteriormente vao contaminar objectos que serdo levados a boca, sendo que as
principais vias de entrada dos agentes patogénicos serdo as vias aéreas superiores. No
entanto, existem outras vias de exposicdo como os olhos, cortes ou arranhdes na pele
(Reynolds et al., 2005).

6.3. Reservatdrios de Infeccéo

Define-se por reservatorio o habitat de um agente infeccioso, no qual este vive, cresce e
se multiplica. Considera-se que o reservatorio seja indispensavel para a perpetuacdo do
agente infeccioso, ao passo que a fonte de infeccdo é responsdvel pela eventual

transmissdo (Morais 2009)(Sommer et al. 2010)

Reservatorio humano

A maioria das doencas infecciosas tem o humano como reservatorio. O homem é
considerado como portador do agente infeccioso e pode transmitir a doenca directa ou
indirectamente a outros individuos. Sendo que o homem pode ser assintomatico para a
doenca (Sommer et al. 2010)
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Reservatorio animal

As doencgas infecciosas que sdo transmitidas em condicdes normais de animais para o
homem sdo denominadas zoonoses. Por norma, essas doengas sdo transmitidas de
animal para animal, o contagio ao homem ocorre acidentalmente, contacto directo com
os dejectos do animal, contaminagdo de alimentos ou &gua, consumo de animais

infectados ou por artropodes (Morais 2009).

Reservatorio ambiental

As plantas, o solo e a &gua podem comportar-se como reservatorios para alguns agentes
infecciosos. Como exemplo, a bactéria Legionella pneumophila, tem a dgua como
reservatorio, sendo encontrada com frequéncia em sistemas de aquecimento de agua,
tais como na 4gua das torres de refrigeracdo existente nos sistemas de circulagéo de ar,
humidificadores, etc.; o solo é o reservatério do Clostridium botulinum, produtor da
toxina botulinica (Tortora et al. 2008) (Moya et al. 2010) .

6.4. Mecanismos Microbianos de Patogenicidade

Para provocar doenca, a maioria dos agentes patogénicos tem de ter acesso ao
hospedeiro, aderir aos tecidos do mesmo, penetrar ou iludir as defesas e lesar os tecidos.
Mas nem todos 0s microrganismos causam doenca atraves da lesdo em tecidos,
centrando 0s seus mecanismos de patogenicidade na acumulacdo de produtos toxicos. O
conhecimento das estruturas moleculares da superficie microbiana, a sua interaccdo com
0 hospedeiro e a resposta do hospedeiro é fundamental para uma compreensdo dos
processos basicos das infeccbes e doencas. A entrada do microrganismo baseia-se nas
caracteristicas biolégicas do microbio e reflecte a presenca de factores microbianos
especificos e necessarios para a persisténcia e crescimento num determinado tecido. No
entanto, € de esperar que estes microrganismos encontrem variados mecanismos de

defesa do organismo, que vao tentar erradicar o “ataque” (Braunwald et al. 2002) .

6.4.1. Adeséo

Um agente patogénico pode aceder praticamente a qualquer parte do organismo humano,
uma vez no seu interior necessita de se fixar aos tecidos, dando inicio ao processo de
aderéncia. Este processo envolve moléculas de superficies que se encontram no agente
microrganismo denominadas de ligantes ou adesinas que se vao ligar a receptores que se
encontram na superficie celular de determinados tecidos do hospedeiro. As adesinas

compreendem intmeras estruturas de superficie que sustentam a adesdo ao tecido e

24



promovem a entrada do microrganismo na célula, como também suscitam respostas dos
hospedeiros fundamentais para o0 processo patogénico. A maioria das adesinas estudadas
sdo glicoproteinas ou lipoproteinas, sendo 0s receptores na sua maioria agucares
(Tortora et al. 2008).

6.4.2. Crescimento

Uma vez estabelecidos num local da mucosa ou da pele, os agentes patogénicos tem de
se replicar antes de induzir infeccdo ou doenca. Para crescerem as bactérias necessitam
de adquirir nutrientes especificos ou sintetiza-los a partir de percursores disponiveis no
tecido do hospedeiro, o que pode determinar a especificidade das superficies lesadas por
determinado microrganismo, como por exemplo o virus Influenza na mucosa

respiratoria (Braunwald et al. 2002).

6.4.3. Evasao

Os hospedeiros tém uma variedade de mecanismo de defesa, que permitem detectar a
presenca de agentes patogénicos e contribuem para a eliminacdo dos mesmos. Barreiras
fisicas como a pele, que apresenta componentes de accdo antimicrobiana, como por
exemplo o pH ou a secrecdo de componentes toxicos para muitos micrébios, assim
como a saliva, lagrimas ou muco contém factores antibacterianos, como a lisozima, e
factores antivirais como os interferdes. Entre outros exemplos encontra-se a flora
comensal do trato vaginal e gastrointestinal que interfere na capacidade dos agentes

patogénicos em colonizarem e infectarem o hospedeiro (Ferreira & Sousa 1998).

Se 0 agente agressor sobreviver a estes factores, terd ainda que enfrentar as respostas
fagocitaria, endocitica e inflamatoria, que o sistema imunitario acciona, além dos
factores genéticos do hospedeiro que determinam o nivel em que um patogenico pode

sobreviver e replicar-se (Braunwald et al. 2002).

Variados microrganismos tem a capacidade de alterar os seus antigénios, através da
activagdo de genes alternativos, antes do hospedeiro conseguir preparar uma resposta
imunitaria, este processo denomina-se de Variacdo Antigénica. Nas bactérias Gram-
positivo, a presenca de capsula, parede celular rigida, permite que estas sobrevivam em
ambientes desfavoraveis, servindo de resisténcia bacteriana a fagocitose (Tortora et al.
2008).
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6.4.4. Invasao dos tecidos

Quando o agente agressor supera as defesas do hospedeiro leva geralmente a ocorréncia
de lesdo celular. Para penetrar na célula os microrganismos usam a proteina actina que
se encontra no citoesqueleto. Através de proteinas de superficie denominadas de
invasinas, 0s microrganismos rearranjam os filamentos de actina, que por sua vez levam
a que uma estrutura citoplasmatica da célula do hospedeiro se projecte mantendo assim
o0 contacto. Algumas bactérias utilizam a proteina caderina, que liga as jungdes, para se
moverem de uma célula para outra, formando assim uma rede de transporte entre as

células do hospedeiro (Tortora et al. 2008).

O agente agressor pode lesar as células de quatro formas:

1) Absorvendo os nutrientes do hospedeiro;

2) Provocando uma lesdo directa nas estruturas vizinhas ao local da invasao;

3) Produzindo toxinas, que transportadas pela corrente sanguinea vao provocar lesdes

em tecidos e locais distantes do ponto de invaséo;
4) Induzindo reacc¢des de hipersensibilidade
7. Antimicrobianos

7.1. Descobertae evolugédo de antimicrobianos
Para que seja possivel entender a resisténcia microbiana aos antibidticos é necessario

recuar no tempo e analisar a descoberta e evolucdo destes compostos.
7.1.1. Definicdo de Antibidtico

1889 —Vuillemin propde o termo “antibiose”, que define como o antagonismo dos seres

vivos em geral (Davies & Davies 2010);

1942 — Waksman aplica o nome “antibiotico” que define como substancia produzida por
microrganismos, antagonista ao desenvolvimento ou a vida de outros microrganismos
em altas diluigdes no meio bioquimico do nosso corpo. Com a evolugcdo da medicina, o
uso diario do termo, incluiu os agentes antibacterianos sintéticos (Davies & Davies
2010).
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7.1.2. A evolucdo de antimicrobianos
A evolugdo dos antimicrobianos divide-se em trés grandes eras.

Alcaldides
A primeira data de 1619, ano em que se anotaram 0s primeiros registos de sucesso no
tratamento de Malaria (Zaffiri et al. 2012).

Na década de 1860, Joseph Lister estudou o efeito inibitorio de substdncias quimicas
sobre as bactérias e como aplicar os seus conhecimentos directamente na medicina.
Usando fenol para esterilizar instrumentos cirdrgicos obteve resultados significativos na
diminuicdo da taxa de mortalidade associada a cirurgia. Alguns autores atribuem esse

evento como o inicio da accdo antimicrobiana, e por esses motivo é conhecido como o

pai da cirurgia asseptica (http://www.historylearningsite.co.uk/joseph _lister.htm,
consultado em 12-09-13).

Em 1880 Louis Pasteur e Jules Francois Joubert foram os primeiros a reconhecer o
potencial clinico dos agentes antimicrobianos como terapéuticos

(http//www. historylearningsite.co. uk/louis pasteur.htm, consultado em 12-09-13).

Compostos Sintéticos

A segunda era inicia-se com o marco da descoberta de salvarsan por Paul Ehrlich em
1909, utilizado no tratamento de doengas causadas por tripanossomas e outros
protozoarios. Em 1910 Ehrlich testou o 606, composto arsénico, e demonstrou que este
composto era activo contra o treponema causador de sifilis. Foi usado como tratamento
de sifilis até a data de 1940, altura em que foi substituido por penicilina. A penicilina
havia sido sintetizada por Alexander Fleming em 1929, mas o seu potencial ndo fora

explorado devido a sua instabilidade (Zaffiri etal. 2012).

A eramoderna dos Antibidticos

A terceira era, conhecida como a era moderna dos antibioticos, foi marcada pelo
controlo das infecgdes por estreptococos e pneumococos através do uso de sulfonamidas.
Alguns autores mencionam a data de 1940 como o inicio da terceira era, com 0s
primeiros relatos feitos em Oxford por Ernest Boris Chain, sobre as propriedades do
extracto de Penicillium notatum. Hoje conhecida como penicilina, apos a sua sintese,
comecou a ser produzida pela "School of Patology at Oxford", porém quando

administrada em seres humanos com infeccdes, era rapidamente excretada, necessitando
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de novas administragdes, (http://www.historylearningsite.co.uk/louis pasteur.htm,

consultado em 12-09-13). Dessa forma, a penicilina descoberta em 1929, com 0 seu uso
clinico definido em 1940 deu origem a mais variada e mais utilizada classe de
antibidticos, os fB-lactdmicos (Chambers & Deleo 2009).

Em 1944, Selman Waksman na procura de antibidticos com efeitos menos tdxicos,
juntamente com o estudante Albert Schatz, isolou a estreptomicina de uma estirpe de
Streptomyces, o primeiro composto eficaz na terapéutica conta a tuberculose e por isso
recebeu 0 Prémio Nobel da Medicina em 1952
(http ://www. historylearningsite.co.uk/medical changes from 1945.htm, consultado em
12-09-13).

Em 1948, Waksman isolou a neomicina. O seu método de procura por novos compostos

dominou a indUstria farmacéutica durante décadas (Davies & Davies 2010)

Sabe-se hoje que todos os agentes terapéuticos que tiveram sucesso, tinham entre si
propriedades em comum: os antimicrobianos devem exercer uma actividade microbiana
letal ou inibitéria e em altas diluicbes no meio bioquimico do corpo humano. Estando
em contacto com os varios tecidos do corpo, ndo devem influenciar a funcdo do 6rgao
ou tecido e ndo devem ter efeitos danosos. Devem ser estaveis, com baixa taxa de

excrecdo e ter optima difusdo (Finch et al. 2010)

A resisténcia bacteriana era o principal entrave a evolucdo de novos compostos. Os
novos antibioticos produzidos eram derivados dos que ja existiam, com propriedades
semelhantes as conhecidas anteriormente, apesar disso, e ap6s um século de estudos e
controle quase total sobre as infecgGes bacterianas. A resisténcia bacteriana tornou-se
um sério risco de salde publica sendo necessario adoptar medidas urgentes para a
controlar. A Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) declarou a resisténcia bacteriana

como uma das trés maiores ameacas para a salde humana(Nature 2010).

7.2. Resisténcia microbiana

Uma das razOes mais importantes e sustentadas para a condugdo da descoberta de
antimicrobianos durante o século XX foi a resisttncia dos microrganismos aos
antibioticos. Simplificando, a resisténcia é o continuo crescimento de microrganismos
na presenca de antibioticos em concentragdes citotoxicas (Wright 2007). Embora a

resisténcia aos antibidticos seja um problema persistente, desde que estes foram
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introduzidos, € o aumento do numero, diversidade e variedade de organismos resistentes

que provoca grande preocupacdo (Tenover 2006)

Os organismos multirresistentes sdo actualmente um desafio para a medicina moderna
(Levy & Marshall 2004). Existem pelo menos duas classes de organismos
multirresistentes, a primeira sdo agentes patogénicos conhecidos, muitos dos quais
classificados nos mesmos géneros e espécies que as bactérias existentes na flora
comensal do ser humano, mas que por algum motivo adquiriram genes de resisténcia
aos antibidticos e que frequentemente apresentam umaumento da viruléncia. A segunda
classe € composta por agentes patogénicos oportunistas, que sdo frequentemente de
origem ambiental e geralmente s6 infectam individuos imunocomprometidos
(McGowan 2006) (Lupo et al. 2012).

Inicialmente as infecgcBes causadas por bactérias resistentes a antibidticos ocorreram
principalmente em ambiente hospitalar, onde o uso de antimicrobianos foi mais
aplicado e por extensos periodos. As bactérias portadoras de genes de resisténcia
antimicrobiana téma vantagem de ter uma sobrevida que facilita a sua disseminacao. Os
esforcos para reduzir as infeccOes hospitalares, especialmente as que envolvem
resisténcia a antimicrobianos, sdo um dos principais focos dos servicos de saude, mais
recentemente, um factor que tem sido igualmente perturbador, 0 aumento da tendéncia

para a propagacdo de bactérias resistentes na comunidade (Furuya & Lowy 2006).

A principal razdo para esta tendéncia, reflecte o aumento do volume do uso de
antimicrobianos em todo o mundo, estudos indicam que existe uma relacéo directa entre

0 uso de antibidticos e a extensdo da resisténcia (Goossens et al. 2005).

A maioria destes medicamentos sdo utilizados em ambiente ambulatério, e estudos
estimam que metade é prescrita para indicacdes inadequadas, como infeccbes virais
(Huang 2005).

7.2.1. Antimicrobianos pB-lactamicos

Antimicrobianos B-lactimicos séo considerados os agentes antimicrobianos de maior
sucesso desde o inicio da era antibidtica. Logo ap6s a introducdo da penicilina,
microrganismos capazes de destruir os -lactamicos foram referenciados, ressaltando a
facilidade destes microrganismos patogénicos desenvolverem resisténcia aos f-

lactamicos (Jacoby 2009).

29



Em agentes patogénicos Gram-negativo, a produgdo de B-lactamases é o principal
mecanismo envolvido na resisténcia adquirida aos antibioticos B-lactdmicos. Quatro
classes de B-lactamases tém sido descritas: A, B, C e D. As classes A, C e D séo
enzimas com uma molécula de serina no centro activo, que catalisa a hidrolise do anel
B-lactdmico atraves de um intermediario acil de serina, enquanto as enzimas da classe B
requerem um coactor de metal (por exemplo de zinco na sua forma natural) para
funcionar e, por essa razdo, sdo também referidos como metalo-p-lactamases (MBLS)
(Bush et al. 1995).

Para superar a resisténcia de -lactamase mediada, uma combinacdo de antibidticos -
lactimicos e um inibidor de B-lactamases, tem sido amplamente utilizada no tratamento

de infecgdes humanas (Pérez-Llarena & Bou 2009).

7.3. Meio Ambiente vs Resisténcia Microbiana

Muitas vezes assume-se que 0s antibidticos sdo compostos introduzidos no meio
ambiente pelo homem, e que por sua vez tém por consequéncia promover a resisténcia.
Na realidade, muitos dos antibioticos de relevancia clinica, sdo naturalmente produzidos
pelos microrganismos existentes no meio ambiente. A funcdo destas pequenas
moléculas produzidas naturalmente ainda ndo sdo totalmente compreendidas (Yim et al.
2007), mas pode incluir papéis como a comunicagdo bacteriana através de células de

sinalizacdo (Davies 2006).

Estes compostos podem ter impacte sobre as populagdes microbianas de varias maneiras,
incluindo a seleccdo de populagcdes que possuem mecanismos de resisténcia a pequenas
moléculas (Yim et al. 2007). A presenca destes compostos no meio ambiente raramente
é considerado como uma potencial contribuicdo para a resisténcia, mas € evidente que
h& um nivel de fundo de resisténcia que deve ser contabilizado (Schmitt et al. 2006) . O
dogma historico entende que a resisténcia ao antibiotico ndo deve estar presente num

local onde ndo tenham sido utilizados antibioticos (Singer et al. 2006).

Quando os dados de resisténcia a antibioticos sdo analisados nas mais variadas escalas
geograficas, como por exemplo através de sistemas de vigilancia, sdo detectadas
significantes diferencas nos perfis isolados de resisténcia aos antibidticos (Swaminathan
et al. 2006). Um dos principais desafios neste tipo de estudo é caracterizar
correctamente a exposicdo aos antibidticos e qualquer outro factor que possa induzir

alteracdes na resisténcia (Singer et al. 2006). Por conseguinte, um dos mais dificeis
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aspectos dos estudos ecoldgicos é a seleccao adequada de comparagdo (controlo), uma
vez que requer o conhecimento do potencial da causa da resisténcia (Lipsitch & Samore
2002)(Sommer et al. 2010).

Talvez o aspecto mais dificil na concepc¢do do estudo de resisténcias a antibioticos é a
inclusdo de rotas e as probabilidades de transmissdo, as bactérias podem ser
disseminadas em varios locais, e como tal a resisténcia pode ser encontrada em diversas
areas, independentemente de qualguer método de seleccdo. A transmissdo € uma fonte
de novos genes de resisténcia e ndo apenas o potencial de amplificagdo de genes
existentes (Lipsitch & Samore 2002).

7.4. Mecanismo de Resisténcia

As bactérias adquirem resisténcia aos antibioticos, como resultado de mutacdes
cromossémicas ou por trocas horizontais de material genético entre espécies de
bactérias (Watanabe 1963)(Stokes & Hall 1989). A troca genética ocorre de varias
maneiras, incluindo transducdo, transformacdo e conjugacdo. Estes eventos genéticos
ocorrem na presenca ou na auséncia de antibioticos. Ha4 no entanto, varias formas em
que a contribuicdo da utilizacdo de agentes antimicrobianos induz resisténcia aos
mesmos: 0 efeito concomitante selectivo, a vantagem competitiva subsequente desse
efeito e a transferéncia genética bacteriana. A vantagem do efeito selectivo da-se em
simultineo com a morte do microrganismo e a sobrevivéncia dos microrganismos
resistentes ou seja estes persistem e perpetuam. O efeito competitivo erradica os agentes
patogénicos e ndo patogénicos, criando um vazio no ambiente normal que pode
predispor um individuo a colonizagdes menos indcuas (resistentes) (Barza & Travers
2002). Por ultimo, a genética bacteriana permite a transferéncia para a sobrevivéncia da
resisténcia antimicrobiana, ndo apenas na descendéncia genética de estirpes resistentes

mas também em linhagens independentes de bactérias (Furuya & Lowy 2006).

Para um organismo resistente sobreviver, o seu mecanismo de resisténcia deve ser
sustentdvel, mesmo na auséncia de pressdo selectiva (antibioticos), a maquinaria
genética adicional ndo deve colocar uma restricdo significativa da sobrevivéncia
(Furuya & Lowy 2006) (Lupo et al. 2012).
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Objectivo
O principal objectivo deste trabalho é a analise microbioldgica dos pisos de varios

parques infantis na zona de Lisboa.

Pretendeu-se com este estudo determinar quais 0S microrganismos presentes nos
parques infantis (indicadores de contaminacdo fecal, potenciais patogénicos),
relacionando a sua presenca em maior ou menor quantidade com as condicGes de
higiene do parque, o tipo de populagdo que o frequenta, e ainda relacionar com as

condi¢Bes climatéricas aquando da colheita das amostras.

Um segundo objectivo deste estudo foi verificar se as bactérias isoladas apresentavam

resisténcia a antibidticos, procedendo posteriormente a sua caracterizacdo molecular.

O estudo tem como objectivo final confirmar que os parques infantis sdo potenciais

fontes de contaminagdo para as criangas e demonstrar a necessidade de um controlo

regular dos mesmos e a sua desinfeccdo periodica.
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Materiais e Métodos

1. Colheitadas amostras

As colheitas dos seixos (piso dos parques) realizaram-se entre 0s meses de Dezembro de
2010 e Agosto de 2011, com intervalos de duas semanas, o que perfez um total de 18
colheitas. Foram seleccionados seis parques infantis da area metropolitana da cidade
Lisboa: Parque Alameda Afonso Henriques; Parque Jardim Constantino; Parque
Eduardo VII; Parque Jardim das Amoreiras; Parque Jardim da Estrela e Parque Ceuta

(Alcantara).

As amostras foram colhidas em trés pontos distintos do solo de cada parque, foram
acondicionadas em sacos de plastico, identificadas e mantidas em contentor térmico até
chegarem ao laboratério para andlise (figura 3). O material que compde a amostra é
identificado como seixo.

Figura 3. Recolha da amostra no local e acondicionamento das amostras em contentor térmico

2. Andlise Microbiolégica

Para cada amostra foram pesados 25g e adicionados a 225ml de &gua peptonada
tamponada estéril (APTE) (Buffered Peptone Water (ISO) Oxoid). Esta mistura foi
sujeita a agitacdo durante 40 minutos (119 rpm). O método utilizado para isolar e
quantificar os microrganismos foi a filtragdo. Aliquotas de 10ml e 500 ul foram filtradas,
utilizando filtros de nitrocelulose de 45 um, e os respectivos filtros colocados nos meios
de cultura especificos para o isolamento dos diferentes microrganismos (figura 4).

= MacConkey Agar (Oxoid) — Coliformes Totais (incubacdo: 37°C/24H) e
Coliformes Fecais (incubagdo: 42°C/24h)
= Slanetez Bartley (Oxoid) - Enterecocos Fecais (incubagdo: 42°C/24H)
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= Baird Parker (Oxoid) - Staphylococcus aureus (incubagdo:37°C/48H)
» Rose Bengal Chloramphenicol Agar (Oxoid) — Fungos (incubagdo: 25°C/72H)
= Brillance Candida (Oxoid) - Candida albicans (incubacéo: 25°C/72H)

Figura 4. Sequéncia de trabalho descrita no ponto 2.

2.1. Pesquisa de Salmonella

Para a pesquisa de Salmonella a suspenséo de APTE coma amostra foi incubada a 37°C
durante 24h. Apés a incubagdo foram inoculados 100 pl desta suspensdo em dois meios
liquidos diferentes, Rapapport e Muller Kauffmann (ambos selectivos para Salmonella).
Estes foram incubados por 24h a 37°C e apds essa incubacdo aliquotas de 100 pl de
cada um foram inoculadas em meio agar cromogénico Brillance Salmonella (Oxoid).
Este foi entdo incubado também por 24h a 37°C.
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2.2. ldentificacdo e Caracterizacdo dos Microrganismos isolados

Apos a incubacdo dos meios de cultura foi efectuada a contagem do ndmero de
unidades formadoras de coldnias (ufc) que se desenvolveram a superficie dos mesmos.
Foi estudada a evolucéo da flora microbiana durante os meses em que decorreu o estudo.
Foram seleccionadas, de forma aleatéria, algumas colonias dos meios de MacConkey
(incubado a 42°C) e Slanetz (tendo por base o numero e aspecto morfoldgico), para
serem identificadas recorrendo a testes bioquimicos. Para tal, as colénias seleccionadas

foram primeiro isoladas em Triptona soja agar (TSA), e posteriormente identificadas.

2.2.1. Coloracédo de Gram

E um método de coloragio de bactérias, que permite diferenciar as bactérias com
diferentes estruturas da parede celular. O método consiste em corar um esfregago
bacteriano, fixado pelo calor, com os reagentes cristal-violeta, lugol, alcool-acetona e
fucsina, conforme o protocolo de execugdo. As bactérias que adquirem a cor violeta s&o

Gram-positivo e as que adquirem cor rosa/vermelho sd@o Gram-negativo (tabela 4).

Tabela 4. Classificacdo de bactérias consoante acoloragdo de Gram. Adaptado de Brancrof, 2002

Gram-positivo Gram-negativo
Cocos Bacilos Cocos Bacilos Cocobacilos
Sthaphylococcus sp. Bacillus Neisseria Escherichia Brucella
Streptococcussp. Clostridium Klebsiella Bordetella
Corynebacterium Salmonella Haemophilus
Mycobacteria Shigella
Lactobacillus Proteus
Listeria Pseudomonas
Vibrio
Pasturella

2.2.2.Testes Bioguimicos de Identificacdo de Microrganismos

Apobs caracterizagdo da bactéria através da coloragcdo de Gram, torna-se necessario
proceder a testes bioguimicos, atraves da verificacdo das transformacdes quimicas que
ocorrem a determinado substrato, pela accdo das enzimas de um dado microrganismo.

Na pratica estes testes podem ser usados como meio de identificacdo do microrganismo.
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Teste da Catalase

A catalase é uma enzima que actua sobre a agua oxigenada (peroxido de hidrogénio, 3 a
5%) originando agua e oxigénio. A prova ¢ efectuada colocando uma gota de peroxido
de hidrogénio numa lamina, em seguida com uma ansa de plastico coloca-se uma
colénia em contacto com a gota. O teste é considerado positivo quando ocorre
efervescéncia (borbulhar). Neste estudo o teste foi usado nos cocos Gram positivo para
diferenciar Sthapylococcus, que séo catalase positiva, de Streptococcus, que sdo catalase

negativa.

Teste da Oxidase
O teste de oxidase € um procedimento para determinar a presenca ou auséncia de

actividade do citrocromo C nas bactérias.

Esta actividade depende da presenca de um sistema de citrocromo oxidase intracelular
que catalise a oxidacdo do citocromo C atraves de oxigénio molecular que, por sua vez,
ird funcionar como receptor final de electrfes no sistema de transporte de electres do
organismo. Na presenca de oxigénio na atmosfera e de citrocromo C, esta enzima oxida

0 reagente fenilenodiamina, para formar um composto colorido violeta, o indofenol.

O procedimento utilizado no nosso laboratorio consiste em colocar um disco branco
(Oxoid) sobre uma lamina, impregnar o disco com um gota de Oxidase Reagent
(Biomérieux®), colocar uma colénia no disco (usar uma ansa de plastico) e aguardar
pelo resultado num tempo maximo de 60 segundos. O teste é considerado positivo

quando ocorre reac¢do e o produto adquire cor violeta.

Teste Coagulase
Este teste é utilizado para distinguir espécies patogénicas de Sthaphylococcus de

espécies ndo patogenicas.

As coagulases sdo enzimas com capacidade de coagular o plasma sanguineo através de
um mecanismo semelhante ao da coagulacdo normal. A prova da coagulase consistia em
adicionar a um tubo com Freeze-Dried Rabbit Plasma (Biokar diagnostics) uma coldnia
isolada do meio Braid Parker, que deverad respeitar os seguintes critérios: ser de cor
preta e com halo,“Baird-Parker Agar” contém as fontes de carbono e nitrogénio
necessarias ao seu crescimento. A glicina, o cloreto de litio e a telurite de potassio

actuam como agentes selectivos. A gema de ovo é o substrato para detectar a producéao
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de lecitinase e, além disso, a actividade da lipase. Os estafilococos produzem colénias
cinzento escura a preto devido a reducdo de telurite; os estafilococos que produzem
ultrapassam a gema do ovo e provocam zonas transparentes em volta das respectivas
colénias. Pode formar-se uma zona opaca de precipitacdo devido a actividade da lipase”
(GmbH & BD Diagnostic Systems 2003).

A formacéo de coagulos apds uma incubacdo de 24h/37°C ¢ interpretada como resultado
positivo para coagulase. Caso ndo ocorra coagulacdo a prova devera ser considerada

negativa.

API®

O método estabelecido para identificacdo manual de microrganismos ao nivel da
espécie, foi a galeria APl BioMérieux®, um sistema utilizado na identificacdo de
bactérias Gram-positivo, Gram-negativo e leveduras. O sistema oferece uma vasta base
de dados acessivel através da internet (apiweb servico ™), onde € possivel aceder a

identificacdo com base num perfil numérico.

Em conjunto com os resultados obtidos nos testes acima descritos e com base na gama
de API® apresentada pelo fabricante, seleccionou-se o tipo de teste API® a aplicar para

identificar os isolados (tabela 5).

Tabelas. Critérios aplicados na seleccdo dagaleria API a utilizar.

Bacilos Gram Negativo Cocos Gram Positivo
Oxidase Negativa Oxidase Positiva Catalase Negativa Catalase Positiva
API®20E API®20NE API®Strep AP1®Staph

API®20E — Identificacio de espécies e subespécies de Enterobacteriaceae e espécies ou

grupos ndo fermentadoras Gram -.
API®20NE — Identificacdo de espécies Gram negativo ndo-Enterobacteriaceae
API®20Strep — Identificacdo de Streptococcus e Enterococcus

AP1®Staph — Identificacdo de Sthaphylococcus
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2.3. ldentificacdo de Fungos

Candida albicans

O meio seleccionado, Brillance Candida (Oxoid) € um meio cromogeénico e identifica as
espécies de Candida através de diferentes coloragbes; as colonias de cor verde
correspondem a Candida albicans, sendo assim imediata a sua identificacdo e

quantificag&o.

Bolores

Os meios utilizados (Cooke Rose Bengal) para o isolamento de fungos, nomeadamente
bolores, foram observados 72h apds a inoculacdo, isto para que ocorresse crescimento
que permitisse a identificacdo das espécies através de visualizacdo ao microscopio. A
preparacdo das laminas consistiu em retirar com ansa ou bisturi, uma pequena porcao
das diferentes coldnias visiveis, colocar sobre uma lamina com Azul Lactofenol, cobrir

com lamela e observar ao microscopio com objectiva de 40x.

3. Testes de susceptibilidade a antimicrobianos
Existem varias técnicas para determinar a sensibilidade dos microrganismos aos
antibiéticos, mas no geral o principio baseia-se na determinacdo da capacidade que um

microrganismo tem para se reproduzir in vitro, na presenca destes compostos.

3.1. Resisténcia a Ampicilina

Para verificar a existéncia ou ndo de resisténcia a Ampicilina, os isolados identificados
foram inoculados em meio de cultura LB agar (Sigma-Aldrich) com Ampicilina
Trihidratada (Sigma-Aldrich) (numa concentragdo final de 50 mg/ml). Se se verificasse

crescimento o isolado era considerado resistente.

3.2. Antibiograma

As bactérias que apresentaram resisténcia a Ampicilina foram testadas para outros
antibiéticos. O antibiograma foi executado pela técnica de Kirby-Bauer (pelo método de
difusdo em agarose). A formacdo de um halo em torno do disco corresponde a
sensibilidade do microrganismo ao farmaco; os halos sdo medidos e o valor obtido
permite classificar os organismos como, sensiveis, intermédios ou resistentes aos
agentes antimicrobianos (de acordo com os critérios do Clinical and Laboratory
Standards Institute). Para execucdo do antibiograma foram seleccionados 0s seguintes

antibidticos:
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= Cefoxitina — FOX

» Ceftazidima — CAZ
* Imipenem — IPM

= Cefotaxina — CTX

= Gentamicina — CN

= Ciprofloxacina — CIP

=  Amoxacilina + 4cido clavulamico — AMC

3.3.  Testes de Inibicéo

Para as bactérias que apresentaram resisténcia aos antibidticos AMC, FOX e CTX,
foram realizadas provas de inibicdo de B-lactamases do tipo cefalosporinases (Amp C-
type) por adicdo de 154 de cloxacilina aos discos de AMC, FOXe CTX .

Para determinar a ac¢do das bombas de efluxo em algumas bactérias que apresentaram
resisténcia aos antibidticos, foi realizada uma prova adicional, que consistia em

impregnar os discos de IPM e MPM com 15l de reserpina.

A inibicdo da presenca de metalo—p—lactamases foi efectuada por aplicacdo 15pl de
acido etileno-diamino tetra-acético (EDTA) a 10mM ao disco de IPM. Todos os testes
de inibicdo foram efectuados em paralelo com os discos de antibidoticos sem o0s

inibidores, de modo a comparar os halo de inibicdo sem e com inibidores.

4. Caracterizacdo Molecular por PCR
Para caracterizacdo dos genes de resisténcia em isolados de E. coli, que apresentaram
resisténcia a Ampicilina e Amoxicilina + &cido clavulanico, foi realizada a técnica de

PCR (reaccdo de polimerizacdo em cadeia).

A reaccdo de PCR é uma técnica in vitro que permite a amplificacdo de sequéncias
especificas de acido desoxirribonucleico (ADN), sendo a caracteristica mais importante
a capacidade de amplificar exponencialmente copias de ADN a partir de uma reduzida

quantidade de material.

A técnica de PCR esta desenhada de acordo com o principio natural de replicacdo de
ADN, o processo decorre em trés passos, que em conjunto se designam como um ciclo e
que se repete um numero especifico de vezes. No final do primeiro ciclo obtemos duas
novas cadeias de ADN idénticas a cadeia original, quando completado o namero total de

ciclos programados obtemos um elevado nimero de copias.
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4.1. Desnaturacdo

O processo de desnaturacdo do ADN é obtido pelo aumento da temperatura (acima dos
90°C), de modo a separar as duas cadeias simples permitindo a ligacdo de
oligonucle6tidos iniciadores conhecidos como primers (http://www.roche.pt/,
consultado em 30-06-13)

4.2. Hibridizagdo ou Annealing

Os primers gque sdo sequéncias sintéticas de nucledtidos de pequenas dimensdes, entre
20 a 30 pb, marcam as extremidades da sequéncia alvo. Numa reaccdo de PCR sdo
adicionados dois primers (foward e reverse), um para cada cadeia simples de DNA que
foi separada durante o passo de desnaturacdo, estes hibridizam com a sequéncia
complementar. Para que este passo ocorra sem erros a temperatura de annealing
encontra-se entre 40 °C e 65 °C, dependendo do comprimento dos primers e da sua
sequéncia; a temperatura ideal esta dependente da percentagem de bases GC da
sequéncia a amplificar, e a sua optimizacdo permite elevada especificidade

(http/Awww.roche.pt/, consultado em 30-06-13).

4.3. Extensdo

Apos a ligacdo dos primers as sequéncias complementares de ADN, a temperatura
eleva-se a aproximadamente 72 °C e a enzima Taq polimerase (ou equivalente) replica a
cadeia de ADN. A Taq polimerase € uma polimerase de ADN recombinante do

organismo Thermus aquaticus, que se mantém activa a temperaturas elevadas.

O processo de sintese é iniciado numa zona com cadeia dupla, incorporando o0s

nucle6tidos complementares a sequéncia alvo e utilizando os dNTPs em solugéo.

A extensédo inicia-se sempre no extremo 3’ do primer, criando uma cadeia dupla a partir
de cada uma das cadeias simples. A Taq polimerase sintetiza exclusivamente na

direccdo 5’ para 3’ (http//www.roche.pt/, consultado em 30-06-13).

4.4. Extraccdo de ADN
Para a extraccdo de ADN dos isolados, necessério a técnica de PCR, foi utilizado o Kit
de extraccdo RTP Bacteria DNA Mini Kit (Invitek, Quilaban), de acordo com as normas

de utilizacdo indicadas pelo fabricante.
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4.5. Amplificagdo do gene EampC em Escherichia coli

Os primers utilizados para esta amplificacdo foram cedidos pelo laboratorio de
Microbiologia da Faculdade de Farméacia de Lisboa, e tm como alvo a amplificacdo do
gene EampC B-Lactamase em Escherichia coli, as suas sequéncias nucleotidicas foram
adaptadas a partir de literatura referente a outros estudos realizados em Escherichia coli
(Doi et al. 2004).

Os ensaios de PCR foram realizados no termociclador MJ Mini (BioRad), as condicdes
de corrida foram: pré-desnaturagdo de 94°C por 3 min, 34 ciclos de desnaturacdo a 94°C
por 1 min, hibridacdo dos primers a 55°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min
seguidos de uma extensdo final de 72°C por 7 min. As sequéncias dos primers, tamanho

dos produtos e a temperatura de anneling encontram-se descritos na tabela 6.

Tabela 6. Caracteristicas e condi¢6es dos primers usados para deteccéo do gene EampC.

Primers  Gene Alwo Sequéncias Temperatura  Tamanho  Referéncia
(57-3") anneling produto

EampF EampC ATGTTCAAAACGACGCTCTG 55°C 1093 pb (Doi et al.

EampR CGGTAACTCTCGCTGGATTG 2004)

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 1%. Apos electroforese a

100V durante 45 min a 1h, o gel foi visualizado e fotografado sobre luz UV no aparelho

UV Transilluminator.

4.6. Purificacdo do Produto de PCR

A purificacdo do produto de PCR teve como objectivo preparar a amostra para o
processo de sequenciacdo, esta técnica permite eliminar contaminantes e produtos
excedentes que resultam da amplificacdo e que sdo prejudiciais no processo de

sequenciacao.

Para a purificagdo das amostras foi utilizado o kit Invisorb Fragment CleanUp (Invitek,

Quilaban) de acordo com as normas recomendadas pelo fabricante.

4.7. Sequenciagdo

A sequenciacdo foi efectuada no exterior por uma empresa.

41



4.8. Analise de Resultados
Os geis foram analisados manualmente e as sequéncias obtidas foram analisadas e
tratadas recorrendo a software de utilizacdo livre disponivel na internet, que permitem

identificar e comparar os resultados.

- Blast: Basic Local Alignment Search Tool
(http://blast.ncbi.nlm.nih.qov/Blast.cqi)
- Clustalw2 (http//www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?/)

- BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)

- Mega4d (http//www.megasoftware.net/)

- NCBI: National Center for Biotechnology Information

(http:/Avww. ncbi.nlm. nih.gov/)
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Resultados

1. Analise Social dos Parques Infantis

Os resultados obtidos em laboratério foram enquadrados na realidade social que cada
parque apresenta, tendo em consideracdo a localizacdo geografica, a condicdo
socioecondmica dos utilizadores, o meio ambiente envolvente, a fauna e flora, e por
ultimo as condigdes e estruturas fisicas do espaco. Todas estas variaveis alteram e
contribuem para a discrepancia de quantidade e diversidade de espécies encontradas nas

analises realizadas.

1.1. Parque Alameda
Localiza-se no Jardim da Alameda Afonso Henriques em Lisboa, o jardim destaca-se
pela sua grande dimensdo e pela Fonte Luminosa. Caracteriza-se por um grande relvado

ladeado por arvores, na sua maioria pinheiros e palmeiras.

O jardim esta dotado de parque infantil (figura 5), mesas de jogo e miradouro, é
frequentado de modo sazonal por turistas de vérias faixas etarias, ao longo do ano sdo
os residentes que frequentam o espaco que se encontra envolvido pela actividade
socioecondmica existente na Alameda. Esta caracteriza-se como um misto de zona
comercial de média actividade com zona residencial e local de passagem uma vez que

se encontra junto a um polo de transportes publicos.

E possivel determinar que este jardim é frequentado por uma classe socioecondmico de
nivel médio, que a preservagdo do espaco € cuidada, no entanto a data deste estudo o
parque infantil apresentava alguma detioracdo ao nivel das estruturas fixas e era

frequente encontrar-se lixo proveniente dos utilizadores do espago.

N&o sendo autorizada a presenca de animais no interior do parque infantil, € de referir
que a vedagédo que limita o espago do parque infantil permite 0 acesso a animais sem
dono ou sem vigilancia, assim como é necessario admitir que todas as espéecies inerentes

ao jardim (aves, répteis e pequenos roedores) tém acesso a este espago.
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Figura 5. Instalagdes do parque infantil da Alameda

1.2. Parque Constantino

Localiza-se no Jardim Constantino em Lisboa, na freguesia de Sdo Jodo de Arroios,
caracteriza-se por ter uma dimensdo reduzida, cerca de 0,28 hectares, composto por
canteiros e lago com fontanério, a flora deste jardim foi considerada como interesse
publico devido a presenca de uma espécie rara de arvore, Melaleuca styphelioides
(http ://Iwww.cm- lishoa.pt/equipamentos/equipamento/info/jardim-constantino

consultado em 29-07-2013).

O jardim esta dotado de parque infantil, instalagdes sanitéarias e quiosque com esplanada,
é frequentado pela populacdo residente, no entanto € muito frequente a presenca de um
pequeno grupo de sem-abrigo que utilizam o espago como local de permanéncia diurna.
Em resultado desta situacdo o jardim apresenta uma imagem descuidada ao nivel da

higiene.

O jardim foi alvo de intervencdo de requalificagdo em 2009/2010, o facto de o quiosque
encontrar-se a poucos metros do parque infantil serve como vigilancia ao espaco,
permitindo algum cuidado com as instalacdes. O parque encontra-se cercado por uma
vedacdo, com entrada por um pequeno portdo que se encontra habitualmente fechado
reduzindo assim 0 acesso a animais como caes ou gatos, no entanto todo este jardim é

habitat de muitas espécies de pequeno porte, na sua maioria aves e roedores (figura 6).
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Figura 6. Instalacdes do parque infantil do Jardim Constantino.

1.3. Parque Eduardo VII

Localiza-se no Parque Eduardo VII de Inglaterra em Lisboa, no topo da Avenida da
Liberdade na freguesia de S&o Sebastido da Pedreira, destaca-se pela sua grandiosa
dimensdo, na ordem dos 26 hectares, onde se pode encontrar longos jardins de relvado,

zonas de calcada portuguesa e zonas arborizadas.

No total da sua composicdo o parque estd dotado dos seguintes equipamentos: Pavilhdo
dos Desportos, Estufa-fria, lagos, conjunto de estatuéria, restaurante com esplanada,

parque infantil, miradouro, coreto, Parque de merendas e quiosque ( http://www.cm-

lisboa.pt/equipamentos/equipamento/info/pargue-eduardo- vii-de- inglaterra  consultado

em 29-07-13). Considerado pelos guias como um local de interesse turistico, este jardim

é visitado diariamente por elevado nimero de pessoas.

Dos seis Parques infantis analisados neste estudo, este € o Unico que se encontra dotado
de vigilante presente durante o horario de funcionamento, sendo que ndo € permitida a
permanéncia de adultos sem estarem acompanhados de criangas. O Parque infantil
encontra-se inserido nos jardins do Parque Eduardo VII, cercado por vedacdo alta, o
acesso faz-se por porta, no seu interior o espaco é dividido em trés zonas de recreio,
edificio e jardins (figura 7). Destaca-se por apresentar excelentes condicdes de higiene e

manutencdo das estruturas.

Apesar de ndo ser permitido o acesso a animais, toda a envolvéncia e a proximidade da
Estufa-fria, leva a que seja frequentado por aves de espécies menos frequentes em
outros locais da cidade, e pela habitual fauna inerente aos jardins.
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Figura 7. Instalagdes do parque infantil do Jardim do Parque Eduardo VII.

1.4. Parque Amoreiras

Inserido no Jardim Amoreiras na freguesia de Sdo Mamede, este jardim ¢é limitado pela
estrutura final do aqueduto das aguas livres e no seu subsolo encontra-se a Mée d agua.
O Jardim dispde de Parque Infantil, lago, quiosque e esplanada, distribuidos por 0,6 ha

(http://mvww.cm- lisboa.pt/equipamentos/equipamento/info/jardim-das-amoreiras-jardim-

marcelino-de-mesquita, acedido em 29-07-2013).

Considerado como espaco de lazer, com pouca actividade comercial, caracteriza-se por
ser uma zona residencial, o quiosque a poucos metros do parque infantil, permite a
vigilancia do espaco, no entanto centra uma grande quantidade de aves, nomeadamente

pombos que vao sendo alimentados pelos utentes.

A flora caracteriza-se pela diversidade de espécies de arvores que serve de habitat a
aves e animais inerentes ao jardim. As condi¢cBes de limpeza sdo satisfatorias, no
entanto dos seis parques, este € 0 que regista maior uso como local de passeio para

animais domésticos acompanhados pelos donos.

O Parque infantil é cercado por vedacgdo de estrutura muito baixa permitindo o acesso
total a animais, a data deste estudo os equipamentos apresentavam alguma degradacéo e

0 solo requeria manutencéo e limpeza (figura 8).
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Figura 8. Instalagdes do parque infantil do Jardim Amoreiras

1.5. Parque Estrela

Inserido no Jardim Guerra Junqueiro, conhecido por Jardim da Estrela na freguesia da
Lapa, € um espaco Unico pelas caracteristicas que o protagoniza, é um jardim fechado
por gradeamento, com portbes que permitem a entrada por diferentes acessos. Este
jardim é bastante completo em relagdo aos equipamentos disponiveis; no interior dos
seus 4,6 ha podemos encontrar: instalacdes sanitarias, casa de ferramentas, lago,
miradouro, coreto, jardim-de-infancia, centro de dia, biblioteca, café-esplanada,

polidesportivo informal e Parque infantil (http ://wvww.cm-

lisboa.pt/equipamentos/equipamento/info/jardim-da-estrela-jardim-querra-junqueiro
consultado em 29-07-2013).

O Jardim da Estrela tem uma dindmica muito propria e activa, serve como local de
passagem uma vez que comunica com Varias avenidas, situado numa zona residencial

com actividade comercial sustentada pelo polo de hospitais ai existentes.

O parque infantil beneficia do facto de o jardim ser detentor de oficina, sendo que as
instalacdes, equipamento e solo apresentam elevado estado de limpeza e manutencao
(figura 9). No entanto este espaco € conhecido pela sua diversidade de flora e fauna,
desde espécies exoticas de aves, cagados, patos, entre outros, que tem acesso ao espaco
de recreio infantil. E de referir que os residentes optam por passear 0s seus animais
domeésticos, cumprindo as recomendacdes de higiene e seguranca estipuladas pelo

jardim.
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Figura 9. Instalagdes do parque infantil do Jardim Guerra Junqueiro.

1.6. Parque Ceuta

O Parque infantil designado de Ceuta localiza-se na Avenida de Ceuta, na freguesia de
Alcantara, encontra-se inserido numa &rea polivalente integrada num bairro de insergdo
social. O local de implantacdo, distanciado da estrada por alguns metros, ndo é dotado
de espacos verdes, sendo que no interior do Parque existem arvores de grande porte, que
servem de habitat as poucas aves existentes. Nao é um local propicio a fauna, excepto

pequenos roedores e animais domeésticos ou sem dono.

O Parque tem dimensdes reduzidas, & data deste estudo apresentava elevado grau de
deterioragdo dos equipamentos, o solo requeria manutengdo urgente e ndo havia sinais
de manutencdo ou limpeza do espago, assim como ndo havia indicios de que fosse

frequentado por criangas (figura 10).

Figura 10. Instalagdes do parque infantil da Avenida de Ceuta.
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2. Condigbes Meteorologicas

A variabilidade e alteragdes climéaticas observadas e ocorridas por influéncia de
fendmenos extremos, com modificacdes acentuadas na temperatura e precipitacdo, tém
impacto nas actividades socioecondmicas e bem-estar da populagdo. “No clima os
fendmenos interessam pela sua duracdo ou persisténcia e pela sua repeticdo e sdo
caracterizados por valores médios, variacGes e probabilidades de ocorréncia de valores

extremos, relativamente aos varios elementos climéticos”(Couto, Miguel 2011).

A relacdo do clima associada a populagdo microbiana, é essencial para o entendimento
das variagdes quantitativas de microrganismos verificada sazonalmente, (Rodrigues et al.
2011). Elementos meteoroldgicos tais como: temperatura, humidade, temperatura do
solo e luminosidade retnem condicdo essenciais para o entendimento e distribuicdo

espacial destes seres vivos nos diversos ecossistemas naturais, (Tortora et al. 2008).

Alguns autores referem que as alteragdes que ocorrem durante as estagdes do ano, entre
0 solo e a cobertura vegetal, originam flutuacGes na actividade microbiana do solo que
se evidenciam mais a superficie onde a humidade e temperatura sdo mais variaveis,
(Rodrigues et al. 2011).

Este estudo propGe-se a relacionar o0 aumento e decréscimo da populacdo microbiana
com as condi¢des meteoroldgicas registadas durante a época de colheitas, o periodo de
colheitas decorreu durante 9 meses e permitiu abranger inverno, primavera e verao,
estacdes do ano que se caracterizam por serem distintas entre si, com variacfes de

temperatura e precipitacéo.

A data do trabalho de campo desenvolvido, o Instituto de Meteorologia de Portugal ndo
disponibilizava gratuitamente dados sobre as condicdes meteoroldgicas ocorridas por
datas especificas, como tal foi necessario recorrer a um site de informagdo

meteoroldgica internacional, http://www.wunderground.com/, que permite 0 acesso e

consulta do registo didrio das condigdes meteoroldgicas registadas na estagdo

meteoroldgica localizada no aeroporto de Lisboa.

Deste modo os valores apresentados referem-se a esse ponto geografico, ndo sendo
possivel determinar com exactiddao as condicdes registadas localmente em cada parque,

uma vez que estes sao distantes do ponto de referéncia.
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2.1. Precipitacdo

Na caracterizacdo do regime de precipitacdo considera-se a precipitacdo media anual e a
sua distribuicdo temporal ao longo das esta¢fes do ano, deste modo é necessario dispor
do nimero médio anual de dias com ocorréncia de precipitacdo relacionando a época

sazonal (Couto, Miguel 2011).

Os valores percentuais de precipitacdo ndo se encontram disponiveis para consulta,
como tal, a metodologia adoptada consistiu na criacdo de uma escala de 0 a 5 valores
para estabelecer a relacdo de dias em que ocorreu precipitacdo (0 — auséncia de
precipitacdo; 5 — maximo de dias com ocorréncia), os dados reportam aos 5 dias que
antecedem a colheita da amostra, (figura 11). A ocorréncia de precipitacdo registou o

padrdo esperado de acordo com as estagGes do ano sem alteracGes significativas.

5 Precipitacao

4

3

2

1 | 12 Colheita
0 m 22 Colheita

Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago

Figura 11. Ocorréncia de precipitagdo durante o periodo de colheitas

2.2. Temperatura Atmosférica

A temperatura do ar é medida através de termdmetros instalados em abrigos
meteoroldgicos, a 1,5 m de altura do solo e os valores exprimem se em graus Célsius
(°C), (Couto, Miguel 2011). E possivel afirmar que os valores da temperatura
mantiveram-se estaveis e corresponderam aos valores esperados para 0s periodos em
estudo. Regista-se uma diminuicdo da temperatura nos meses de verdo ainda assim
dentro da media registada em outros anos, sem alteragdes significativas (figura 12). Os

valores indicados correspondem a temperatura media (Anexo ).
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Temperatura

30

25

20 T

15
10 Z

°C/Colheita

Dec|Dec| Jan | Jan | Fev | Fev | Mar| Mar| Abr| Abr| Mai| Mai| Jun| Jun| Jul | Jul | Ago| Ago

I—Temp 101412 | 7 | 11|14 14|16 18| 18| 22| 23| 18| 22| 21| 24| 21| 20

Figura 12. Registo de Temperatura média das 24 horas que antecedemo dia da colheita, entre Dezembro
de 2010 e Agostode 2011.

3. Pesquisade populacdo microbiana no solo dos parques infantis.

Os parametros microbiologicos (indicadores de qualidade) a pesquisar neste estudo
foram adaptados do Relatorio de Qualidade das Areias em Zonas Balneares de 2010
(tabela 7). Para analise de dados foram adoptados os valores de referéncia publicados no
Relatério de Qualidade das Areias em Zonas Balneares de 2010 (tabela 8), (Branddo et
al. 2011). Verificou-se que todos os pargues registam valores muito acima dos VMR,

no entanto dentro dos VMA.

Tabela7. Parametros microbiolégicos quantificados.

Micologia
Fungos leveduriformes Fungos filamentosos
potencialmente
patogénicos
Candida albicans Aspergillus niger
Aspergillus sp
Fusarium sp
Cladosporium sp
Alternaria sp
Penicillium sp

Bacteriologia
Coliformes Totais
Coliformes fecais
Enterococos Fecais
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Tabela 8. Valores maximos recomendados (VMR) e Valores maximos admissiveis (VMA) referentes ao
painel de microrganismos em estudo. Adaptado de (Brandéo et al. 2011)

Parametros VMR VMA
Leveduras 3ufc/lg 60 ufc/g
Fungos potencialmente 5ufc/lg 85 ufc/g
patogénicos
Dermatdfitos 1lufc/g 15 ufclg
Coliformes totais 5ufc/g 100 ufc/g
Escherichia coli lufc/lg 20 ufc/g
Enterococos fecais lufc/lg 20 ufc/g

No parque Alameda, os meses com maior percentagem de Coliformes isolados sdo
Dezembro e Janeiro, a presenca de Enterococos fecais € mais significativa nos meses de
Dezembro a Maio (figura 13A). O facto de este parque estar totalmente exposto a raios
solares podera contribuir, em grande parte, para o decréscimo acentuado do nimero de
bactérias presentes no solo registado a partir do més de Margo e até Agosto. Os
resultados revelam situacdo semelhante na pesquisa de fungos, sendo que o nimero de
ufc/g de Candida albicans encontra-se dentro dos VMA, excepto na segunda colheita
do més de Janeiro e primeira colheita do més de Agosto (figura 13D). Podera ter
contribuido para este aumento, a percentagem de humidade no solo, uma vez que em

ambas as colheitas ocorreu precipitacdo nos dias que se antecederam.

O parque Constantino, sera no global dos parques analisados, 0 que apresenta 0s piores
resultados quantitativos, com nuameros elevados de ufc/g. Em relacdo ao padrdo
observado regista-se um ligeiro decréscimo no numero de populacdo bacteriana nos
meses de Marco, Abril e Agosto (figura 14A, 14B e 14C). Segundo a informacao
disponivel, nestes meses ocorreu precipitacdo e as temperaturas médias diarias
rondaram os 14 a 21 graus °C. Em compara¢do com 0s restantes meses nao se encontra
uma relagdo directa entre os fendmenos climatéricos e a diminuicdo da populacéo
bacteriana. Na pesquisa de fungos o padrdo mantém-se, embora se altere ligeiramente e
especificamente para a presenca de Candida albicans, em que o declinio populacional
se inicia logo no més de Fevereiro (figura 14E). Das variaveis possiveis propostas neste
estudo (precipitacdo, exposicdo solar, temperatura e contaminagdo via animal),

nenhuma se enquadra como resposta a este fenomeno.

Em contraste com os restantes parques, o parque Eduardo VII apresenta os melhores

resultados quantitativos com valores dentro dos VMA, revelando que os cuidados
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aplicados nestas instalacdes sdo satisfatorios. No total das 18 colheitas, a primeira
colheita de Agosto regista um aumento anémalo da populacdo microbiana,
provavelmente justificavel pela ocorréncia de precipitacdo, que consequentemente altera
a percentagem de humidade do solo, que quando associado a valores de temperatura
superiores a 20 °C, podera reunir condi¢fes favoraveis para crescimento da populagdo
microbiana (figura 15A, 15B e 15C). Os resultados da pesquisa de fungos séo
semelhantes aos restantes parques, elevada percentagem de bolores e nimeros mais

razoaveis, por vezes perto dos VMA, na espécie Candida albicans (figura 15D e 15E).

No parque Amoreiras é possivel observar um consenso de valores populacionais entre
os Coliformes totais e fecais, com picos elevados nos meses de Dezembro e Julho, mais
uma vez ndao foi possivel relacionar as condi¢fes climatéricas com este fendbmeno
(figura 16® e 16B). No entanto as caracteristicas fisicas e ambientais deste parque sdo
em muito semelhante &s do parque Constantino, ambos partilham o facto da presenca de
um quiosque de refeicbes nas mediacdes do parque infantil, assim como a falta de luz
solar directa. A populacdo de Enterococos fecais regista grandes variagdes ao longo das
18 colheitas (figura 16C). Os resultados da pesquisa de fungos revelam um padrao
estavel com valores muito elevados, sendo o parque com maior nimero de ufc/g nestas
espécies (figura 16D e 16E).

O parque Estrela ja foi descrito como um local de caracteristicas muito proprias, € um
espaco que dispdem de uma equipa de manutencdo que assegura a limpeza do parque
infantil. Era expectavel que os resultados traduzissem o facto de este parque se
encontrar inserido num jardim com fauna e flora diversificada, com caracteristicas que
ndo se encontram noutro local da cidade. A analise dos resultados revela que a
manutencdo e limpeza do solo do parque sdo satisfatorias uma vez que 0s nameros de
ufc/g de Coliformes totais e fecais embora registem valores elevados nos meses de
Dezembro e Janeiro, tem um decréscimo acentuado nos meses seguintes a excepcao da
segunda colheita dos meses de Abril e Julho (figura 17A e 17B). Em relacdo a
Enterococos fecais observa-se um padréo de diminuicdo populacional entre os meses de
Dezembro a Abril, seguido de auséncia total até ao més de Agosto (figura 17C). A
pesquisa de fungos apresenta variacdes ao longo das 18 colheitas (17D e 17E). Perante
estes resultados mais uma vez ndo foi possivel determinar o envolvimento das

condicOes climatéricas.
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O parque Ceuta contraria 0 que até agora foi demonstrado nos outros parques,
registando um acentuado aumento de Coliformes totais nos meses de Maio a Agosto,
com a particularidade de ocorrer apenas na primeira colheita de cada més, seguido de
auséncia total de Coliformes totais na colheita seguinte, excepto no més de Julho (figura
18A). Nos Coliformes fecais e Enterococos fecais € possivel observar dois picos de
aumento populacional e nas restantes colheitas os valores sdo significativamente
reduzidos chegando mesmo haver total auséncia destas bactérias (figura 18B e 18C). Os
fungos apresentam resultados semelhantes aos coliformes fecais mantendo um padrao
de aumento da populacdo a partir do més de Mar¢o mantendo se estdvel com nimeros
elevados até Agosto (figura 18D e 18E).
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Figura 13. Resultado da analise Bacteriana no solo do parque infantil Alameda (A) (B) (C); Resultado da analise Micol6gica nosolo do parque infantil Alameda (D) (E).
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Figura 14. Resultado da andlise Bacteriana no solo do parque infantil Constantino (A) (B) (C); Resultado da andlise Micoldgica no solo do parque infantil Constantino (D) (E).
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Figura 15. Resultado da anélise Bacteriana no solo do parque infantil Eduardo VII (A) (B) (C); Resultado da anélise Micoldgica no solo do parque infantil Eduardo VII (D) (E).
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Figura 17. Resultado da anélise Bacteriana no solo do parque infantil Estrela (A) (B) (C); Resultado da anéalise Micoldgica no solo do parque infantil Estrela (D) (E).
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Figura 18. Resultado da andlise Bacteriana no solo do parque infantil Ceuta (A) (B) (C); Resultado da analise Micolégica no solo do parque infantil Ceuta (D) (E).
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Alguns dos microrganismos isolados foram identificados. As bactérias foram
identificadas através de testes API®, os fungos foram identificados recorrendo ao

microscépio (tabela 9).

Tabela 9. Microrganismos isolados das amostras do solo dos seis parques infantis que foram identificados.

Bactérias
Acinetobacter baumannii/ calcoaceticus Lactococcus lactis spp
Aerococcus viridans Micrococcus sp
Aeromonas hydrophila/caviae Pontea
Butiauzella agrestis Pseudomonas
Brevundimonas vesicularis Pseudomonas aeruginosa
Citrobacter braakii Pseudomonas putida
Citrobacter freundi Salmonella
Citrobacter Koseri/ amalonaticus Salmonella choleraesuis ssp arizonae
Chryseobacterium indologenes Serratia Ficaria
Citrobacter youngae Serratia odorifera
Enterobacter Staphylococcus aureus
Enterobacter amnigenus Staphylococcus lentus
Enterobacter cloacae Staphylococcus xylosus
Enterobacter intermedius Klebsiella pneumoniae spp
Enterococcus durans Klebsiella oxytoca
Enterococcus faecium Kluyvera spp
E. coli Vibrio parahaemolyticus
Escherichia hermannii Vibrio vulnificus
Escherichia vulneris
Hafnia alvei
Fungos
Alternaria

Aspergillus sp
Aspergillus niger
Candida albicans
Fusarium
Geotrichum
Penicillium
Mucor

4. Pesquisa de resisténciaa agentes antimicrobianos

4.1. Ampicilina

Um dos objectivos propostos era determinar a presenca de resisténcia a agentes
antimicrobianos, para tal todas as bactérias isoladas foram submetidas a testes de
sensibilidade com o antibiético ampicilina. Num total de 18 colheitas, foram utilizadas
1224 placas de meio de cultura, das quais foram isoladas e identificadas 115 bactérias

que apresentaram resisténcia a ampicilina.

O parque Amoreias regista 0 maior nimero de bactérias resistentes a ampicilina,

seguido do parque Constantino. Provavelmente associado as caracteristicas que ambos
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0s parques partilham; existéncia de um quiosque com servico de refeicGes em esplanada,
a poucos metros do parque, propicio a concentragdo de aves que procuram alimento; o
tipo de vedacéo ineficiente e facilmente transposto por animais; 0 meio envolvente e a
densidade das copas arvores que ndo permite exposicdo solar; a falta de cuidado e
higiene por parte dos utilizadores, associada a inexistente limpeza e manutencéo do solo
do parque infantil. Os parques Ceuta, Alameda e Estrela registam valores muito
semelhantes. Dentro das caracteristicas de cada local é possivel determinar que a
limpeza e manutencdo do solo verificada no parque Estrela atenuam a contaminacao,
uma vez que este espago se encontra inserido num jardim de grandes dimensdes, que
serve de habitat a diversas espécies de animais que coabitam ou frequentam o parque
infantil. Os resultados obtidos na analise ao parque Eduardo VII eram expectaveis, uma

vez que retine boas condicdes de higiene, manutencao e seguranca do espaco (figura 19).

= Alameda

® Constantino

u Eduardo VII

= Amoreias

u Estrela
Ceuta

n= 115

Figura 19. Distribuicdo, por parque infantil, da presenca de microrganismos que apresentamresisténcia a
Ampicilina.

4.2. Antibiograma

Foi posteriormente estudada a sensibilidade dos 115 isolados a outros antibiéticos, para
identificar a presenca de resisténcias. Foram detectados 56 isolados que apresentaram
resisténcia a 2 ou mais agentes microbianos (figura 20). Ndo foram considerados 0s
isolados identificados como Enterococcus faecium, uma vez que este microrganismo €
conhecido pela sua resisténcia intrinseca a muitos agentes antimicrobianos, tem também
uma notavel capacidade de adquirir resisténcia a outros antibidticos, tais como
ciprofloxacina, eritromicina, tetraciclina, linezolida, vancomicina entre outros, sendo

expectavel os resultados obtidos (Tremblay et al. 2011).
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Susceptibilidade a Antibioticos
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Figura 20. Numero de bactérias isoladas com resisténcia a 2 ou mais antibioticos. Amp (ampicilina); Amc
(amoxicilina + &cido clavulanico); FOX (cefoxitina); CAZ (ceftazidima); CT X (cefotaxima); CN (gentamicina);
Verifica-se que os padrBes de resisténcia e multirresisténcia variam entre 0s parques
(tabelas 10 a 15). O parque Eduardo VII destaca-se dos restantes apresentando 0s
melhores resultados, com um reduzido nimero de isolados, sugerindo desde de inicio

que a prevencdo aplicada na limpeza e manutencdo do solo resultam no decréscimo do

numero de bactérias e consequentemente no numero de resisténcias (tabela 12).
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Tabela 10. Multirresisténcias detectadas nas bactérias isoladas a partir das amostras proveniente do solo
do parque infantil Alameda.

E
Identificacéo Amp Amc FOX CAZ CIP CN CTX IPM Tst

V

Staphylococcusaureus R

E. coli (3) R R

Pseudomonasaureginosa R R

Chryseobacter Indoligenes R R R

Vibrio parahaemolyticus (2) R

Pontea spp3 R R

Enterobacter Cloacae R

Serratia Plymuthica R

Brevundimona vesicularis R R R

Acinotbacter R R R

Enterobacter R

Escherichia hermannii R R

Enterobacter R R

Citrobacter braakii R

Citrobacter freundi R R R

AMP (ampicilinaem meioagar); AMC (amoxicilina+é&cido clavulanico) ; FOX (cefoxitina); CAZ (ceftazidima); CIP
(ciprofloxacina); CN (gentamicina); CT X (cefotaxima); IPM (imipenem); E-Tst V (E-teste Vancomicina). SG foram
anotados os resultados de Resistente (R), quando o halo correspondia a um valor de Sensivel ou Intermédio néo foi
considerado.

Tabela 11. Multirresisténcias detectadas nas bactérias isoladas a partir das amostras provenientes do solo
do parque infantil Constantino

E-
Identificacdo Amp Amc FOX CAzZ CIP CN CTX IPM Tst
\V
E. coli(7) R R
Enterococcusfaecium R R R R R
E. coli(4) R
Klebsiella oxytoca R R
Vibrio parahaemolyticus R R
Pontea spp3 R
Citrobacter Freundi R
Vibrio parahaemolyticus R R
E. coli R R R
Staphylococcus xylosos R R
Citrobacter braakii R R R R R
Enterococcusfaecium R R R R R R
Enterobacter cloacae R R
Escherichia hermannii R R R
Escherichia vulneris R
Citrobacter freundi R R R

AMP (ampicilinaem meioagar); AMC (amoxicilina+ &cido clavulanico) ; FOX (cefoxitina); CAZ (ceftazidima); CIP
(ciprofloxacina); CN (gentamicina); CT X (cefotaxima); IPM (imipenem); E-Tst V (E-teste Vancomicina; S6 foramanotados
osresultados de Resistente (R), quando o halo correspondia a um valorde Sensivel ou Intermédio nédo foiconsiderado.
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Tabela 12. Multirresisténcias detectadas nas bactérias isoladas a partir das amostras provenientes do solo

do parque infantil Eduardo VII.

E-
Identificacéo Amp Amc FOX CAZ CIP CN CTX IPM Tst
V
Enterobacter cloacae (2) R R
Enterococcus faecium R
Klebsiela oxytoca R
Enterococcus faecium R R R R
Staphylococcus xylosos R
E. coli (2) R R
Aeromonas R R

Hydrophila/caviae

AMP (ampicilinaem meioagar); AMC (amoxicilina+4cido clavulénico) ; FOX (cefoxitina); CAZ (ceftazidima); CIP

(ciprofloxacina); CN (gentamicina); CT X (cefotaxima); IPM (imipenem); E-Tst V (E-teste Vancomicina). S6 foramanotados

osresultados de Resistente (R), quando o halo correspondia a um valorde Sensivel ou Intermédio nao foiconsiderado.

Tabela 13. Multirresisténcias detectadas nas bactérias isoladas a partir das amostras provenientes do solo

do parque infantil Amoreiras.

Identificacéo

Amp Amc

E-

FOX CAZ CIP CN CTX IPM  Tst

\%

Rhizobium radiobacter
Serratia odorifera
Vibrio parahaemolyticus
E. coli (3)

Pseudomonas oryzihations
Staphylococcus xylosos
Citrobacter braakii
Salmonella cholerausuis
Citrobacter braakii
Vibrio vulnificus
Escherichia hermannii
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter braakii (2)
Escherichiavulneris
Citrobacter braakii
Enterococcus Faecium
Ebterococcus faecium
Enterobacter intermedius
Citrobacter
Koseri/famalonaticus
Enterobacter sakazakii
Escherichia hermannii (2)
Citrobacter freundi (2)

E. coli

ADXVOVDDODDODOVDODAO0O0D0IOO0O0IOIODO

DOVODO U O

X0 000

S

AMP (ampicilinaem meioagar); AMC (amoxicilina+é&cido clavulanico) ; FOX (cefoxitina); CAZ (ceftazidima); CIP

(ciprofloxacina); CN (gentamicina); CT X (cefotaxima); IPM (imipenem); E-Tst V (E-teste Vancomicina). S6 foramanotados

osresultados de Resistente (R), quando o halo correspondia a um valor de Sensivel ou Intermédio néo foiconsiderado.



Tabela 14. Multirresisténcias detectadas nas bactérias isoladas a partir das amostras provenientes do solo
do parque infantil Estrela.

E-
Identificacéo Amp Amc FOX CAZ CIP CN CTX IPM  Tst
Vv

Enterobacter cloacae
E. coli (3)

Enterobacter cloacae
Buttiauxella agrestis
Enterococcusfaecalis
Pseudomonas putida (2)
Serratiaficaria
Enterococcusfaecium R R R R R
Staphylococcuslentus
Enterobacter sakazakii/ E.
coli

Vibrio parahaemolyticus
Serratia ficaria
Enterococcusfaecium R R R R R R
E. coli/salmonella R R R

X000V IOADO

020 XUV X

AMP (ampicilinaem meioagar); AMC (amoxicilina+é&cido clavulanico) ; FOX (cefoxitina); CAZ (ceftazidima); CIP
(ciprofloxacina); CN (gentamicina); CT X (cefotaxima); IPM (imipenem); E-Tst V (E-teste Vancomicina). S6 foram anotados

os resultados de Resistente (R), quando o halo correspondia a um valor de Sensivel ou Intermédio ndo foiconsiderado.

Tabela 15. Multirresisténcias detectadas nas bactérias isoladas a partir das amostras provenientes do solo
do parque infantil. Alameda.

E
Identificacéo Amp Amc FOX CAZ CIP CN CTX IPM Tst
\Y/
Citrobacter freundi R R R R R
E. coli R
E. coli R R
Citrobacteryoungae R
Enterobacter sakazakii R S R R
Enterococcusfaecalis R R R R R R
Citrobacteryoungae R
Enterococcusfaecium (2) R R R R R R R R
Staphylococcis lentus R R
Buttiauxella agrestis R
Pseudomona luteada R
Enterobacter cloacae R
Pontea R R R
Enterococcusfaecium R R R R R
Pontea R R
Escherichia hermannii R R
Citrobacter freundi R R R

AMP (ampicilinaem meioagar); AMC (amoxicilina+acido clavulanico) ; FOX (cefoxitina); CAZ (ceftazidima); CIP
(ciprofloxacina); CN (gentamicina); CT X (cefotaxima); IPM (imipenem); E-Tst V (E-teste Vancomicina). S6 foram
anotados os resultados de Resistente (R), quando o halo correspondia a um valor de Sensivel ou Intermédio nao foi
considerado.
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4.3. Testes de Inibicdo de mecanismos de resisténcia a antibioticos
Para determinar 0os mecanismos de accdo de resisténcia aos agentes antimicrobianos
foram aplicados testes de inibicdo. Os ensaios foram realizados em isolados

seleccionados, consoante a combinacdo de miltiplas resisténcias.

4.3.1. Amc + FOX com adicdo de cloxacilina

A cloxacilina caracteriza-se por ser um antibidotico p — lactamico do grupo das
penicilinas, actua na sintese da parede bacteriana. Tem ainda a propriedade de inibir a
accdo da enzima AmpC impedindo assim a hidrolise do anel - lactamico. Num total de
9 isolados analisados, 8 demonstram que a adicdo de cloxacilina inibiu o crescimento
bacteriano, sugerindo a presenca do gene AmpC. Apenas 1 isolado, identificado como E.
coli, ndo apresentou reac¢do, mantendo o seu crescimento, 0 que podera ser o resultado
de uma sobre expressao do gene, uma vez que é possivel identificar uma ligeira reducao

da populagdo em redor do disco (figura 21) (Mirelis et al. 2006).

Figura 21. Ensaio com adicdo de 15pl cloxacilina aos discos de Amc (amoxacilina + &cido clavulanico) e
FOX (cefoxitina), as setas indicam crescimento bacteriano com ligeira redugdo da populagdo, ndo ocorreu
inibicdo da AmpC.

4.3.2. Amc + FOX + CTX com adicdo de cloxacilina

Dos 3 isolados analisados, quando adicionada cloxacilina a FOX e a CTX, apenas
ocorreu inibicdo de crescimento do isolado identificado como Citrobacter (proveniente
do solo do parque Ceuta), sugerindo a presenca do gene AmpC. E de referir que houve

crescimento de sub-populagdes dentro da &rea do halo, assinaladas por seta (figura 22).
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Figura 22. Ensaio com adicdo de 15l cloxacilina aos discos de Amc (amoxacilina + &cido clavulanico),
FOX (cefoxitina) e CTX (cefotaxima), observa-seinibicdo do crescimento bacterianos através do
aumento do didmetro do halo nos discos de FOX e CTX. As setas indicam a presencade sub-populagéo
na area do halo.

4.3.3. IPM + MPM com adi¢do de reserpine

Imipenem e meropenem sdo antibidticos com espectro de actividade muito amplo,
resistentes a beta-lactamases e activos contra microrganismos Gram+/Gram- e
anaerobicos, (Infarmed 2010). O bombeamento activo de antimicrobianos do meio
intracelular para o meio extracelular, denominado de efluxo activo, produz resisténcia
bacteriana a determinados antimicrobianos. O composto reserpine actua na inibicdo das
bombas de efluxo, (Chroma & Kolar 2010). Foi submetido a este ensaio o isolado
identificado como Citrobacter braaki, proveniente do solo do parque infantil
Constantino. N&o se registam alteracbes no didmetro do halo, sugerindo que o
mecanismo de resisténcia apresentado por este microrganismo, ndo tem origem nas
bombas de efluxo, mas sim em outro, sendo necessario proceder a outros ensaios para

determinar qual (figura 23A).

4.3.3.1. IPM com adigdo de EDTA

Quando se realizou o teste de inibicdo com o EDTA a Unica estirpe que apresentou um
aumento do halo de inibicdo para o Imipenemo foi o Citrobacter braaki. Para
confirmar o resultado apresentado foi efectuada nova analise como referido no ponto
4.3.3. N&o foi possivel reproduzir o resultado anterior, a estirpe apresentou sensibilidade
aos antibioticos estudados (figura 23B), 0 que sugere que 0S genes estavam num

plasmideo que foi inibido durante o periodo de conservacdo da estirpe bacteriana
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Figura 23. Teste de Inibicdo de bombas de efluxo com adicdo de 15ul de reserpine aos discos de IPM
(Imipenem) e MPM (meropenem), ndo houve alteragdo no halo de inibicdo (A). Testede inibicdo de
Metalo — p — lactamases com adicdo de15ul de EDTA (Acido Etileno-Diamino Tetra-Acético) ao disco
de IPM (Imipenem), ndo houve altera¢do no halo de inibi¢do (B).

5. Anélise Molecular

Apobs anélise dos resultados anteriores, foram elaborados critérios para a selec¢do de
isolados a serem sujeitos a analise molecular: o microrganismo escolhido deveria estar
presente em todos os parques, distribuido por vérias colheitas, apresentar 2 ou mais
resisténcias a antibidticos e ter elevada percentagem de identificacdo nos testes
bioquimicos. Deste modo foram seleccionados 17 isolados de E.coli com perfil de

resisténcia a Ampicilina e Amoxacilina + &cido clavulamico.

Os resultados obtidos sugeriam a presenca de B-lactamases AmpC em E. coli, e nesse
sentido optou-se por pesquisar 0 gene EampC, em detrimento de outros mecanismos de
resisténcia presentes em outros isolados, e susceptiveis de resultados mais relacionados

com a emergente disseminagdo de multirresisténcias.

5.1. Pesquisa do gene EampC

A técnica de PCR torna-se na ferramenta mais facil de aplicar na deteccdo de B-
lactamases, através da amplificacdo de todo o gene que codifica para as enzimas (gene
bla), ou de partes especificas do gene através de oligonucledtidos especificos da zona
alvo alvo. As sequéncias de genes estdo disponiveis em bancos de dados publicos, como
0 GenBank (http//www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), (Chroma & Kolar 2010).
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Das 17 amostras sujeitas a PCR, 4 deram resultados negativos e em 13 observou-se, no
gel apos electroforese, a banda acima dos 1000 pares de base (figura 18),
correspondente ao gene EampC. Dessas amostras, 8 foram seleccionadas para
sequenciacdo (tabela 15). Ap6s analise das sequéncias, a amostra 3 foi excluida, uma

vez que ndo reunia condi¢des de utilizacdo (tinha ma qualidade).
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Figura 24. Amplificacdo do gene EampC por PCR, asetaindica o local dos 1000 pb, as bandas acima dos
1000pb identificadas com algarismos correspondemas amostras de E. coli.

5.2. Analise das Sequéncias

Recorrendo ao programa Blast foi possivel comparar as sequéncias das amostras com a
sequéncia do gene EampC n.° AB108683. Todas revelaram uma elevada percentagem
de homologia (tabela 16).

Tabela16. Amostras submetidas a sequenciacao e percentagem de homologia com sequénciado gene
EampC.

Referéncia % de Parque
Identificacdo
1 A02MCK 88% Alameda
2 BO5SMCK 95% Constantino
3 B22MCK - Constantino
4 C32MCK 87% Eduardo VII
5 B032MCK 90% Constantino
18 B18MCK 88% Constantino
14 B032MCK 88% Constantino
15 A006MCK 94% Alameda
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O alinhamento das sequéncias através do software ClustalW2 (Anexo Il), permitiu
comparar as amostras entre si, juntamente com a sequéncia de referéncia. Foi ainda
adicionada uma sequéncia obtida através de bibliografia, da qual foram retirados os
primers utilizados na reacgdo de PCR (Doi et al. 2004). Aquando do tratamento das
sequéncias, recorrendo ao programa BioEdit, a parte inicial foi deletada entre 70 a 95 pb
em todas as amostras (esta zona das sequéncias apresentava ma qualidade). A
sequenciagdo com o primer forward ndo permitiu a sequenciacédo integral do gene, e as
sequéncias resultantes da sequenciacdo com o primer reverse revelaram-se de fraca
gualidade, pelo que tambémo fim do gene ndo esta presente (as sequencias tém entre
980 e 1070 pb). No entanto foi possivel determinar que, quando comparada com a
sequéncia original, as regides que se encontram disponiveis para alinhamento,
apresentam homologia confirmando a presenca do gene EampC nestas bactérias, ou seja

a presenca em E. coli isoladas a partir do solo dos parques infantis.

Ao longo do alinhamento das sequéncias verificam-se delecbes e substituicbes de
nucleotidos. Para determinar se estas alteracGes tém expressdo nas respectivas proteinas
efectuou-se a traducdo das sequéncias de nucledtidos, recorrendo ao programa
informético Mega4. A andlise do resultado revela alteragbes em um ndmero
consideravel de coddes. Segundo a literatura, esta proteina caracteriza-se pela presenca
de trés assinaturas distintas, regido de activagdo da B-lactamase, SVSK, na posicéo 80 a
84, aregido conservada KTG na posicdo 311 a 333 e por altimo a regido YXN ou YAN
na posicdo 166 a 168 conhecida como classificadora da classe C (figura 25). Através da
deteccdo das assinaturas genéticas conhecidas € possivel afirmar que estamos na
presenca de E. coli que expressam a proteina “inhibitor-sensitive AmpC beta-
lactamase” . No entanto, como terdo ocorrido modificacdes nas bases, seria necessario
efectuar estudos moleculares adicionais para detectar a origem, e quais as co nsequéncias

que estas representam na funcdo da proteina.
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E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
l14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1l+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
l+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

N I
10

R I
20

R I
30

MFKTTLCTLL ITASCSTFAA PQQINDIVHR
MFKTTLCTLL ITASCSTFAA PQQINDIVHR

QGKPYYFTWG
QGKPYYFTWG
QGKPYYFTWG
QGKPYYFTWG
QGKPYYFTWG
QGKPYYFTWG
QGKPYYFTWG
QGKPYYFTWG
QGKPYYFTWG

el

110
LSDPTTKYWP
LSDPTTKYWP
LSDPTTKYWP
LSDPTTKYWP
LSDPTTKYWP
LSDPATKYWP
LSDPTTKYCP
LSDPTTKYWP
LSDPATKYWP

el

160
YONWQPAWAP
YONWQPAWAP
YONWQPAWAP
YONWQPAWAP
YONWQPAWAP
YONWQPAWAP
YONWQPAWAP
YONWQPAWAP
YONWQPAWAP

cee

210
NHTWINVPSA
NHTWINVPSA
NHTWINVPPA
NHTWINVPPA
NHTWINVPPA
THTWINVPPA
NHTWINVPPA
NHTWINVPPP
THTWINVPCA

————————— ?

YADIAKKQPV
YADIAKKQPV
YADIAKKQPV
YADIAKKQPV
YADIAKKQPV
YADIAKKQPV
YADIAKKHPV
YADIAKKQPV
YADIAKKQPV

120
ELTAKQWNGI
ELTAKQWNGI
ELTAKQWNGI
ELTAKQWNGI
ELTAKQWNGI
ELTAKQWNGI
ELTAKQWNGI
ELTAKQWNGI
ELTAKQWNGI

170
GTQRLYANSS
GTQRLYANSS
GTQRLYANSS
GTQRLYANSS
GTQRLYANSS
GAQRLYANSS
GTQRLYANSS
GTQRLYANSS
GAQRLYANSS

220
EEKNYAWGYR
EEKNYAWGYR
EEKNYAWGYR
EEKNYAWGYR
EEKNYAWGYR
EEKNYAWGYR
EEKNYAWGYR
EEKNYAWGYR
EEKNYAWGYR
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POQOINDIVHR
—--?INDIVHR
—-—-—-INDIVHR

R
80

TQQTLFELGS
TQQTLFELGS
TQQTLFELGS
TQQTLFELGS
TQOTLFELGS
TQOTLFELGS
TQOTLFELGS
TQQTLFELGS
TQQTLFELGS

130
TLLHLATYTA
TLLHLATYTA
TLLHLATYTT
TLLHLATYTA
TLLHLATYTA
TLLHLATYTA
TLLHLATYTA
TLLHLATYTA
TLLHLATYTA

180
IGLFGALAVK
IGLFGALAVK
IGLFGALAVK
IGLFGALAVK
IGLFGALAVK
IGLFGALAVK
IGLFGALAVK
IGLFGALVVK
IGLFGALAVK

230
EGKAVHVSPR
EGKAVHVSPR
EGKAVHVSPG
EGKAVHVSPG
EGKAVHVSPG
EGKAVHVSPG
ERKAVHVSPG
EGNAVHVSPG
EGKAVHVSPG

N
40
TITPLIEQQOK
TITPL??Q0K
TITPLIEQQK
-?TPLIEQQK
TITPLIEQQOK
TITPLIEQQOK
TLTPLIEHQK
TLTPLIEQQK
-?TPLIEQQK
R -
920
VSKTFTGVLG
VSKTFTGVLG
VSKTFTGVLG
VSKTFTGVLG
VSKTFTGVLG
VSKTFTGVLG
VSKTFTGVLG
VSKTFTGVLG
VSKTFTGVLG

140
GGLPLQVPDE
GGLPLQVPDE
GGLPLQVPDE
GGLPLQVPDE
GGLPLQVPDE
GGLPLQVPDD
GGLPLQVPDE
GGLPLQVPDE
GGLPLQVPDD

190
PSGLSFEQAM
PSGLSFEQAM
PSGLSFEQAM
PSGLSFEQAM
PSGLSFEQAM
PSGLSFEQAM
PSGLSFEQVM
PSGLSFEQVM
PSGLSFEQAM

240
ALDAEAYGVK
ALDAEAYGVK
ALDAETYGVK
ALDAETYGVK
ALDAETYGVK
ALDAEAYGVK
PLDAETYGVK
VLDAEAYGVK
ALDAEAYGVK

R -
50
IPGMAVAVIY
IPGMAVAVIY
IPGMAVAVIY
IPGMAVAVIY
IPGMAVAVIY
IPGMAVAVIY
IPGMAVAVIY
IPGMAVAVIY
IPGMAVAVIY

100
GDATIARGEIK
GDATIARGEIK
GDAIARGEIK
GDAIARGEIK
GDATIARGEIK
GDATIARGEIK
GDATIARGEIK
GDAIARGEIK
GDAIARGEIK

150
VKSSSDLLRF
VKSSSDLLRF
VKSSSDLLRF
VKSSSDLLRF
VKSSSDLLRF
VKSSSDLLRF
VKSSSDLLRF
VKSSSDLLRF
VKSSSDLLRF

200
KTRVFQPLKL
KTRVFQPLKL
QTRVFQPLKL
QTRVFQPLKL
QTRVFQPLKL
QTRVFQPLKL
QTRVFQPLKL
QTRVFQPLKL
QTRVFQPLKL

250
STIEDMARWV
STIEDMARWV
STIEDMACWV
STIEDMACWV
STIEDMACWV
STIEDMGLLV
STIEDMACWV
STIEDMARWV
STIEDMARWV



E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1l+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
l+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

ce

260
OSNLKPLDIN
OSNLKPLDIN
RSNMNHRDIN
RSNLNPRDIN
LSNMNPRDIN
QOSSLKVRYIT
RSNMNPLDIN
QSNLNPRDIN
QOSNLKPLDIT

el

310
N---NKIALA
N---NKIALA
KRSDNKIALP
NGTVHKIALA
NGSGNKIALA
NGSDNKIALA
NGSGNKIALP
NGSGNKIALA
NGSDNKIALA

-
360

270
EKTLOQOGIQL
EKTLOOGIQL
DKTLOQGIQL
DKTLOQGIQL
DKTLQOQGIQL
EKTLOQOGIQL
DKTLOQOGIQL
DKTLOQGIQL
EKTLOQOGIQL

320
ARPVKPITPP
ARPVKPITPP
AHPVKAIPPP
AHPVKAITPP
APPVKAITPP
GKPVKAITPP
AHPVKAITPP
ARPVKAITPP
ARPVKAITPP

370

280
AQSRYWQTGD
AQSRYWQTGD
AQSRYWQTGD
AQSRYWQTGD
AQSRYWQTGD
AQSPIWQTGD
AQSRYWQTGD
AQSRYWQTGD
AQSRYWQTGD

330
TPAVRASWVH
TPAVRASWVH
IPVIP?———-
TPAVRASWVH
TPAVRASWVH
TPAVRASWVH
TPAVRASWVH
TPAVRASWVH
TPAVRASWVH

GIVMLANKNY PNPARVAAAW QILNALQ*
GIVMLANKNY PNPARVAAAW QILNALQ*

290
MYQGLGWEML
MYQGLGWEML
MYQGLGWEML
MYQGLGWEML
MYQDLGWEML
MYQGLGWEML
MYQDLGWEML
MYQGLGWEML
MYQGLGWEML

340
KTGATGGFGS
KTGATGGFGS
KTGATGGFGS
KTGATGGFGS
KTGATGGFGS
KTGATGGFGS
KTGATGGFGS
KTGATGGFGS

300
DWPVNPDIII
DWPVNPDIII
DWPVNSDIIV
DWPVNPDSII
DWPVNPDSII
DWPVNPDITII
DCPVNPDSII
DWPVNPDSII
DWPVNPDIII

350
YVAFIPEKEL
YVAFIPEKEL
YVAFIPEKEL
YVAFIPEKEL
YVAFNPEKEL
YRAFIPEKEL
YVAFIPEKEL
YVAFIPEKEL

Figura 25. Alinhamento da proteina inhibitor-sensitive AmpC beta-lactamase. As regides sublinhadas
correspondemao local activacdo da p-lactamase (SVSK), regido conservada (KTG), e class C motif

(YAN). E. coli EampC - sequéncia da proteina BAC99094.1( http:/Awww.ncbi.nlm.nih.gov/protein), geneAmpC — Sequéncia
editada da literatura (Doi etal. 2004); 15+EampcF, 5+EampcF, 14+EampcF, 2+EampcF, 4+EampcF, 18+EampcF,
1+EampcF— Sequéncia das amostrasde E. coliisolada nos solos dos parques infantis.
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6. Biocida

Em paralelo com o estudo proposto neste trabalho, mas fora dos objectivos do mesmo,
foi realizado um ensaio para determinar a acgdo/efeito do uso de um biocida como
desinfectante do solo (Marrow et al. 2009) Em primeiro lugar foi comprovada a
eficiéncia da actividade biocida de um composto usualmente utilizado com essa funcao.
O produto utilizado tem por base o iodo, e 0 ensaio foi conduzido em conformidade
com a norma AFNOR T 72-152 de Abril de 2006. Os resultados revelaram que o
composto se encontrava de acordo com as especificacdes da norma, ou seja era eficaz a
destruir os microrganismos. O ensaio foi efectuado com estirpes de referéncia indicadas
pela norma, e também com alguns dos microrganismos isolados dos parques durante
este trabalho. Em segundo foram analisadas amostras dos mesmos parques apds a
desinfecdo e verificou-se que 0s ndmeros de ufc/g dos VArios microrganismos
quantificados reduziram drasticamente, descendo para valores dentro dos recomendados
pela Associacdo Bandeira Azul da Europa (ABAE) e pela Agéncia Portuguesa do

Ambiente (APA), para as areias das praias balneares.

E importante referir que para a analise ao solo dos parques, que decorreu entre o més de
Dezembro de 2010 e Agosto de 2011, ndo foi efectuada qualquer tipo de limpeza ou
lavagem ao seixo que cobre toda a area dos parques infantis. Apds estas datas foram
realizadas colheitas entre os meses de Setembro a Dezembro de 2011, periodo que
corresponde ao inicio do tratamento do solo dos parques, efectuado por uma empresa
especializada nessa area, que consiste em lavar o seixo com o produto com accao

biocida.

O Laboratério de Microbiologia Aplicada Egas Moniz, disponibilizou para consulta, 0s
resultados obtidos nesse ensaio, para que fosse possivel comparar e comprovar a
eficiéncia que traduz a aplicacdo deste processo de manutengdo, reduzindo assim a
presenca do numero de microrganismos potencialmente patogénicos num recinto
frequentado por criangas, prevenindo a disseminacdo destes agentes por outros locais.
Ao consultar os dados fornecidos foi possivel constatar uma melhoria acentuada da
qualidade do solo, reduzindo a presenga de populagdo microbiana para valores

recomendados ou admissiveis, (Anexo IlI).
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Discussao

Este estudo teve como objectivo inicial identificar e quantificar a presenca de
microrganismos patogénicos presentes no solo de parques infantis, das analises
realizadas ao seixo, matéria que compde o solo dos parques, foi possivel determinar que
este material confere aos microrganismos um ambiente propicio ao seu
desenvolvimento, podendo ser considerado um reservatorio ambiental de agentes

patogénicos.

A pesquisa foi direccionada para coliformes totais, coliformes fecais, enterococos fecais,
fungos e especificamente candida albicans, microrganismos considerados como
indicadores de qualidade do solo. Estes pardmetros foram determinados em
concordancia com os utilizados na monotorizacdo de areias balneares em praias

portuguesas.

As variagdes no numero de populagdo microbiana registadas ao longo dos meses,
indicam que as condicdes meteorologicas condicionam o crescimento microbiano, a
ocorréncia de precipitacdo, o aumento da temperatura média e a exposicao solar afecta
directamente o desenvolvimento da populacdo. Séo varios os autores que relacionam os
efeitos das condi¢Oes climatéricas com a presenga de microrganismo no meio ambiente,
nomeadamente no solo. E imprescindivel conhecer as caracteristicas do solo, determinar
as alteragdes que cada evento climatérico provoca, ter um registo detalhado desses
eventos, e aplicar esses dados a cada espécie, no sentido que os fungos tem maior

afinidade para meios himidos e as bactérias para meios secos (Rodrigues et al. 2011).

Ao longo dos meses foram observadas variacbes nos valores de ufc/g no solo dos
parques infantis, com colheitas a registar nimeros na ordem de 103 ufc/g de coliformes
totais e coliformes fecais, quando o VMA ¢é de 100 ufc/g para coliformes totais e 20
ufc/g para E. coli. Nos enterococos fecais 0s resultados sdo semelhantes com valores
variaveis entre 10° ufc/g e auséncia total, 0s VMA para estes microrganismos sio de 20
ufc/g. Em comparacdo com os VMA registados para a regido Lisboa e Vale do Tejo, no
relatorio de monotorizagdo de areias de praias, nos meses de Verdo os parques infantis
registam de igual modo VMA, justificavel pelas condi¢cbes meteoroldgicas (Brandao et
al. 2011).
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Como foi referido anteriormente em Portugal ndo ha registo de estudos realizados em
parques infantis, como tal € necessario recorrer a extrapolacao de estudos realizados em

outros paises.

Um estudo realizado a caixas de areia inseridas em zonas de recreio infantil quantificou
a presenca de coliformes fecais, os autores obtiveram variacdes de valores médios entre
50° ufc/g e 1.3% ufc/g, este estudo teve a duracdo de 10 dias consecutivos a origem
destas variacdes ndo foi determinada (Carabin et al. 1998). De igual modo ndo foi
possivel determinar a origem do padrdo de variagBes na populagdo microbiana,
apresentado em determinadas colheitas no solo dos parques, que variam entre auséncia
total de ufc/g a 10° ufc/g de coliformes e fungos.

A origem da contaminacdo microbiana € de dificil detec¢do, sendo os parques infantis
locais ao ar livre, é possivel afirmar que a exposicao a animais domésticos ou de rua, é
um dos factores a ter em considera¢do, assim como o meio envolvente (Carabin et al.
1998) (Morais 2009). Foram detectados microrganismos patogénicos em todos os
parques, com maior prevaléncia no grupo de Coliformes fecais, revelando o risco que
estes microrganismos representam para salde publica, com foco na populagdo infantil

utente destes espacos publicos (Shah et al. 2011).

Ainda de acordo com o0s objectivos deste estudo foi detectada a presenca de
microrganismo portadores de multirresisténcia a antibioticos, 115 isolados revelaram
ser resistentes a ampicilina, dos quais 56 apresentaram resisténcia a 2 ou mais
antibioticos. A combinacdo de Amp com Amc apresenta 0 maior numero de
microrganismos resistentes, 33 no total, seguida da combinacdo entre Amp, Amc e FOX
com 15 microrganismo resistentes. Da seleccdo de 17 E. coli com perfil de resisténcia a
Amp e Amc, foi detectada a presenca do gene EampC em 7, que confere resisténcia aos
antibioticos B-lactamicos De acordo com Guenther e Ewers, houve um aumento do
namero de estudos onde se descreve a prevaléncia de E. coli resistente a antibioticos -
lactamicos, no meio ambiente, com disseminacdo a escala mundial, patronizada pela
contaminacdo de animais selvagens. Como medida preventiva recomenda-se a
administracdo prudente de antibioticos na medicina humana e veterinaria (Guenther et
al. 2011)(Ewers et al. 2012).
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Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se a presenca de agentes microbianos
patogénicos para os humanos, portadores de multiplas resisténcias a antibioticos, no

solo dos parques infantis sujeitos analise.

Considerando que os parques infantis sdo estruturas criadas para servir a populacao
infantil, no &mbito social de providenciar a esta faixa etaria condicdes de recreio seguras,
é explicita a necessidade de se cumprir o estipulado por lei, no sentido de controlar estes

locais e providenciar manutencdo adequada.

Perante os resultados obtidos, antes e apds o tratamento com o biocida, sugere-se que
sejam implementadas normas de higienizacdo do solo, de forma a combater a
disseminacdo das espécies patogénicas para 0 homem, assim como prevenir um

continuo aumento da resisténcia a agentes antimicrobianos presentes no meio ambiente.

E necessario ter presente que a multirresisténcia é um problema & escala mundial, para o
gual ndo se tem resposta de terapéutica clinica, nem se prevé num futuro imediato a
actualizacdo de compostos terapéuticos. Torna-se assim urgente educar a populacdo no
sentido de minimizar os efeitos adversos que ac¢des didrias praticadas pelo homem

provocam no meio ambiente no ambito da Saude.
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Anexo |

Registo da ocorréncia de precipitacdo nas semanas em que foram realizadas colheitas

2010 Eventos 2010 Eventos 2011 Eventos

29 Nov  Nevoeiro, Chuva 10 Dez 7 Jan Chuva

30 Nevoeiro, Chuva, 11 8 Chuva, Trovoada
Granizo, Trovoada

01 Dez Chuva, Trovoada 12 Nevoeiro, Chuva 9 Chuva

02 Chuva 13 Nevoeiro 10 Chuva

03 Chuva 14 Nevoeiro 11

2011 Eventos 2011 Eventos 2011 Eventos

21 Jan 05 Fev  Nevoeiro 24 Fev

22 06 Chuva 25 Nevoeiro

23 Chuva 07 Chuva 26

24 Chuva 08 Chuva 27

25 Chuva 09 Chuva 28

2011 Eventos 2011 Eventos 2011 Eventos

20 Mar 26 Mar Chuva 16 Abr

21 27 Chuva 17

22 28 Chuva 18 Chuva, Trovoada

23 29 Chuva 19 Chuva, Trovoada

24 30 20 Chuva

2011 Eventos 2011 Eventos 2011 Eventos

28 Abr  Chuva 07 Mai  Chuva, Trovoada 20 Mai

29 Chuva, Trovoada 08 21

30 Chuva, Trovoada 09 22

01 Mai  Chuva 10 23 Trovoada

02 Chuva 11 24

2011 Eventos 2011 Eventos 2011 Eventos

04 Jun Chuva 25 Jun 08 Jul

05 26 09

06 Chuva 27 10

07 Chuva 28 11

08 29 12

2011 Eventos 2011 Eventos 2011 Eventos

22Jul 30 Jul 26 Ago

23 31 27

24 01 Ago Chuva 28

25 02 Chuva 29

26 03 30
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Anexo Il

Alinhamento de sequéncias.

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1l+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

10

20

30

40

50

ATGTTCAAAA CGACGCTCTG CACCTTATTA ATTACCGCCT CTTGCTCCAC
ATGTTCAAAA CGACGCTCTG CACCTTATTA ATTACCGCCT CTTGCTCCAC

ATTTGCCGCC
ATTTGCCGCC
--------- C

CGCTTATAGA
CGCTTAT---
CGCTTATAGA
CGCTTATAGA
CGCTTATAGA
CGCTTATAGA
CGCTTATAGA
CGCTTATAGA
CGCTTATAGA

CAGGGTAAAC
CAGGGTAAAC
CAGGGTAAAC
CAGGGTAAAC
CAGGGTAAAC
CAGGGCAAAC
CAGGGTAAAC
CAGGGTAAAC
CAGGGTAAAC

60

160

CCTCAACAAA
CCTCAACAAA
CCTCAACAAA

GCAACAAAAG
GCAACAAAAG
GCAACAAAAG
GCAACAAAAG
GCAACAAAAG
GCAACAAAAG
GCATCAAAAG
GCAACAAAAG
GCAACAAAAG

oo

170
CTTATTACTT
CTTATTACTT
CTTATTACTT
CTTATTACTT
CTTATTACTT
CTTATTACTT
CTTATTACTT
CTTATTACTT
CTTATTACTT

86

70

TCAACGATAT
TCAACGATAT
TCAACGATAT
TCAACGATAT
TCAACGATAT
TCAACGATAT

130

ATCCCCGGTA
ATCCCCGGTA
ATCCCCGGTA
ATCCCCGGTA
ATCCCCGGTA
ATCCCCGGTA
ATCCCCGGTA
ATCCCCGGTA
ATCCCCGGTA

180
TACCTGGGGC
TACCTGGGGC
TACCTGGGGC
TACCTGGGGC
TACCTGGGGC
TACCTGGGGC
TACCTGGGGC
TACCTGGGGC
TACCTGGGGC

80

TGTGCATCGC
TGTGCATCGC
TGTGCATCGC
TGTGCATCGC
TGTGCATCGC
TGAGCATCGC
-—-—--CATCGC

o

140
TGGCGGTAGC
TGGCGGTAGC
TGGCGGTGGC
TGGCGGTGGC
TGGCGGTGGC
TGGCGGTGGC
TGGCGGTGGC
TGGCGGTGGC
TGGCGGTGGC

TATGCGGACA
TATGCGGACA
TATGCGGACA
TATGCGGACA
TATGCGGACA
TATGCGGACA
TATGCGGACA
TATGCGGACA
TATGCGGACA

90

190

ACAATTACCC
ACAATTACCC
ACAATTACCC
-—-—--TTACCC
ACAATTACCC
ACAATTACCC
ACTCTTACCC
ACTCTTACCC
-—---TTACCC

150
GGTAATTTAT
GGTAATTTAT
GGTAATTTAT
GGTAATTTAT
GGTAATTTAT
GGTAATTTAT
GGTAATTTAT
GGTAATTTAT
GGTAATTTAT

el

200
TCGCCAAAAA
TCGCCAAAAA
TCGCCAAAAA
TCGCCAAAAA
TCGCCAAAAA
TCGCCAAAAA
TCGCCAAAAA
TCGCCAAAAA
TCGCCAAAAA



E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
l14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

e

210
GCAGCCCGTC
GCAGCCCGTC
GCAGCCCGTC
GCAGCCCGTC
GCAGCCCGTC
GCAGCCCGTC
GCATCCCGTC
GCAGCCCGTC
GCAGCCCGTC

e

260
CATTTACGGG
CATTTACGGG
CATTTACGGG
CATTTACGGG
CATTTACGGG
CATTTACGGG
CATTTACGGG
CATTTACGGG
CATTTACGGG

o

310
TTAAGCGATC
TTAAGCGATC
TTAAGCGATC
TTAAGCGATC
TTAAGCGATC
TTAAGCGATC
TTAAGCGATC
TTAAGCGATC
TTAAGCGATC

A

360
GAATGGGATC
GAATGGGATC
GAATGGGATC
GAATGGGATC
GAATGGGATC
GAATGGGATC
GAATGGGATC
GAATGGGATC
GAATGGGATC

220
ACACAGCAAA
ACACAGCAAA
ACACAGCAAA
ACACAGCAAA
ACACAGCAAA
ACACAGCAAA
ACACAGCAAA
ACACAGCAAA
ACACAGCAAA

270
CGTGCTTGGT
CGTGCTTGGT
CGTGCTTGGT
CGTGCTTGGT
CGTGCTTGGT
CGTACTTGGT
CGTGCTTGGT
CGTGCTTGGT
CGTACTTGGT

N ——

320
CCACAACAAA
CCACAACAAA
CCACAACAAA
CCACAACAAA
CCACAACAAA
CCGCGACAAA
CCACAACAAA
CCACAACAAA
CCGCGACAAA

370
ACACTATTAC
ACACTATTAC
ACACTATTAC
ACACTATTAC
ACACTATTAC
ACACTATTAC
ACACTATTAC
ACACTATTAC
ACACTATTAC

87

230
CGTTGTTTGA
CGTTGTTTGA
CGTTGTTTGA
CGTTGTTTGA
CTTTGTTTGA
CGTTGTTTGA
CTTTGTTTGA
CGTTGTTTGA
CGTTGTTTGA

280
GGCGACGCTA
GGCGACGCTA
GGCGACGCTA
GGCGACGCTA
GGCGACGCTA
GGCGACGCTA
GGCGACGCTA
GGCGACGCTA
GGCGACGCTA

N ——

330
ATACTGGCCT
ATACTGGCCT
ATACTGGCCT
ATACTGGCCT
ATACTGGCCT
ATACTGGCCT
ATACTGTCCT
ATACTGGCCT
ATACTGGCCT

380
ATCTCGCAAC
ATCTCGCAAC
ATCTCGCAAC
ATCTCGCAAC
ATCTCGCAAC
ATCTTGCGAC
ATCTCGCAAC
ATCTCGCAAC
ATCTTGCGAC

240
GTTAGGTTCG
GTTAGGTTCG
GTTAGGTTCG
GTTAGGTTCG
GTTAGGTTCG
GTTAGGTTCG
GTTAGGTTCG
GTTAGGTTCG
GTTAGGTTCG

290
TTGCTCGAGG
TTGCTCGAGG
TTGCTCGAGG
TTGCTCGAGG
TTGCTCGAGG
TTGCTCGAGG
TTGCTCGAGG
TTGCTCGAGG
TTGCTCGAGG

N ——

340
GAACTTACCG
GAACTTACCG
GAACTTACCG
GAACTTACCG
GAACTTACCG
GAACTTACCG
GAACTTACCG
GAACTTACCG
GAACTTACCG

390
CTACACCGCT
CTACACCGCT
CTACACTACT
CTACACTGCT
CTACACTGCT
CTACACCGCT
CTACACTGCT
CTACACTGCT
CTACACCGCT

250
GTCAGCAAAA
GTCAGCAAAA
GTCAGCAAAA
GTCAGCAAAA
GTCAGCAAAA
GTCAGCAAAA
GTCAGCAAAA
GTCAGCAAAA
GTCAGCAAAA

300
GGAAATCAAG
GGAAATCAAG
GGAAATCAAG
GGAAATCAAG
GGAAATCAAG
GGAAATCAAG
GGAAATCAAG
GGAAATCAAG
GGAAATCAAG

N —

350
CTAAACAGTG
CTAAACAGTG
CTAAACAGTG
CTAAACAGTG
CTAAACAGTG
CTAAACAATG
CTAAACAGTG
CTAAACAGTG
CTAAACAATG

400
GGCGGCCTGC
GGCGGCCTGC
GGCGGCCTGC
GGCGGCCTGC
GGCGGCCTGC
GGCGGCCTGC
GGCGGCCTGC
GGCGGCCTGC
GGCGGCCTGC



E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

e

410
CATTGCAGGT
CATTGCAGGT
CATTGCAGGT
CATTGCAGGT
CATTGCAGGT
CATTGCAGGT
CATTGCAGGT
CATTGCAGGT
CATTGCAGGT

el

460
TATCAAAACT
TATCAAAACT
TATCAAAACT
TATCAAAACT
TATCAAAACT
TATCAAAACT
TATCAAAACT
TATCAAAACT
TATCAAAACT

o

510
CAACTCCAGT
CAACTCCAGT
CAACTCCAGT
CAACTCCAGT
CAACTCCAGT
CAACTCCAGT
CAACTCCAGT
CAACTCCAGT
CAACTCCAGT

|

560
TGAGTTTTGA
TGAGTTTTGA
TGAGTTTTGA
TGAGTTTTGA
TGAGTTTTGA
TGAGTTTTGA
TGAGTTTTGA
TGAGTTTTGA
TGAGTTTTGA

420
GCCGGATGAG
GCCGGATGAG
GCCGGATGAG
GCCGGATGAG
GCCGGATGAG
GCCGGATGAC
GCCGGATGAG
GCCGGATGAG
GCCGGATGAC

470
GGCAGCCTGC
GGCAGCCTGC
GGCAGCCTGC
GGCAGCCTGC
GGCAGCCTGC
GGCAACCTGC
GGCAGCCTGC
GGCAGCCTGC
GGCAACCTGC

N —

520
ATCGGTTTGT
ATCGGTTTGT
ATCGGTTTGT
ATCGGTTTGT
ATCGGTTTGT
ATCGGTTTGT
ATCGGTTTGT
ATCGGTTTGT
ATCGGTTTGT

570
GCAGGCGATG
GCAGGCGATG
GCAGGCGATG
GCAGGCGATG
GCAGGCGATG
GCAGGCGATG
GCAGGTGATG
GCAGGTGATG
GCAGGCGATG

88

430
GTGAAATCCT
GTGAAATCCT
GTGAAATCCT
GTGAAATCCT
GTGAAATCCT
GTAAAATCCT
GTGAAATCCT
GTGAAATCCT
GTTAAATCCT

480
ATGGGCTCCA
ATGGGCTCCA
ATGGGCGCCA
ATGGGCGCCA
ATGGGCGCCA
ATGGGCTCCA
ATGGGCGCCA
ATGGGCGCCA
ATGGGCTCCA

N ——

530
TCGGCGCACT
TCGGCGCACT
TCGGCGCACT
TCGGCGCACT
TCGGCGCACT
TCGGCGCACT
TCGGCGCACT
TCGGCGCACT
TCGGCGCACT

580
AAAACTCGTG
AAAACTCGTG
CAAACACGTG
CAAACACGTG
CAAACACGTG
CAAACTCGTG
CAAACGCGTG
CAAACACGTG
CAAACTCGTG

440
CAAGCGACTT
CAAGCGACTT
CAAGCGACTT
CAAGCGACTT
CAAGCGACTT
CAAGCGACTT
CAAGCGACTT
CAAGCGACTT
CAAGCGACTT

490
GGAACACAAC
GGAACACAAC
GGAACACAAC
GGAACACAAC
GGAACACAAC
GGAGCACAAC
GGAACACAAC
GGAACACAAC
GGAGCACAAC

N ——

540
GGCTGTGAAG
GGCTGTGAAG
GGCTGTGAAG
GGCTGTGAAG
GGCTGTGAAG
GGCTGTGAAG
GGCTGTGAAG
GGTTGTGAAG
GGCTGTGAAG

590
TCTTCCAGCC
TCTTCCAGCC
TCTTCCAGCC
TCTTCCAGCC
TCTTCCAGCC
TCTTCCAGCC
TCTTCCAGCC
TCTTCCAGCC
TCTTCCAGCC

450
GCTGCGCTTC
GCTGCGCTTC
GCTGCGCTTC
GCTGCGCTTC
GCTGCGCTTC
GCTGCGCTTC
GCTGCGCTTC
GCTGCGCTTC
GCTGCGCTTC

500
GTCTGTATGC
GTCTGTATGC
GTCTGTATGC
GTCTGTATGC
GTCTGTATGC
GTCTGTATGC
GTCTGTATGC
GTCTGTATGC
GTCTGTATGC

N ——

550
CCGTCTGGTT
CCGTCTGGTT
CCGTCTGGTT
CCGTCTGGTT
CCGTCTGGTT
CCGTCTGGTT
CCGTCTGGAT
CCGTCTGGTT
CCGTCTGGTT

600
ACTCAAACTC
ACTCAAACTC
ACTCAAACTC
ACTCAAACTC
ACTCAAACTC
ACTCAAACTC
ACTCAAACTC
ACTCAAACTC
ACTCAAACTC



E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
l14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

e

610
AATCATACGT
AATCATACGT
AACCATACGT
AACCATACGT
AACCATACGT
ACTCATACGT
AACCATACGT
AACCATACGT
ACTCATACGT

e

660
GGGATATCGC
GGGATATCGC
GGGATATCGC
GGGATATCGC
GGGATATCGC
GGGATATCGC
GGGATATCGC
GGGATATCGC
GGGATATCGC

e

710
CTGAAGCTTA
CTGAAGCTTA
CTGAAACTTA
CTGAAACTTA
CTGAAACTTA
CTGAAGCTTA
CTGAAACTTA
CTGAAGCTTA
CTGAAGCTTA

el

760
CAAAGCAATT
CAAAGCAATT
CGAAGCAATA
CGAAGCAATT
CTAAGCAATA
CAAAGCAGTT
CGAAGCAATA
CAAAGCAATT
CAAAGCAATT

620
GGATTAATGT
GGATTAATGT
GGATTAATGT
GGATTAATGT
GGATTAATGT
GGATTAATGT
GGATTAATGT
GGATTAATGT
GGATTAATGT

670
GAAGGTAAGG
GAAGGTAAGG
GAAGGCAAGG
GAAGGCAAGG
GAAGGCAAGG
GAAGGTAAGG
GAACGCAAGG
GAAGGTAACG
GAAGGTAAGG

N ——

720
TGGTGTGAAG
TGGTGTGAAG
TGGTGTGAAG
TGGTGTGAAG
TGGTGTGAAG
TGGTGTGAAG
TGGTGTGAAG
TGGTGTGAAG
TGGTGTGAAG

770
TAAAACCCCT
TAAAACCCCT
TGAATCACCG
TAAATCCCCG
TGAATCCCCG
TAAAGGTCCG
TGAATCCCCT
TGAATCCCCG
TAAAACCCCT

89

630
ACCGTCCGCA
ACCGTCCGCA
ACCGCCCGCA
ACCGCCCGCA
ACCGCCCGCA
GCCGCCCGCA
ACCGCCCGCA
ACCTCCCCCA
GCCGTGCGCA

680
CAGTACATGT
CAGTACATGT
CAGTTCATGT
CAGTTCATGT
CAGTTCATGT
CAGTGCATGT
CAGTTCATGT
CAGTGCATGT
CAGTGCATGT

N ——

730
TCGACCATTG
TCGACCATTG
TCGACCATTG
TCGACCATTG
TCGACCATTG
TCGACCATTG
TCGACCATTG
TCGACCATTG
TCGACCATTG

780
TGATATCAAT
TGATATCAAT
TGATATCAAC
TGATATCAAC
TGATATCAAC
TTATATCACT
TGATATCAAC
TGATATCAAC
TGATATCACT

640
GAAGAAAAGA
GAAGAAAAGA
GAAGAAAAGA
GAAGAAAAGA
GAAGAAAAGA
GAAGAAAAGA
GAAGAAAAGA
GAAGAAAAGA
GAAGAAAAGA

690
TTCGCCAAGG
TTCGCCAAGG
TTCGCCAGGG
TTCGCCAGGG
TTCGCCAGGG
TTCGCCAGGG
TTCGCCAGGG
TTCGCCCGGG
TTCGCCAGGG

N ——

740
AAGATATGGC
AAGATATGGC
AAGATATGGC
AAGATATGGC
AAGATATGGC
AAGATATGGG
AAGATATGGC
AAGATATGGC
AAGATATGGC

790
GAGAAAACAC
GAGAAAACAC
GACAAAACAC
GACAAAACAC
GACAAAACAC
GAGAAAACGC
GACAAAACGC
GACAAAACAC
GAGAAAACGC

650
ACTACGCCTG
ACTACGCCTG
ATTACGCCTG
ATTACGCCTG
ATTACGCCTG
ATTACGCCTG
ATTACGCCTG
ATTACGCCTG
ATTACGCCTG

700
GCGTTAGATG
GCGTTAGATG
GCGTTAGATG
GCGTTAGATG
GCGTTAGATG
GCGTTAGATG
CCGTTAGATG
GTGTTAGATG
GCGTTAGATG

N ——

750
CCGCTGGGTG
CCGCTGGGTG
CTGCTGGGTA
CTGCTGGGTC
CTGCTGGGTC
CCTGTTGGTG
CTGCTGGGTA
CCGCTGGGTG
CCGCTGGGTG

800
TTCAACAAGG
TTCAACAAGG
TTCAACAAGG
TTCAGCAAGG
TTCAGCAAGG
TTCAACAAGG
TTCAACAAGG
TTCAGCAAGG
TTCAACAAGG



E.coli EampC

geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC

geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC

geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

1000

E.coli EampC

geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
l+EampcF

e

810
GATACAACTG
GATACAACTG
GATACAACTG
GATACAACTG
GATACAACTG
GATACAACTG
GATACAACTG
GATACAACTG
GATACAACTG

e

860
GTCTGGGCTG
GTCTGGGCTG
GTCTGGGCTG
GCCTGGGCTG
ACCTGGGCTG
GCCTGGGCTG
ACCTGGGCTG
GCCTGGGCTG
GCCTGGGCTG

AAACGCAGTG
AACGGCACTG
AACGGCAGTG
AACGGCAGTG
AACGGCAGTG
AACGGCAGTG
AACGGCAGTG

A

960
TACGCCCCCA
TACGCCCCCA
ACCGCcCcCcea
TACGCCCCCA
TACGCCCCCA
TACGCCCCCA
TACGCCCCCA

TACGCCCCCA
TACGCCCCCA

820
GCACAATCTC
GCACAATCTC
GCACAATCTC
GCACAATCTC
GCACAATCTC
GCACAATCTC
GCACAATCTC
GCACAATCTC
GCACAATCTC

870
GGAAATGCTG
GGAAATGCTG
GGAAATGCTG
GGAAATGCTG
GGAAATGCTG
GGAAATGCTG
GGAAATGCTG
GGAAATGCTG
GGAAATGCTG

N —

920
-—-AATAAAAT
—-—-AATAAAAT
ACAATAAAAT
TGCATAAAAT
GCAATAAAAT
ACAATAAAAT
GCAATAAAAT
GCAATAAAAT
ACAATAAAAT

970
ACTCCTGCAG
ACTCCTGCAG
ATTCCTGTCA
ACTCCTGCAG
ACTCCTGCAG
ACTCCTGCAG
ACTCCTGCAG

ACTCCTGCAG
ACTCCTGCAG

90

830
GCTACTGGCA
GCTACTGGCA
GCTACTGGCA
GCTACTGGCA
GCTACTGGCA
CAATATGGCA
GCTACTGGCA
GCTACTGGCA
GATACTGGCA

880
GACTGGCCGG
GACTGGCCGG
GACTGGCCGG
GACTGGCCGG
GACTGGCCGG
GACTGGCCGG
GACTGTCCGG
GACTGGCCGG
GACTGGCCGG

N ——

930
TGCACTGGCA
TGCACTGGCA
TGCACTGCCA
TGCACTGGCA
TGCACTGGCA
TGCGCTGGCA
TGCACTGCCA
TGCACTGGCA
TGCACTGGCA

980
TACGCGCATC
TACGCGCATC
TACCTC-—---
TACGCGCATC
TACGCGCATC
TACGCGCATC
TACGCGCATC

TACGCGCATC
TACGCGCATC

840
AACCGGCGAT
AACCGGCGAT
AACCGGCGAT
AACCGGCGAT
AACCGGCGAT
AACCGGCGAT
AACCGGCGAT
AACCGGCGAT
AACCGGCGAT

890
TAAATCCTGA
TAAATCCTGA
TAAATTCTGA
TAAATCCTGA
TAAATCCTGA
TAAATCCTGA
TAAATCCTGA
TAAATCCTGA
TAAATCCTGA

N ——

940
GCACGCCCCG
GCACGCCCCG
GCACACCCCG
GCACACCCCG
GCACCCcCcceG
GGTAAACCCG
GCACACCCCG
GCACGACCTG
GCACGCCCCG

990
ATGGGTACAT
ATGGGTACAT
ATGGGTACAT
ATGGGTACAT
ATGGGTACAT
ATGGGTACAT

ATGGGTACAT
ATGGGTACAT

850
ATGTATCAGG
ATGTATCAGG
ATGTATCAGG
ATGTATCAGG
ATGTATCAGG
ATGTATCAGG
ATGTATCAGG
ATGTATCAGG
ATGTATCAGG

900
CATCATCATT
CATCATCATT
CATCATCGTT
CAGCATCATT
CAGCATCATT
CATCATCATT
CAGCATCATT
CAGCATCATT
CATCATCATT

N —

950
TAAAACCGAT
TAAAACCGAT
TAAAAGCAAT
TAAAAGCGAT
TAAAAGCGAT
TAAAAGCGAT
TAAAAGCGAT
TAAAAGCGAT
TAAAAGCGAT

AAAACGGGGG
AAAACGGGGG
AAAACAGGGG
AAAACAGGGG
AAAACGGGGG
AAAACAGGGG
AAAACAGGGG
AAAACGGGGG



1050

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

1100

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

E.coli EampC
geneAmpC
15+EampcF
5+EampcF
14+EampcF
2+EampcF
4+EampcF
18+EampcF
1+EampcF

CGACCGGCGG
CGACCGGCGG
CAACCGGCGG
CAACCGGCGG
CGACCGGCGG
CAACCGGCGG
CAACCGGCGG
CGACCGGCGG

GGTATCGTGA
GGTATCGTGA
GGTATAGTGA
GGTATAGGAC
GGTATCGTGA
GGTAGTGA--
GGTATAGTGA
GGTATCG—---

1010

1060

1110

ATTTGGTAGC
ATTTGGTAGC
ATTTGGTAGC
ATTTGGTAGC
ATTTGGTAGC
ATTTGGTAGC
ATTTGGTAGC
ATTTGGTAGC

1020

1070

TATGTCGCGT
TATGTCGCGT
TATGTCGCGT
TATGTCGCGT
TATGTCGCGT
TATCGCGCGT
TATGTAGCGT
TATGTCGCGT

1030

1080

TTATTCCAGA
TTATTCCAGA
TTATTCCAGA
TTATTCCAGA
TTAATCCAGA
TTATTCCTGA
TTATTCCAGA
TTATTCCAGA

1040

1090

AAAAGAGCTG
AAAAGAGCTG
AAAAGAGCTG
AAAAGAGCTG
AAAAGAGCTG
AAAAGAGCTG
AAAAGAGCTG
AAAAGAGCTG

TGCTGGCTAA CAAAAACTAC CCCAATCCAG CGAGAGTCGC
TGCTGGCTAA CAAAAACTAC CCCAATCCAG CGAGAGTCGC

1120

1130

CGCCGCCTGG CAGATTCTCA ACGCTCTACA GTAA
CGCCGCCTGG CAGATTCTCA ACGCTCTACA GTAA

91



Anexo 111
Monitorizagdo microbiologica de pisos de parques infantis realizada entre Setembro e
Dezembro de 2012
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