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Resumo 
 

A água é um recurso escasso e indispensável à vida, podendo ser um importante veículo 

de microrganismos patogénicos com origem fecal. A matéria fecal é também uma fonte 

de microrganismos resistentes a antimicrobianos e contribui para a sua disseminação e 

dos seus genes de resistência no ambiente e entre as comunidades microbianas 

comensais e microrganismos patogénicos humanos e animais. A qualidade 

microbiológica da água é monitorizada recorrendo à utilização de bioindicadores como 

Escherichia coli, enterococos e microrganismos totais.  

O presente estudo apresentou como principal objetivo determinar a prevalência de 

ESBLs e AmpCs e ainda avaliar a prevalência de estirpes de enterococos com 

resistência à vancomicina (VRE) em águas do rio Douro e da orla costeira da cidade do 

Porto.  

As amostragens de água foram realizadas em quatro locais localizados no estuário do 

rio Douro e orla costeira da cidade do Porto entre o mês de Abril e Julho. A deteção e 

quantificação dos bioindicadores foram realizadas pelo método de filtração por 

membrana. A suscetibilidade das estirpes de E. coli e enterococos foi testada pelo 

método de difusão em disco relativamente a várias classes de antimicrobianos. 

As contagens microbianas mais elevadas foram determinadas entre Abril e Junho e em 

amostras de água doce. Foram isoladas 62 estirpes de E. coli e 49 estirpes de 

enterococos que apresentaram prevalências de resistência a antimicrobianos de 90,3% 

(56/62) e 83,7% (41/49), respetivamente. As estirpes de E. coli apresentaram altas 

frequências de resistência à ampicilina (74,2%) e tetraciclina (61,3%). Nestas estirpes 

verificou-se ainda fenótipos associados a multirresistência a um mínimo de três classes 

de antimicrobianos em 56,5% (35/62) dos isolados. Verificou-se que as estirpes de 

enterococos apresentaram altos níveis de resistência à rifampicina (34,7%) e 

azitromicina (40,8%), detetando-se ainda a manifestação de fenótipo de resistência à 

vancomicina em 26,5% das estirpes. Observou-se uma prevalência de 36,7% (18/49) de 

estirpes de enterococos associadas a fenómenos de multirresistência antimicrobiana. 
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Os resultados obtidos sugerem que o rio Douro e orla costeira, bem como os ambientes 

aquáticos, constituem reservatórios de bactérias e genes de resistência a antimicrobianos 

e possuem um papel preponderante na sua disseminação. 

 

Palavras – chave: Bioindicadores contaminação fecal, Resistência antimicrobiana, 

Ambiente, Beta-lactamases espectro alargado, enterococos resistentes à vancomicina.   
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Abstract 
 

Water is a scarce resource and essential to life that can be an important vehicle of 

pathogenic enteric bacteria. Fecal matter is also a source of antimicrobial resistant 

bacteria and contributes to its spread and their resistance genes into the environment and 

among commensal communities and human and animal pathogenic bacteria. The 

microbiological quality of water is monitored by the use of fecal indicator bacteria such 

as Escherichia coli, enterococci and total microorganisms. 

The main objective of this study has to determine the prevalence of ESBLs and AmpC 

in environmental isolates of E. coli and also evaluate the prevalence of vancomycin-

resistant enterococci strains (VRE).from Douro river estuary and coastline of Oporto 

city.  

In the present study water samples were collected at four sites located in the Douro river 

estuary and coastline between April and July. The detection and quantification of 

biomarkers was performed by the filter membrane method. The susceptibility of strains 

of E. coli and enterococci was tested by the disk diffusion method to various classes of 

antimicrobials. 

The higher microbial counts were determined between April and June in freshwater 

samples. There were isolated 62 E. coli strains and 49 enterococci strains that showed 

90,3% (56/62) and 83,7% (41/49) antimicrobial resistance, respectively. E.coli strains 

showed higher frequencies of resistance to ampicillin (74,2%) and tetracycline (61,3%). 

In these strains it was found phenotypes associated with multiple antimicrobial 

resistance to at least three classes of antimicrobial agents in 56,5% (35/62) of the 

isolates. It has been found that enterococci strains showed high resistance levels to 

rifampicin (34,0%) and azithromycin (40,8%), and was detected the expression of 

vancomycin resistance phenotype in 26,5% of the strains. We found a prevalence of 

36,7% (18/49) of enterococci strains associated with multidrug resistance phenomens. 
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The results suggest that the Douro river and aquatic environments, constitute reservoirs 

of resistant bacteria and genes and have a leading role in their dissemination. 

 

 

Keywords: Fecal indicator bacteria, Antimicrobial resistance, Environment, Extended- 

spectrum beta-lactamases, Vancomycin-resistant enterococci. 
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1. Introdução geral 
 

Bactérias entéricas provenientes de matéria fecal podem ser encontradas em cursos de 

água e são agentes potenciais de doenças veiculadas por este recurso, o que se traduz 

num importante problema de saúde pública a nível mundial. Na monitorização da 

qualidade da água recorrem-se a bioindicadores de contaminação como coliformes 

totais, E. coli e enterococos (Okeke et al., 2011). O risco sanitário aumenta quando estas 

bactérias entéricas patogénicas apresentam fenómenos de resistência a antimicrobianos 

(Servais and Passerat, 2009). As principais fontes de introdução e disseminação de 

microrganismos resistentes e genes de resistência são efluentes de esgotos com ou sem 

tratamento, efluentes hospitalares e escorrências provenientes de solos agrícolas (Taylor 

et al., 2011). O solo e ambiente aquático constituem reservatórios de genes de 

resistência e albergam comunidades microbianas que mediante mecanismos de 

transferência horizontal contribuem para a disseminação de determinantes de resistência 

no ambiente (Taylor et al., 2011).  

A antibioterapia humana é considerada um dos progressos mais importantes na 

medicina moderna e no combate às doenças infeciosas (Gottieb and Nimmo, 2011). No 

entanto, o uso indiscriminado de antimicrobianos na medicina humana e veterinária, em 

agricultura e na indústria tem como consequência concominante o desenvolvimento de 

estirpes resistentes (Kümmerer, 2009a). Este fenómeno ocorre naturalmente como meio 

de adaptação às condições do ambiente circundante, mas pode ser intensificado devido a 

fontes antropogénicas. Pressões seletivas constantes e a presença de antibióticos em 

concentrações sub-inibitórias no ambiente são fatores importantes na aquisição e 

seleção de resistência (Martinez, 2009; Wright, 2010).   

Os beta-lactâmicos representam a classe de antimicrobianos mais utilizada 

mundialmente, devido essencialmente à sua grande especificidade de alvo (Wilke et al., 

2005). A penicilina foi introduzida na prática clínica em 1942 (Rice, 2012) e de 

imediato ocorreu a emergência de estirpes de Staphylococcus aureus não suscetíveis a 

este composto. Um dos mecanismos de resistência mais importante a esta classe de 

antimicrobianos consiste na produção de enzimas beta-lactamases que degradam o anel 

beta-lactâmico com a sua consequente inativação (Bush, 2010). As beta-lactamases 

pertencem a uma família de enzimas muito antiga, que era encontrada raramente em 
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isolados ambientais. A primeira beta -lactamase foi encontrada em E. coli previamente à 

utilização da penicilina (Abraham., 1940). 

As ESBLs encontram-se amplamente disseminadas e novas variantes emergem 

constantemente. As variantes CTX-M-14 e CTX-M-15 são as ESBLs mais prevalentes a 

nível mundial (Bush and Fisher, 2011). 

No meio ambiente, as bactérias comensais podem constituir reservatórios de genes de 

resistência para microrganismos patogénios (Messi et al., 2006). Enterococcus spp. com 

resistência à vancomicina (VRE) e a outros antimicrobianos podem ser encontrados em 

isolados ambientais. A produção combinada de vários tipos de beta-lactamases como 

ESBLs e AmpC confere resistência a todos os grupos de beta-lactâmicos. Os genes bla 

podem ser codificados e mediados através de plasmídeos e integrões, juntamente com 

outros genes de resistência resultando em fenómenos de multirresistência e rápida 

disseminação à escala mundial. 

A contaminação de água, solos e alimentos por microrganismos resistentes pode ser 

responsável pelo transporte de resistência a humanos o que se traduz num grave 

problema de saúde pública.   
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1.1. Agentes antimicrobianos 

O termo antibiótico é abrangente a todas as moléculas de origem natural ou sintética que 

produzem efeitos inibitórios ou letais em bactérias, fungos e protozoários. Esta ação 

deve-se a interações com recetores alvo específicos e indução de respostas bioquímicas, 

independentemente da origem ou classe do composto (Davies and Davies, 2010). Os 

antimicrobianos possuem propriedades que possibilitam adicionalmente a ação contra 

vírus. Os agentes quimioterapêuticos são compostos químicos utilizados no tratamento 

de patologias tumorais, promovendo processos de morte celular (Kümmerer, 2009a). 

Os primeiros antimicrobianos eram de origem natural e produzidos por microrganismos. 

A penicilina foi descoberta por Alexander Fleming em 1928. Produzida pelo fungo 

Penicillium notatum, a substância relevou as suas propriedades e poder antimicrobiano 

inesperadamente no decorrer das suas experiências (Fleming., 1929). A descoberta da 

primeira enzima com capacidade de a degradar foi identificada em 1940 (Abraham, 

1940), previamente à sua introdução na prática clínica em 1942. Esta mesma enzima foi 

denominada AmpC anos mais tarde (Jacoby, 2009). Em meados da mesma década, o 

estudo de estirpes de Streptomycetes isoladas do solo levou à descoberta de outras 

moléculas de baixo peso molecular inibitórias do crescimento microbiano, entre elas a 

estreptomicina (Waksman and Woodruff, 1942). Este microrganismo tem a capacidade 

de produzir mais de 25 moléculas distintas (Yim et al., 2006). 

No meio ambiente, estas moléculas de baixo peso molecular são produzidas em 

pequenas concentrações e têm um papel importante na modulação da função metabólica 

nas comunidades bacterianas. Estes produtos podem atuar como feromonas e têm 

funções importantes na regulação da expressão genética bacteriana (Yim et al., 2006).  

Atualmente os antimicrobianos são obtidos por síntese química ou através da 

modificação de moléculas de origem natural (Kümmerer, 2009a). Os antimicrobianos 

podem ser divididos em classes e grupos, de acordo com a sua estrutura química ou 

mecanismo de ação. Entre algumas das classes mais frequentemente utilizadas 

mundialmente estão os beta-lactâmicos e glicopéptidos. Podem ainda ser classificados 

com base no componente celular ou sistema afetado e mediante a sua ação 

bacteriostática ou bactericida (Kohanski et al., 2010).  
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De acordo com o seu mecanismo de ação, os antimicrobianos podem ser classificados 

em cinco categorias: i) inibição da síntese da parede celular, atuando em fases distintas 

da biossíntese do peptidoglicano; ii) inibição da síntese proteica; iii) interferência na 

síntese de ácidos nucleicos. iv) inibição da via metabólica e v) indução de danos na 

membrana citoplasmática com consequente perda funcional (Fernandes et al., 2012). 

 

1.1.1. Antimicrobianos que atuam por inibição da síntese da parede celular 

bacteriana 

Estes antimicrobianos exercem a sua ação nas fases de biossíntese do peptidoglicano. O 

peptidoglicano ou mucopéptido é um heteropolímero que consiste em cadeias lineares 

de glicanos de N-acetilglucosamina (NAG) e ácido N-acetilmurâmico (NAM) dispostas 

alternadamente e unidas mediante ligações glicosídicas ß (1→4). Entre as cadeias 

adjacentes há a formação de ligações cruzadas entre os seus aminoácidos (Schleifer and 

Kandler, 1972; Vollmer and Bertsche, 2008). Componente parietal responsável pela 

morfologia bacteriana e importante elemento na proteção mecânica. Desempenha um 

papel fundamental na preservação da integridade da célula, prevenindo a lise celular 

causada pela ocorrência de oscilações na pressão osmótica intrínseca (Ogawa et al., 

2011).  

 

1.1.2. Biossíntese do peptidoglicano 

A biossíntese do peptidoglicano decorre em três fases: a citoplasmática, membranar e 

parietal. Na fase citoplasmática ocorre a formação de uridinodifosfato - ácido N - 

acetilglucosamina (UDP-NAG) e uridinodifostato- ácido N- acetilmurâmico - 

pentapeptídeo (NAM- pentapeptídeo). Em E. coli a cadeia peptídica é constituída por 

cinco aminoácidos respetivamente: L-alanina (L-Ala), D - ácido glutâmico (D-Glu), 

ácido meso – diamonopimélico (meso- DAP) e duas moléculas de D-alanina (D-Ala). 

Na fase seguinte os percursores são transportados do citoplasma para a parede celular e 

dá-se a formação dos complexos NAG-NAM- pentapeptídeo, subunidades estruturais 

do peptidoglicano. Na fase parietal os complexos recém-formados formam ligações 

glicosídicas ß (1→4) com peptidoglicano pré-formado. Finalmente, as enzimas 
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transpeptidades e carboxipeptases atuam em conjunto, respetivamente na formação de 

ligações interpeptídicas entre as cadeias adjacentes (cross-linking) e remoção do 

excesso de terminal D-Ala no final do processo (Ferreira et al., 2010). Estas enzimas 

são também designadas por Penicillin-Binding-Proteins (PBPs), visto que são muito 

sensíveis à penicilina (Sauvage et al., 2008).  

 

1.1.3. Antimicrobianos beta-lactâmicos 

Os beta-lactâmicos são os antimicrobianos mais amplamente utilizados a nível mundial. 

Estima-se que estes agentes de elevada importância terapêutica representam cerca de 

50-70% do total de antibióticos administrados (Kümmerer, 2009a). Estes são utilizados 

em grande escala na medicina humana, mas o que é mais preocupante é o seu uso 

intensivo na medicina veterinária e a criação de animais com fatores de crescimento, 

agente quimioterapêuticos e profiláticos (Lara et al., 2012). Estes antimicrobianos 

continuam a ser os compostos de eleição devido às elevadas taxas de eficácia 

terapêutica. O seu alvo são exclusivamente as PBPs envolvidas na biossíntese da parede 

celular bacteriana, inexistentes nas estruturas celulares eucarióticas (Llarrull et al., 

2010). O que resulta em tratamentos eficazes sem manifestação de efeitos colaterais 

adversos, o que se traduz numa baixa toxicidade para o Homem.  

 

1.1.3.1. Classificação e estrutura  

Os antimicrobianos beta-lactâmicos podem ser divididos em classes e subclasses, tendo 

em consideração as suas características estruturais e atividade antimicrobiana. De 

acordo com o CLSI, existem quatro classes de beta-lactâmicos, designadamente os 

penamos, cefemos, monobactamos e penemos. Esta última recentemente dividida em 

penemos e carbapenemos (CSLI, 2011). Quando administrados em combinação com 

inibidores de beta-lactamases, o seu espetro de ação vê-se aumentado.  

O anel beta-lactâmico é um composto cíclico altamente reativo (Babic et al., 2006) 

derivado das azetidin-2-onas (Lara et al., 2012). Esta estrutura é característica e integral 

de todos os grupos de beta-lactâmicos e o responsável pela sua ação antimicrobiana 

(Cavallo et al., 2006). 
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Ao anel beta-lactâmico encontra-se geralmente associado um anel heterocíclico, 

constituído por cinco elementos (penamos e penemos) ou seis elementos (cefemos) 

(Dalhoff et al., 2006). Os monobactamos são a única exceção, uma vez que apresentam 

uma estrutura monocíclica. Esta variabilidade na estrutura química tem influência nas 

propriedades farmacocinéticas, espetro de ação e atividade antimicrobiana de cada 

classe (Cavallo et al., 2004).  

 

1.1.3.1.1. Penamos 

Os penamos, vulgarmente conhecidos por penicilinas, são uma classe extensa e dividida 

em categorias, mediante o seu espectro de atividade.  

As penicilinas possuem uma estrutura bi-cíclica básica, que consiste num anel de 

tiazolidina (penamo) fundido ao anel beta-lactâmico e uma cadeia lateral (Lara et al., 

2012) (Ilustração I).  

 

 

Ilustração I- Estrutura química dos penamos- anel beta-lactâmico fundido ao anel de 

tiazolidina e cadeia lateral. Fonte: Mendelson (1998). 
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Estes compostos derivam do ácido 6- aminopenicilânico (6-APA) (Ilustração II). A 

manipulação desta estrutura básica permitiu o desenvolvimento de inúmeros compostos 

com espetro de atividade distinta e maior estabilidade (Schwalbe et al., 2007). 

 

Ilustração II- Estrutura química do ácido aminopenicilânico (6-APA). Fonte: 

Stroganov e colaboradores (2003). 

 

A benzilpenicilina ou penicilina G foi o primeiro beta-lactâmico introduzido na prática 

clínica (Babic et al., 2006). A emergência de estirpes de Staphylococcus aureus 

sensíveis à penicilina (Fleming, 1946) criou a necessidade de modificação ou síntese de 

novos compostos mais estáveis à hidrólise. Posteriormente surgem outras moléculas 

como a meticilina, oxacilina e nafcilina com propriedades que as tornam resistentes às 

penicilinases. Em 1961, as aminopenicilinas (ampicilina e amoxicilina) com espetro de 

ação alargado aos microrganismos Gram-negativo, são eficazes entre outros contra E. 

coli. As carboxipenicilinas e ureidopenicilinas ainda com espetro de ação mais amplo 

contra a família das Enterobacteriaceae (Khardori, 2006). 

A emergência de microrganismos produtores de beta-lactamases, sucessivamente com 

substratos mais amplos, tornou-os resistentes à maioria de antimicrobianos deste grupo, 

com a consequente limitação da sua administração clínica. Uma estratégia em resposta a 

esta resistência consiste na combinação de inibidores de beta-lactamases aos compostos 

beta-lactâmicos. Deste modo, as beta-lactamases são inibidas impedindo a hidrólise do 

anel beta-lactâmico e o antimicrobiano consegue alcançar o seu alvo e promover a 

morte celular. O ácido clavulânico, isolado a partir do Streptomyces clavuligerus foi o 

primeiro inibidor de beta-lactamases introduzido na prática clínica (Reading and Cole, 

1977). O sulbactamo e tazobactamo foram sintetizados mais tarde.       

Os principais agentes antimicrobianos pertencentes a esta classe de antimicrobianos 

beta-lactâmicos estão representados no Quadro I. 
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Quadro I- Principais agentes antimicrobianos pertencentes à classe dos penamos. 

Classe 

Antimicrobiano 

Subclasse 

Antimicrobiano 

Agentes 

Antimicrobianos 

Penamos 

Penicilina Benzilpenicilina ou 

Penicilina G 

Penicilinas estáveis a 

penicilinases 

Cloxacilina 

Dicloxacilina 

Meticilina 

Oxacilina 

Aminopenicilina 
Amoxicilina 

Ampicilina 

Ureidopenicilina 

Azlocilina 

Mezlocilina 

Piperacilina 

Carboxipenicilina 
Carbenicilina 

Ticarcilina 

Adaptado de Clinical and Laboratory International Standards (2011). 

 

1.1.3.1.2. Cefemos 

Os cefemos foram introduzidos na prática clínica nos anos 60. Estes compostos diferem 

estruturalmente dos penamos pela associação de um anel di-hidrotiazina ao anel beta-

lactâmico. 

Quimicamente podem ser classificados em cefalosporinas (Ilustração III), cefamicinas, 

oxa-1-cefemos, carba-1-cefemos e outros.  

As cefalosporinas são caracterizadas pelo seu alargado espetro de atividade 

antimicrobiano, elevada taxa de eficácia clínica e baixas repercussões adversas 

resultantes da sua administração. Deste modo, são consideradas agentes terapêuticos de 

eleição na prática clínica (Singh and Arrieta, 1999).   
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Ilustração III- Estrutura química das cefalosporinas. Fonte: Babic e colaboradores 

(2006). 

 

As propriedades líticas do fungo Cephalosporium acremonium, atualmente denominado 

Acremonium chysogenum, foram descritas pela primeira vez por Giuseppe Brotzu, em 

1945. A cefalosporina C foi isolada em 1953 (Newton and Abraham, 1954), sendo a sua 

síntese total conseguida anos mais tarde (Abraham and Newton, 1961). Estes compostos 

têm como estrutura base o ácido 7- aminocefalosporânico (7-ACA). Composto obtido 

através da remoção química da cadeia C da cefalosporina, e estrutura base para a síntese 

da maioria das cefalosporinas conhecidas (Adegoke and Quadri, 2012). 

Microbiologicamente complexas, as cefalosporinas são divididas em cinco gerações, de 

acordo com o seu espetro de ação (Quadro II). Nesta classificação são considerados 

fatores de relevo como a estabilidade a beta-lactamases, capacidade de penetração da 

membrana exterior de Gram-negativo e a especificidade de alvo (Williams et al., 2001).  

As cefalosporinas de 1ª geração são caracterizadas pela sua atividade ótima contra 

bactérias Gram-positivo, como Staphylococcus aureus com suscetibilidade à meticilina 

(Khardori, 2006). A sua ação é moderada no combate a microrganismos Gram-negativo 

como E. coli e Klebsiella pneumoniae (Schwalbe et al., 2007).  

A geração seguinte, menos ativa contra sthaphylococci e streptococci, mas apresenta 

espetro de atividade alargada contra microrganismos Gram-negativo, como Klebsiella 

spp, E. coli e Proteus spp. (Khardori,2006). Os agentes cefotan e cefoxitina, incluídos 

no grupo das cefamicinas, devido ao seu espetro de atividade são classificados como 

cefalosporinas de segunda geração (Fernandes et al., 2008).  

As cefalosporinas de terceira geração, em comparação com as anteriores, apresentam 

um espetro de atividade mais reduzido contra bactérias Gram-positivo. Resultantes de 

uma modificação química estrutural do anel, apresentam aumento de estabilidade a 
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beta-lactamases (Wilson, 1998). São portanto muito eficazes contra estirpes Gram-

negativo pertencentes à família das Enterobacteriaceae, especialmente em estirpes 

produtoras de beta-lactamases. Utilizadas no tratamento de bacteriémia, septicemia e 

infeções generalizadas no sistema respiratório e sistema nervoso central (Singh and 

Arrieta, 1999).   

A quarta geração é caracterizada por um espetro de ação alargado contra Gram- 

positivos e aumento da estabilidade, perante hidrólise de beta-lactamases codificadas 

cromossomicamente ou em plasmídeo. A sua atividade é acrescida contra 

microrganismos Gram-negativo incluindo P. aeruginosa (Garau, 1998; Schwalbe et al., 

2007). 

As cefalosporinas de quinta geração são agentes antimicrobianos emergentes no 

combate a Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA). Nesta estão 

incluídos dois agentes antimicrobianos nomeadamente o ceftaroline e o ceftobiprole 

(Kollef, 2009). Esta nova geração é resistente à hidrólise por beta-lactamases e inibem a 

PBP2a, da qual resulta o fenótipo de resistência à meticilina em Staphylococcus aureus 

(Schneider and Sahl, 2010). 

Quadro II- Classificação das cefalosporinas de acordo com o seu espetro de atividade 

antimicrobiana. Fonte: CLSI (2011) e Fernandes e colaboradores (2012). 

 

Primeira 

geração 

Segunda 

geração 

Terceira 

geração 

Quarta 

geração 

Quinta 

geração 

Cefalotina Cefamandole Cefotaxima Cefepime Ceftaroline 

Cefazolina Cefuroxima Ceftazidima Cefpiroma Ceftobiprole 

Cefapirina Cefonicida Ceftrioxona   

Cefalexina Ceforanida Ceftizoxima   

Cefradina Cefaclor Cefoperazona   

Cefadroxilo Cefprozil Ceftibuteno   

 Cefpodoxima Cefixima   

 Cefoxitina Cefatamet   

 Cefotetano    
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1.1.3.1.3. Penemos 

A classe dos penemos é constituída por compostos relativamente recentes e introduzidos 

na clínica como antimicrobianos de último recurso no propósito de combater doenças 

infeciosas graves (Lara et al., 2012). Esta classe é subdividida nas subclasses penemos e 

carbapenemos.  

Derivam quimicamente dos penamos e cefemos, com algumas distinções a nível 

estrutural, estereoquímico e conformacional das quais resulta uma estabilidade 

acrescida. Similarmente aos cefemos, apresentam uma ligação dupla entre os carbonos 

nas posições 2 e 3, que em conjunto com o átomo de nitrogénio, constituinte do anel 

beta-lactâmico, aumenta significativamente a sua reatividade (Dalhoff et al.,2006). Com 

os penamos, partilham o anel de tiazolidina, sendo característica da subclasse 

carbapenemos, a substituição do átomo de enxofre por um carbono (Ilustração V), 

constituinte que se mantem na subclasse penemos (Ilustração IV).  

 

 

Ilustração IV- Estruturas químicas das subclasses penemos e carbapenemos. Esta 

classe que deriva dos penamos e cefemos. Fonte: Dalhoff e colaboradores (2006). 
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Ilustração V- Estrutura química dos carbapenemos. Fonte: Babic e colaboradores 

(2006). 

 

1.1.3.1.4. Monobactamos 

Os monobactamos em termos de estrutura são constituídos unicamente pelo anel beta-

lactâmico (Ilustração VI). É representativo desta classe o agente antimicrobiano 

aztreonamo. 

 

Ilustração VI- Estrutura química dos monobactamos. Fonte: Babic e colaboradores 

(2006). 

 

1.1.3.2. Mecanismo de ação   

A classe de antimicrobianos beta-lactâmicos atua na fase parietal da formação do 

peptoglicano. O anel beta-lactâmico é estericamente similar ao terminal D-Ala-D-Ala 

da cadeia pentapeptídica do NAM, substrato da família de enzimas D,D-transpeptidases 

e D,D-carboxipeptases (Schneider and Sahl, 2010). Como resultado ocorre a acilação da 

PBP, o que a torna incapaz de prosseguir com catalisação das reações de 

transpeptidação. O processo de síntese da parede celular abranda até cessar 

completamente.  
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Autolisinas endógenas, que desempenham funções fundamentais na divisão celular e 

biossíntese do peptidoglicano, são ativadas constitutivamente (Kohanski et al., 2010). A 

parede celular fica estruturalmente comprometida e há um aumento da permeabilidade 

resultando na lise celular (Drawz and Bonomo, 2010).  

Esta classe de antimicrobianos para atuar tem que se ligar obrigatoriamente ao alvo. As 

PBPs estão localizadas no folheto exterior da membrana citoplasmática e diferem em 

quantidade e tipologia. Estas podem ser divididas em duas categorias nomeadamente, 

alta e baixa massa molecular (MM). As de alta MM são vitais e classificadas em A ou 

B, de acordo com a sua função catalítica ou na morfologia bacteriana. A E. coli possui 

cinco PBPs de alta MM, três da classe A (PBP1a, PBP1b e PBP1c) e duas da classe B 

(PBP2 e PBP3). As PBP1a e PBP1b estão implicadas na atividade transpeptidase e 

transglicosilase, enquanto o papel da PBP1c é desconhecido. A PBP2 está envolvida na 

elongação celular e a PBP3 no processo de divisão celular. A inibição da PBP1 conduz 

à morte e lise celular. A inibição da PBP2 conduz a morfologia esférica e da PBP3 a 

morfologia filamentosa (Pratt, 2008; Sauvage et al., 2008; Amador, 2010). 

 

1.1.4. Antimicrobianos glicopéptidos 

A vancomicina e a teicoplanina são os principais agentes representativos desta classe. A 

vancomicina foi isolada pela primeira vez a partir de Streptomyces orientalis 

provenientes do solo da selva de Borneo. Este composto demonstrou de imediato 

possuir propriedades com elevada atividade bactericida contra Staphylococcus spp. 

Baixos graus de pureza e efeitos tóxicos prejudiciais associados conduziram à 

preferência de outros antimicrobianos em seu detrimento (Moellering, 2006). Na 

emergência de infeções decorrentes de Staphylococcus resistentes a antimicrobianos 

como a meticilina, ocorreu um aumento significativo na sua administração (Griffith, 

1984). 

A vancomicina é considerada um agente de última estância no combate a infeções 

bacterianas provocadas por bactérias Gram-positivo. O seu uso generalizado teve como 

consequência concominante, a emergência de estirpes não suscetíveis entre as 

comunidades de Staphylococcus spp. e enterococcus spp. A emergência da primeira 

estirpe VRE ocorreu em 1986 na França e na Grã-Bretanha (Leclerc et al., 1988; Uttley 
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et al., 1988; Pace and Yang, 2006). A codificação em plasmídeo potencializou a sua 

rápida disseminação, sendo associados um ano mais tarde a infeções nos Estados 

Unidos da América (Pace and Yang, 2006).  

  

1.1.4.1. Mecanismo de ação 

Os glicopéptidos têm a sua ação centrada no processo de biossíntese do peptidoglicano. 

Distintamente aos beta-lactâmicos, estes antimicrobianos atuam na interface da fase 

citoplasmática e membranar. Após a formação das unidades UDP-NAG e UDP-NAM-

pentapeptídeo na fase citoplasmática, estas últimas são prontamente translocadas para o 

transportador lipídico, não havendo a sua acumulação citoplasmática. Posteriormente 

dá-se o seu transporte através da membrana citoplasmática (Ferreira et al., 2010).  

A atividade antimicrobiana desta classe baseia-se na ligação química ao terminal 

dipeptídeo da cadeia peptídica (D-Ala- D-Ala) do transportador lipídeo II. Esta é uma 

molécula altamente conservada, consistindo numa cabeça hidrofilica e cadeia de 

bactoprenol ligada através de uma ponte pirofosfato ao complexo NAG-NAM-

pentapeptídeo (Kruijff et al., 2008).  

 

1.1.5. Outros antimicrobianos 

Como referido anteriormente, para além da inibição da síntese da parede celular 

bacteriana existem outros mecanismos pelos quais os antimicrobianos atuam (Quadro 

III).  

 

1.1.5.1. Inibição da síntese proteica 

Estes antimicrobianos atuam ao nível do processo de tradução do RNA mensageiro 

(mRNA), compreendida em três fases: iniciação, elongação e terminação. Estes 

processos requerem a interação específica do mRNA, ribossomas, RNA de transferência 

e fatores proteicos (Videira, 2001). Os ribossomas são elementos essenciais da síntese 

proteica compostos por duas subunidades, que constituem alvos importantes. Os 
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antimicrobianos formam ligações reversíveis ou irreversíveis com estas subunidades 

resultando numa ação bacteriostática ou bactericida (Ferreira et al., 2010). Deste modo, 

são inibidores da subunidade ribossomal 50S, as classes macrólidos, lincosamidas, 

estreptograminas (quinupristina/dalfopristina), fenicois (cloranfenicol) entre outras. As 

classes de antimicrobianos aminoglicosídeos e tetraciclinas são inibidores da 

subunidade ribossomal 30S (Tenover, 2006).  

 

1.1.5.2. Interferência na síntese de ácidos nucleicos 

Os ácidos nucleicos, nomeadamente o DNA e o RNA são obtidos respetivamente pelos 

processos de replicação e transcrição.    

As quinolonas são antimicrobianos inibidores da síntese de DNA mediando o bloqueio 

da DNA girase, topoisomerase II e IV com o consequente superenrolamento da cadeia 

de DNA. O complexo formado leva consequentemente à paragem de todo o processo, 

bloqueio dos garfos de replicação e impedimento da separação das cadeias de DNA. 

Estes antimicrobianos induzem prontamente uma ação bacteriostática e eventual morte 

celular (Ferreira et al., 2010). 

A rifampicina é um agente antimicrobiano envolvido na inibição da transcrição do 

RNA, apresentando elevada afinidade à subunidade ß da RNA polimerase (Kohanski et 

al,. 2010). 

 

1.1.5.3. Inibição da via metabólica  

O trimetropim é um análogo estrutural do ácido fólico. É combinado com o 

sulfametoxazol, uma sulfonamida com a qual atua em sinergismo. Esta combinação 

com ação bacteriostática inibe duas etapas fulcrais do metabolismo enzimático de 

formação do ácido fólico (Tenover, 2006; Ferreira et al., 2010). 

 

 



Prevalência de resistência a antimicrobianos em isolados ambientais de Escherichia coli e enterococos 

 

17 

 

Quadro III- Mecanismos de ação dos agentes antimicrobianos. Adaptado de Tenover 

(2006).  

Mecanismos de ação dos agentes antimicrobianos 

Inibição síntese da parede celular 

 Beta-lactâmicos 

 Glicopéptidos 

Inibição síntese proteica 

 Subunidade ribossomal 50S: Macrólidos, lincosamidas, 

estreptograminas (quinupristina/dalfopristina), fenicois 

(cloranfenicol) 

 Subunidade ribossomal 30S: Aminoglicosídeos e 

tetraciclinas 

Interferência da síntese de ácidos nucleicos 

 Inibição Síntese de DNA: Quinolonas 

 Inibição síntese RNA: Rifampicina 

Inibição da via Metabólica 

 Análogos do ácido fólico e sulfonamidas 

Ruptura da estrutura membranar bacteriana 

 Polimixinas 

 

1.2. Resistência antimicrobiana 

Desde 1950 que a antibioterapia é aplicada no tratamento da maioria das doenças 

infeciosas.   

Estudos demonstram evidências da existência de estirpes ambientais não patogénicas 

resistentes a antimicrobianos previamente à sua introdução na prática clínica. Estas 

moléculas de baixa MM sempre estiveram presentes no meio ambiente, como produtos 

de metabolismo de alguns microrganismos e desempenhando funções importantes 

(Davies and Davies, 2010). A transferência de resistência e seu mecanismo associado 

para patogénicos humanos/animais, terá ocorrido aquando da codificação dos genes de 

resistência em elementos genéticos móveis (Andersson and Hughes, 2012).  
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O desenvolvimento de resistência implica a existência de um antimicrobiano no meio 

com capacidade de ação inibitória da maioria dos microrganismos presentes e uma 

colónia heterogénea de bactérias, na qual pelo menos um indivíduo é portador do 

determinante genético que confere a expressão de resistência ao antimicrobiano em 

questão (Levy and Marshal, 2004; Alanis, 2005). As estirpes resistentes mutantes 

quando em competição direta com as estirpes wild-type, apresentam vantagens seletivas 

(Chait et al., 2007), que vão implicar a seleção dos genes de resistência que 

posteriormente, podem ser transferidos a outros microrganismos.   

Do uso exacerbado de várias classes de antimicrobianos seletivos e de amplo espetro de 

ação resultam pressões seletivas determinantes na seleção de estirpes resistentes no 

hospedeiro, manutenção e enriquecimento do seu património genético.     

A mediação de co-seleção e mecanismos de transferência horizontal são os principais 

fenómenos responsáveis pela emergência de multirresistência entre os microrganismos 

patogénios (Chait et al.,2007). Mecanismos distintos possibilitam o desenvolvimento de 

resistência a todas as principais classes de antimicrobianos utilizados na antibioterapia. 

A resistência a antimicrobianos advém de mecanismos que podem ser intrínsecos ou por 

outro lado adquiridos.   

 

1.2.1. Resistência natural ou intrínseca 

A resistência intrínseca ou inata manifesta-se caracteristicamente dentro de uma espécie 

de microrganismos. Estes não apresentam suscetibilidade a determinados compostos 

devido as suas características fisiológicas e bioquímicas. Este fato deve-se 

essencialmente à presença e produção destas moléculas no seu ecossistema natural. A 

sua transferência dá-se por via vertical, através de processos de divisão celular 

(Kümmerer, 2009b). 

 

1.2.2. Resistência adquirida 

Os microrganismos podem desenvolver resistência pela ocorrência de mutações 

genéticas espontâneas ou adaptativas. As mutações espontâneas ocorrem ao nível 
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cromossomal e são muito raras. Advém de erros na replicação ou da reparação incorreta 

de erros do DNA (Giedraitienė et al., 2011). As mutações adaptativas são geradas pelo 

contato direto com o antimicrobiano, presente no meio em concentrações não letais ou 

no decorrer de algum tratamento terapêutico. Este fenómeno manifesta-se no decorrer 

do processo adaptativo às alterações nocivas e pressões induzidas no meio (Alanis, 

2005). A aquisição de resistência por meio de mutações cromossómicas é transmitida 

verticalmente entre gerações.  

A transferência horizontal de material genético é outro mecanismo de desenvolvimento 

de resistência entre microrganismos da mesma espécie ou espécies diferentes. Este 

consiste na aquisição e incorporação de material genético exógeno proveniente de 

microrganismos não suscetíveis.  

 

1.2.3. Elementos genéticos móveis 

Individualmente ou em coexistência, os elementos genéticos móveis desempenham um 

papel fundamental no desenvolvimento de resistência a antimicrobianos e sua 

disseminação (Harada, 2012). Estes elementos podem ser classificados de acordo com a 

sua capacidade de mobilidade entre células bacterianas distintas e dentro da mesma 

célula. Os elementos com capacidade de movimentação de uma célula bacteriana para 

outra designam-se plasmídeos e os transposões e integrões conseguem mover-se 

intrinsecamente no genoma entre múltiplas localizações (Bennett, 2008). 

 

1.2.3.1. Plasmídeos  

Os plasmídeos são elementos genéticos extracromossómicos de cadeia dupla e circular, 

localizados no citosol bacteriano. O seu tamanho é variável, possuem capacidade auto – 

replicativa e não constituem moléculas essenciais, porém conferem funções adicionais 

importantes (Nelson and Cox, 2005). Sendo uma delas a capacidade de sobrevivência na 

presença de compostos potencialmente letais como antimicrobianos e metais pesados 

tóxicos.  
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Genes de resistência a quase todas as classes de antimicrobianos clinicamente 

importantes são frequentemente codificados em plasmídeos de resistência (Bennett, 

2008). Na sua grande maioria são conjugativos, com a capacidade de promover a sua 

transferência e a transferência de outros plasmídeos para outras células. Este é um 

importante mecanismo na disseminação de resistência a antimicrobianos para células 

suscetíveis aos mesmos.  

 

1.2.3.2. Transposões 

Os transposões estão incluídos no grupo de elementos móveis transposáveis e consistem 

em elementos móveis de DNA com capacidade de excisão e inserção em múltiplos 

locais dentro do genoma. Estes podem mover-se intra - molecularmente ou seja, dentro 

da mesma molécula de DNA ou inter-molecularmente, de uma molécula de DNA para 

outra, como plasmídeos. 

Estruturalmente são caracterizados pela presença de extremidades, contendo sequências 

de repetição diretas ou invertidas (SRI). Estas sequências são flanqueadoras da seção 

central de DNA, que pode codificar genes de resistência a antimicrobianos, função que 

provoca alterações no fenótipo (Bennett, 2008). 

 

1.2.3.3. Integrões 

Os integrões são elementos de aquisição de genes identificados em 1987 (Stokes and 

Hall, 1989) que utilizam locais de recombinação específicos (Bennett, 2008). São 

classificados em quatro classes de acordo com a homologia entre as cadeias de 

aminoácidos da integrase (Carattoli, 2001).  

Estruturalmente consistem em dois segmentos conservados 5´ e 3´. São constituídos por 

um gene intI que codifica a enzima integrase pertencente à família da tirosina 

recombinase e um local de recombinação (attl), onde pode ocorrer inserção ou excisão 

de cassetes genéticas (Ilustração VII) (Partridge et al., 2008; Di Conza and Gutkind, 

2010). 
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Os genes são capturados por recombinação através da enzima integrasse entre o local 

attI e o local attC localizado na cassete genética. Após a captação de genes, os locais de 

recombinação são reconstruídos e novas cassetes podem ser incorporadas (Martinez, 

2009).  

Estes elementos móveis desempenham um papel dominante no desenvolvimento de 

multirresistência na família das Enterobacteriaceae (Köseoğlu, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustração VII- Estrutura dos integrões. Intl1- integrase; local de recombinação (attl); 

promotor (P); qac- gene codificante de resistência ao amónio quaternário; sul1- gene 

codifica resistência à sulfonamida; orf5- gene com função desconhecida. Fonte: 

Martinez (2009). 

 

 

1.2.4. Mecanismos de transmissão genética 

A conjugação, transformação e transdução constituem os principais mecanismos 

envolvidos na transferência de material genético entre microrganismos (Ilustração VIII). 

 

1.2.4.1. Conjugação 

A conjugação é um processo unilateral de transferência de material genético entre 

bactérias de géneros iguais ou distintos. O fator de fertilidade constitui um elemento 

genético, codificado a nível do genoma bacteriano ou em plasmídeos com capacidade 

replicativa independente. Este elemento é mediador do processo de conjugação (Ferreira 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=K%C3%B6seo%C4%9Flu%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15490852
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et al., 2010), que ocorre através do contato direto entre duas células, com o 

estabelecimento de uma ligação entre si pela formação do pili sexual (Alanis, 2005). 

Deste modo, dá-se a transferência de fragmentos de DNA, normalmente plasmídeos, da 

célula dadora (F+) para a célula recetora (F¯). Os fatores de resistência são uma classe 

de plasmídeos não conjugativos, onde se encontram codificados genes de resistência a 

agentes antimicrobianos e metais pesados (Khardori, 2006). Quando mobilizados por 

plasmídeos conjugativos, a célula recetora adquire resistência a esses compostos e 

transforma-se em dadora, com a capacidade de transmissão de material genético para 

outras bactérias (Ferreira et al., 2010). 

 

1.2.4.2. Transformação 

A transformação consiste num processo de captação de fragmentos de DNA exógeno e 

sua incorporação no genoma bacteriano. A libertação de DNA da célula dadora para o 

meio ambiente, advém geralmente como consequência da sua lise celular (Brown, 

2002).  

Este mecanismo em meio natural é considerado raro, visto que somente células 

recetoras num estado fisiológico de competência, são capazes de incorporar material 

genético exógeno (Ferreira et al., 2010).  

 

1.2.4.3. Transdução 

O fenómeno de transdução é mediado por vetores como bacteriófagos, ou seja vírus 

com capacidade infeciosa sobre bactérias da mesma espécie. O vírus carrega o material 

genético e transfere-o aquando a infeção de um novo hospedeiro. A transferência 

simultânea de DNA viral induz processos de replicação constitutiva até eventual morte 

celular e libertação dos novos bacteriófagos infeciosos (Alanis, 2005).  
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Ilustração VIII- Mecanismos de transferência genética. A) Conjugação; B) 

Transdução; C) Transformação. Fonte: Levy (1998). 

 

1.2.5. Mecanismos bioquímicos de resistência 

A resistência a antimicrobianos, inata ou adquirida por processos de modificação do 

DNA pré-existente, quer por expansão do genoma através da aquisição de material 

genético exógeno, manifesta-se mediante vários mecanismos biológicos visando a 

redução ou inativação do agente antimicrobiano (Ilustração IX).  

 

1.2.5.1. Modificação do alvo 

Alterações estruturais no recetor do antimicrobiano resultam frequentemente de 

mutações espontâneas a nível do cromossoma e seleção na presença do antimicrobiano. 

São responsáveis pela diminuição da afinidade entre o recetor e o antimicrobiano com a 

consequente redução dos seus efeitos (Lambert, 2005). 

O peptidoglicano componente da parede celular bacteriana constitui um ótimo alvo 

seletivo dos antimicrobianos, derivado da sua ausência nas células eucarióticas. A 

resistência a beta-lactâmicos pode ser mediada pela alteração dos seus alvos, enzimas 
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envolvidas no processo de biossíntese do peptidoglicano, nomeadamente as 

transpeptidases. As modificações induzidas nestes recetores advêm de vários fenómenos 

como codificação de novas moléculas alteradas com sensibilidade diminuída, mutações 

em alvos endógenos com consequente redução da reatividade entre o recetor e o 

antimicrobiano e regulação aumentada da expressão de PBPs (Wilke et al., 2005).  

 

1.2.5.2. Diminuição da permeabilidade da membrana externa  

Este mecanismo atua pela redução ou deleção da expressão de porinas, proteínas 

constituintes da membrana, impedindo a entrada de compostos nocivos e consequente 

resistência a estes compostos. 

 

1.2.5.3. Aumento do efluxo 

As bombas de efluxo são proteínas membranares que desempenham uma função 

determinante na redução da concentração citoplasmática de compostos tóxicos, como 

antimicrobianos (Wasaznik et al., 2009). Estes complexos têm como componentes 

fundamentais: i) uma proteína localizada na membrana externa que atua como canal e se 

abre para libertar os compostos para o meio exterior; ii) uma proteína na membrana 

interna; iii) um componente periplasmático que faz a ligação entre as proteínas 

membranares (Pietras et al., 2008).  

Estes sistemas são frequentes em bactérias Gram-negativo como E. coli e podem 

conferir resistência a antimicrobianos como beta-lactâmicos (Palmer, 2003). Este 

mecanismo de transporte promove a exportação das moléculas com capacidade de 

penetração na parede e membranas celulares, até concentrações abaixo do limiar de 

ação bacteriostático ou bactericida. Estas proteínas podem ser transportadoras de 

inúmeros compostos o que pressupõe desenvolvimento de multirresistência, sem a 

necessidade de aquisição de determinantes de resistência múltiplos e específicos a cada 

uma das distintas classes de antimicrobianos (Zgurskaya, 2002). 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wasaznik%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19373193
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1.2.5.4. Inativação ou modificação enzimática  

Este mecanismo ocorre mediante a expressão de enzimas com capacidades hidrolíticas 

ou de modificação química dos antimicrobianos, com a sua consequente inativação 

antes de atingir o alvo. As principais enzimas envolvidas nesta função são as beta-

lactamases, esterases e transferases (Giedraitienė et al., 2011). 

As beta-lactamases constituem o principal mecanismo de resistência aos beta-

lactâmicos nos microrganismos Gram- negativo. Os seus genes são frequentemente 

codificados em plasmídeos ou transposões o que potencializa a sua rápida disseminação 

(Wilke et al., 2005). 

A expressão de genes que codificam enzimas esterases é prevalente na família das 

Enterobacteriaceae e conferem resistência a aminoglicosídeos (Kim et al., 2010; 

Giedraitienė et al., 2011). As transferases medeiam a resistência a agentes 

antimicrobianos como aminoglicosídeos, cloranfenicol, macrólidos e rifampicina. 

Enzimas modificadoras de aminoglicosídeos (AMEs) são identificadas em 

Enterococcus faecalis (Giedraitienė et al., 2011). 

 

Ilustração IX- Mecanismos de resistência aos agentes antimicrobianos beta-lactâmicos 

em microrganismos Gram-negativo como membros da família Enterobacteriaceae. 

Fonte: Llarrul e colaboradores (2010). 
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1.3. Beta-lactamases 

As beta-lactamases pertencem a uma família de enzimas muito antiga. Estudos 

filogenéticos estabelecem que estas enzimas foram originadas há biliões de anos e são 

incorporadas em plasmídeos há milhões de anos, muito antes da utilização dos 

antimicrobianos na clínica (Hall and Barlow, 2004; Garau et al., 2005; Aminov and 

Mackie, 2007). 

O desenvolvimento de novas classes de antimicrobianos beta-lactâmicos ao longo dos 

anos e as pressões seletivas decorrentes do seu uso exacerbado tiveram como 

consequências a emergência e seleção de novas variantes de beta-lactamases (Bradford., 

2001). A sua produção constitui um dos mais importantes mecanismos de resistência 

nas bactérias Gram negativo (Frase et al., 2011). O seu mecanismo hidrolítico consiste 

na hidrólise da ligação C-N do anel beta-lactâmico resultando na inativação do 

composto (Ilustração X).  

 

 

Ilustração X- Local de ação das enzimas beta-lactamases. Fonte: Babic e 

colaboradores (2006). 
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Atualmente são identificadas mais de 1000 enzimas beta-lactamases com ocorrência 

natural, sendo as pertencentes ao grupo 2/classe A comparativamente mais abundantes. 

Desde 2005 foram identificados inúmeros variantes pertencentes às várias famílias de 

beta-lactamases. As famílias OXA, CTX-M, CMY, VIM e KPC sofreram um aumento 

muito significativo (Bush and Fisher, 2011).  

 

1.3.1. Classificação Molecular de Ambler 

A classificação de Ambler surge em 1980 e tem por base a homologia entre as 

sequências aminoacídicas das beta-lactamases. Atualmente estas enzimas são agrupadas 

em quatro classes moleculares (A,B,C e D). 

Em 1980, apenas eram conhecidas quatro sequências de aminoácidos provenientes de 

beta-lactamases distintas. Estruturalmente semelhantes entre si foram todas agrupadas 

na Classe A. (Ambler, 1980).  

O seu centro ativo pode ser constituído por um resíduo de serina, característico das beta-

lactamases das classes moleculares A,C e D ou ião metálico zinco divalente integrante 

das enzimas da classe B. Esta estrutura é fundamental à sua atividade hidrolítica (Babic 

et al., 2006).  

 

1.3.2. Classificação funcional de Bush 

A classificação funcional proposta inicialmente por Bush em 1989, tem por base o perfil 

de substrato e de inibição. Está correlacionada com a classificação molecular de 

Ambler. As enzimas pertencentes a cada classe molecular são divididas em grupos (1-4) 

e subgrupos de acordo com a capacidade de hidrólise de classes específicas de beta-

lactâmicos e nas propriedades de inativação pelos inibidores de beta-lactamases ácido 

clavulânico, sulbactamo e tazobactamo (Bush and Jacoby., 2010).  

As enzimas do grupo 1 pertencem à classe C de Ambler e caracteristicamente 

apresentam atividade aumentada a cefalosporinas e resistência à inibição pelo ácido 

clavulânico. Ativas contra cefamicinas como cefoxitina e com grande afinidade sobre 

monobactamos como o aztreonamo. O grupo 2 (Classe A e D de Ambler) é o grupo 
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mais extenso, abrange enzimas com distintos perfis de substrato (penicilinases, 

cefalosporinases, oxacilinases carbapenemases) e inibição variável ao ácido clavulânico. 

As enzimas do grupo 3 são metalo beta-lactamases da Classe B de Ambler, não 

hidrolisam os monobactamos, mas são ativos em carbapenemos, caracteristicamente não 

são inibidos pelo ácido clavulânico, mas por quelantes de iões. No grupo 4 foram 

incluídas penicilinases e oxacilinases resistentes à inibição pelo ácido clavulânico. Do 

ponto de vista molecular a sua caracterização incompleta não as permite inserir nas 

classes de Ambler.  

 

1.3.3. Beta-lactamases de espectro alargado 

As beta-lactamases de espectro alargado (ESBLs) constituem um grave problema de 

Saúde Pública, especialmente em pacientes hospitalizados em unidades de cuidados 

intensivos com associação a altas taxas de morbilidade e mortalidade (Bradford, 2011; 

Paterson and Bonomo, 2005; Drawn and Bonomo, 2010). Atualmente estão descritas 

milhares de ESBLs que se encontram amplamente disseminas a nível mundial devido 

essencialmente à codificação dos genes bla em plasmídeos e outros elementos genéticos 

móveis (Bush and Fisher, 2011).  

Estas enzimas emergiram nos anos 80 com a introdução das cefalosporinas de 3ª 

geração como cefotaxima e ceftazidima na antibioterapia humana. O uso exacerbado 

destes compostos no tratamento de infeções graves provocadas por bactérias Gram 

negativo (Bradford, 2001) resultou no desenvolvimento de resistência particularmente, 

em membros da família das Enterobacteriaceae como Klebsiella spp. e E. coli (Knothe 

et al., 1987; Babic et al., 2006). A capacidade de expansão do espetro de atividade 

hidrolítica destas variantes às cefalosporinas de 3ª e 4ª geração desenvolveu-se 

principalmente através da ocorrência de mutações pontuais (Pfeifer et al., 2010).  

A designação ESBL surgiu em 1987 (Jarlier et al., 1988) e atualmente abrange beta-

lactamases mediadas por plasmídeo pertencentes às classes moleculares de Ambler A, C 

e D (Livermore, 2008; Bush and Jacoby, 2010) e grupos funcionais 1e, 2be e 2de (Bush 

and Jacoby, 2010; Bush and Fisher, 2011). Funcionalmente estas enzimas possuem 

propriedades hidrolíticas contra penicilinas, cefalosporinas de baixo e alargado espectro 

de atividade bem como o monobactamo aztreonam (Bush and Fisher, 2011). 
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Manifestam suscetibilidade aos inibidores de beta-lactamases (ácido clavulânico, 

tazobactamo ou sulbactamo) (Poirel et al., 2012) e não demonstram atividade hidrolítica 

às cefamicinas (cefoxitina e cefotetan) e aos carbapenemos (Bradford, 2001).  

Os carbapenemos são os antimicrobianos de eleição no tratamento de infeções causadas 

por estirpes Gram-negativo produtoras de ESBLs, o que subsequentemente origina 

pressões seletivas e seleção de carbapenemases (Bush, 2010). Estirpes produtoras de 

várias combinações de beta-lactamases como ESBLs e carbapenemases foram descritas 

em vários países (Pournaras et al., 2010; Bush and Fisher, 2011).  

Os genes bla são frequentemente codificados e transferidos em plasmídeos e integrões 

conjuntamente com determinantes de resistência a outras classes de antimicrobianos 

como aminoglicosídeos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, sulfonamidas e trimetoprim 

(Bush and Fisher, 2011; Poirel et al., 2012) promovendo fenómenos de multirresistência 

aos antimicrobianos mais importantes na antibioterapia humana.  

O aumento crescente e identificação de variantes de beta-lactamases levou ao seu 

agrupamento em famílias de acordo com a sua origem, sequência molecular e atividade 

hidrolítica. Os tipos de ESBLs mais numerosos e disseminados são o TEM, SHV, CTX-

M e OXA (Bush and Fisher, 2011).    

 

1.3.3.1. TEM-like ESBLs 

As ESBLs do tipo TEM são muito numerosas e derivam das enzimas TEM-1 e TEM-2 

(Poirel et al., 2012). A TEM-1 foi descrita na Grécia em 1960 numa estirpe de E. coli 

isolada a partir de uma hemocultura (Bradford., 2001). A sua designação foi atribuída 

de acordo com o nome do paciente (Temoneira) (Jacoby, 2006). A TEM-3 foi 

identificada em 1989 e foi a primeira deste tipo a manifestar fenótipo de ESBL e até 

então já estão descritas mais de 150 variantes deste tipo (Bush and Fisher, 2011). 

Estas enzimas estão inseridas na Classe A de Ambler e no grupo 2b de acordo com a 

classificação funcional de Bush and Jacoby (2010). O fenótipo ESBL advém de 

mutações pontuais nos genes bla TEM com consequente expansão do seu espetro de 

atividade sobre as cefalosporinas de 3ª geração (Bradford, 2001), com atividade 

hidrolítica acrescida à ceftazidima em relação à cefotaxima (Poirel et al., 2012). 
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1.3.3.2. SHV-like ESBLs 

As ESBLs do tipo SHV designadas com base no termo “Sulfhydryl reagent Variable” 

pertencem à Classe A de Ambler e grupo funcional 2b. Estas variantes derivam das 

enzimas SHV-1 filogeneticamente relacionadas com a TEM-1 com a qual partilham 

68% de homologia (Drawn and Bonomo, 2010). Estas ESBLs com maior atividade à 

cefotaxima encontram-se amplamente disseminadas em especial a SHV-2, SHV-5 e 

SHV-12 (Poirel et al., 2012).    

 

1.3.3.3. CTX-M-like ESBLs 

As ESBLs do tipo CTX-M emergiram na década de 80 na família das 

Enterobacteriaceae e atualmente encontram-se disseminadas mundialmente (Hawley 

and Jones, 2009). A nomenclatura deste grupo de enzimas da Classe A de Ambler e 

grupo 2b de Bush advém de “Cefotaximase first isolated in Munich” (Jacoby., 2006). 

Este grupo de ESBLs apresentava alto poder hidrolítico à cefotaxima, contudo já foram 

descritas enzimas como a CTX-M-15 com atividade hidrolítica equitativa à ceftazidima 

(Poirel et al., 2012). 

Filogeneticamente este grupo de beta-lactamases não está relacionado com as do tipo 

TEM e SHV, no entanto os seus genes foram identificados em microrganismos 

ambientais como Kluyvera spp. previamente à emergência destas beta-lactamases na 

clínica (Pitout et al., 2004; Wright, 2010).  

A CTX-M-14 e CTX-M-15 são as ESBLs com maior prevalência e disseminação a 

nível mundial (Bush and Fisher, 2011). 

 

1.3.3.4. OXA-like ESBLs 

As ESBLs do tipo OXA pertencem à Classe D de Ambler e grupo funcional 2d de Bush. 

São caracterizadas pela alta atividade hidrolítica à oxacilina e cloxacilina e pela baixa 

suscetibilidade ao ácido clavulânico (Bradford, 2001; Jacoby, 2006; Bush and Jacoby, 

2010).  
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Este tipo de ESBLs é prevalente em isolados clínicos de P. aeruginosa e a maioria 

destas variantes derivam de substituições de aminoácidos na beta-lactamase OXA-10 

(Babic et al., 2006; Pfeifer et al., 2010). 

 

1.3.4. Beta-lactamases classe C de Ambler  

As AmpC pertencem à classe C de Ambler e grupo funcional 1 de Bush e Jacoby 

(2010). Estas enzimas possuem atividade hidrolítica às penicilinas, cefalosporinas de 

espetro alargado com exceção da cefepima e cefpiroma e aos monobactamos (Jacoby, 

2009; Rodríguez-Banõ et al., 2012). Contrariamente às ESBLs são caracterizadas pelo 

poder hidrolítico às cefamicinas (cefotaxima e cefotetan) e pela não suscetibilidade à 

inibição pelo ácido clavulânico.  

Os genes bla AmpC frequentemente codificados no genoma de membros da família das 

Enterobacteriaceae podem ser mobilizados em plasmídeos (Brolund et al., 2010). A 

alta expressão de enzimas AmpC cromossómicas em E. coli pode ser induzida por beta-

lactâmicos ou ocorrer constitutivamente como resultado de mutações no seu regulador 

(Jacoby, 2009; Kanamori et al., 2011). A mediação dos genes bla AmpC em plasmídeos 

possibilita a expressão destas enzimas por estirpes como Klebsiella spp e Salmonella 

spp., onde estes genes eram inexistentes (Hanson, 2003). 

A CMY-1 foi a primeira AmpC codificada em plasmídeo e atualmente juntamente com 

a DHA constituem os grupos de beta-lactamases AmpC mais prevalentes em E. coli e 

K. pneumoniae (Pfeifer et al., 2010). 

 

1.4. Enterococos com resistência à vancomicina 

A emergência da primeira estirpe VRE ocorreu em 1986 na França e na Grã-Bretanha 

(Leclerc et al., 1988; Uttley et al., 1988; Pace and Yang, 2006) e atualmente encontram-

se disseminados mundialmente. Estas estirpes são encontradas em ambiente hospitalar, 

na comunidade, ambiente e indústria alimentar (Messi et al., 2006; Altoparlak et al., 

2011). 
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Os glicopéptidos como a vancomicina e teicoplanina reconhecem alvos no processo de 

biossíntese da parede celular bacteriana. A resistência de enterococos a estes 

antimicrobianos pode ser mediada pela alteração do seu recetor alvo, ou seja a cadeia 

terminal do pentapeptídeo da molécula percursora do peptoglicano (NAG-NAM-

pentapeptídeo-P-P-lipídeo). A ação destes antimicrobianos sobre este percursor impede 

a incorporação dos complexos pelas transglicosilases na estrutura da parede celular pré 

formada. A codificação de enzimas que produzem percursores alterados pela 

substituição do terminal D-alanil-D-alanina, pelo dipeptídeo D-alanil-D-lactato, reduz a 

afinidade dos antimicrobianos a estes recetores (Pace and Yang, 2006; Ferreira et al., 

2010). As estirpes de enterococos com fenótipo VanA, VanB ou VanD apresentam 

resistência aos glicopéptidos através deste mecanismo de modificação do alvo. As 

estirpes VanA manifestam resistência adquirida à vancomicina e teicoplanina, enquanto 

as estirpes VanB manifestam resistência adquirida à vancomicina e suscetibilidade à 

teicoplanina (Messi et al., 2006). As estirpes VRE com fenótipos de resistência VanC, 

VanE e VanG possuem resistência intrínseca a glicopéptidos em baixas concentrações 

devido à codificação de cadeias terminais do percursor lipídeo-II, constituídas por locais 

de reconhecimento D-alanina-D-serina (Wright, 2003).   
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Objetivos 

O meio ambiente aquático constitui um importante reservatório de microrganismos e 

genes de resistência a antimicrobianos que eventualmente podem disseminar-se através 

de transferência horizontal para patogénios humanos e animais.  

O principal objetivo deste estudo foi determinar a prevalência de ESBLs e AmpCs em 

isolados ambientais de E. coli em amostras de água provenientes do rio Douro e da orla 

costeira da cidade do Porto. Acresceu ainda avaliar a incidência e prevalência de 

estirpes VRE. No decorrer do estudo também se pretendeu: i) quantificar os 

bioindicadores de contaminação fecal utilizados na monitorização e avaliação da 

qualidade da água; ii) correlacionar as contagens de microrganismos em águas com a 

variável pH; iii) inferir quanto à qualidade microbiológica da água; iv) avaliar o perfil 

de suscetibilidade de estirpes de E. coli e enterococos a agentes antimicrobianos; v) 

evidenciar fenómenos de transferência horizontal de genes de resistência entre bactérias; 

e vi) identificar os genes bla responsáveis por resistência aos antimicrobianos beta-

lactâmicos. 
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2. Material e Métodos 

A área abrangida pelo presente estudo foi o estuário do rio Douro e praias costeiras da 

Foz e Matosinhos.  

O Douro é um rio internacional e dos mais longos existentes na Península Ibérica com 

um curso de 930Km. A sua bacia hidrográfica de 98000Km² é partilhada entre Portugal 

e Espanha (Madureira et al., 2010). Este desagua no Oceano Atlântico na costa noroeste 

de Portugal, perto da cidade do Porto (41.14°N e 8.66°O) (Azevedo et al., 2008). No 

decorrer dos anos foram construídas mais de 50 barragens hidroelétricas ao longo do 

seu curso. A barragem de Crestuma foi construída em 1985 a 21,6Km a jusante da Foz, 

reduzindo significativamente o tamanho do estuário (Azevedo et al., 2010). O estuário é 

dividido em três zonas nomeadamente estuário superior, médio e inferior (Ilustração XI) 

(Vieira and Bordalo, 2000). O estuário é alvo de altas pressões antropogénicas 

resultantes à grande urbanização e densidade populacional das cidades do Porto e Gaia, 

industrialização, descargas de esgotos não sujeitos a tratamento e drenagem direta ou 

indireta de efluentes provenientes de estações de tratamento de águas residuais (ETARs) 

sem remoção de nutrientes (Azevedo et al., 2008). Existem no total oito ETARs sitas ao 

longo do estuário sendo as maiores a ETAR das Sobreiras e a ETAR do Freixo, 

localizadas no baixo e médio estuário respetivamente (Madureira et al., 2010).      

Os processos de análise microbiológica das amostras de água foram efetuados no 

Laboratório de Tecnologia Alimentar do Instituto de Ciências Abel Salazar. 

 

Ilustração XI- Bacia Hidrográfica e Estuário do Rio Douro. Fonte Vieira and Bordalo 

(2000). 
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2.1. Meios de cultura e Soluções 

 

2.1.1. Meios de cultura 

A análise microbiológica das amostras ambientais de água tem como pressupostos o 

isolamento, enumeração, caracterização e identificação dos microrganismos de interesse 

para no estudo. Foram selecionados meios de cultura sólidos e líquidos, com 

propriedades seletivas, diferenciais ou de enriquecimento para crescimento e 

desenvolvimento de E. coli e enterococos.  

 

2.1.1.1. Água peptonada tamponada (APT) 

A água peptonada é um meio de cultura não seletivo de pré-enriquecimento utilizado 

previamente ao isolamento e sementeira de microrganismos visando o seu crescimento e 

desenvolvimento. É utilizado como meio de recuperação de células com lesões devido a 

técnicas como filtração por membrana.  

O meio de cultura foi reconstituído de acordo com as indicações do fabricante (Biokar 

Diagnostics) e posteriormente autoclavado em tubos a 121ºC, durante 15 minutos.  

 

2.1.1.2. Brilliant green bile (2%) broth (BGBB) 

O caldo de bílis verde brilhante é um meio de cultura líquido para a deteção e 

identificação de microrganismos da família das Enterobacteriaceae em vários tipos de 

amostras. A sua constituição por sais biliares e verde brilhante inibe o crescimento de 

microrganismos Gram-positivo. O teste de identificação de E. coli é efetuado à 

temperatura de incubação de 44ºC, durante o período de 24h.  

O meio de cultura foi reconstituído de acordo com as instruções do fabricante (OXOID) 

sendo posteriormente autoclavado em tubos a 121ºC, durante 15 minutos. 
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2.1.1.3. Ethyl violet azide broth (Litsky) 

O meio de Litsky é um meio seletivo específico para deteção e identificação de 

enterococos. A sua seletividade prende-se à composição por violeta de etilo e azida de 

sódio que inibe o crescimento de outras bactérias Gram-positivo. A peptona serve como 

fonte de carbono, nitrogénio, vitaminas e minerais permitindo o desenvolvimento dos 

microrganismos.  

O meio de cultura foi reconstituído de acordo com as indicações do fabricante (Biokar 

Diagnostics) sendo posteriormente autoclavado em tubos a 121ºC, durante 15 minutos.  

 

2.1.1.4 Kanamycin aesculin azide medium (KAA) 

O meio de KAA é um meio de cultura seletivo para o isolamento e enumeração de 

enterococos em amostras de água e outros espécimes. A seletividade é conferida pelos 

componentes sulfato de kanamicina e azida de sódio que inibem o crescimento de 

bactérias Gram-negativo. A esculina é hidrolisada pela enzima ß-D-glucosidase com 

produção e libertação de esculetina (6,7-dihidroxicoumarina) que reage com os iões de 

Fe³⁺ e dá origem a um complexo de coloração preta em redor da colónia (Doming et al., 

2003). As colónias de morfologia redonda e coloração branca ou cinzenta, com zonas 

circulares negras de pelo menos 1cm de diâmetro são consideradas como presumíveis 

enterococos.  

O meio de cultura foi reconstituído de acordo com as indicações do fabricante (OXOID) 

e posteriormente autoclavado a 121ºC, durante 15 minutos.  
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2.1.1.5. Müeller Hinton (MH) 

O meio de MH é o meio de cultura recomendado pelo Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) para a realização de testes de suscetibilidade antimicrobiana 

pelo método de difusão direta em disco (Kirby-Bauer). A sua composição é rica em 

infusão de carne e ácido de caseína hidrolisado favorecem o crescimento da maioria dos 

microrganismos patogénicos. O amido tem um papel importante na absorção dos 

metabolitos tóxicos resultantes do crescimento bacteriano. 

O meio de cultura foi reconstituído de acordo com as indicações do fabricante (OXOID) 

e esterilizado a 121ºC, durante 15 minutos. Posteriormente foi estabilizado em banho-

maria a 55ºC durante 30 minutos.  

 

2.1.1.6. Plate Count Agar (PCA) 

O meio PCA é um meio de cultura nutritivo não seletivo recomendado pela norma 

europeia (EN) International Organization for Standartization (ISO) 6222:1999 para a 

deteção e enumeração de microrganismos totais cultiváveis presentes em amostras de 

água. 

Este meio foi reconstituído tendo em consideração as indicações do fabricante (Biokar 

Diagnostics) sendo posteriormente autoclavado a 121ºC, durante 15 minutos. 

 

2.1.1.7. Slanetz and Bartley Agar (SB) 

O meio de SB é seletivo e diferencial para o desenvolvimento de enterococos. Este é 

recomendado pela EN ISO 7899-2 para deteção e enumeração de enterococos em 

amostras de água pela técnica da membrana filtrante. O agente seletivo é a azida de 

sódio que inibe o crescimento de bactérias Gram-negativo. As colónias de coloração 

avermelhada ou castanha, coloração resultante da redução do cloreto de trifeniltetrazólio 

(TTC), são consideradas como presumíveis Enterococcus spp. 

O enriquecimento do meio de cultura com vancomicina (6mg/mL) permite a seleção de 

estirpes de enterococos com resistência a este antimicrobiano. 
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O meio de cultura foi reconstituído de acordo com as indicações do fabricante 

(OXOID). Previamente ao enriquecimento com antimicrobiano foi colocado em banho-

maria à temperatura de 50ºC. 

 

 2.1.1.8. Tryptic Soy Agar and Broth (TSA and TSB) 

O meio de TSA é um meio nutritivo sólido constituído por agar ao contrário do meio de 

TSB que se apresenta sob a forma líquida. Estes meios permitem o crescimento e 

desenvolvimento de uma vasta gama de microrganismos. São compostos 

essencialmente por caseína digerida da soja e é adequado para o crescimento de 

bactérias aeróbias e anaeróbias. 

O meio de TSB é utilizado na conservação das estirpes microbianas juntamente com o 

glicerol que tem um papel na proteção celular a baixas temperaturas. 

O meio de cultura foi reconstituído de acordo com as indicações do fabricante 

(PANREAC) sendo posteriormente autoclavado a 121ºC durante 15 minutos.     

 

2.1.1.9. Tryptone Bile X-glucuronide Agar (TBX) 

O meio de TBX é um meio de cultura seletivo e diferencial cromogénico utilizado na 

deteção e enumeração de E. coli. A seletividade é conferida pela presença de sais 

biliares que impedem o crescimento e desenvolvimento de microrganismos Gram-

positivo. A enzima glucuronidase é produzida especificamente por E. coli, o que 

permite a sua diferenciação dos restantes coliformes fecais. O cromogénio presente no 

meio é o 5-bromo-4-cloro-3-indol-beta-D-glucuronideo, que é absorvido e hidrolisado 

no interior das células. O cromóforo é libertado e acumula-se conferindo a coloração 

azul/esverdeada às colónias de E. coli. 

Este meio pode ser enriquecido com antimicrobianos para selecionar estirpes que 

apresentam resistência aos mesmos. A seleção de estipes produtoras de beta-lactamases 

foi realizada através do enriquecimento do meio de cultura com agentes antimicrobianos 

como a ampicilina (16µg/mL), ciprofloxacina (4µg/µL) e cefotaxima (2µg/mL). 
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O meio de cultura foi manipulado segundo as indicações de fabricante (OXOID) sendo 

posteriormente autoclavado a 121ºC, durante 15 minutos. Previamente ao 

enriquecimento com antimicrobianos o meio foi colocado em banho-maria a 50ºC.  

 

2.1.2. Soluções de Antibiótico 

 

2.1.2.1. Solução de ampicilina sódica (AMP) 

A solução stock de AMP (PANREAC) foi preparada com a concentração de 16mg/mL. 

Nas placas de TBX enriquecidas com este antimicrobiano para seleção das estirpes de 

E. coli produtoras de beta-lactamases foi adicionado 1µL de solução, por cada mililitro 

de meio de cultura.      

 

2.1.2.2. Solução de azida sódica (AZ) 

A solução stock de azida sódica de concentração 50 mg/mL foi preparada pela adição de 

500mg de azida sódica (PANREAC) a 10mL de água destilada. A solução foi filtrada 

com seringa e filtro de porosidade 0,22 µm estéreis e foi conservada a -20ºC.  

 

2.1.2.3. Solução de cefotaxima (CTX) 

A solução stock de CTX foi preparada à concentração de 2mg/mL.    

 

2.1.2.4.Solução de cicloheximida 

A solução stock de cicloheximida (BioChemica: AppliChem) foi preparada à 

concentração de 25mg/mL a partir da adição de 250mg de cicloheximida a 10mL de 

água destilada. Posteriormente foi filtrada com seringa e filtro de 0,22µm estéreis e 

conservada a -20ºC. 
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2.1.2.5.Solução de ciprofloxacina (CIP) 

A solução stock de CIP foi preparada a 4µg/µL a partir de 4mL de Roxacin® num 

volume de 100mL de água destilada. A solução foi filtrada e posteriormente preservada 

à temperatura de -20ºC. 

 

2.1.2.6. Solução de vancomicina (VAN) 

A solução stock de VAN foi preparada a concentração 6mg/mL.    

 

2.1.3 Soluções stock e tampões de pH 

 

2.1.3.1.Ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0.5M, pH 8.0 

O EDTA é um ácido poliprótico utilizado em várias soluções amortecedoras de pH. 

Este atua como agente quelante de iões divalentes o que previne a ocorrência de reações 

intermoleculares e consequentemente a desnaturação do DNA. 

Para a sua preparação adicionaram-se 46,5g de EDTA (Merck) e 5.0g de NaOH pellets 

(Analar NORMAPUR) em 100mL de água. A solução foi aquecida a 50ºC com agitação 

magnética. Os valores de pH foram aferidos com a adição de uma solução 10N NaOH. 

Perfez-se o volume até 250mL com água destilada e posteriormente foi autoclavada a 

121ºC durante 15 minutos. 

 

2.1.3.2. Cloreto de sódio (NaCl) 5M 

O NaCl é um composto iónico utilizado juntamente com o etanol em processos de 

extração de DNA para obtenção de uma maior eficácia na precipitação dos ácidos 

nucleicos. A solução 5M NaCl foi preparada com 29,2g de NaCl (CARLO ERBA) em 

100mL de água destilada. Para dissolução mais eficaz efetuou-se aquecimento a 50ºC 

com agitador magnético. Posteriormente foi autoclavada a 121ºC durante 15 minutos. 
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2.1.3.3. Dodecil sulfato de sódio (SDS) 20% 

O SDS é um agente detergente aniónico encontrado na forma de pequenos cristais, 

utilizado em processos de extração de DNA para solubilização de lípidos e proteínas. 

Este promove a formação de um ponto nuvem resultante da complexação das proteínas.  

A solução foi preparada com 20g de SDS (PANREAC) e perfazendo o volume de 

100mL com água destilada. Esta não pode ser autoclavada para evitar a sua 

polimerização.  

 

2.1.3.4. Etanol absoluto e a 70%  

O etanol absoluto é utilizado para recuperação de ácidos nucleicos de soluções aquosas. 

Este expõe os grupos fosfato com carga negativa. A solução de etanol a 70% é utilizada 

na lavagem dos ácidos nucleicos para remoção de resíduos proveniente de constituintes 

celulares. A solução de etanol a 70% foi elaborada a partir de 70mL de etanol absoluto 

(PANREAC) e perfazendo o volume de 100mL com água destilada.  

 

2.1.3.5. Fenol-clorofórmio 1:1 

A solução de fenol-clorofórmio é utilizada em técnicas de extração de DNA genómico. 

Este desnatura as proteínas com formação de uma camada branca entre a fase aquosa e 

orgânica. Os ácidos nucleicos constituem a fase aquosa enquanto os lípidos, 

polissacarídeos e proteínas complexadas ao SDS permanecem retidos na fase fenólica.  

A solução foi preparada com igual quantidade de fenol (MERCK) e clorofórmio (BDH 

Prolabo), neste caso 50mL. Os seus constituintes são agentes químicos com 

propriedades tóxicas, corrosivas, irritantes mutagénicas e carcinogénicas. Foram 

manuseados com máxima precaução numa hotte e com a utilização de todo o 

equipamento de proteção individual recomendado, nomeadamente luvas de nitrilo e 

máscara de proteção.  
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2.1.3.6. Sódio-Tris-EDTA (STE) 

O tampão de STE foi preparado a partir de 10mM de Tris-HCl (pH 8.0), 1mM de 

EDTA (pH 8.0) e 0,1 M NaCl. Posteriormente foi autoclavada a 121ºC durante 15 

minutos.  

 

2.1.3.7. Tris (hidroximetil) aminometano (TRIS-Cl) 1M; pH 8.0 

A solução 1M Tris-HCl foi preparada com a dissolução de 30,3g de base Tris (Merck) 

em 100mL de água. Ajustou-se o pH através da adição de 10,5mL de ácido clorídrico 

concentrado (HCl). A solução arrefeceu antes de se proceder a ajustes finais de forma a 

obter pH 8.0. O volume foi ajustado até 250mL com água destilada. A solução foi 

autoclavada a 121ºC, durante 15 minutos. 

 

2.1.3.8. 10x TRIS EDTA (TE), pH 8.0 

A solução tampão 10x TE foi preparada a partir de 100mM de Tris- HCl a pH 8.0 e 

10mM de EDTA a pH 8.0. A solução foi autoclavada a 121ºC durante 15 minutos.  

 

2.1.3.9. Tampão TRIS-Acetato-EDTA 1 x (TAE)  

O tampão TAE é utilizado em eletroforese. Para a sua preparação adicionou-se um 

volume de 20mL de tampão 50 x TAE e completou-se o volume até 1000mL com água 

destilada.    

 

2.2. Área de estudo  

As amostras de água do rio Douro foram recolhidas em dois pontos de amostragem 

designados por Heliporto e Freixo, localizados na interface do estuário baixo e médio e 

no médio estuário respetivamente. Efetuaram-se amostragem na Foz – Praia dos 

Ingleses e na Praia de Matosinhos (Ilustração XII).  
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A montante do ponto de amostragem Freixo verificou-se um ponto de descarga de 

efluentes, situada neste local encontra-se a ETAR do Freixo com um fluxo médio diário 

de 35.900m³ (Madureira et al., 2010). Os últimos 9Km do estuário são caracterizados 

por uma alta densidade populacional com mais de 700.000 habitantes divididos entre as 

cidades do Porto e Gaia. Ao longo do curso do Rio Douro desaguam outros rios mais 

pequenos em particular na zona do médio estuário, onde se situa o ponto de amostragem 

Heliporto.  

 

Ilustração XII- Localização dos pontos de amostragem no estuário do rio Douro, Porto, 

Portugal; F- Freixo (41º08´35.21”N; 8º34’39.22”O); H- Heliporto (41º08’49.33”N; 

8º37’58.94”O) e das estações de tratamento de águas residuais e pequenos rios. 

Adaptado de Azevedo e colaboradores (2008 e 2010).  

 

As praias costeiras localizadas na orla costeira sofrem uma grande influência de águas 

provenientes dos rios Douro e Leça, ribeiras de Riguinha e Carcavelos, bem como da 

sua proximidade com o porto de Leixões (Ilustração XIII). Esta região foi alvo de 

contaminação acentuada devido à descarga de esgotos diretamente na água. O 

tratamento das águas residuais e a construção de redes de saneamento contribuiu 

bastante para a melhoria da qualidade da água na atualidade. 
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Ilustração XIII- Localização dos pontos de amostragem na Orla costeira, M- Praia de 

Matosinhos (41º10’34.37”N;8º42’06.45”O); Z- Praia dos ingleses (41º09’02.71N 

8º40’37.56”O), Porto, Noroeste de Portugal. Adaptado de Bordalo (2003). 

 

2.3. Recolha de amostras de água 

A colheita de amostras de água foi efetuada segundo as especificações do Decreto-lei 

nº135/2009 de 3 de Junho que estabelece o regime jurídico de identificação, gestão, 

monitorização e classificação da qualidade das águas balneares. A recolha foi realizada 

assepticamente com recipientes de vidro estéreis com capacidade de 1000mL, 30 cm 

abaixo da superfície da água e onde a profundidade era no mínimo de 1m. O transporte 

foi efetuado ao abrigo da exposição solar e à temperatura de refrigeração. A análise foi 

realizada no menor intervalo de tempo possível após a colheita, no máximo após 4h. 

 

2.4. Quantificação, isolamento e identificação microbiológica 

Neste estudo procedeu-se à quantificação da carga microbiana de E. coli e enterococos 

com recurso a meios seletivos usando a técnica de microfiltração. Efetuou-se também a 

contagem de microrganismos heterotróficos através de técnicas de microfiltração ou 

incorporação em agar, consoante a carga microbiana presente. Em algumas amostras foi 

necessário proceder a diluições para se obterem placas contáveis. Paralelamente 
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Método 
Filtração 

Membrana 

Incubação em 
meio de TBX 

37ºC, 24h 

Identificação em 
BBGB 44ºC, 24h 

Isolamento em 
meio de TBX 

Inoculação em 
APT 37ºC, 2-4h 

Antibiograma 

Método 
Filtração 

Membrana 

Incubação em 
meio de SB 
37ºC, 36h 

Incubação em 
meio KAA 37ºC, 

2-4h 

Inoculação APT 
22ºC, 6-12h 

Antibiograma 

recolheram-se isolados de E. coli e enterococos para avaliação do perfil de 

suscetibilidade a antimicrobianos (Ilustrações XIV e XV). 

 

 

Ilustração XIV- Procedimentos para identificação, enumeração, isolamento e avaliação 

de suscetibilidade a antimicrobianos de estirpes de E. coli presentes em amostras de 

água. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustração XV- Procedimentos para identificação, enumeração e avaliação de 

suscetibilidade a antimicrobianos de estirpes de enterococo presentes em amostras de 

água. 

 

2.4.1. Método de filtração por membrana 

O método de filtração por membrana é um dos métodos analíticos de referência na 

legislação portuguesa pelo Decreto-Lei 135/2009 para a análise microbiológica de águas 

balneares. 

O seu princípio consiste na filtração de um volume de amostra conhecido através de um 

filtro com uma porosidade de 0,45μm, implicando a consequente retenção dos 
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microrganismos na sua superfície. Após filtração as membranas foram transferidas para 

placas de meio seletivo TBX e SB para a deteção de E. coli e enterococos, incubadas a 

37ºC durante 24h e 36h, respetivamente. Para deteção e quantificação de estirpes de E. 

coli resistentes à ampicilina, ciprofloxacina e cefotaxima, efetuou-se a filtração de 

100mL da amostra de água e posteriormente transferiram-se as membranas para meio de 

TBX enriquecido com o agente antimicrobiano correspondente. Para detetar e enumerar 

as estirpes de VRE filtrou-se um volume de 100mL da amostra e a membrana foi 

transferida para meio de SB enriquecido com vancomicina (Quadro IV).  

Quadro IV- Meios de cultura seletivos, diferenciais e enriquecidos com 

antimicrobianos utilizados para deteção de E. coli e enterococos e volumes de filtração 

da amostra de água (1mL e/ou 100mL de volume filtrado). 

E. coli  Enterococos 

TBX  TBX+AMP TBX+CIP TBX+CTX  SB SB+VAN 

1-100mL  100mL 100mL 100mL  1-100mL 100mL 

 

2.4.2. Quantificação das estirpes bacterianas 

A avaliação quantitativa foi realizada tendo como parâmetro o número de células. Deste 

modo efetuou-se a contagem direta dos microrganismos em placa. Os resultados foram 

expressos em unidades formadoras de colónias (UFC) e para um volume de 100mL 

(UFC/100mL). 

 

2.4.2.1. Quantificação de E. coli  

A enumeração de E. coli efetuou-se através da contagem direta das colónias com 

coloração azul/esverdeada nas placas de meio de TBX sem enriquecimento com 

antimicrobianos e em placas contendo o meio de cultura enriquecido com 

antimicrobianos (Ilustração XVI).  
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Ilustração XVI- Membrana filtrante com colónias de E. coli de coloração 

azul/esverdeada em meio de TBX. 

 

2.4.2.2. Quantificação de enterococos e estirpes VRE 

A enumeração de enterococos e estirpes VRE foi efetuada após transferência da 

membrana (previamente incubada em meio de SB e SB enriquecido com vancomicina, 

respetivamente) para uma placa de meio de KAA pré-aquecida a 44ºC e incubação a 

37ºC durante 2-4 horas. Foram consideradas as colónias com halo negro em redor como 

presumíveis enterococos (Ilustração XVII).    

 

 

 
 

 

 

 

Ilustração XVII- Membranas filtrantes com colónias de enterococos. A) Colónias de 

enterococos vermelhas/acastanhadas em meio de SB; B) colónias de enterococos 

esculina positivo em meio de KAA. 

 

2.4.2.3. Quantificação de Microrganismos Totais  

A enumeração de microrganismos heterotróficos a 22ºC e 37ºC realizou-se após 

sementeira por incorporação de um volume conhecido da amostra em meio de cultura 

PCA. Realizaram-se diluições decimais sucessivas (10¯¹ a 10¯³) nas amostras onde se 

A B 
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esperava maior carga microbiana. Para tal, retirou-se 1mL de amostra com uma pipeta 

esterilizada e adicionou-se a 9mL de água triptona e assim sucessivamente. 

Posteriormente, retira-se 1mL diretamente da amostra e de cada diluição para a placa de 

Petri em replicado e adiciona-se o meio de cultura. A incubação é efetuada a 37ºC 

durante 48h e a 22ºC durante 72h. 

 

2.4.3 Identificação das estirpes bacterianas 

 

2.4.3.1. Análise macroscópica da morfologia das colónias 

A análise macroscópica das colónias efetuou-se segundo a morfologia e coloração 

apresentada pelas colónias tendo em consideração o meio de cultura.  

As colónias redondas de coloração azul/esverdeada foram consideradas indicativas da 

presença de E. coli em meio de TBX. Em meio de SB as colónias de coloração 

vermelha e castanha foram consideradas como presumíveis enterococos. Em meio de 

KAA as estirpes de enterococos apresentaram-se segundo colónias redondas brancas de 

centro castanho ou cinzento (Ilustração XVIII). 

 

 

 

 

 

Ilustração XVIII- Colónias de enterococos. A) Colónias redondas vermelhas e 

castanhas em meio de SB; B) Colónias redondas brancas com centro castanho em meio 

de KAA. 

 

  

A B 
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2.4.3.2. Isolamento de estirpes bacterianas 

O isolamento das estirpes de E. coli e enterococos efetuou-se pela técnica do riscado 

com esgotamento do inóculo (Ilustração XIX).  

 

Ilustração XIX- Isolamento de colónias de E. coli em meio de TBX pela técnica do 

riscado com esgotamento do inóculo mediante estrias horizontais e paralelas entre si 

 

2.4.3.3. Identificação de E. coli 

A identificação e confirmação bioquímica de E. coli efetuou-se em caldo de bílis verde 

brilhante e é considerado um resultado positivo a presença de turbidez após incubação a 

44ºC durante 24h.  

 

2.4.3.4. Identificação de enterococos 

A identificação bioquímica de enterococos realizou-se através da incubação da estirpe 

pretendida no meio de Litsky em banho-maria à temperatura 44ºC, durante 24h. Na 

presença de turbidez considerou-se o resultado positivo para a presença de enterococos. 

 

2.4.4. Medição dos valores de pH 

O pH é um importante parâmetro físico no crescimento e desenvolvimento dos 

microrganismos. Foi realizada a sua medição em todas as amostras de água recolhidas.  
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2.5. Testes de suscetibilidade antimicrobiana – Método de difusão em 

disco (Kirby- Bauer) 

O método utilizado para avaliar a suscetibilidade das estirpes de E. coli e enterococos 

foi o de difusão em disco também designado por Kirby-Bauer. Este tem como 

finalidade determinar se a estirpe em estudo é sensível ou apresenta um perfil de 

resistência aos antimicrobianos testados. Este método foi realizado segundo as 

especificações do CLSI. Efetuou-se a inoculação de uma suspensão bacteriana 

equivalente a 0,5 McFarland na superfície de meio de MH, com espessura de 4mm. Para 

avaliar a suscetibilidade das estirpes de E. coli foram distribuídos discos com 19 

antimicrobianos pertencentes a classes distintas na superfície do meio inoculado: 

ampicilina (AMP, 10µg), cefalotina (KF, 30µg), cefotaxima (CTX, 30µg), cefoxitina 

(FOX, 30µg), ceftazidima (CAZ, 30µg), aztreonamo (ATM, 30µg), amoxicilina/ácido 

clavulânico (AMC, 20/10µg), imipenemo (IPM, 10µg) gentamicina (CN, 10µg), 

tobramicina (TOB, 10µg), amicacina (AK, 30µg), estreptomicina (STR, 10µg), 

kanamicina (K, 30µg), ácido nalidixico (NA, 30µg), ciprofloxacina (CIP, 5µg), 

cloranfenicol (CHL, 30µg), nitrofurantoína (F, 300µg), trimetoprim/sulfametoxazol 

(SXT, 1,25/23.75) e tetraciclina (TET, 30µg) (Oxoid). As estirpes de enterococos foram 

avaliadas quanto à sua suscetibilidade a 12 antimicrobianos: ampicilina (AMP, 10µg), 

azitromicina (AZM, 15µg), gentamicina (CN, 10µg), rifampicina (RD, 5µg), 

quinupristina/dalfopristina (QD, 15µg), ciprofloxacina (CIP, 30µg), tetraciclina (TET, 

30µg), eritromicina (ERY, 15µg), cloranfenicol (CHL, 30µg), nitrofurantoína (F, 

300µg), vancomicina (VAN, 30µg) e teicoplanina (TEC, 30µg) (Oxoid). Após 

incubação a 37ºC durante 18horas, determinou-se o diâmetro dos halos, sendo o 

resultado expresso em suscetível (S), intermédio (I) ou resistente (R).  

 

2.5.1. Índice de multirresistência antimicrobiana (MDR) 

 

O índice de multirresistência a antimicrobianos foi determinado através da razão entre o 

valor total de resistências expressas pelo isolado testado e o total de agentes 

antimicrobianos aplicados no teste de suscetibilidade antimicrobiana (Krumperman. 

1983; Florea, 2011). 
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2.6. Transconjugações 

As transconjugações foram realizadas de acordo com as experiências desenvolvidas por 

Wang e colaboradores (2004). Estirpes de E. coli J53AzR foram utilizadas como 

recetoras e as estirpes E. coli com fenótipo de resistência a AMP como dadoras. As 

estirpes recetoras foram incubadas overnight a 37ºC com agitação, em meio de TSB 

com 100μg/mL de azida de sódio e as dadoras em meio de TSB com 50μg/mL de 

ampicilina. Posteriormente colocou-se 0,5mL de cada estirpe num tubo com 4mL de 

TSB sem enriquecimento e incubou-se overnight a 37ºC sem agitação. Efetuou-se o 

isolamento das estirpes de E. coli J53AzR com plasmídeo resistente em meio de TSA 

enriquecido com 100µg/mL de azida sódica, 50µg/mL de ampicilina e cicloheximida. 

 

2.7. Biologia Molecular 

 

2.7.1. Extração DNA total de E.coli 

Na extração de DNA total de E. coli inoculou-se as estirpes em 10mL de meio de TSB 

que incubou overnight a 37ºC. Transferiu-se 1,5mL do inóculo para um microtubo e 

centrifugou-se a 5000 rpm durante 5 minutos. Rejeitou-se o sobrenadante e repetiu-se os 

passos anteriores com o objetivo de concentrar o pellet. Rejeitar o sobrenadante e 

ressuspender em 750μL de STE adicionando-se posteriormente 60μL de SDS a 10% 

com leve agitação. Incubar em banho-maria a 56ºC durante 10 minutos. Arrefecer a 

temperatura ambiente e adicionar 500μL de fenol – clorofórmio 1:1 e agitar no vórtex 

observando-se uma solução branca. Centrifugar a 10000rpm durante 5 minutos. Vai-se 

observar a formação de uma fase aquosa no cimo do tubo, uma fase intermédia onde se 

encontram as proteínas desnaturadas e uma fase fenólica onde se concentram outras 

moléculas. Retira-se 500μL da fase aquosa para outro microtubo ao qual se adiciona 

100μL de 5M NaCl e 900μL de etanol absoluto a -20ºC para precipitar os ácidos 

nucleicos. Centrifugar a 10000 rpm durante 5 minutos e rejeitar o sobrenadante. 

Lavagem dos precipitados com 100μL de etanol a 70% a -20ºC. Centrifugar novamente 

a 10000 rpm 5 minutos e rejeitar o sobrenadante. Deixar secar a temperatura ambiente 

durante 30 minutos ou incubar a 37ºC durante 5 minutos. É importante que toda a 

quantidade de etanol evapore totalmente para o DNA não ficar com partículas voláteis o 



Prevalência de resistência a antimicrobianos em isolados ambientais de Escherichia coli e enterococos 

 

55 

 

que interfere na corrida de eletroforese devido ao baixo peso molecular gerado. 

Dissolver o DNA em tampão TE, conforme a quantidade de pellet observada, tendo-se 

acrescentado cerca de 30μL do mesmo.    

 

2.7.2. Determinação da concentração e pureza de DNA por 

espectrofotometria  

A espectrofotometria é utilizada como método para determinar a concentração de DNA 

presente numa amostra, bem como o seu grau de pureza.  
 

O DNA apresenta grande atividade de absorvância a 260nm. A este comprimento de 

onda é possível estimar-se a concentração presente na amostra. À densidade ótica (OD) 

de 1 corresponde a concentração de 50μg/mL. Assim, a quantidade de DNA presente é 

dada através da seguinte fórmula: 

 

[DNA]= 50μg/mL × Diluição × A260nm 

 

O ratio de 260/280 (OD260:OD280) possibilita a estimativa do grau de pureza dos 

ácidos nucleicos da amostra. Pode ocorrer a contaminação por outros compostos como 

proteínas, fenol ou RNA. No caso das proteínas o grau de contaminação teria que ser 

muito significativo para induzir variabilidade nos valores de absorvância a 260nm. 

Preparações com valores de OD260/OD280 entre 1,8 e 2,0. Valores abaixo podem 

significar contaminação por fenol ou proteínas. São necessárias concentrações de DNA 

de cerca de 1μg/mL para se obterem resultados fiáveis a A260nm (Sambrook and 

Russell, 2001).  
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3. Resultados 

 

3.1. Incidência de estirpes bacterianas em amostras de água do rio 

Douro e orla costeira 

 

3.1.1. Valores médios de bioindicadores de contaminação fecal em cada 

ponto de amostragem  

O número de células microbianas variou de acordo com a localização do ponto de 

amostragem, condições meteorológicas e valores de pH da água. Numa perspetiva geral 

da análise dos gráficos I, II e III constatou-se que o valor médio de microrganismos foi 

inferior nas amostras de água salgada em comparação com as de água doce. A 

concentração média de E. coli e enterococos foi mais elevada no ponto de amostragem 

Freixo. Contudo, os níveis de estirpes resistentes foram superiores no ponto de 

amostragem Heliporto. Verificou-se também que os valores médios de E. coli foram 

superior aos de enterococos.  

 

3.1.1.1. E. coli e estirpes com fenótipo de resistência 

O gráfico I expressa o número médio de E. coli e estirpes com fenótipo de resistência 

obtido nos distintos pontos de amostragem. Os valores mais elevados foram obtidos nos 

pontos de amostragem Freixo e Heliporto, com 6,03×10³ UFC/100mL e 3,52×10³ 

UFC/100mL, respetivamente. Os valores mínimos determinaram-se nas amostras de 

água salgada da Foz com 1,0×10° UFC/100mL e 8,0×10° UFC/100mL na praia de 

Matosinhos.  

Constatou-se que as estirpes com fenótipo de resistência à ampicilina e cefotaxima 

prevaleceram nas amostras de água do Heliporto, com contagens de 8,69×10² 

UFC/100mL e 4,77×10¹ UFC/100mL. Em comparação as contagens destas estirpes 

foram mais reduzidas no Freixo, com 3,12×10² UFC/100mL e 9,0×10° UFC/100mL, 

respetivamente. Nas amostras de água salgada da Foz apenas foi detetada uma estirpe 
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com resistência à ampicilina, e em Matosinhos 2,0×10° UFC/100mL. Não foram 

detetadas estirpes com resistência à cefotaxima nestas amostras. 

Considerando as estirpes de E. coli com fenótipo de resistência à ciprofloxacina 

verificou-se que estas predominaram no Freixo, com valor médio de 5,95×10² 

UFC/100mL e no Heliporto com 2,23×10² UFC/100mL. Nas amostras de água da Foz 

não se detetou nenhum isolado com resistência à ciprofloxacina, enquanto em 

Matosinhos apenas foi encontrado um isolado com este fenótipo de resistência. 

 

Gráfico I- Número médio de E. coli e de estirpes com fenótipo de resistência 

(UFC/100mL) em amostras de água do rio Douro e orla costeira da cidade do Porto. 

 

 

  

1,00E+00 

1,00E+01 

1,00E+02 

1,00E+03 

1,00E+04 

9,00E+00 
4,77E+01 

0 0 

5,95E+02 
2,23E+02 

0 1,00E+00 

3,12E+02 8,69E+02 

1,00E+00 2,00E+00 

6,03E+03 
3,52E+03 

1,00E+00 

8,00E+00 

U
FC

/1
0

0
m

L 

Ponto de amostragem 

E. coli CTXR 

E. coli CIPR 

E. coli AMPR 

E. coli 



Prevalência de resistência a antimicrobianos em isolados ambientais de Escherichia coli e enterococos 

 

61 

 

3.1.1.2. Enterococos e estirpes VRE  

O gráfico II expressa o número médio de enterococos e VRE obtido nas amostras de 

água. Verificou-se que as contagens de enterococos foram mais elevadas no Freixo e 

Heliporto com 3,12×10³ UFC/100mL e 1,34×10³ UFC/100mL, respetivamente. Nas 

amostras de água da Foz apenas foi detetada uma estirpe de enterococos e em 

Matosinhos as contagens apresentaram-se na ordem dos 1,1×10° UFC/100mL. 

Constatou-se que o valor médio de estirpes VRE foi mais elevado no Heliporto com 

2,73×10¹ UFC/100mL em relação às determinadas no Freixo, 4,0×10° UFC/100mL. 

Nas amostras de água de ambas as praias não foram detetadas estirpes VRE. 

 

 

Gráfico II- Número médio de enterococos e de estirpes VRE (UFC/100mL) em 

amostras de água do rio Douro e orla costeira da cidade do Porto. 
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3.1.1.3. Microrganismos Totais 

O gráfico III expressa o número médio de microrganismos heterotróficos totais 

verificando-se contagens mais elevadas nos locais de amostragem Freixo e Heliporto 

comparativamente às obtidas nas amostras de água salgada. 

 

 

Gráfico III- Número médio de microrganismos totais cultiváveis a 22ºC e 37ºC 

(UFC/100mL) em amostras de água do rio Douro e orla costeira da cidade do Porto. 
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Posteriormente modificou-se a estratégia de trabalho e procedeu-se à deteção das 

estirpes de E. coli com resistência à cefotaxima, uma vez que o meio enriquecido com 

este antimicrobiano possibilita mais facilmente a seleção de estirpes produtoras de 

ESBLs e AmpCs. No decorrer das amostragens efetuadas no mês de Junho não se 

quantificou o microrganismo E. coli com fenótipo de resistência às fluoroquinolonas.   

 

3.1.2.1.1. E. coli e estirpes com fenótipo de resistência 

Na análise do gráfico IV constatou-se que no mês de Abril as contagens de E. coli 

atingiram um valor máximo de 2,30 ×10⁴ UFC/100mL e no final de Junho o valor 

mínimo de 2,0×10² UFC/100mL.  

As estirpes com fenótipo de resistência à ampicilina e ciprofloxacina foram superiores 

no mês de Abril com 9,50×10² UFC/100mL e 1,15×10³ UFC/100mL, respetivamente. 

No mês de Maio constatou-se um decréscimo acentuado dos níveis de todos os 

microrganismos.  

No mês subsequente as contagens de E. coli sofreram um decréscimo até 4,00×10² 

UFC/100mL. O valor de estirpes com resistência à ampicilina foi de 2,30×10² 

UFC/100mL. Verificou-se que as contagens de estirpes com fenótipo de resistência à 

cefotaxima aumentam para 1,40×10¹ UFC/100mL.  

No final de Junho os níveis de E. coli e estirpes com resistência à ampicilina 

decresceram para 2,00×10² UFC/100mL e 6,40×10¹ UFC/100mL, respetivamente. Não 

foram detetados microrganismos com fenótipo de resistência à cefotaxima. 
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Gráfico IV- Número de E. coli e de estirpes com fenótipo de resistência (UFC/100mL) 

em amostras de água do rio Douro (Freixo) ao longo do período de amostragem. 

 

 

3.1.2.1.2. Enterococos e estirpes VRE 

O gráfico V expressa o número de enterococos e estirpes VRE obtido no local de 
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VRE apresentaram contagens de 5,0×10° UFC/100mL. No início de Junho observou-se 

o aumento de ambos os valores. No final do mesmo mês as contagens de enterococos 

atingiram o valor de 4,0×10¹ UFC/100mL e apenas foi detetada uma estirpe com 

fenótipo VRE. 
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Gráfico V- Número de enterococos e de estirpes VRE (UFC/100mL) em amostras de 

água do rio Douro (Freixo) ao longo do período de amostragem. 
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atingiram o valor mínimo de 1,00×10⁵ UFC/100mL e 5,00×10⁴ UFC/100mL, 

respetivamente. 
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Gráfico VI- Número de microrganismos totais cultiváveis a 22ºC e 37ºC (UFC/100mL) 

em amostras de água do rio Douro (Freixo) ao longo do período de amostragem. 
 

 

 

3.1.2.2. Heliporto  

Neste local, foram realizadas na totalidade cinco amostragens, compreendidas entre o 
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a deteção/quantificação de estirpes de E. coli com fenótipo de resistência à ampicilina, 

bem como dos microrganismos totais. A quantificação de estirpes de E. coli resistentes 

à cefotaxima e VRE foi realizada a partir do início de Junho. 
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No mês de Junho, observou-se que os valores de todas as estirpes foram superiores no 

início do mês. Deste modo as contagens de E. coli e estirpes com resistência à 

ampicilina decresceram de 3,80×10³ UFC/100mL para 4,0×10² UFC/100mL e 9,17×10² 

UFC/100mL para 7,30×10² UFC/100mL, respetivamente. As estirpes com fenótipo de 

resistência à cefotaxima sofreram um decréscimo de 6,70×10¹ UFC/100mL para 

2,00×10¹ UFC/100mL. 

Em Julho constatou-se o aumento dos valores de todas as estirpes. Os valores de E. coli 

e estirpes com resistência à ampicilina sofreram um incremento para 3,50×10³ 

UFC/100mL e 9,83×10² UFC/100mL, respetivamente. As estirpes com resistência à 

cefotaxima apresentaram contagens de 5,60×10¹ UFC/100mL.  

 

Gráfico VII- Número de E. coli e de estirpes com fenótipo de resistência (UFC/100mL) 

em amostras de água do rio Douro (Heliporto) ao longo do período de amostragem. 
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3.1.2.2.2. Enterococos e estirpes VRE 

O gráfico VIII revelou que no início de Abril os enterococos apresentaram valores de 

3,10×10³ UFC/100mL, que decresceram para 1,30×10³ UFC/100mL no final do mês. 

Em Junho observou-se novo decréscimo para 1,10×10³ UFC/100mL e posteriormente 

para 7,00×10² UFC/100mL. As estirpes VRE apresentaram contagens de 3,60×10¹ 

UFC/100mL no início de Junho e de 3,00×10¹ UFC/100mL no final. No mês de Julho 

ambos os valores de enterococos e estirpes VRE sofreram um decréscimo para 5,00×10² 

UFC/100mL e 1,60×10¹ UFC/100mL, respetivamente. 

 

 

Gráfico VIII- Número de enterococos e estirpes VRE (UFC/100mL) em amostras de 

água de água do rio Douro (Heliporto) ao longo do período de amostragem. 
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3.1.2.2.3. Microrganismos totais 

Na análise do gráfico IX constatou-se que os microrganismos cultiváveis a 22ºC e 37ºC 

atingiram os valores máximos em Abril. Durante o mês de Junho as contagens sofreram 

um decréscimo. No mês subsequente estes microrganismos atingiram os valores 

mínimos de 1,70×10⁵ UFC/100mL e 1,00×10⁵ UFC/100mL, respetivamente. 

 

 

Gráfico IX- Número de microrganismos totais cultiváveis a 22ºC e 37ºC (UFC/100mL) 

em amostras de água do rio Douro (Heliporto) ao longo do período de amostragem. 
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 Nas amostragens de água salgada realizadas em Maio verificou-se que os valores de pH 

na Praia dos ingleses e na Praia de Matosinhos foram de 7,90 e 8,00, respetivamente. 

 

 

Quadro V- Valores de pH mensurados nas amostras de água do rio Douro e orla 

costeira da cidade do Porto.  

Data 

amostragem 

Valores de pH obtidos em cada ponto de amostragem  

Freixo Heliporto Foz Matosinhos 

12 Abril __ 7,49 __ __ 

23 Abril 7,50 7,64 __ __ 

29 Maio 7,93 __ 7,90 8,00 

12 Junho 7,62 7,72 __ __ 

26 Junho 7,70 7,80 __ __ 

23 Julho __ 7,75 __ __ 

 

3.1.3.1. Freixo 

Na análise dos gráficos X a XIII, constatou-se que existe uma relação inversa entre a 

variável dependente (contagens de microrganismos) e a variável independente (pH). 

Assim, à medida que a variável pH assumiu valores superiores verificou-se que as 

contagens de microrganismos nas amostras de água diminuíram. Relativamente aos 

coeficientes de correlação e determinação (R e R²), constatou-se a existência de uma 

relação forte entre as contagens de microrganismos indicadores de contaminação e os 

valores de pH da água. Para E. coli e enterococos verificou-se uma relação entre 67% e 

69%. Relativamente aos microrganismos totais (22ºC e 37ºC) observou-se uma relação 

na ordem dos 73%.  
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Gráfico X- Relação entre as variáveis pH e contagens de E. coli no ponto de 

amostragem Freixo 

 

 

Gráfico XI- Relação entre as variáveis pH e contagens de enterococos no ponto de 

amostragem Freixo 
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Gráfico XII- Relação entre as variáveis pH e contagens de microrganismos totais 

(22ºC) no ponto de amostragem Freixo. 

 

 
 

Gráfico XIII- Relação entre as variáveis pH e contagens de microrganismos totais 

(37ºC) no ponto de amostragem Freixo. 
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3.1.3.2. Heliporto 

Os gráficos XIV a XVII expressam a relação entre as contagens de microrganismos 

obtidas ao longo do período de amostragem no local Heliporto com os valores de pH 

das amostras de água. Os coeficientes de correlação e determinação (R e R²) 

determinados demonstraram a existência de uma relação muito forte entre os valores 

dos bioindicadores de contaminação fecal e os valores de pH da água.  

 

Gráfico XIV- Relação entre as variáveis pH e contagens de E. coli no ponto de 

amostragem Heliporto. 

 

 

Gráfico XV- Relação entre as variáveis pH e contagens de enterococos no ponto de 

amostragem Heliporto. 
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Gráfico XVI- Relação entre as variáveis pH e contagens de microrganismos totais 

(22ºC) no ponto de amostragem Heliporto. 

 

 

 

Gráfico XVII- Relação entre variáveis pH e contagens de microrganismos totais (37ºC) 

no ponto de amostragem Heliporto. 
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3.2. Perfil de suscetibilidade das estirpes de E. coli e enterococos aos 

agentes antimicrobianos 

Foram isoladas 62 estirpes de E.coli e 49 estirpes de enterococos nas amostras de água 

do rio Douro e orla costeira. Na análise dos gráficos XVIII e XIX verificou-se que 

90,3% (52/62) das estirpes de E. coli e 83,7% (41/49) das estirpes de enterococos 

demonstraram fenómenos de resistência a pelo menos um agente antimicrobiano. 

Gráfico XVIII-Prevalência de estirpes de E. coli com fenótipos de suscetibilidade e de 

resistência em amostras de água do rio Douro e orla costeira da cidade do Porto (n=62). 

 

Gráfico XIX-Prevalência de estirpes de enterococos com fenótipo de suscetibilidade e 

de resistência em amostras de águas do rio Douro e orla costeira da cidade do Porto 

(n=49). 
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3.2.1. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das estirpes de E.coli 

A suscetibilidade das estirpes de E. coli foi avaliada relativamente a classes distintas de 

antimicrobianos, sendo utilizados no total 19 agentes antimicrobianos de relevo na 

prática clínica humana e veterinária.  

Na análise do Quadro VI, verificou-se que 74,2% (46/62) das estirpes apresentaram 

resistência à ampicilina. Relativamente aos restantes antimicrobianos beta-lactâmicos 

verificou-se que 35,5% (22/62) das estirpes apresentaram resistência à cefalotina, 26,8% 

(16/62) à cefotaxima, 12,9% (8/62) à cefoxitina e 4,84% (3/62) à ceftazidima. Na 

análise da associação amoxicilina/ácido clavulânico verificou-se a frequência de 

resistência de 11,3% (7/62). Relativamente ao monobactamo, aztreonamo, apenas uma 

estirpe expressou resistência a este composto (1,61%). 

Verificou-se que 61,3% (38/62) das estirpes apresentou resistência à tetraciclina. A 

associação trimetoprim/sulfametoxazol apresentou um fenómeno de resistência de 46,8% 

(29/62). Relativamente às quinolonas e fluoroquinolonas observou-se uma frequência 

de resistência de 45,5% (28/62) e 35,5% (22/62), respetivamente. Relativamente ao 

cloranfenicol, constatou-se que as estirpes apresentaram 21,0% (13/62) de resistência a 

este antimicrobiano. 

Na continuação da análise da tabela, e relativamente aos aminoglicosídeos verificou-se 

que 40,3% (25/62) das estirpes apresentaram fenómenos de resistência à estreptomicina, 

11,3% (7/62) à kanamicina, 9,67% (6/62) à gentamicina e 4,84% (3/62) à tobramicina.  

Os agentes antimicrobianos nitrofurantoína, imipenemo e amicacina não foram 

contemplados no Quadro VI, visto que 100% (62/62) das estirpes apresentaram um 

fenómeno de suscetibilidade antimicrobiana aos mesmos.  
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Quadro VI- Incidência e prevalência de estirpes de E. coli com resistência a agentes 

antimicrobianos em amostras de água do rio Douro e orla costeira da cidade do Porto 

(n=62). 

Agentes 

Antimicrobianos 

Número e percentagem de estirpes de E.coli 

distribuídas por local de amostragem 

Total 

n=62 

Freixo 

n=25 

Heliporto 

n=32 

Foz 

n=2 

Matosinhos 

n=3 

AMP 20 (80,0) 24 (75,0) 0 2 (66,7) 46 (74,2) 

FOX 3(12,0) 5 (15,6) 0 0 8 (12,9) 

CIP 12(48,0) 9 (28,1) 0 1 (33,3) 22 (35,5) 

CN 3 (12,0) 3 (9,4) 0 0 6 (9,67) 

TET 15 (60,0) 20 (62,5) 0 3 (100) 38 (61,3) 

CTX 7 (28,0) 9 (28,1) 0 0 16 (25,8) 

ATM 1 (4,0) 0 0 0 1 (1,61) 

CAZ 1 (4,0) 2 (6,3) 0 0 3 (4,84) 

AMC 2 (8,0) 5 (15,6) 0 0 7 (11,3) 

KF 11(44,0) 11 (34,4) 0 0 22 (35,5) 

STR 11(44,0) 13 (40,6) 0 1 (33,3) 25 (40,3) 

NA 14 (56,0) 13(40,6) 0 1 (33,3) 28 (45,2) 

CHL 6 (24,0) 7 (21,9) 0 0 13 (21,0) 

TOB 1 (4,2) 2 (6,9) 0 0 3 (4,84) 

SXT 12 (50,0) 17 (58,6) 0 0 29 (46,8) 

K 6 (25,0) 1 (3,4) 0 0 7 (11,3) 

AMP- Ampicilina; FOX- Cefoxitina; CIP- Ciprofloxacina; CN- Gentamicina; TET- 

Tetraciclina; CTX- Cefotaxima; ATM- Aztreonamo; CAZ- Ceftazidima; AMC- 

Amoxicilina/Ácido Clavulânico; KF – Cefalotina; STR- Estreptomicina; NA- Ácido nalidixico; 

CHL- Cloranfenicol; TOB- Tobramicina; SXT- Trimetoprim/Sulfametoxazol; K- Kanamicina.    

 

3.2.2. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das estirpes de enterococos 

Na avaliação do perfil de suscetibilidade das estirpes de enterococos em estudo foram 

testados 12 agentes antimicrobianos pertencentes a classes distintas. 

Na análise do Quadro VII, e relativamente aos antimicrobianos da classe dos macrólidos 

constatou-se um fenómeno de resistência de 40,8% (20/49) e 20,4% (10/49) à 

azitromicina e eritromicina, respetivamente. Observou-se que 34,7% (17/49) das 

estirpes manifestaram resistência à rifampicina e 30,6% (15/49) à tetraciclina. 

Relativamente aos glicopéptidos verificou-se um fenómeno de resistência à 

vancomicina de 26,5% (13/49) e à teicoplanina de 16,3% (8/49). Na continuação da 

análise do quadro, verificou-se que 20,4% (10/49) e 16,3% (8/49) das estirpes 
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manifestaram fenómenos de resistência às fluoroquinolonas e estreptograminas. A 

resistência à nitrofurantoína e ampicilina foi expressa por 18,4% (9/49) e 10,2% (5/49) 

das estirpes. Relativamente à gentamicina e cloranfenicol observou-se um fenómeno de 

resistência de apenas 2,04% (1/49) para ambos. 

Quadro VII- Incidência e prevalência de estirpes de enterococos com resistência a 

agentes em amostras de água do rio Douro e orla costeira da cidade do Porto (n= 49). 

Agentes 

Antimicrobianos 

Número e percentagem de estirpes de enterococos 

distribuídas por local de amostragem 

Total 

n=49 

Freixo 

n=20 

Heliporto 

n=25 

Foz 

n=1 

Matosinhos 

n=3 

AMP 0  5 (20) 0 0 5 (10,2) 

QD 4(20) 3 (12) 0 1 (33,3) 8 (16,3) 

TET 6(30) 7 (28) 0 2 (66,6) 15 (30,6) 

RD 12 (60) 3 (52) 1(100) 1 (33,3) 17 (34,7) 

ERY 2 (20) 8 (32) 0 0 10 (20,4) 

CN 1 (5) 0 0 0 1(2,04) 

VAN 6 (30) 7(28) 0 0 13 (26,5) 

AZM 7 (35) 12 (48) 0 1(33,3) 20 (40,8) 

TEC 2 (10) 6 (24) 0 0 8 (16,3) 

CHL 1(5) 0 0 0 1 (2,04) 

F 3 (15) 5 (20) 0 1 (33,3) 9 (18,4) 

CIP 4 (20) 6(24) 0 0 10 (20,4) 

AMP- Ampicilina; QD- Quinupristina/Dalfopristina; TET- Tetraciclina; RD- Rifampicina; 

ERY- Eritromicina; CN- Gentamicina; VAN- Vancomicina; AZM- Azitromicina; TEC- 

Teicoplanina; CHL- Cloranfenicol; F- Nitrofurantoína; CIP - Ciprofloxacina 

 

3.2.3. Fenótipos associados a multirresistência a antimicrobianos 

O Quadro VIII expressa a prevalência de estirpes de E. coli com fenótipos associados a 

multirresistência. Da sua análise constatou-se que 56,5% (35/62) manifestou fenómenos 

de multirresistência a um mínimo de três classes de antimicrobianos distintos. Assim, 

33,9% (21/62) das estirpes que apresentaram fenótipos de resistência não associados a 

multirresistência e 9,7% (6/62) apresentaram suscetibilidade a todos os agentes 

antimicrobianos testados.   

Relativamente ao ponto de amostragem verificou-se que 60,0% (15/25) e 59,4% (19/32) 

das estirpes isoladas de amostras de água no Freixo e Heliporto expressaram fenótipo de 

multirresistência a classes distintas de antimicrobianos. Este fenómeno não se observou 
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nas amostras de água da Praia dos Ingleses e apenas foi expresso por uma estirpe 

isolada da Praia de Matosinhos. 

 

Quadro VIII- Incidência e prevalência de estirpes de E. coli com fenótipos associados 

a multirresistência (MDR) em amostras de água do rio Douro e orla costeira da cidade 

do Porto. 

Local 

Estirpes Resistentes 
Estirpes 

suscetíveis 
Total 

Fenótipo MDR 
Fenótipo não 

MDR 

Freixo 15 9  1 25 

Heliporto 19 10  3 32 

Matosinhos 1 2  0 3 

Foz 0 0  2 2 

Total 35 (56,5%) 21 (33,9%)  6 (9,7%) 62(100%) 

 

O Quadro IX representa o índice de multirresistência (MDR) das estirpes de E.coli aos 

agentes antimicrobianos estudados. Constatou-se que as estirpes isoladas no local 

Freixo e Heliporto apresentaram um índice de MDR de 0,26 e 0,23, respetivamente. Nas 

amostras de Matosinhos estes resultados foram de 0,14 e na Foz foram nulos. 

 

Quadro IX- Índice de multirresistência em estirpes de E. coli aos agentes 

antimicrobianos (MDR). 

MDR 

Local de amostragem 

Freixo Heliporto Foz Matosinhos 

0,26 0,23 0 0,14 

  

 

No presente estudo constatou-se que as estirpes de E. coli apresentaram fenómenos de 

MDR a um máximo de 11 e 14 agentes antimicrobianos em simultâneo pertencentes às 

classes beta-lactâmicos, quinolonas, aminoglicosídeos, fenicois, tetraciclinas e 

inibidores da via folato. Relativamente aos antimicrobianos beta-lactâmicos verificou-se 
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associação de resistência ao grupo das penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas de 1ª e 3ª 

geração e inibidores de beta-lactamases e aztreonamo.   

Na análise do Quadro X constatou-se que 36,7,% (18/49) das estirpes de enterococos 

manifestaram fenómenos de multirresistência a um mínimo de três agentes 

antimicrobianos pertencentes a classes distintas. Verificou-se que 46,9% (23/49) das 

estirpes que expressaram resistência não estavam associadas a multirresistência.  

Na continuação da análise do quadro observou-se que as estirpes isoladas no ponto de 

amostragem Heliporto apresentaram um fenómeno de multirresistência de 44,0% 

(11/25). Observou-se que no Freixo, 35,0% (7/20) das estirpes apresentaram 

multirresistência. Nos restantes locais constatou-se que as estirpes não manifestaram 

este fenómeno. 

Quadro X- Incidência e prevalência de estirpes de enterococos com fenótipo associado 

a multirresistência (MDR) em amostras de água do rio Douro e orla costeira da cidade 

do Porto. 

Local 

Estirpes resistentes 
Estirpes 

suscetíveis 
Total Fenótipo MDR Fenótipo não 

MDR 

Freixo 7  11   2 20 

Heliporto 11  8   6 25 

Matosinhos 0 3   0 3 

Foz 0 1   0 1 

Total 18 (36,7%) 23 (46,9%)  8(16,3%) 49(100%) 

 

Na análise do quadro XI verificou-se que o índice de resistência referente às estirpes de 

enterococos no ponto de amostragem Heliporto apresentou valores superiores aos do 

Freixo. Relativamente ao ponto de amostragem em Matosinhos este apresentou um 

índice de MDR de 0,17 e na Foz de 0,08. 

Quadro XI- Índice de multirresistência em estirpes de enterococos aos agentes 

antimicrobianos (MDR). 

MDR 

Local de amostragem 

Freixo Heliporto Foz Matosinhos 

0,20 0,24 0,08 0,17 
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No presente estudo verificou-se que as estirpes de enterococos apresentaram fenómenos 

de MDR a um máximo de oito agentes antimicrobianos pertencentes às classes beta-

lactâmicos, rifampicina, macrólidos, glicopéptidos, nitrofuranos e fluoroquinolonas.  

Verificou-se que 26,5% (13/49) das estirpes expressaram fenótipo VRE, das quais 

61,5% (8/13) expressaram fenótipo VanA e 38,5% (5/13) manifestaram fenótipo VanB. 

Observou-se que as estirpes VRE demonstraram altos níveis de multirresistência à 

ampicilina (n=5), rifampicina (n=8), tetraciclina (n=3), eritromicina (n=6), azitromicina 

(n= 7), ciprofloxacina (n=6), nitrofurantoína (n= 1) e cloranfenicol (n=2). 

 

 

 

 

 

 

 

  

Ilustração XX- Perfil de suscetibilidade antimicrobiana de uma estirpe de E. faecium 

(H34/100) pelo método de Kirby-Bauer. Esta estirpe VRE expressa fenótipo VanA e 

resistência à ampicilina (AMP), rifampicina (RD), eritromicina (E), azitromicina (AZM) e 

ciprofloxacina (CIP) 
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4. Discussão 

 

4.1. Incidência de estirpes bacterianas em amostras de água do rio 

Douro e orla costeira 

O estuário do Douro é altamente poluído devido à urbanização, industrialização, 

efluência de pequenos rios, descargas de esgotos diretamente na água bem como de 

efluentes provenientes de ETARs localizadas nas suas imediações (Azevedo et al., 

2010; Madureira et al., 2010). As praias são locais sujeitos a elevadas pressões 

antropogénicas resultantes da afluência populacional e atividades recreativas (Oliveira 

and Pinhata, 2008). Os microrganismos E. coli e enterococos são bioindicadores de 

contaminação fecal utilizados na monitorização da qualidade da água. 

Neste estudo as amostragens foram realizadas durante a manhã, período durante o qual 

estudos de Bordalo (2003) demonstraram uma maior descarga de efluentes de esgotos 

no estuário.     

Na análise dos valores médios de estirpes bacterianas verificou-se que estas foram mais 

elevadas nas amostras do estuário do Douro em comparação com as amostras da orla 

costeira. Estes resultados corroboram estudos de Janelidze e colaborados (2011) que 

descreveram diferenças significativas entre as contagens de microrganismos em 

estuários e zonas costeiras. Estudos de Madureira e colaboradores (2010) demonstraram 

que o estuário do Rio Douro possui parâmetros físico-químicos como temperatura e 

salinidade moderadas, fatores que proporcionam condições favoráveis à multiplicação e 

persistência dos microrganismos estudados.  

Constatou-se que as estirpes de E. coli e enterococos apresentaram os valores mais 

elevados no ponto de amostragem Freixo (6,03×10³ e 3,11×10³ UFC/100mL) em 

comparação com o Heliporto (3,52×10³ e 1,34×10³ UFC/100mL). A montante do Freixo 

encontra-se localizada a ETAR do Freixo, estudos evidenciaram que tratamentos de 

águas residuais ineficientes promovem a disseminação de microrganismo no ambiente 

aquático, bem como de genes de resistência a antimicrobianos (Rahube and Yost, 2010; 

Figueira et al., 2011). 
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Constatou-se que os valores médios de microrganismos a 22ºC e a 37ºC estiveram 

compreendidos entre 7,30×10⁵ e 8,20×10⁵ UFC/100mL e 4,88 e 5,13×10⁵, resultados 

que podem sugerir a contaminação da água por matéria orgânica.  

Relativamente às estirpes de E. coli com fenótipo de resistência à ampicilina e 

cefotaxima e estirpes VRE verificou-se que os seus valores médios foram superiores em 

amostras de água do ponto de amostragem Heliporto. Como referem vários autores 

(Novais et al, 2005; Madureira et al., 2010) o rio Douro é altamente contaminado por 

efluentes de origem hospitalar. O grupo das penicilinas e cefalosporinas são 

predominantemente administrados em ambiente hospitalar (Kümmerer, 2009a) e os 

processos convencionais de tratamento de águas residuais não são totalmente eficazes 

na remoção ou degradação de agentes antimicrobianos (Madureira et al., 2010). Estirpes 

de VRE foram detetadas em amostras de efluentes de hospitais, bem como em amostras 

de água do estuário do rio Douro (Novais et al., 2005). O médio estuário é uma área 

altamente influenciada por pressões antropogénicas e alvo de contaminação por diversas 

fontes (Azevedo et al., 2008). As estirpes de E. coli com resistência à ciprofloxacina 

foram superiores no ponto de amostragem Freixo. A montante deste local encontra-se 

localizada a ETAR do Freixo. Estudos de Figueira e colaboradores (2011) relataram o 

aumento significativo de resistência à ciprofloxacina em E. coli associado ao tratamento 

de efluentes urbanos em ETARs.   

O pH é um parâmetro importante e verificou-se a sua influência na abundância de 

microrganismos. Observou-se uma relação inversa entre as contagens de bioindicadores 

e o valor de pH das águas. A correlação entre as duas variáveis foi muito forte em 

ambos os pontos de amostragem com níveis de associação acima dos 65%. 

Na análise das contagens das estirpes de E. coli e enterococos ao longo do período de 

amostragem verificou-se que estas apresentaram-se os valores mais elevados nos meses 

de Primavera em comparação com o Verão. Estes resultados corroboram estudos de 

Okeke e colaboradores (2011). Estes resultados podem estar associados a períodos 

pluviométricos de grande intensidade que tiveram lugar ao longo desses meses. Existem 

evidências que as concentrações de bioindicadores aumentam durante períodos de 

pluviometria acentuada devido principalmente ao arrastamento massivo de 

microrganismos (incluindo os fecais) a partir dos solos e superfícies urbanizadas (Lipp, 

2001; Janelidze et al., 2011; Taylor et al., 2011). 
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Na análise dos valores paramétricos microbiológicos de referência para avaliação e 

classificação das águas balneares estipulados pelo Decreto-lei nº107 de 2009, constatou-

se que o valor de percentil 95 para as contagens microbiológicas no ponto de 

amostragem Freixo foram inferiores aos valores de “qualidade boa”. A amostra 

recolhida em Abril não foi considerada, visto que os valores microbiológicos detetados 

nesse período podem advir de um episódio de poluição de curta duração que não se 

verificou novamente durante o período de avaliação. Nesse mês observou-se que as 

contagens foram muito superiores aos valores microbiológicos de referência. 

Relativamente às amostras de água do ponto de amostragem Heliporto, os valores dos 

parâmetros microbiológicos apresentaram valores muito superiores aos de referência na 

legislação vigente (com base na avaliação do percentil 90, acima de 900 e 330 

ufc/100mL para E. coli e enterococos, respetivamente), pelo que durante o período de 

amostragem estas águas podem ser classificadas como de má qualidade. De acordo com 

a norma de qualidade para as águas costeiras, verificou-se que as contagens 

microbiológicas detetadas nas amostras de água da praia dos Ingleses e Matosinhos 

apresentaram valores correspondentes aos padrões estabelecidos na classificação de 

“qualidade excelente” das águas balneares. 

   

4.2. Perfil de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos 

Os antimicrobianos são utilizados na medicina humana e animal para o tratamento de 

doenças infeciosas provocadas por agentes patogénicos. A presença de E. coli e 

enterococos em ambientes aquáticos é um problema de saúde pública, em virtude das 

implicações que possa ter a segurança das atividades de recreio, na rega de vegetais ou 

no tratamento de água para consumo humano. Contudo, a existência de poucos estudos 

e da variabilidade de agentes antimicrobianos testados tornou a comparação da 

prevalência de resistência antimicrobiana num desafio. 

Constatou-se que 90,3% (56/62) das estirpes de E. coli apresentaram fenótipo de 

resistência a pelo menos um agente antimicrobiano. Os valores percentuais de 

resistência apresentados por Servais and Passerat em isolados do rio Sena foram mais 

baixos. No entanto a alta prevalência de resistência em estirpes de E. coli corrobora 

estudos de Moore e colaboradores (2010) e Florea (2011). Relativamente aos 

enterococos verificou-se que 83,7% (41/49) das estirpes manifestaram fenótipo de 
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resistência. Estes resultados corroboram os valores percentuais definidos em ambientes 

aquáticos (Servais and Passerat, 2009).     

Na análise dos perfis de suscetibilidade antimicrobiana observou-se a existência de 

variabilidade fenotípica entre as estirpes de E. coli isoladas, fenómeno também 

observado nas estirpes de enterococos. De acordo com Okeke e colaboradores (2011), 

estes resultados podem inferir quanto à proveniência das estirpes de fontes de 

contaminação distintas, bem como quanto à sua origem e linhagem filogenética 

(Figueira et al., 2011). 

 

4.2.1. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das estirpes de E. coli 

A análise do perfil de suscetibilidade das estirpes de E. coli contemplou 19 agentes 

antimicrobianos pertencentes a sete classes distintas designadamente: beta-lactâmicos, 

aminoglicosídeos, quinolonas, tetraciclinas, nitrofuranos, fenicois e inibidores da via 

folato. 

No presente estudo constatou-se que 74,2% (46/62) e 45,2% (28/62) das estirpes 

manifestaram um fenómeno de resistência à ampicilina e ácido nalidixico, 

respetivamente. Estes valores percentuais aproximam-se dos resultados obtidos em 

estudos de Florea em 2011 (80,0% de resistência à ampicilina e 40,0% de resistência ao 

ácido nalidixico). Relativamente à ampicilina o resultado obtido no presente estudo foi 

descrito em outros estudos realizados em Portugal (Henriques et al., 2006). No entanto, 

em estudos de Servais e Passerat (2009) foi evidenciada uma menor frequência de 

resistência à classe das quinolonas (4% de resistência ao ácido nalidixico). As 

quinolonas foram introduzidas posteriormente aos beta-lactâmicos (Aminov and 

Mackie, 2007) e a sua utilização na aquacultura e produção pecuária como agente 

profilático foi banida em vários países industrializados (Martinez, 2009). Todavia, 

continuam a ser muito utilizadas em Portugal, quer pela população humana (o terceiro 

antimicrobiano mais prescrito), quer na clínica de animais de companhia e de produção 

(5644Kg no ano de 2010). De acordo com o European Surveillance of Antimicrobial 

Consumption (ESAC) as penicilinas e quinolonas representam 51% e 14% da utilização 

total de antimicrobianos em Portugal (ESAC, 2009).  
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No presente estudo observou-se um fenómeno de resistência em 35,5% (22/62) das 

estirpes à cefalotina. A resistência ao grupo das penicilinas e cefalosporinas de 1ª 

geração é conferida por mecanismos de resistência idênticos, contudo no presente 

estudo o valor percentual de resistência à cefalotina apresentou-se inferior aos descritos 

por Henriques e colaboradores em 2006 (63% de resistência) e Koczura em 2012 

(88,9% de resistência). Aos agentes antimicrobianos cefotaxima e ceftazidima 

pertencentes à classe das cefalosporinas de 3ª geração, contatou-se uma frequência de 

resistência de 26,8% (16/62) e 4,84% (3/62), respetivamente. Os resultados obtidos no 

presente estudo corroboram os descritos por Servais and Passerat (2009), Henriques e 

colaboradores (2006) e Koczura e colaboradores (2012). Ao agente antimicrobiano 

cefotaxima pertencente à classe das cefamicinas verificou-se um fenómeno de 

resistência em 12,9% (8/62) das estirpes. Este valor percentual apresentou-se inferior 

aos resultados descritos em isolados clínicos por Hussain e colaboradores em 2011 

(40,0% de resistência à cefoxitina). No entanto, o presente estudo corrobora a 

frequência de resistência descrita por Moore e colaboradores em isolados ambientais. A 

combinação amoxicilina/ácido clavulânico apresentou uma frequência de resistência de 

11,3% (7/62). O resultado obtido no presente estudo apresentou-se inferior do que o 

definido por Koczura e colaboradores em 2012 (57,8% de resistência). No entanto, 

corrobora os resultados descritos por Henriques e colaboradores (2006) e Servais and 

Passerat (2009). O monobactamo aztreonamo apresentou uma frequência de resistência 

de 1,61% (1/62). Este valor percentual apresentou-se inferior do que os resultados 

obtidos em isolados clínicos por Koczura e colaboradores (2012). No entanto, os 

resultados obtidos no presente estudo aproximam-se dos descritos por Henriques e 

colaboradores (2006) Moore e colaboradores (2010) e Koczura e colaboradores (2012) 

em isolados ambientais aquáticos. Ao imipenemo pertencente à classe dos 

carbapenemos observou-se que 100% (62/62) das estirpes manifestaram fenótipo de 

suscetibilidade. O resultado obtido corrobora a literatura revista (Henriques et al., 2006; 

Hussain et al.,2011; Falcone- Dias et al., 2012), o que demonstra que a resistência a este 

agente antimicrobiano de última estância não se encontra disseminada. 

As ESBLs são caracterizadas pela sua atividade hidrolítica contra cefalosporinas de 3ª 

geração e monobactamos. Diferem das beta-lactamases da classe C de Ambler, pela 

suscetibilidade ao ácido clavulânico e incapacidade de hidrólise de agentes 

antimicrobianos da classe das cefamicinas (Bush and Fisher, 2011). Na deteção destas 
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enzimas são utilizadas várias metodologias, como o método de difusão em disco 

aplicado no presente estudo. Deste modo, para a deteção de ESBLs colocou-se um disco 

da combinação amoxicilina/ácido clavulânico entre os discos de cefotaxima e 

ceftazidima. O aumento da zona de inibição das cefalosporinas de 3ª geração provocado 

pela ação sinérgica da combinação de amoxicilina/ácido clavulânico traduz-se num 

resultado positivo (Ilustração XXI). 

 

Ilustração XXI- Método de difusão em disco e deteção de ESBLs. Disco de 

amoxicilina/ácido clavulânico entre os discos de cefotaxima (CTX) e ceftazidima 

(CAZ). 

 

No entanto, a identificação fenotípica e diferenciação de ESBLs e enzimas AmpC pelo 

teste de suscetibilidade antimicrobiana pode dar origem a falsas interpretações. Uma 

estirpe produtora de enzimas AmpC mediadas por plasmídeo pode possuir a capacidade 

de co-produção de outras beta-lactamases como as ESBLs (Jacoby, 2009; Corvec et al., 

2010). A interferência de outras beta-lactamases produzidas pela mesma estirpe bactéria 

pode interferir igualmente na distinção fenotípica do tipo de ESBLs expressas (Pitout et 

al., 2004). A resistência à cefoxitina e a cefalosporinas de 3ª geração pode inferir quanto 

à resistência mediada por enzimas AmpC, contudo este fenótipo não é exclusivo deste 

tipo de beta-lactamases, uma vez que algumas carbapenemases e beta-lactamases 

pertencentes à classe A de Ambler possuem atividade hidrolítica contra estas classes de 

agentes antimicrobianos (Jacoby, 2009). Acresce que a resistência à cefoxitina pode 

advir de mecanismos de resistência bioquímicos como redução da permeabilidade 

membranar (Hanson, 2003).     
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Relativamente à tetraciclina observou-se uma alta taxa de frequência de resistência 

(61,3%). O resultado obtido quanto a este agente antimicrobiano corrobora estudos de 

realizados por Henriques e colaboradores (2006), Moore e colaboradores (2011) e 

Koczura e colaboradores (2012).Este antimicrobiano foi utilizado extensivamente na 

aquacultura como promotor de crescimento e agente profilático em concentrações sub-

inibitórias (Barros et al., 2011).     

As estirpes de E. coli apresentaram um fenómeno de resistência à associação de 

trimetoprim/sulfametoxazol de 46,8% (29/62). A alta frequência de resistência 

observada a esta associação corrobora os resultados apontados por estudos de Henriques 

e colaboradores (2006), Servais and Passerat (2009) e Koczura e colaboradores (2012). 

Em estudos de Madureira e colaboradores (2010) foram detetadas concentrações deste 

agente antimicrobiano nas águas do Rio Douro. Estes compostos não são degradados 

eficazmente pelos tratamentos aplicados nas ETARs e provêm essencialmente de 

efluentes urbanos e hospitalares que desaguam diretamente ou indiretamente nas águas 

do rio. Os resultados descritos podem influenciar a resistência antimicrobiana a este 

agente. Adicionalmente as ETARs promovem e facilitam a transferência de resistência 

entre bactérias (Baquero et al., 2008; Rahube and Yost, 2010).        

Relativamente às fluoroquinolonas observou-se que 35,5% (22/62) das estirpes 

manifestaram um fenómeno de resistência à ciprofloxacina. Este valor percentual 

apresentou-se inferior do que os resultados definidos em amostras ambientais de E. coli 

por Koczura e colaboradores (2012). 

Na classe dos aminoglicosídeos verificou-se um fenómeno de resistência em 40,3% 

(25/62) das estirpes à estreptomicina. Estudos de Florea (2011) e Figueira e 

colaboradores (2011) evidenciaram um valor percentual inferior de resistência a este 

antimicrobiano. Aos agentes antimicrobianos tobramicina e gentamicina observaram-se 

baixas frequências de resistência, 4,84% (3/62) e 9,67% (6/62), respetivamente. Em 

estudos realizados por Moore e colaboradores (2010) foram descritas taxas superiores 

de resistência a estes compostos. Contudo, os resultados do presente estudo corroboram 

estudos desenvolvidos por Henriques e colaboradores em 2006 (8,0% de resistência à 

tobramicina e 10% de resistência à gentamicina). Ao agente antimicrobiano kanamicina 

constatou-se uma frequência de resistência de 11,3% (7/62). Este valor percentual 

apresentou-se inferior ao descrito por Koczura e colaboradores (2012). Relativamente à 
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amicacina observou-se um fenómeno de 100% de suscetibilidade das estirpes de E. coli 

a este antimicrobiano. A frequência de resistência a este agente da classe dos 

aminoglicosídeos apresentou-se inferior à descrita por Moore e colaboradores em 2010 

(21,4% de resistência). Contudo, o resultado obtido quanto a este antimicrobiano 

corrobora os resultados obtidos por Servais and Passerat (2009) e Falcone-Diaz e 

colaboradores (2012).  

Ao agente antimicrobiano cloranfenicol verificou-se o fenómeno de resistência em 

21,0% (13/62) das estirpes. Este valor percentual parece aproximar-se dos resultados 

obtidos em estudos de Koczura e colaboradores (2011) que descreve uma frequência 

média de resistência ao cloranfenicol. Relativamente à nitrofurantoína verificou-se uma 

alta frequência de suscetibilidade em 100% das estirpes. O valor percentual de 

resistência foi inferior ao descrito por Koczura e colaboradores (2012). No entanto o 

resultado obtido corrobora estudos de Okeke e colaboradores (2011). 

 

4.2.2. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das estirpes de enterococos 

A suscetibilidade das estirpes de enterococos foi testada relativamente a 12 agentes 

antimicrobianos pertencentes à classe dos beta-lactâmicos, glicopéptidos, macrólidos, 

estreptograminas, rifampicina, furanos, aminoglicosídeos e fenicois. Verificou-se que os 

isolados apresentaram níveis distintos de resistência aos diferentes agentes 

antimicrobianos testados.  

Relativamente à rifampicina verificou-se uma predominância de resistência das estirpes 

de enterococos. O resultado obtido quanto a este antimicrobiano corrobora estudos de 

Oliveira and Pinhata (2008). 

Ao agente antimicrobiano tetraciclina verificou-se um fenómeno de resistência em 

30,6% (15/49) das estirpes. Este valor percentual apresenta-se inferior do que o definido 

por Freitas e colaboradores em 2011 (70% de resistência à tetraciclina). No entanto, o 

resultado obtido corrobora estudos de Silva e colaboradores (2006) e Servais and 

Passerat (2009).  

Os glicopéptidos testados foram a vancomicina e teicoplanina sendo que 26,5% (13/49) 

e 16,3% (8/49) das estirpes manifestaram um fenómeno de resistência, respetivamente. 
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Os valores percentuais apresentaram-se superiores aos definidos em vários estudos 

(Servais and Passerat, 2009; Barros et al., 2011; Macedo et al., 2011) e inferiores aos 

descritos por Novais e colaboradores em 2005. No entanto, os resultados obtidos 

corroboram estudos de Messi e colaboradores (2006) e Freitas e colaboradores (2011).  

Relativamente ao agente antimicrobiano da classe dos beta-lactâmicos, observou-se uma 

frequência de resistência em 10,2% (5/49) das estirpes. O resultado obtido corrobora 

estudos de Messi e colaboradores (2006) e Barros e colaboradores (2011). 

Os enterococos são intrinsecamente resistentes a baixas concentrações de gentamicina, 

contudo verificou-se um fenótipo de suscetibilidade a este agente antimicrobiano na 

maioria das estirpes. A frequência de resistência à gentamicina apresentou-se inferior 

aos resultados obtidos por Novais e colaboradores em 2005 e Messi e colaboradores em 

2006. No entanto, o resultado obtido no presente estudo corrobora os apontados por 

outros estudos (Oliveira and Pinhata, 2008; Barros et al., 2011; Servais and Passerat 

2009).  

Relativamente aos agentes antimicrobianos da classe macrólidos verificou-se um 

fenómeno de resistência em 40,8% (20/49) das estirpes à azitromicina e em 20,6% 

(10/49) à eritromicina. Quanto ao quinupristina/dalfopristina, pertencente à classe das 

estreptograminas, observou-se uma frequência de resistência de 16,3% (8/49). De 

acordo com o ESAC (2009) estes antimicrobianos constituem 17% da utilização total de 

antimicrobianos em Portugal. Estes valores percentuais de resistência apresentaram-se 

inferiores aos descritos em estudos de Macedo e colaboradores em 2011 (57% de 

resistência à eritromicina e 50% de resistência ao quinupristina/dalfopristina). No 

entanto, os resultados obtidos no presente estudo corroboram os descritos por Oliveira 

and Pinhata em 2008 e Barros e colaboradores em 2011. Relativamente à azitromicina 

verificou-se uma grande dificuldade em correlacionar os resultados encontrados com 

outros estudos, visto que este antimicrobiano não é frequentemente alvo de estudo. No 

entanto, a elevada frequência de resistência a este antimicrobiano seria expectável em 

virtude da azitromicina ser o segundo princípio ativo mais prescrito em ambulatório no 

nosso país, sobretudo para o tratamento de constipações sazonais.  

Aos agentes antimicrobianos pertencentes à classe das fluoroquinolonas e nitrofuranos, 

observou-se um fenómeno de resistência em 20,4% (10/49) e 18,3% (9/49) das estirpes, 

respetivamente. Os valores percentuais apresentaram-se inferiores aos descritos por 
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Novais e colaboradores em 2005 (56% de resistência à ciprofloxacina e 39% de 

resistência à nitrofurantoína). Contudo, os resultados obtidos no presente estudo 

aproximam-se dos resultados descritos por Silva e colaboradores em 2006 (16,1% de 

resistência à ciprofloxacina) e Macedo e colaboradores em 2011 (20,0% de resistência à 

nitrofurantoína).  

As estirpes manifestaram uma frequência de resistência ao cloranfenicol de 2,04% 

(1/49). O resultado obtido corrobora a literatura revista (Novais et al., 2005; Servais and 

Passerat, 2009; Barros et al., 2011; Macedo et al., 2011). 

 

4.2.3. Fenótipos associados a multirresistência a antimicrobianos 

No presente estudo constatou-se uma predominância de 56,5% (35/62) de estirpes de E. 

coli que manifestaram um fenómeno de multirresistência a um mínimo de três classes 

de antimicrobianos. O valor percentual obtido apresentou-se inferior aos resultados 

descritos em estudos de Moore e colaboradores (2010) e Florea (2011). No entanto, o 

presente estudo corrobora os resultados descritos por Servais and Passerat (2009). 

Relativamente aos enterococos observou-se uma frequência fenótipos associados a 

multirresistência em 36,7% (18/49) das estirpes. O resultado obtido apresentou-se 

inferior aos descritos por Freitas e colaboradores (2011). No entanto, os resultados 

obtidos no presente estudo corroboram os apontados por Servais and Passerat (2009).    

O índice de multirresistência a antimicrobianos foi determinado de acordo com 

Krumperman (1983) para cada ponto de amostragem. No presente estudo, verificou-se 

que este foi superior nas amostras de água do estuário do rio Douro. Deste modo os 

valores obtidos no Freixo para E. coli e enterococos apresentavam-se na ordem dos 0,26 

e 0,20. No Heliporto, verificou-se um índice de MDR em E. coli e enterococos de 0,23 e 

0,24, respetivamente. Na Praia dos Ingleses os valores determinados foram nulos. 

Relativamente à praia de Matosinhos o índice de MDR para E. coli e enterococos foi de 

0,14 e 0,17, respetivamente. 

A comparação dos resultados obtidos com a literatura revista revelou-se problemática, 

uma vez que o índice de MDR depende dos agentes antimicrobianos testados.  
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Os valores de índice de MDR em E. coli apresentaram-se inferiores aos determinados 

por Florea (2011). No entanto, os resultados obtidos no presente estudo aproximam-se 

dos descritos por Servais and Passerat (2009), em efluentes hospitalares. 

Relativamente ao índice MDR, considera-se que um valor superior a 0,20 é indicativo 

de um local associado a um alto risco de contaminação e incidência de agentes 

antimicrobianos. Verificou-se que no Freixo e Heliporto os indicadores de 

contaminação fecal apresentavam uma alta prevalência de resistência e multirresistência 

a antimicrobianos, o que pode advir da efluência de resíduos hospitalares e urbanos no 

estuário do Douro.        

No presente estudo constatou-se que as estirpes de E. coli apresentaram um fenómeno 

de MDR a um máximo de 11 e 14 agentes antimicrobianos em pertencentes às classes 

beta-lactâmicos, quinolonas, aminoglicosídeos, fenicois, tetraciclinas e inibidores da via 

folato. Estudos de Koczura e colaboradores (2012) descreveram uma média de 

resistência de 5 a 7 classes de agentes antimicrobianos, em estirpes de E. coli 

provenientes de águas de rio. Os genes de resistência a estas classes de antimicrobianos 

são frequentemente codificados em plasmídeos e integrões classe 1, elementos 

associados a fenómenos de multirresistência (Bush and Fisher, 2011; Poirel et al., 2012). 

No entanto, a escassez de dados moleculares não permite inferir quanto aos mecanismos 

bioquímicos associados aos fenómenos de resistência e multirresistência aos agentes 

antimicrobianos estudados.  
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Conclusão e perspetivas futuras 
 

A introdução de agentes antimicrobianos no combate a doenças infeciosas foi momento 

revolucionário na medicina humana. A utilização massiva de antimicrobianos origina 

pressões seletivas que favorecem a seleção de estirpes com fenótipo de resistência. Os 

mecanismos de transferência genética possibilitam a rápida disseminação de genes de 

resistência entre bactérias o que se traduz num importante problema para a saúde 

pública.  

O meio ambiente é constantemente alvo de contaminação por efluentes constituídos por 

moléculas de antimicrobianos, estirpes bacterianas resistentes, bem como genes de 

resistência (Silveira et al., 2009). É um importante reservatório de genes de resistência 

que podem ser captados por patogénicos humanos e animais. Estes microrganismos 

podem em última estância causar infeção através da ingestão de água e alimentos 

contaminados.  

No presente foram isoladas 62 estirpes de E. coli e 49 estirpes de enterococos. 

Verificou-se uma frequência de resistência e multirresistência em 90,3% (56/62) e 

56,5% (35/62) das estirpes de E. coli. Os enterococos manifestaram um fenómeno de 

resistência de 83,7% (41/49) e observou-se um fenótipo de multirresistência em 36,7% 

(18/49) dos isolados. Os resultados obtidos estão de acordo com a literatura revista em 

como os meios ambientes aquáticos constituem importantes reservatórios de genes de 

resistência a antimicrobianos. A deteção de enterococos que manifestavam um 

fenómeno de resistência a antimicrobianos, inclusivamente estirpes VRE, no estuário do 

rio Douro foi descrita por Novais e colaboradores em 2005. A presença de 

microrganismos indicadores de contaminação, que expressam um fenómeno de 

resistência a antimicrobianos, é indicativa da contaminação da água por matéria fecal 

proveniente de fontes antropogénicas urbanas e hospitalares. 

A impossibilidade de inferir quanto à prevalência e tipologia de ESBLs e AmpC 

detetadas fenotipicamente foi a principal limitação encontrada. De momento o estudo 

encontra-se na fase de extração de DNA total de E. coli e a técnica de amplificação dos 

genes bla, nomeadamente os ensaios de PCR multiplex, encontra-se em fase de 

otimização. Acresce que as experiências de transconjugação ainda se encontram em fase 
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de desenvolvimento. Esta técnica é de elevado relevo, uma vez que permite inferir 

quanto à capacidade de transferência de genes de resistência aos agentes 

antimicrobianos testados. Este processo em meio aquático é extremamente importante 

na disseminação e aquisição de resistência quer em bactérias comensais, quer em 

microrganismos patogénicos.  

Atualmente a solução para a problemática de resistência a antimicrobianos não está na 

síntese de novos fármacos, nem modificação dos pré-existentes, mas sim na utilização 

moderada e responsável dos mesmos, sensibilização dos profissionais e comunidade. A 

persistência de genes de resistência, mesmo com a diminuição da pressão seletiva, pode 

comprometer de uma forma muito séria a adoção de comportamentos mais prudentes 

nas comunidades médicas (humanas e veterinárias) e na população em geral. 
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