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Resumo:

Bactérias sdo organismos simples, procaridticos, que contém um cromossomo principal e
podem ou ndo conter plasmideos. Podemos encontréd-las em quase todos os ambientes, até
mesmo em elevadas temperaturas, como nos géiseres, ou na profundidade dos oceanos. Os
plasmideos sdo moléculas de DNA circulares ou lineares, presentes em muitas espécies de
bactérias. Os plasmideos se replicam junto com a bactéria quando ela se divide por fissdo
bindria ou de forma independente dentro da bactéria. Os plasmideos sdo importantes para as
bactérias: podem acarretar vantagens de crescimento, possibilitar a sobrevivéncia da
bactéria em condicoes ambientais diversas, bem como a resisténcia dela a drogas
agressivas, metais pesados como merctrio e toxinas celulares. Neste trabalho,coletaram-se
bactérias de um curso d’4gua localizado em Pard de Minas — MG (o Ribeirdo Paciéncia),
selecionando bactérias gram-negativas, resistentes aos antibidticos penicilina, ampicilina,
vancomicina, clorafenicol, eritromicina e tetraciclina para extracio de DNAs plasmidiais,
que apresentaram plasmideos caracteristicos quanto a resisténcia aos antimicrobianos.
Todas as bactérias isoladas do ribeirdo apresentaram plasmideos, sugerindo sua importancia
para a sobrevivéncia em um ambiente de esgoto. Um resultado interessante foi a resisténcia
das bactérias isoladas a seis antimicrobianos, sendo cinco de uso comum e normalmente
prescritos em postos de saide de Para de Minas.
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1. INTRODUCAO

A selecdo de bactérias resistentes a antibidticos vem se destacando como um
problema de saide publica, em que a velocidade de dissemina¢@o dos genes de resisténcia
tem se mostrado maior que a capacidade da biotecnologia em produzir novos agentes
antimicrobianos efetivos capazes de driblar os mecanismos de resisténcia. O ambiente
hospitalar se destaca como o principal ponto de selecao de bactérias resistentes, em funcao

do grande uso de antibidticos, especialmente os de ultima geracdo. A emergéncia de
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bactérias resistentes nesses ambientes tem sido motivo da realizacdo de vérios trabalhos
cientificos (CASTRO et al., 2002; FURTADO et al., 2005; MELO et al., 2005).

A utilizacdo de antibidticos na comunidade também contribui para a proliferacdo de
bactérias resistentes, apesar de o uso de antibidticos de ultima geracdo na comunidade ser
muito baixo (BERQUO et al., 2004). Deve-se destacar a importincia de drogas de uso
comum, como a penicilina, eritromicina e tetraciclina, dentre outras, das quais depende boa
parte da populacdo. Estudos mostram que mais da metade das prescricdes de antibioticos,
principalmente para doencgas respiratdrias, sdo desnecessdrias, pois a maioria tem etiologia
viral e que o consumo de antimicrobianos na populacdo em geral é alto (BRICKS, 2003;
BERQUO et al., 2004).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana sempre refletem mudangas genéticas que
podem ser classificadas como intrinsecas, ou seja, da propria da espécie, ou adquiridas, ou
seja, resultantes de mutagdes ou alguma forma de transferéncia génica (ALTERTHUM e
TRALULSI, 2004).

A transferéncia génica entre bactérias ocorre, principalmente, por conjugacdo e por
transducdo, que permitem a passagem de material genético para individuos da mesma
espécie, de espécies diferentes e até mesmo de géneros diferentes (GRIFFITHS, 2000).

Aqui, destaca-se a importancia dos plasmideos nesse processo, através da
conjugacdo; portando o fator de transferéncia F e o fator de resisténcia R podem ser
transferidos com facilidade e podem se combinar formando super plasmideos que portam
genes de resisténcia para vdrias drogas, levando bactérias a multir-resisténcia (CASE,
FUNKE, TORTORA, 2000).

A identificacdo desses plasmideos e das bactérias que os possuem pode representar
uma ferramenta de comparacio entre diversos ambientes aquéticos, provendo um maior
conhecimento sobre sua evolucdo e ecologia (MEIRELES-PEREIRA et al., 2002).

O lancamento de dejetos provenientes das residéncias, dos hospitais e da atividade
industrial e agropecudria pode estar contribuindo para a selecdo e disseminagao de genes de
resisténcia no ambiente. O ambiente poluido por esgoto pode ser favordvel a expressdao
desses plasmideos e a troca de material genético entre as bactérias pela grande presenca de

matéria organica (BECHTLUFFT, 1999).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de DNA plasmidial bacteriano,
referente a resisténcia antibacteriana, coletando bactérias de um curso d’4dgua extremamente
poluido pela descarga de esgoto, tracando um perfil de ocorréncia de DNA plasmidial
encontrado em bactérias resistentes aos antibidticos penicilina, ampicilina, tetraciclina,

eritromicina, cloranfenicol e vancomicina.

2. MATERIAIS E METODOS

Area de Estudo

Nossa drea de estudo compreende o ribeirdo Paciéncia, que corta a cidade de Pard
de Minas — MG, dividindo-a ao meio em seu perimetro urbano e rural. O ribeirdo nasce na
localidade de Pimentas a 1.100 m de altitude e segue de sudeste a noroeste, desaguando no
rio Sdo Jodo proximo a cidade de Onca do Pitangui. Ele recebe as dguas de vinte e quatro
afluentes, sendo oito da margem direita e dezesseis da margem esquerda. As dguas do
ribeirdo Paciéncia recebem o esgoto da cidade e o esgoto da zona rural onde a atividade

econdmica predominante € a avicultura (NAIME, 2005).

Coleta de Amostras

As coletas foram realizadas em setembro de 2005 e fevereiro de 2006, no leito do
ribeirdo Paciéncia, em seu trecho confrontante com os fundos do campus da FAPAM -
Faculdade de Pard de Minas, em frasco estéril, observando-se as medidas de seguranca

necessdrias como o uso de luvas e jaleco.

Crescimento Bacteriano

As amostras de 4gua coletadas foram inoculadas em Agar BHI (Acumédia®),
preparado conforme orientagdes do fabricante, na presenca de um dos antibidticos:

ampicilina, eritromicina ou tetraciclina (CECON) e incubadas em estufa a 37° por 24 horas.

Antibiograma

O antibiograma foi realizado pelo método de difusdo com discos de Bawer e kirby

(modificado pela FDA), descrito em Ribeiro e Soares, 2002. Através desse método, discos
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de papel absorventes impregnados com o antibidtico nas concentragdes maximas atingidas
no sangue sao colocados na superficie de um Agar semeado com o microorganismo.

Utilizamos o Agar Miiler Hinton (Acumedia®) preparado conforme orientacdes do
fabricante, esterilizado e posteriormente resfriado sobre uma superficie nivelada. O in6culo
foi preparado a partir de um crescimento bacteriano em caldo BHI (Acumedia®) diluido
em caldo BHI observando-se a escala de 0,5 de Mac Farland, que corresponde a
aproximadamente 5,0 X 10-5 unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/ml).

As placas foram inoculadas com o auxilio de um swab de algodao embebido da
solucdo diluida. Os discos dos antibidticos foram entdo dispostos pela placa e incubados em
estufa a 37° C por 24 horas. Os antibidticos utilizados foram: Penicilina (10 pg),
Ampicilina (10 pg), Vancomicina (30 pg), Clorafenicol (30 pg), Eritromicina (15 pg) e
Tetraciclina (30 pg) industrializados pela empresa Centro de Controle e Produtos para
Diagndsticos (CECON).

A leitura das placas foi feita medindo-se e anotando-se o didmetro dos halos de
inibicdo em milimetros, incluindo o diametro dos discos, com o auxilio de uma régua. A
interpretacdo do tamanho dos halos caracteriza as colonias classificadas como: resistentes,

sensiveis € de sensibilidade intermediaria.

Extracdo de DNAs Plasmidiais

Para extracdo de DNA plasmidial foi utilizado o método de lise alcalina descrito por
Sambrook et al. (1989), modificado em Bechtlufft, (1999) e descrito abaixo:
As bactérias crescidas em caldo BHI por um periodo de 12 a 24 horas foram colocadas em
tubos eppendorfs com volume de 1,5 ml e centrifugadas por 15 minutos. Apds
centrifugacdo, o precipitado foi recuperado, desprezando-se a parte liquida e mantido no
gelo sobre a bancada, para evitar a agdo de enzimas DNAs. Adicionaram-se entdo 100 pl da
solucdo I (EDTA 10Mm, TRIS-base 25mM, Glicose 50 mM). Acrescentaram-se 200 ul da
solucdo II (NaOH 0,2 mM, SDS 1%). O tubo foi invertido suavemente algumas vezes.
Adicionaram-se 150 pl da solugdo III ( 60 % de Acetato de potdssio SM, 11,5 % de Acido
Acético Glacial, 28,5 % de dgua destilada). Centrifugou-se por 5 minutos e recuperou-se a
parte liquida em outro tubo, desprezando o precipitado. Entdo a solu¢do foi lavada em um

volume igual de fenol/cloroférmio. Apds centrifugacdo por 5 minutos, recuperou-se a fase
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superior em outro tubo eppendorf. O DNA plasmidial foi precipitado pela adicdo de dois
volumes de etanol, aproximadamente 1 ml e deixado no congelador over-nigth. O DNA
plasmidial foi entdo ressupinado em 50 ul de tampado TE pH 8,0 (EDTA 1 Mm, TRIS-base
10 Mm).

Quantificacdo do DNA

Para quantificacio do DNA plasmidial foi utilizado o aparelho espectrofotdmetro
(FENTO 700 S). Aplicou-se 1 uL da amostra de DNA em 0,999 ml de dgua destilada,
registrando os valores de densidade Otica nos comprimentos de onda 260 e 280 nm.
Calculou-se a razdo entre esses valores para obter uma estimativa da quantidade de DNA

presente na amostra e para avaliacdo de sua pureza (SAMBROOK et. al., 1989).

Visualiza¢do dos Fragmentos de DNA

A visualizacdo do DNA plasmidial foi desenvolvida conforme Sambrook et al.
através de eletroforese em gel de agarose, com 10mg/mL de brometo de etidio, preparado a

1%, em tampao TAE (TRIS-acetato 0,4 M e EDTA 1,0 mM).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento Bacteriano

Foi observado um bom crescimento bacteriano em todos os caldos acrescidos com
os antibidticos testados inicialmente: ampicilina, tetraciclina e eritromicina, em que as
amostras de dgua do ribeirdo eram incubadas diretamente em caldo BHI contendo um dos
antibidticos. As colonias isoladas aleatoriamente das placas foram classificadas como
resistentes por apresentarem crescimento na presenca dos antibidticos, para melhor
extracdo de DNA plasmidial. As culturas bacterianas foram identificadas e estocadas em

10% de glicerol.

Extracdes de DNA Plasmidial

Quando foram feitas extragdes de DNA plasmidial e visualizagdo em gel de agarose,

foi observado que as bactérias resistentes ao antibitico ampicilina apresentaram bandas,
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com tamanho equivalente a DNA plasmidial, de baixo peso molecular. As bactérias
resistentes a eritromicina ou a tetraciclina ndo mostraram essas bandas. Esse resultado
indica uma possivel relagcdo entre a resisténcia a ampicilina e a presenca desses plasmideos,
enquanto as resisténcias a tetraciclina e a eritromicina dessas bactérias podem estar
relacionadas a genes cromossomais. Quando foram selecionadas bactérias com resisténcia
conjugada de dois ou trés antibidticos percebe-se a presenga de DNA plasmidial em todas

as extragdes, exceto em uma amostra resistente a eritromicina e tetraciclina, conforme a

Figura 1.

Figura 1: Gel de DNA plasmidial de bactérias resistentes aos antibiéticos Ampicilina, Tetraciclina e
Eritromicina

A ampicilina € um antibidtico de amplo espectro, indicado para o combate a
bactérias negativas e positivas, capaz de penetrar a membrana externa das bactérias Gram-
negativas (ALTERTHUM, TRABULSI, 2004). A resisténcia a ampicilina também pode ter
ocorrido por outros motivos como mecanismos de efluxo (MOREIRA,SOUZA,MORAES,
2004), modificacdes nas porinas que permitem a entrada desse antibidtico ou modificacdes

nas proteinas ligadoras de penicilina, as PBP (Protein Binging Penicilin). Os genes
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responsaveis por essas alteracdes também podem estar presentes em plasmideos
(ALTERTHUM, TRABULSI, 2004).

Os plasmideos observados podem estar relacionados também a sobrevivéncia dessas
bactérias no ambiente rico em matéria organica como o ribeirdo de onde foram coletadas.
Esse resultado nos mostra que as bandas observadas podem estar associadas a plasmideos
de resisténcia quando se faz uma comparagdo com as bactérias resistentes a tetraciclina e
eritromicina, em que tais bandas ndo foram observadas.

Bechtlufft (1999), em seu trabalho, descreve uma associagdo entre o aumento da
resisténcia bacteriana e o aumento do nimero de plasmideos em um gradiente de polui¢dao
organica de uma estacdo de tratamento. Os resultados do antibiograma com algumas dessas
bactérias vém apoiar a ideia de que a multirresisténcia é mediada por plasmideos, pois as
bactérias resistentes a um niimero maior de antibidticos apresentam bandas mais intensas

no gel.

Antibiograma

Algumas das amostras de bactérias isoladas foram avaliadas através do

antibiograma e os resultados sdo mostrados no Quadro 1.

Proteus Staphylococcus| Bactéria 25 Bactéria 26 Bactéria 2 Bactéria 3
Clorafenicol Sensivel Sensivel Sensivel Resistente Intermediario Sensivel
Penicilina Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente
'Vancomicina Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente
Eritromicina Resistente Intermediario Resistente Resistente Sensivel Intermediario
Tetraciclina Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente Sensivel
IAmpicilina Sensivel Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel

Quadro 1: Antibiograma das bactérias isoladas do Ribeirdo Paciéncia e a bactéria do acervo do laboratério da
FAPAM (Staphylococcus).

Foi observado que todas as amostras apresentaram resisténcia a vancomicina. Para

as bactérias Gram-negativas, isto se deve a presenca da membrana externa que dificulta a
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passagem de moléculas grandes como a vancomicina, limitando seu acesso até seu alvo, o
acil-D-alnil-D-alanina na formacao da camada de peptideoglicano.

Hoje varios trabalhos tém descrito a resisténcia de Enterococccus e Staphylococcus
a vancomicina em todo o mundo. Com aten¢do especial para o Staphylococcus, que é o
agente de muitas infeccoes humanas. O Enterococcus foi o primeiro a adquirir resisténcia a
vancomicina e temia-se que essa resisténcia pudesse ser transmitida aos Staphylococcus;
(ALTERTHUM, TRABULSI, 2004). Fato confirmado in vitro nos Estados Unidos (2000) e
Pensilvania (2002) quando Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina foram
recuperados de pacientes portando Enterococcus com fenétipo Van A (FURTADO et al.,
2005).

As bactérias isoladas também apresentaram resisténcias a penicilina. A resisténcia
dos bacilos Gram-negativos a penicilina também pode ser explicada pela dificuldade de
benzilpenicilina em atravessar a membrana externa. A penicilina € indicada para tratamento
contra bactérias Gram-positivas, cocos Gram-negativos e espiroquetas (ALTERTHUM,
TRABULSI, 2004). A resisténcia das Gram-positivas a penicilina pode ser explicada pelos
mesmos mecanismos relatados anteriormente neste trabalho para a ampicilina, os
mecanismos de efluxo (MOREIRA, SOUZA, MORAES, 2004), produgcdao de f3-
lactamases, modificagdes nas porinas ou modificacdes nas proteinas PBP (Protein Binging
Penicilin). Os genes responsaveis por esses mecanismos sao encontrados em plasmideos
(ALTERTHUM, TRABULSI, 2004).

Para o antimicrobiano cloranfenicol foi observado: uma bactéria apresentando
resisténcia e uma demonstrando resisténcia intermedidria. A resisténcia ao cloranfenicol
também pode ocorrer em fungdo de genes portados por plasmideos, levando a perda da
permeabilidade da membrana ou a producdo da enzima cloranfenicol-acetil-transferase que
acetila a molécula da droga fazendo com que ela perca a afinidade pelo alvo, a sub unidade
ribossémica (ALTERTHUM, TRABULSI, 2004).

Um destaque deve ser dado a bactéria de nimero 3, que cresce pouco em caldo na
presenca de eritromicina € que no antibiograma mostrou um halo de resisténcia
intermedidria. Isto nos leva a pensar que a acdo da eritromicina estd sendo inibida de

alguma forma. Essa bactéria ndo apresentou bandas de DNA plasmidial.



SynThesis Revista Digital FAPAM, Para de Minas, v.1, n.1, 282-292, out. 2009 290
www.fapam.edu.br/revista

Foi observado, conforme a Figura 2, em algumas amostras, a presenca de bandas
com alto peso molecular e nas canaletas, que certamente se trata de DNA cromossomal, e
de uma mancha avermelhada ao longo da corrida, provocada pela presenca de algum DNA

cromossomal degradado.

Figura 2: DNA plasmidial e cromossomal das bactérias resistentes aos antibidticos.

A resisténcia, caracteristica marcante em hospitais pelo uso frequente de
antimicrobianos, pode estar sendo intensamente disseminada no ambiente através do
lancamento de esgoto nos cursos d’dgua. Alguns trabalhos t€ém procurado mostrar a relagdo
entre a disseminacdo de genes de resisténcia e suas implicacdes ecoldgicas e ambientais.

Meireles-Pereira et al. (2002), no Rio de Janeiro - RJ, propde uma rota de
disseminagdo de genes de resisténcia no ambiente, mostrando o potencial que a polui¢dao
dos cursos d’dgua com o esgoto, especialmente de hospitais e de atividades veterindrias na
producdo de alimento, tem para contribuir com a disseminacdo de multirresisténcia.

Neste trabalho foi mostrada a presenca de bactérias, portando pldsmideos de
resisténcia no ribeirdo. Este curso d'dgua recebe o esgoto doméstico, de abatedouros, do
hospital da cidade, da criagdo de frangos e suinos, constituindo uma fonte de contaminagao
para a populacdo e um ambiente propicio para a dissemina¢cdo desses plasmideos de

resisténcia.



BECHTLUFFT, Marcelo de Paiva; ALVES, E. M. G.; ARAUJO, J. G. 291

Bechtlufft (1999), avaliando uma estagcdo de tratamento de esgoto (ETE) fez
o isolamento e classificacdo de bactérias quanto a resisténcia a 20 (vinte) antimicrobianos
diferentes, tracando um perfil de ocorréncia de DNA plasmidial em diversos pontos de
coleta ao longo da ETE. Neste trabalho, ele descreve uma significativa diminui¢do de
resisténcia aos antibidticos ao longo do processo de tratamento de esgoto, bem como a
diminui¢do do nimero de plasmideos presentes nas bactérias.

A maioria dos trabalhos concentra suas atencdes no ambiente hospitalar,
onde cepas multirresistentes sdo selecionadas devido ao grande uso de antibidticos,
especialmente os de dltima geracdo (MELO et al., 2005; FURTADO et al., 2004), no
entanto o esgoto de muitos hospitais ainda € descarregado no ambiente.

Um outro lado para o qual se dd pouca importincia € o do uso de
antimicrobianos na comunidade e seu papel na selecdo de resisténcia aos antimicrobianos
de uso comum, dos quais dependem grande parte da populagio (BERQUO et al., 2004;
BERTOLDI et al., 2004). Isto se deve a varios fatores, dentre eles a falta de recursos para
diagndstico, especialmente na rede publica de saude e a automedicagdo, levando a selecdo

de bactérias cada vez mais resistentes.
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