Comparacdo de duas metodologias para avaliagdo da
sensibilidade de bactérias da pele de anfibios a drenagem

acida de minas

A comunidade bacteriana associada a pele dos anfibios desempenha um papel crucial na
capacidade destes organismos tolerarem varios tipos de perturbacdes ambientais. Deste
modo, alterag6es induzidas na composi¢édo da comunidade bacteriana pode influenciar a
aptiddo dos anfibios. Neste contexto, o presente trabalho pretendeu comparar a
adequabilidade de duas metodologias na determinagdo da toxicidade de drenagem acida
mineira (DAM) em isolados bacterianos da pele de rd Pelophylax perezi. Para tal, a
sensibilidade destes isolados bacterianos, recolhidos em trés locais distintos, foi testada
através de duas metodologias: método de difusdo por pocos (DP) e de microdiluicdo
(MD). Do total de 73 isolados bacterianos testados, DP permitiu discriminar trés
categorias de sensibilidade: sensiveis (11%), tolerantes (5,4%) e muito tolerantes (80%);
enquanto MD permitiu discriminar quatro categorias de sensibilidade: muito sensiveis
(5,5%), sensiveis (11%), tolerantes (23,3%) e muito tolerantes (60,3%). Ambos os
métodos categorizaram a maioria dos isolados bacterianos como sendo muito tolerantes
a DAM (= 60%). Os resultados obtidos sugerem que o método MD é mais adequado e
sensivel na avaliagdo da toxicidade de DAM para estes isolados bacterianos, permitido
uma melhor discriminacdo de categorias de sensibilidade e uma maior protegdo em

termos de avaliagdo de risco ecol6gico para este grupo de organismos.

Palavras-chave
difus&o por pogos
microdiluicdo
drenagem acida
bactérias simbiontes

anfibios

ciéncia e ambiente para todos

volume 7 ® niimero 1 ® p 79-92

Antonieta Gabriel*
Sara Costa?

Isabel Lopes?

1 Departamento de Biologia, Universidade

de Aveiro, Aveiro, Portugal.

2 Departamento de Biologia & CESAM

(Centro de Estudos do Ambiente e do Mar),

Universidade de Aveiro, Aveiro, Portugal.

* antonietagc@ua.pt

ISSN 1647-323X



toxicologia e quimica ambiental

D INTRODUGAO

A Classe Amphibia é constituida por espécies que, ao contrario das outras classes de vertebrados, nédo
possuem estruturas especializadas (escamas, penas ou pelos) a revestir e proteger-lhes a pele (Pessie
2002). No entanto, a pele dos anfibios possui um elevado nimero de glandulas mucosas e serosas
produtoras de muco e de varias substancias quimicas (ex. proteinas, polissacarideos) que lhe servem de
protecdo (Colombo et al. 2015). Mais ainda, a pele dos anfibios encontra-se associada uma comunidade
bacteriana que, juntamente com o0 muco e substancias quimicas produzidas pelo anfibio, representam uma
barreira de defesa destes organismos relativamente ao meio envolvente (Colombo et al. 2015). Algumas
das principais fungBes desempenhadas por estas bactérias estdo relacionadas com a regulacdo da
homeostasia, controlo de processos fisiolégicos e metabdlicos e interacbes com agentes patogénicos (ex.
fungo Batrachochytridium dendrobatidis)! através da libertacdo de compostos antimicrobianos (Bletz et al.
2013; Larsen and Ramlgv 2013). Consequentemente, quando expostas a contaminagdo quimica ou outras
pressfes ambientais, pode verificar-se a perda de diversidade especifica? deste grupo de organismos e as
suas fungbes de defesa podem ficar comprometidas, o que pode afetar a resiliéncia/sensibilidade das
populagdes de anfibios a perturbacdes ambientais (Kueneman et al. 2014; Colombo et al. 2015; Longo et al.
2015).

Relativamente aos efeitos provocados por poluicdo ambiental nhas comunidades microbianas, estes estao
comummente relacionados com a reducdo da diversidade especifica, resultando na prevaléncia de poucas
espécies muito tolerantes ao poluente em questdo (Zhang et al. 2007; Kuang et al. 2013). Por exemplo,
ambientes impactados por efluentes mineiros acidos tendem a possuir uma menor diversidade bacteriana,
sendo as comunidades residentes maioritariamente constituidas por espécies acidéfilas, bem adaptadas a
estas condi¢Bes (Zhang et al. 2007; Kuang et al. 2013; Méndez-Garcia et al. 2014). Muito embora o
presente trabalho esteja relacionado com o microbiota associado a pele de anuros, deve ser realgado aqui
gue a perda de diversidade, nas comunidades microbianas, pode comprometer o funcionamento de todo o
ecossistema (Girvan et al., 2005). As populagBes naturais microbianas desempenham um papel importante,
entre outros, em mecanismos responséveis pelo equilibrio dos ecossistemas (como a fotossintese realizada
por cianobactérias), reciclagem de nutrientes, decomposi¢cdo de matéria organica, degradacdo de diversos
compostos quimicos e alterac@o da especiagdo de metais (Zhang et al. 2007; Jackson et al. 2014). Quando
este microbiota se encontra associado a outros organismos pode contribuir para que o hospedeiro consiga
tolerar contaminacao bioldgica (ex. agentes patogénicos) e quimica (por exemplo, algumas bactérias
simbiontes, por processos de metilacdo ou adsorcdo dos metais as suas estruturas celulares, diminuem a
biodisponibilidade destes elementos quer para si préprias quer para os seus hospedeiros) (llhan et al. 2004;
Jackson et al. 2014; Woodhams et al. 2016). Considerando estes factos, € expectavel que quando esta
comunidade microbiana é afetada por perturbacfes ambientais possa ter consequéncias adversas na
aptiddo dos seus hospedeiros, sendo portanto importante perceber a sua sensibilidade a perturbacdes

ambientais, nomeadamente polui¢cdo quimica.

1Batrachochytridium dendrobatidis € um fungo de elevada patogenicidade que infecta a pele dos anfibios levando a
declinios massivos de popula¢des destes organismos.

2Djversidade especifica corresponde ao nimero de espécies diferentes constituintes de uma mesma comunidade (Hill
1973).
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A sensibilidade de bactérias a substancias quimicas € frequentemente determinada pela definicdo da
concentracdo minima de inibicao (MIC). Esta unidade de efeito corresponde a concentracdo minima de um
determinado composto que é capaz de inibir o crescimento de microrganismos em estudo (Mann and
Markham 1998; Baquero et al. 2015; Fehlberg et al. 2016). Existem varios métodos para avaliar a
sensibilidade de bactérias a agentes antimicrobianos, nomeadamente o E-Teste®3, método de difusdo em
agar, microdiluicdo e sistemas automatizados, entre outros (Biemer, 1973; Matar et al. 2003). Embora estes
métodos estejam ja padronizados para determinar a sensibilidade de bactérias a antibiéticos, pouco se sabe
sobre a sua adequabilidade ao uso em estudos ecotoxicoldgicos, id est, para determinar os efeitos que
agentes contaminantes podem provocar no crescimento de bactérias (Jorgensen and Ferraro 2009;
Baquero et al. 2015).

Tendo em consideracdo o acima referido, o presente trabalho pretendeu comparar a adequabilidade de
duas metodologias na determinacdo dos efeitos provocados por poluicdo quimica, drenagem acida mineira
(DAM), em isolados bacterianos da pele da espécie de anfibio Pelophylax perezi (Amphibia, Anura). A
contaminagdo por DAM resulta de um processo de oxidacdo de minerais de sulfito (ex. pirite, FeS2) (Akcil
and Koldas 2006; Kuang et al. 2013; Méndez-Garcia et al. 2014). Este tipo de contaminagdo encontra-se
presente em varias regides a nivel mundial, causando efeitos adversos nos ecossistemas devido a
presenca de elevadas concentracdes de hidrogenides e de metais (provocando a degradac¢éo da qualidade
da agua, destruicdo de ecossistemas e elevados niveis de toxicidade) (Kuang et al. 2013; Nieto et al. 2013;
Simate and Ndlovu 2014).

D MATERIAL E METODOS

Locais de amostragem

Os isolados bacterianos utilizados no presente trabalho foram obtidos apés amostragem do microbioma

cuténeo de populacdes naturais de ra verde, Pelophylax perezi (Figura 1).

Foram amostrados dez individuos adultos presentes
em trés ecossistemas aquéticos de caracteristicas
fisico-quimicas distintas (ver Figura 2a e Tabela I):
Salreu (SL), Lagoa das Bragas (LB) e Agua-forte (TP).
O local de referéncia, LB, foi selecionado pela auséncia
de contaminagdo quimica, TP pela elevada
concentracdo de metais e hidrogenides, devido a

atividade mineira e SL foi escolhido devido a influéncia

de 4gua com elevada salinidade proveniente da Ria de

Aveiro (Brito and Pereira 2006; Castilho 2008; Luis FIGURA 1: Adultos de Pelophylax perezi: fémea
do lado esquerdo e macho, com calo nupcial
2007; Costa et al. 2016). visivel (assinalado pela seta amarela), do lado

direito da fotografia. Créditos: Emanuele Fasola.

3 E-Test® - método utilizado para determinar a Concentragdo Minima Inibitéria de antibi6ticos. Consiste em tiras
contendo um gradiente predefinido de concentracbes de agentes antimicrobianos, antifingicos e antibacterianos.
(BioMériuex, Teste de Sensibilidade aos  Antibidticos, Etest®, 1963. [Online]. Disponivel:
http://www.biomerieux.pt/produto/etestr. Consultado a 31 de Maio, 2017)
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FIGURA 2: a) Identificagdo dos locais de amostragem dos isolados bacterianos
associados a pele de Pelophylax perezi. Legenda: SL - Salreu, LB - Lagoa das
Bragas e TP - Agua-forte. Adaptado de Costa et al. (2016). b) Pormenor da
area onde foi efetuada a recolha do efluente de drenagem &cida mineira e de
amostragem da populagdo de P. perezi de TP. Fonte: Maia et al. (2012).

O efluente de drenagem &cida, usado para realizacdo dos testes de sensibilidade com os isolados
bacterianos, resulta da drenagem de uma mina, que explora um fildo piritico-curpico, localizada nas
proximidades de TP (ver Figura 2b). Este efluente escoa em dire¢c&o a norte e conflui com uma Ribeira ndo
contaminada com metais, a Ribeira do R6xo0. A caracterizagdo fisico-quimica dos locais onde a comunidade
de bactérias da pele de anfibios foi amostrada e do efluente de drenagem é&cida foi efetuada por Costa et al.

(2016) e encontra-se descrita ha Tabela I.

TABELA 1. Valores dos parametros fisico-quimicos medidos na coluna de agua dos locais de amostragem do
microbioma da pele de individuos adultos de Pelophylax perezi. SST: sélidos suspensos totais; BODS5: caréncia
bioguimica de oxigénio por cinco dias. Fonte: Costa et al. (2016).

Locais de amostragem

Parametros LB SL TP Efluente DAM
40°14'32 N/ °43’ °57" °56'
CeereEIEees (dilers) 8°48'17 W e e ey
Oxigénio Dissolvido (mg/l) 5,88 0,60 3,60 9,50
Condutividade (uS/cm) 293,0 5720 2210 4220-4260
pH 8,8 7,7 4,9 2,1
Salinidade 0 3 1 -
Turbidez (FTU) 31 37 73 -
SST (mg/l) 9 13 113 -
BODs (mg/l) 1,04 26,4 24,0 -
Nitritos (mg/l NO-2) 0,07 0,05 0,01 -
Nitratos (mg/l NO-3) 0,4 0,0 0,3 -
Nitrogénio, Aménia (mg/L NHs-N) 0,27 1,06 5,70 -
Caz* (mg/l) 16 328 103 -
Mg?* (mg/l) 5 96 31 -
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Fosforo, Reativo (mg/l PO43-) 0,04 0,43 0,41 -
Al (ng/l) 75 43 333 26000
As (una/l) 16 5,4 87 1,3
Cd (ug/l) 0,31 0,05 0,84 310
Cu (ug/l) 5,2 2,1 148 2.800
Cr (ug/l) 2,8 1,0 1,6 -
Fe (ug/l) 5696 2976 48300 17000
Ni (ug/l) 1,80 4,00 16,0 61,0
Pb (ug/l) 0,59 0,95 19 3
Zn (ugll) 22 9,2 575 15000

Organismo modelo: Pelophylax perezi

A ra verde, Pelophylax perezi Lopez-Seoane 1885, nativa da Peninsula Ibérica e Sul de Franca, ocorre em
grande abundancia em Portugal (Crochet et al. 1995; Egea-Serrano, Tejedo, and Torralva 2011). Esta
espécie habita diversos tipos de ecossistemas aquaticos e terrestres ao longo dos seus estadios de vida,
desde o ovo a adulto (Ortiz-Santaliestra et al. 2007; Egea-Serrano, Tejedo, and Torralva 2011). Apesar de a
Classe Amphibia ser considerada um grupo constituido por organismos muito sensiveis, tem-se observado
que P. perezi apresenta capacidade de tolerar diferentes tipos de contaminacdo, nomeadamente
agroquimica, agua salobra e metais (Egea-Serrano, Tejedo, and Torralva 2011; Ortiz-Santaliestra et al.
2007; Marques et al. 2013). Pelophylax perezi foi selecionada como espécie modelo no presente trabalho
devido: (1) a sua abundancia geografica em Portugal, sendo também uma espécie autéctone, (2) a sua
ubiquidade, sendo facil de encontrar tanto em ecossistemas pristinos como contaminados, (3) facilidade de
captura e manuseamento dos adultos para recolha de amostras de microbioma da pele e (4) escassa

informacao existente na literatura cientifica sobre o seu microbioma.

Preparacédo dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos estudados no presente trabalho foram amostrados na pele de dez individuos
adultos de P. perezi em LB (n=3), TP (n=5) e SL (n=3) (consultar Costa et al. 2016). No laboratério, os
isolados foram armazenados a -80°C em meio NB esterilizado (Nutrient Broth, Merck, Germany) com 15%
de glicerol (v/v). Todas os isolados bacterianos foram identificados através da sequenciacdo do gene que
codifica para a sub-unidade 16S do rRNA* (Costa et al. 2016). Antes de se dar inicio aos testes de
sensibilidade, todos os isolados (hum total de 73, Tabela S-1I) foram recuperados em meio sélido R2A
(Oxoid, England) e ciclicamente, de 96 a 120 horas, recultivados até atingirem um crescimento estavel e

nao ser detetada qualquer contaminacdo por outros microrganismos.

Teste de sensibilidade a DAM: método de difuséo por pogos
O método de difusdo por pogos (adaptado de Bauer et al. 1966) foi utilizado para expor os 73 isolados

bacterianos a DAM. Para iniciar o teste de sensibilidade, realizou-se uma suspenséo de cada isolado em

4 A sequenciacdo do gene que codifica a sub-unidade 16S do rRNA fornece informacéo filogenética que permite, em
alguns casos, a identificacdo de espécies estabelecendo relagdes evolutivas entre os isolados em estudo e isolados
cujas sequéncias estdo disponiveis em bases de dados publicas (Janda and Abbott 2007).
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meio NB liquido estéril. A suspensdo foi realizada de forma a obter uma densidade 6tica (D.O.)
correspondente a 1,5 x 108 UFC A D.O. foi medida num espectrofotometro (UVmini-1240, UV-vis
Spectrophotometer, Shimadzu) a 600 nm. Apés obter a D.O. referida atras, 100 pL de cada isolado
bacteriano em suspenséo foi uniformemente cultivado por espalhamento em meio R2A sélido em caixas de
Petri, em triplicado. Posteriormente, cortaram-se assepticamente, 7 po¢os de 0,38 cm?3 no meio R2A sélido,
recorrendo a um cilindro metalico. O passo seguinte consistiu em adicionar 6 diluicdes decrescentes de
DAM em cada poco da caixa de Petri. O efluente de drenagem &cida foi previamente esterilizado por
fitracdo (Whatman™ Mixed Cellulose Ester Membrane Filter 0.2 um) utilizando uma seringa. Apds a
filtracdo, foram realizadas as seguintes diluigbes com agua destilada estéril: 100 %, 75 %, 50 %, 25 %, 12,5
% e 6,25 %.

Todos os isolados bacterianos foram expostos a um controlo negativo, constituido por agua destilada estéril.
Em cada pogo de 0,38 cm? foram introduzidos 50 pL de cada diluicdo de DAM ou de agua destilada estéril.
Para cada isolado bacteriano, foram realizadas trés réplicas de exposicdo as diluicdes de DAM e ao
controlo negativo. O teste decorreu no escuro a 23+£1°C, durante 120 horas. No final do ensaio foi medido o
halo de inibicdo (representado na Figura 3) induzido por

cada diluicdo de DAM, por forma a obter a diluicdo méaxima

de inibicdo (DMI) do crescimento de cada isolado ﬁ
bacteriano e categorizar as sensibilidades das bactérias a ‘

DAM. Os parémetros pH e condutividade foram medidos
nas diluicdes do efluente de drenagem &cida utilizando

uma sonda multiparamétrica (WTW Multi 3410 SET C ‘
2FD45C). A sensibilidade das bactérias foi categorizada
da seguinte forma: (1) Muito sensivel, para bactérias cuja

DMI é menor que 6,25 % de DAM, (2) Sensivel, para = FIGURA 3: Representacdo dos halos de
inibicdo aplicando o método de difusédo por

bactérias cuja DMI é igual ou superior a 6,25 % mas pocos. Legenda: o circulo central verde

. . . corresponde ao poco do controlo (adgua
inferior ou igual a 50 % de DAM, (3) Tolerante, para destila%a) o ciﬁ:u%os - gradiente(gzul

bactérias cuja DMI € superior a 50 % mas inferior ou igual representam os pogos onde foram introduzidas
diluicbes decrescentes de DAM (de azul mais

a 100 % de DAM, (4) Muito tolerante, para bactérias que claro para mais escuro, tal como indicado pela
seta), os circulos a branco correspondem aos
halos de inibicéo do isolado (sem crescimento

crescimento mesmo quando exposta a 100 % de DAM. nas respetivas diluicbes representadas).

ndo apresentaram qualquer tipo de inibicdo de

Teste de sensibilidade a DAM: método de microdiluicédo

Os 73 isolados bacterianos referidos na subseccao anterior foram também expostos a DAM através do
método padronizado de microdiluicdo em meio de cultura liquido (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2012). No presente trabalho, este método foi adaptado para microplacas de 24 pocos para se

proceder a exposi¢ao das bactérias a DAM.
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Realizou-se uma suspensdo com cada isolado

2 3

FIGURA 4: Representagdo esquematica do teste de

bacteriano em meio LB liquido estéril até obter uma

>

ve)

densidade otica de 1 (a 600 nm) para
posteriormente iniciar o teste de sensibilidade ao
efluente. Apés aferir a D.O. iniciou-se o teste de

acordo com o esquema representado na Figura 4.

0O

Numa microplaca de 24 pocos foram dispostas as

seguintes condicBes de exposicdo dos isolados

w)

bacterianos: (1) um controlo negativo de 2 ml de

meio LB e 50 pL de isolado bacteriano em

suspenséo e (2) diluicdes de DAM, contendo 2 ml sensibilidade realizado pelo método de microdilui¢&o
] ) numa microplaca de 24 pogos. Legenda: B — meio
de DAM e 50 pL de isolado bacteriano em LB, Bb — meio LB com suspensdo de bactéria

~ . (corresponde ao controlo negativo), D1 - Diluicdo 1
suspenséo. Todos os tratamentos foram realizados de DAM (6,25 % de DAM), R1 — réplicas de D1 com
em triplicado. suspensdo de bactéria, D2 - Diluicdo 2 de DAM
(12,5% de DAM), R2 - réplicas de D2 com
suspensédo de bactéria, D3 - Diluicdo 3 de DAM (25

O efluente em estudo foi esterilizado como descrito % de DAM), R3 — réplicas de D3 com suspensao de

na subsec¢do do método de difuséo por pogos. Os bactéria, D4 - Diluicdo 4 de DAM (50 % de DAM),
. . . R4 — réplicas de D4 com suspenséo de bactéria, D5
isolados bacterianos foram expostos as mesmas — Diluicdo 5 de DAM (75 % de DAM), R5 — réplicas

de D5 com suspensdo de bactéria - Diluicdo 6 de
DAM (100 % de DAM) que foi colocado noutra

entanto neste método de microdilui¢do foi utilizado microplaca de 24 pogos com a mesma metodologia
e disposicao.

diluicbes de DAM testadas no método anterior, no

meio LB liquido como meio de diluicAo em vez de

agua destilada. O teste decorreu por um periodo de 96 horas. No final do periodo de exposicao, amostras
de 75 pL foram transferidas para microplacas de 96 pog¢os, sob uma camara de fluxo continuo para medir as
absorvancias num leitor de microplacas (Jenway, 6505 UV/VIS spectrophotometer, Burlington, USA), a 600
nm. A sensibilidade dos isolados bacterianos foi categorizada de acordo com o respetivo ED2o para
crescimento bacteriano, ou seja, a diluicdo de DAM capaz de induzir 20 % de inibicdo no crescimento dos
isolados bacterianos (considerada como a percentagem limiar que traduz um efeito significativo). Foram
estabelecidas quatro categorias: (1) Muito sensivel, para isolados bacterianos cujo ED2o € inferior a 6,25 %
de DAM, (2) Sensivel, para isolados bacterianos cujo ED2o € igual ou superior a 6,25 % de DAM ou igual ou
superior a média de todos os ED2o calculados para os isolados bacterianos, (3) Tolerantes, para isolados
bacterianos cujo ED20 é superior a média de todos 0s ED2o calculados para os isolados bacterianos e (4)
Muito tolerante, para os isolados que ndo demonstraram qualquer inibicdo do crescimento inclusivamente
guando expostos a 100 % de DAM.

Andlise estatistica

Os valores das densidades 6éticas foram ajustados a um modelo logistico para calcular os valores de
diluicdo de DAM que induziram 10, 20 e 50 % (ED1o, ED20 € EDso) de inibi¢éo do crescimento bacteriano. A
comparacéo do crescimento bacteriano entre os diferentes tratamentos (i.e., diluicbes de DAM e controlos
negativos), para o exemplo dado na Figura 10, foi realizada através de andlise de variancia e uma via

seguida do teste de comparagédo multipla Dunnett’s para aferir diferencas significativas entre as diluicées de
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DAM e os respetivos controlos negativos. Os pressupostos da ANOVA foram testados através do teste
Kolmogorov-Smirnov para normalidade e Barttlet's para homoscedasticidade de varidncias. A frequéncia
dos isolados por categoria de sensibilidade foi relacionada com os locais de amostragem utilizando tabelas
de contingéncia pelo teste de Chi-quadrado.

D RESULTADOS

Parametros fisico-quimicos

Os valores de pH aumentaram ligeiramente e os de condutividade diminuiram com diluicdes crescentes de
DAM. O valor de pH aumentou 0,20 unidades de 5,44 (100 % AMD) para 5,64 (6,25%) e a condutividade
diminuiu de 13,47 mS/cm (100%) para 1,14 (6,25 %). Os valores de pH e condutividade dos controlos foram
6,26 e 0,22 mS/cm, respetivamente.

Teste de sensibilidade: método de difusao por po¢os

Os resultados da sensibilidade dos isolados 100 -

bacterianos a DAM, obtidos pelo método de difusdo
80
por pogos, encontram-se representados na Figura 5 e

Tabela S-1l. A Figura 6 mostra um exemplo de uma 60

caixa de Petri do ensaio realizado em que ndo foram 404

observados halos de inibicBdo de crescimento

bacteriano. Do total de 73 isolados bacterianos 27

Frequéncia de Isolados (%)

testados, nenhum apresentou inibicdo de crescimento 0-

Sensivel Tolerante Muito Tolerante
guando exposto a 6,25 % de DAM, ndo havendo,
Categorias de Sensibilidade
FIGURA 5: Frequéncia (%) dos isolados bacterianos

sensivel (MS). No entanto, 10,9 % dos isolados | amostrados nas trés populacdes de Pelophylax
] L . perezi, discriminados por categorias de sensibilidade
bacterianos apresentaram uma diluicdo minima de ao efluente de drenagem 4cida, testados pelo

método de difusdo por pocos.

portanto, nenhum isolado categorizado como muito

inibicdo do crescimento bacteriano (DMI) de 50 % de
AMD, sendo considerados sensiveis (S); 54 %
apresentaram uma DMI compreendida entre 50 e 100
% de DAM, sendo categorizados como tolerantes (T)
e 83,5 % ndo apresentaram inibicdo no crescimento
guando expostos a 100 % de DAM, sendo
classificados como muito tolerantes (MT). Quando

analisadas as sensibilidades dos isolados bacterianos

em funcdo do local onde foram amostrados,

obtiveram-se as seguintes distribuicdes de FIGURA 6: Fotografia de um teste de sensibilidade

o ) o em caixa de Petri correspondendo & exposi¢éo da
frequéncias de categoria de sensibilidade: para o bactéria Microvirga zambiensis a controlo negativo e
local LB: MT - 72 %, T — 8 %, S — 20 %; para o local a diluicdes de drenagem &cida pelo método de

difusdo por pogos. Legenda: Ctr- controlo; C1- 6,25
SL:MT - 91 %, T—4,3%,S—43%; eparaolocal = %; C2-125 %; C3- 25 %; C4- 50 %; C5- 75 %; C6-
100 % de DAM.
TP: MT -88 %, T — 4,0 %, S — 8,0 %. Observaram-se
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diferengas estatisticas significativas nas frequéncias de cada categoria de sensibilidade entre as trés

populacdes (p<0.0016, Figura 7): a categoria S apresentou maior frequéncia em LB do que em SL e TP.

100+
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@ 0 Tolerants
= B Muito Tolerante
@ G50+

2

=

= 40+

=

@

= 204

g

LL o

LE 3l TP
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FIGURA 7: Frequéncia (%) dos isolados bacterianos amostrados nas trés
populacdes de Pelophylax perezi, discriminados por local de amostragem e por
categoria de sensibilidade determinada pelo método de difusdo por pogos.

Teste de sensibilidade: método de microdiluicéo

Os resultados obtidos por microdiluicdo estdo representados na Figura 8 e Tabela S-Il. Do total de 73
isolados bacterianos testados, 5,5 % apresentaram um ED2zo de 6,25 % de DAM, sendo categorizados como
muito sensivel (MS); 11 % apresentaram um ED2o inferior & média de todos os ED2o calculados para os
isolados bacterianos (62,4 %) e superior a 6,25 % de DAM, sendo categorizados como sensiveis (S); 23,3
% apresentaram um ED2o superior a média de todos os ED2o calculados para os isolados bacterianos (62,4
%) mas inferior a 100 % de DAM sendo categorizados como tolerantes (T) e 60,3 % n&o apresentou
gualquer inibicdo do crescimento quando exposto a 100 % de DAM sendo categorizados como muito
tolerantes (MT). Quando analisadas as sensibilidades dos isolados em funcdo do local onde foram
amostrados, obtiveram-se as seguintes distribuicdes de frequéncias de categoria de sensibilidade: para o
local LB: MT —44 %, T — 36 %, S — 16 %, MS — 4 %; para o local SL: MT — 57 %, T — 30 %, S — 13 %, MS —
0 %; e para o local TP: MT —80 %, T — 4 %, S — 4 %, MS — 12%. Observaram-se diferengas estatisticas
significativas nas frequéncias de cada categoria de sensibilidade entre as trés popula¢ées (p <0,0001, Fig.
9): a categoria MT e MS apresentou maior frequéncia em TP do que em SL e TP e a categoria MS nao se
observou em SL.

Na Figura 10 estdo representados os resultados das densidades 6ticas obtidas no teste com a bactéria
Microvirga zambiensis, utilizando o método de microdiluigdo, permitindo a comparacédo direta entre os

resultados obtidos com o0 método de difusé@o por pocos para o0 mesmo isolado bacteriano.
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FIGURA 8: Frequéncia (%) dos isolados
bacterianos amostrados nas trés populacdes de
Pelophylax perezi, discriminados por categorias
de sensibilidade ao efluente de drenagem acida,
testados pelo método de microdilui¢&o.

D DISCUSSAO

A sensibilidade de isolados bacterianos,

recolhidos da pele de trés populagbes de P.

perezi, a DAM foi comparada utilizando dois

métodos: difusdo em agar por pocos
microdiluicdo em meio liquido. Geralmente,
teste mais utilizado para categorizar

z

sensibilidade de bactérias a antibiéticos é

e

(0]

a

(o]

método padronizado de difusdo em agar com

discos (Jorgensen and Ferraro 2009; Baquero

et al. 2015). No presente trabalho, 0 método de
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FIGURA 9: Frequéncia (%) dos isolados bacterianos
amostrados nas trés populacdes de Pelophylax perezi,
discriminados por locais de amostragem e por categoria de
sensibilidade determinada pelo método de microdiluig&o.
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FIGURA 10: Média das densidades oOticas da bactéria
Microvirga zambiensis apds ter sido exposta a varias
diluicBes do efluente de drenagem &acida através do método
de microdiluigdo. * - Representa as diferengas significativas
relativamente ao controlo (teste de Dunnett’s: p <0,001).

difusdo em agar foi adaptado ao método de difusdo por pocos dada as semelhancas da metodologia

empregue. Este método apenas permitiu discriminar isolados bacterianos S, T ou MT a DAM, nédo tendo

permitido identificar a existéncia de isolados bacterianos MS a DAM. Este aspeto pode dever-se ao facto do

método gerar resultados, usualmente, sob a forma qualitativa na medida em que se traduz a sensibilidade

da bactéria como suscetivel ou ndo a determinado agente quimico pela presenca de um halo de inibigdo de

crescimento, ndo sendo quantificado o efeito (Jorgensen and Ferraro, 2009).

Relativamente ao método de microdiluicdo, este permitiu diferenciar as categorias de sensibilidade dos

isolados bacterianos a DAM como: MS, S, T e MT. A capacidade de separar mais categorias de

sensibilidade dos isolados ao contaminante indica uma maior capacidade de discriminacdo na quantificacdo

dos efeitos provocados por este tipo de contaminacdo nas bactérias. Mais ainda, enquanto o método de

difusdo por pocos categorizou a grande maioria dos isolados bacterianos como muito tolerantes (80%), o

método de microdiluicdo permitiu uma maior resolugcdo nesta categorizacao, tendo identificado 60% dos
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isolados como MT, e distribuido os restantes 20% (relativamente ao outro método) por outras categorias de
sensibilidade, maioritariamente pelas categorias T e S. No entanto, apesar de nédo terem sido observadas
diferencas significativas relativamente ao crescimento dos isolados em meios de cultura diferentes: R2A e
LB, poderdo estar associadas limitacfes referentes a esta diferenca de meio nos resultados da
sensibilidade dos isolados.

Os resultados obtidos sugerem que o método de microdiluicdo é mais adequado para determinar a
sensibilidade das bactérias a agentes quimicos (neste caso DAM), estando em concordancia com outros
autores (Matar et al. 2003; Jorgensen and Ferraro 2009; Fehlberg et al. 2016). Fehlberg et al. (2016)
realizou um estudo comparativo entre diferentes metodologias que testam a sensibilidade de bactérias dos
quais: discos de difusdo, E-teste ®, diluicAo em agar e microdiluicdo. Estes autores expuseram 82 isolados
bacterianos clinicos de Burkholderia cepacia a seis agentes antimicrobianos. Os resultados do teste de
difusdo com discos, que se encontram em concordancia com o0s resultados referidos no “European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST” (http://www.eucast.org/, ultima visita Fevereiro
2017), permitiram aos autores inferir que este método apresenta menor sensibilidade e reprodutibilidade,
em comparacao com o0s outros métodos. Os autores consideram que 0s critérios associados ao teste para
avaliar a suscetibilidade de isolados séo pouco rigorosos pelo que a interpretacdo dos resultados da
sensibilidade dos isolados pelo método de difusédo por discos, apresentou falsos resultados de sensibilidade
aos antibidticos ou a erros elevados associados a sensibilidade dos isolados. Estes autores obtiveram
resultados opostos de suscetibilidade de Burkholderia cepacia a levofloxavina quando comparando o
método de difusdo e os outros métodos analisados. Estes resultados relacionam-se diretamente com a
dificuldade de reprodutibilidade do método e com a obtencdo de resultados contraditérios gerados pela

concentragcdo minima de inibicdo em comparagdo com 0s outros métodos.

No presente trabalho, e em concordancia com outros autores (Zgoda and Porter, 2001), o método de
difusdo por pogos, comparativamente ao método de microdiluicdo, apresentou mais desvantagens de
realizacdo, nomeadamente maior frequéncia de contaminac¢des das placas de teste (provavelmente devido
a grande quantidade de material utilizado para realizar 0 método), mais dispendioso pela quantidade de
material empregue e moroso no decorrer de toda a metodologia. Em oposi¢do, o método de microdiluicdo
apresentou mais vantagens, nomeadamente, uma elevada reprodutibilidade, maior facilidade em observar
os resultados e quantificar o crescimento diario das bactérias bem como menor dificuldade na execugéo e
em inocular a bactéria de forma uniforme no recipiente de teste. Mais ainda, uma grande vantagem que este
método revelou relativamente ao método de difusdo por pogos foi uma maior sensibilidade em determinar
os efeitos toxicos de DAM, pois conseguiu identificar bactérias muito sensiveis (MS) a DAM. Numa
perspetiva de avaliacdo de risco ecoldgico, esta caracteristica € fundamental de modo a se poderem
estabelecer niveis seguros do efluente para protecdo ambiental. No presente caso, a determinacdo dos
efeitos téxicos provocados por DAM através do uso do método de difusdo por pogos levaria a uma
subprotecdo da comunidade bacteriana estudada. Isto €, o0 método de difuséo por pocos, levaria a concluir
gue uma diluicho de DAM de 6,25% n&o induziria efeitos no crescimento dos isolados bacterianos
recolhidos da pele de P. perezi, quando efetivamente o método de microdiluicdo identifica que o
crescimento de algumas bactérias pode ser inibido a concentragfes de DAM iguais ou até inferiores a

6,25%. Adicionalmente, outros estudos ja efetuados reportaram outras vantagens do método de
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microdiluicdo além da capacidade de traduzir uma resposta quantitativa relativamente ao agente quimico a
testar: permite obter mais parametros relativamente as condi¢bes dos isolados como turbidez, taxa de
inibicdo de crescimento, tempo de crescimento, concentracdo e adequacgédo dos meios e concentracdes dos
agentes quimicos, agitacdo e temperatura, homogeneizacao do in6culo por ser mais facil de garantir um
volume especifico de suspenséo bacteriana (Matar et al. 2003; Jorgensen and Ferraro 2009; Fehlberg et al.
2016).

No entanto, apesar das vantagens apresentadas pelo método de microdiluicdo também se verificaram
algumas dificuldades como a observacdo de contaminacbes sem realizar cultura em meio sélido e a
homogeneizagdo dos isolados em cultura ser dificil de garantir dada a agregacdo de alguns isolados no
meio. Assim, sera necessario estudar outras metodologias capazes de aferir a sensibilidade de bactérias a
contaminagfes com o objetivo de dar resposta aos problemas levantados como por exemplo o processo de

pipetar suspensdes de bactérias mucilaginosas, levando a dificuldade de homogeneizacéo do indculo.

D CONCLUSAO

O método de microdiluicao revelou ser o mais adequado e sensivel para avaliar os efeitos téxicos de
contaminagdo por metais em bactérias isoladas da pele de populagbes naturais da espécie de anfibio P.
perezi. No entanto, foram identificadas algumas desvantagens na metodologia pratica associadas a
realizacdo deste método, pelo que é importante o estudo e desenvolvimento de outros métodos (ex.
sistemas automatizados, biomarcadores) para avaliar o efeito de contaminagdo quimica em bactérias

recolhidas no ambiente.
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DADOS SUPLEMENTARES

TABELA S-lI: Identificagcdo dos isolados bacterianos (e respetivo cédigo de acesso GenBank) por categorias de sensibilidade a DAM, determinadas por dois métodos de exposicao:
DP-método de difusdo em agar por pogos; MD-método de microdiluigdo. MS-muito sensivel; S-sensivel; T-tolerante; MT-muito tolerante; *-n&o foi possivel realizar o método; 2- ndo
foi possivel identificar o isolado.

LB SL TP

Isolado Categoria Isolado Categoria | Isolado Categoria

DP  MD DP MD DP MD
Frigoribacterium faeni (KT720416) MT S Sphingomonas glacialis (KT720404) MT T Microbacterium testaceum (KT720437) MT T
Azohydromonas lata (KT720381) MT  MT | Microvirga zambiensis (KT72040) MT S Cellulomonas fimi (KT720438) S MT
Microbacterium testaceum (KT720419) S T Bacillus vietnamensis (KT720427) MT  MT | Bacillus aerophilus (KT720445) MT MS
Microbacterium lacus (KT720423) MT S SL12-1178 MT  MT | Bacillus safensis (KT720446) MT MS
Geodermatophilus obscurus (KT720421) S MS | Paenibacillus pabuli (KT720428) MT T Bacillus simplex (KT720447) S MS
Exiguobacterium undae (KT720415) MT  MT | Sphingomonas faeni (KT720392) MT T Janibacter terrae (KT720449) MT S
Erwinia toletana (KT720377) MT  MT | Paenibacillus aryabhattai (KT720429) T MT | Cellulomonas composti (KT720435) MT MT
Acinetobacter beijerinckii (KT720378) MT  MT | Bacillus vietnamensis (D88522) MT MT | TP10-112 MT MT
Rhizobium rosettiformans (KT720380) MT T Bacillus aerophilus (KT720430) MT  MT | TP10-13? MT MT
Aquabacterium parvum (KT720382) MT  MT | Moraxella osloensis (KT720395) MT  MT | TP10-72 MT MT
Azorhizobium doeberinerae (KT720376) T MT | Bacillus mycoides (KT720431) MT  MT | Ensifer adhaerens (KT720406) MT MT
Piscinibacter aquaticus (KT720383) MT T Miccrococcus antarticus (KT720432) MT T Microbacterium testaceum (KT720440) MT MT
Staphylococcus warneri (KT720418) T T Paracoccus marinus (KT720397) MT T Sphingomonas cynarae (KT720407) MT MT
Sphingomonas faeni (KT720385) MT T Deinococcus grandis (KT720433) MT  MT | TP11-32 MT MT
Piscinibacter aquaticus (KT720386) S MT | Rhizobium rosettiformans (KT720398) MT  MT | Staphylococcus saprophyticus (KT720442) MT MT
Nocardioides furvisabuli (KT720420) S MT | Arthrobacter oxydans (KT720434) MT  MT | Mycobacterium frederiksbergense (KT720444) MT MT
Roseomonas stagni (KT720387) MT T SL3-42 MT T Pseudomonas koreensis (KT720408) MT MT
Nocardioides alpinus (KT720422) MT  MT | Massilia aerilata (KT720403) MT  MT | Brevundimonas nasdae (KT720409) MT MT
Lapillicoccus jejuensis (KT720425) MT T SL3-62 MT T Brevundimonas nasdae (KT720410) MT MT
Brevundimonas nasdae (KT720390) MT MT Brevundimonas bullata (KT720405) MT  MT | Pseudomonas syringae (KT720412) MT MT
Porphyrobacter tepidarius (KT720378) MT S Flavobacterium tegetincola (KT720399) S MT | Moraxella osloensis (KT720413) MT MT
Bosea lathyri (KT720384) MT S Aquabacterium parvum (KT720394) MT S TP3-12 MT MT
Microbacterium lacus (KT720424) MT T Methylobaterium marchantiae (KT720396) MT S Hydrotalea flava (KT720414) MT MT
Microbacterium lacus (KT720426) MT T Micrococcus luteus (KT720448) MT MT
LB7-10 MT * Leifsonia shinshuensis (KT720443) MT MT
LB 13-12 a a




