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Resumo

Introdugado: A contaminagdo microbioldgica de aguas néo tratadas representa um risco
para a saude publica, sendo relevante a identificagdo de microrganismos emergentes com
potencial patogénico.

Objetivo: Caracterizar microrganismos produtores de pigmento violeta / lilas
potencialmente patogénicos presentes em aguas nao tratadas destinadas ao consumo.

Metodologia: Foram analisadas 12 estirpes produtoras de pigmento violeta/lilas isoladas
entre 2014 e 2024. Realizaram-se testes morfoldgicos, enzimaticos, coloragao de Gram,
avaliagdo de hemodlise e identificacdo bioquimica pelo sistema API® 20NE. A
suscetibilidade antimicrobiana foi determinada segundo normas EUCAST.

Resultados: Todos os isolados foram bacilos Gram-negativos, oxidase-positivos e
maioritariamente catalase-positivos, com predominancia de B-hemdlise. A maioria foi
identificada como Chromobacterium violaceum, mas também foram detetadas espécies
como Burkholderia cepacia, Brevundimonas vesicularis e Ochrobactrum anthropi.
Observou-se resisténcia significativa a ceftazidima e ao imipenem.

Conclusdao: A presenca de microrganismos potencialmente patogénicos e
multirresistentes em aguas nao tratadas reforca a necessidade de monitorizacao
microbioldgica rigorosa e de estratégias de prevengéao eficazes para garantir a seguranga
da agua consumida.

Palavras chave
Aguas ndo tratadas, API® 20 NE, Chromobacterium violaceum, Pigmento violeta,

Resisténcia antimicrobiana,
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Abstract

Introduction: Microbiological contamination of untreated water poses a significant public
health threat. Identifying emerging potentially pathogenic microorganisms is therefore
essential for safeguarding human health.

Objective: Characterize violet/purple pigment-producing microorganisms with pathogenic
potential isolated from untreated water intended for human consumption.

Methods: Twelve pigmented bacterial strains, isolated between 2014 and 2024, were
analyzed. Characterization included morphological assessment, oxidase and catalase
activity tests, Gram staining, hemolysis evaluation on blood agar, and biochemical
identification using the API® 20NE system. Antimicrobial susceptibility was tested via disk
diffusion in accordance with EUCAST guidelines.

Results: All isolates were Gram-negative bacilli and oxidase-positive; most were also
catalase-positive and exhibited p-hemolysis. The majority were identified as
Chromobacterium violaceum, with additional isolates classified as Burkholderia cepacia,
Brevundimonas vesicularis, and Ochrobactrum anthropi. Several strains demonstrated
notable resistance to ceftazidime and imipenem.

Conclusion: The detection of potentially pathogenic, multidrug-resistant microorganisms
in untreated water underscores the importance of continuous microbiological surveillance
and robust preventive measures to ensure the safety of water intended for human
consumption.

Keywords
Antimicrobial resistance, API® 20NE, Chromobacterium violaceum, untreated

water, violet pigment
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Caracterizagao de microrganismos potencialmente patogénicos com origem em aguas para consumo nao tratadas

Introducao

A agua é um recurso essencial para a sobrevivéncia humana e para o equilibrio dos
ecossistemas. No entanto, a disponibilidade de agua potavel em qualidade e quantidade
adequadas tem sido um desafio crescente em muitas regides do mundo. A polui¢do das
fontes hidricas, associada a um aumento na carga de contaminantes quimicos e
microbioldgicos, representa uma ameacga significativa para a saude publica. As aguas
poluidas tornam-se ambientes propicios para a transmissdo de doencas, devido n&o
apenas a presenca de substancias téxicas, mas também a elevada carga de agentes
microbioldégicos patogénicos (Forstinus et al., 2016; Kristanti et al., 2022)

A Organizagéao Mundial da Saude (OMS) estima que a contaminagao microbioldgica da
agua potavel causa mais de 2 milhdes de mortes por ano, sublinhando a necessidade de
monitorizar e controlar esses agentes patogénicos para proteger a saude publica
(WHO,2015).

Microrganismos varios como bactérias, virus, protozoarios e fungos, podem atingir
fontes de agua potavel através de esgotos domésticos, efluentes industriais e praticas
agricolas inadequadas. Microrganismos como Escherichia coli, Salmonella, Pseudomonas
aeruginosa sao exemplos de microrganismos que podem causar doengas graves de
origem hidrica (Magana et al., 2020).

Além disso, microrganismos como Chromabacterium violaceum e Ochrobactrum
anthropi, ambos produtores de pigmentos violeta, do tipo violaceina, tém sido isolados de
ambientes aquaticos tropicais e subtropicais. Estas sdo bactérias oportunistas, com
resisténcia natural a varios antibiéticos e potencial para causar infegdes hospitalares,
especialmente em individuos imunocomprometidos. A identificacado de agentes como
Ochrobactrum anthropi e Chromabacterium violaceum em &guas naturais reflete a
complexidade da contaminagdo microbiolégica e a crescente preocupagdo com
microrganismos emergentes em ecossistemas aquaticos (Alisjahbana et al., 2021; Della et
al., 2024).

Estes organismos nao afetam apenas regiées com deficiéncias de saneamento basico,
mas também podem surgir em areas urbanas devido a falhas nos sistemas de tratamento
de agua. A contaminagao pode ocorrer por diferentes vias, desde o consumo direto até ao
uso recreativo ou culinario de agua contaminada. Fatores ambientais como chuvas
intensas, secas prolongadas e alteragées no uso do solo agravam ainda mais a dindmica
de dispersao microbiana (Some et al., 2021).

Apesar da crescente evidéncia sobre a presencga destes microrganismos em ambientes
aquaticos, a sua caracterizacao fenotipica e o seu perfil de resisténcia antimicrobiana
permanecem pouco explorados, especialmente em contextos geograficos especificos
como Portugal. Had uma escassez de estudos que abordem microrganismos pigmentados
raros, como C. violaceum e O. anthropi, em aguas nao tratadas, e a auséncia de dados
pode comprometer a vigilancia epidemioldégica e a avaliacdo de risco. Diante destas
lacunas, torna-se essencial caracterizar os microrganismos presentes em aguas nao
tratadas e compreender os fatores que favorecem a sua persisténcia e patogenicidade,
contribuindo assim para estratégias eficazes de prevencdo e controlo (Magana et al.,
2020).
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O presente trabalho teve como principal objetivo caracterizar microrganismos
produtores de pigmento violeta / lilas potencialmente patogénicos presentes em aguas nao
tratadas destinadas ao consumo.

Metodologias

O presente estudo é de natureza observacional, descritiva e experimental, tendo como
foco a caracterizagao fenotipica e bioquimica de microrganismos isolados de aguas nao
tratadas destinadas ao consumo humano. E observacional, pois analisa microrganismos
isolados de forma natural, sem intervengéo nas suas condigdes de origem. E descritivo
porque caracteriza detalhadamente os isolados quanto a morfologia, fisiologia, bioquimica
e resisténcia antimicrobiana. E também experimental, dado que envolve a realizacdo de
ensaios laboratoriais controlados para avaliar o comportamento dos microrganismos em
diferentes condicdes. Esta abordagem permitiu avaliar o risco microbiolégico associado a
aguas nao tratadas.

1.Culturas bacterianas

Este estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia da Escola Superior Agraria de
Castelo Branco (ESACB) tendo por objetivo a caracterizagao de 12 culturas bacterianas
produtoras de pigmento de cor roxa/ lilas, isoladas de amostras de agua analisadas no
mesmo laboratério entre 2014 e 2024 (Tabela 1).

As culturas bacterianas encontravam-se crioconservados a -80°C, em criotubos com
leite desnatado (OXOID, ref. LP0033B) e 15% (v/v) glicerol (Sigma-Aldrich, ref. 49767)
esterilizados. As amostras foram cuidadosamente descongeladas e submetidas a uma
triagem microbioldgica inicial. Esta consistiu na realizagdo de sementeiras em meio de Agar
Nutritivo, com o objetivo de avaliar a viabilidade microbiana apés o periodo de congelagéo.
Com base nos resultados desta triagem, foram selecionadas 12 culturas bacterianas
representativas para andlise aprofundada.

Na tabela 1 encontram-se as referéncias das culturas usadas neste estudo, bem como
as caracteristicas das colénias em Agar Nutritivo, AN (Biokar, ref. BK 185HA), o tipo de
amostra de agua de onde proveio o isolado, a zona geografica e a data de isolamento.
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Tabela 1 — Caracteristicas das culturas usadas neste estudo.

Ref® Aspeto em AN Origem Zona geografica Data de
isolado isolamento
2 Colbnias circulares, +/- 2mm &, roxo forte Agua de furo Salgueirp do Campo 12/12/2014
4 Colonias circulares, roxo Agua de furo Cebolais de Cima 19/04/2017
5 Colénias circulares, +/- 2mm &, roxo forte Agua de furo Lardosa 16/01/2020
7 Colonias circulares, +/- 2mm &, roxo forte Agua de furo Tinalhas 231042021
9 Colonias circulares, lilas claro Agua de poco Castelo Novo 3110172022
10 Colbnias circulares, +/- 2mm &, roxo forte Agua de poco Lardosa 31/01/2022
1" Coldnias circulares, +- 2mm &, roxo forte J—‘xgua de furo Lardosa 31/01/2022
12 Colonias circulares, +/- 2mm &, roxo forte Agua de furo Tinalhas 31/01/2022
13 Colénias circulares roxo Agua de rega Cova da Beira 30/03/2022
14 Colonias circulares umbilicadas, roxo forte Agua de pogo Penamacor 21/12/2022
17 Coldnias roxas, margem filamentosa +- 8mm & J-igua de charca Penamacor 111272024
18 Coldnias circulares, +/- 3mm &, lilas Agua de bebedouro Castelo Branco 19/12/2024

AN- Agar Nutritivo

2.Crescimento e produgao de pigmento a 10°C, 25°C e 37°C

As culturas bacterianas foram inoculadas em meio de Agar Nutritivo (Biokar, BK 185HA)
e incubadas a trés temperaturas distintas, nomeadamente 10 °C, 25°C e 37 °C, durante
um periodo maximo de 7 dias. Ao longo deste periodo foram registados o crescimento e a
producao de pigmento roxo / lilas.

3.Teste da catalase e oxidase

A partir da cultura jovem em Agar Nutritivo foram efetuados os testes da catalase e da
oxidase, com o objetivo de avaliar a produgédo destas enzimas, fundamentais na
caracterizagao preliminar dos microrganismos. O teste da catalase e o teste da oxidase
seguiram os procedimentos descritos, respetivamente, por MacFaddin (2000) e Smibert e
Krieg (1994)

4.Coloragao diferencial de Gram e teste KOH

A partir da mesma cultura jovem em Agar Nutritivo referida no ponto anterior, foram
realizados esfregagos bacterianos corados pela técnica de Gram segundo o método
classico descrito por Bartholomew e Mittwer (1952), com o intuito de determinar a natureza
da parede celular dos isolados, distinguindo entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, além de possibilitar a analise morfoldgica das células bacterianas (forma, modo
de associacao e estruturas celulares) ao microscopio 6ético (X1000). Complementarmente,
foi realizado o teste do Hidréxido de Potassio, KOH, a 3% conforme o protocolo proposto
por Gregersen (1978), que permite esclarecer casos duvidosos de resposta a coloragao de
Gram.
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5.Avaliagao da hemodlise

A atividade hemolitica dos isolados foi avaliada em meio de Agar Sangue (Frilabo, FRI
0066P), visando identificar a capacidade das bactérias em lisar as hemacias. Este teste
fornece dados relevantes sobre o potencial patogénico dos microrganismos, sendo
possivel distinguir entre diferentes tipos de hemolise: completa (B-hemédlise), parcial (a-
hemdlise) ou auséncia de hemolise (y-hemolise).

Cada isolado foi inoculado por toque simples e por picada em placas de Agar Sangue,
que por sua vez foram incubadas durante 24 a 48 horas a 25 °C, em atmosfera aerébia.
Ap6s o periodo de incubagdo, as zonas de crescimento bacteriano foram avaliadas
visualmente quanto ao tipo de hemdlise

6.Caracterizacao bioquimica e identificacdo através do API®20 NE

Para a caracterizacdo e identificacdo bioquimica, os isolados foram submetidos ao
sistema API® 20NE (bioMérieux®, ref. 20050), o qual permite a caracterizagdo de bactérias
nao fermentadoras Gram-negativas com base em vinte testes bioquimicos miniaturizados.
Este sistema miniaturizado baseia-se em uma série de 20 testes bioquimicos, que avaliam
caracteristicas metabdlicas como hidrélise de substratos, assimilagcdo de compostos e
producéo de enzimas. As galerias bioquimicas foram inoculadas com uma suspenséao
bacteriana preparada a partir de cultura jovem em Agar Nutritivo e acertada a uma
densidade celular em soro fisiologico equivalente ao padrao 0,5 da escala de McFarland
(bioMérieux®, ref. 8609337), a que correspondem aproximadamente 1,5 x 108 células / ml.
Ap6s a incubagao das galerias a 22°C durante 24 + 24 horas, as reagdes foram lidas,
registadas nas folhas de leitura e obtidos os perfis numéricos. Estes foram depois
comparados com a base de dados online disponibilizada pelo fabricante (APIWEB™),
permitindo a identificacédo presuntiva dos isolados ao nivel do género ou espécie. Na folha
de identificacdo obtida ha referéncia ao perfil numérico, a identificacdo proposta pelo
sistema com os taxa mais significativos e ao grau de confiabilidade (indice de
correspondéncia) atribuido pelo software de interpretagao.

Suscetibilidade a antibidticos

A suscetibilidade antimicrobiana foi avaliada pelo método de difusdo em disco (Kirby-
Bauer), seguindo as normas do European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST), Version 15.0, 2025-01-01 (EUCAST, 2025a). As estirpes foram
cultivadas em Agar Mueller-Hinton (Biokar, CM0405) e as suspensoées ajustadas a turvacao
de 0,5 da escala de McFarland (= 1,5 x 108 cels./ml). Apds a inoculagdo das placas,
recorrendo a um distribuidor de discos aplicaram-se os seguintes discos de antibiético da
marca Liofilchem: Ceftazidima (CAZ) 30 ug, Ciprofloxacina (CIP) 5 ug, Gentamicina (CN)
30 pg e Imipenem (IMI) 10 pg. De seguida foram incubadas a 22 °C durante 24 a 48 horas.

Apoés o periodo de incubagao, os didmetros das zonas de inibicdo foram medidos e
interpretados com base nos breakpoints do EUCAST (2025b). Na auséncia de critérios
especificos para certas espécies, recorreram-se a valores de referéncia de microrganismos
taxonomicamente proximos, devidamente justificados.
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Devido a auséncia de valores de referéncia especificos para os microrganismos
analisados neste estudo, foram utilizados os parametros estabelecidos para Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 como padrao para interpretacao dos testes de suscetibilidade
antibiotica e controlo de qualidade. Esta escolha baseia-se na semelhancga fenotipica e em
caracteristicas microbiolégicas comuns, como o metabolismo e a resisténcia intrinseca,
entre esses microrganismos e P. aeruginosa, amplamente reconhecida como um padrao
em estudos de antibiograma. Esta abordagem foi adotada num estudos anterior quando
valores especificos nao estao disponiveis, garantindo maior confiabilidade na interpretagcao
dos resultados (Conceigao, 2013).

Para controlo de qualidade da execucdo da prova foi utilizada a estirpe de referéncia
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, estirpe esta que é a indicada como controlo na
norma utilizada.

Na tabela 2 encontram-se os valores de referéncia indicados pela EUCAST (2025c).

Tabela 2- Valores de referéncia para interpretagédo dos diametros das zonas de inibicdo para os antibiéticos
utilizados.

Antibidtico Disco Didmetros padrao das zonas de inibigdo (mm) Estirpe de referéncia
(Hg) : : Pseudomonas
= Zona sensivel (S) = Zona resistente (R) ATU aeruginosa
ATCC 27853
Ceftazidima 10 50 17 Sem dados 21-27
Ciprofioxacina 5 50 26 Sem dados 25-33
Gentamicina 10 IE IE Sem dados 17-23
Imipenem 10 50 20 Sem dados 20-28

ATU- area de incerteza técnica, IE- evidencia insuficiente

Resultados

Os resultados obtidos a partir da caracterizagdo morfoldgica, enzimatica, bioquimica e
fisiologica dos isolados bacterianos encontram-se compilados na tabela 3. As analises
incluiram os testes de catalase e oxidase, coloragdo de Gram e teste do hidroxido de
potassio (KOH 3%), avaliagdo da hemolise em Agar Sangue e ensaios de crescimento e
producao de pigmento a diferentes temperaturas (10 °C, 25 °C e 37 °C).
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Tabela 3 — Crescimento e produgéo de pigmento, morfologia e coloragdo de Gram, testes de hemdlise,
catalase, oxidase e hidroxido de potassio para os 12 isolados estudados

Ref? Crescimento Produgio de pigmento Morfologia e Hidroxide de Hemodlise Catalase Oxidase
isolado coloragido de potassio

109G 25°%C 379% 10°%C 25 °C a7eC Gram a0°c
2 - -+t Fht - roxo roxo Bacilos, Gram  Gram negativa B, larga + +

esCcuUro escuro negativa

4 - +++ +H+ - roxo - Bacilos, Gram Gram negativa B, larga + +
escuro negativa

5 - +++ - - roxo - Bacilos, Gram  Gram negativa B, larga + +
escuro negativa

7 +++ +++ - roxo roxo - Bacilos, Gram Gram negativa B, larga + +
escuro escuro negativa

9 +++ +++ - branco lilas - Bacilos, Gram  Gram negativa B, fraca - +
claro negativa

10 - +++ +4+ - roxo roxo Bacilos, Gram  Gram negativa B, larga + +

escuro escuro negativa

11 + ++ ++ roxo roxo roxo Bacilos, Gram  Gram negativa B, larga + +
escuro escuro escuro negativa

12 +++ Sh - roxo roxo - Bacilos, Gram  Gram negativa P fraca +: +
escuro escuro negativa

13 +++ +++ = roxo lilas - Bacilos, Gram  Gram negativa P fraca + *
escuro claro negativa

14 +++ +++ - roxo lilas - Bacilos, Gram Gram negativa p fraca - +
escuro claro negativa

17 +++ +++ - roxo lilas - Bacilos, Gram  Gram negativa B, larga + *
escuro claro negativa

18 +Ht 2 = Violeta lilas = Bacilos, Gram  Gram negativa B, fraca + +
claro negativa

(=) = negativa / ausente; (+++, ++ +) = intensidade de crescimento (elevado, moderado, baixo); y = sem hemolise; a = hemolise parcial; = hemolise
completa

Quanto a avaliagdo do crescimento e produgdo de pigmento em diferentes
temperaturas, foi registado crescimento para todos os isolados de forma mais expressiva
a 25°C (figura 1), enquanto o crescimento a 10 °C foi reduzido ou ausente em alguns
isolados (figura 2). A 37 °C s6 4/12 isolados cresceram (figura 3). A producao de pigmento
foi mais evidente a temperatura de 25°C.

Pode observar-se que a temperatura a que os isolados foram incubados, para além de
ter influéncia na taxa de multiplicagdo das culturas bacterianas estudadas, interfere
igualmente com a maior ou menor producdo de pigmento. Alguns isolados produzem
pigmento menos intenso e/ou demoram mais tempo a produzi-lo.

Figura 1 - Caracteristicas culturais (crescimento Figura 2 - Caracteristicas culturais (crescimento
e cor) dos 12 isolados apds 48 horas de e cor) dos 12 isolados apdés 48 horas de
incubacédo a 25 °C em meio de Agar Nutritivo. incubacgdo a 10 °C em meio de Agar Nutritivo.
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Figura 3 - Caracteristicas culturais (crescimento e cor) dos 12 isolados apds 48
horas de incubagéo a 37 °C em meio de Agar Nutritivo.

Todos os isolados apresentaram atividade oxidase positiva. Em relagao a catalase, foi
observada positividade em 10 dos 12 isolados (os isolados 9 e 14 deram um resultado
negativo). A observagao dos esfregacos ao microscopio ético (x1000) apés a coloragao de
Gram revelou que todos se apresentavam como bacilos Gram-negativos (figura 4), sendo
concordante com os resultados obtidos pelo teste do KOH a 3%.

Figura 4 - Bacilos Gram-negativos referentes ao isolado 10
(microscopia otica, x1000).

No teste de hemdlise, observou-se que a maioria dos isolados apresentou atividade
hemolitica do tipo B-hemodlise larga (isolados 2, 4, 5, 7, 10, 11, 17), embora alguns tenham
demonstrado B-hemdlise fraca (isolados 9, 12, 13, 14, 18) (figura 5).

Figura 5 - Aspeto das culturas dos isolados 2, 4, 5, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
17 e 18 em Agar Sangue apds 24 a 48 horas de incubacéo a 25 °C
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Os resultados da caracterizagao bioquimica dos isolados bacterianos, obtidos através
do sistema API® 20NE, encontram-se na tabela 4 e na figura 6. Nesta, sdo descritos os
perfis bioquimicos de cada isolado com base nas reacdes aos diferentes testes do sistema,
permitindo uma avaliacdo detalhada das caracteristicas metabdlicas relevantes para a sua
identificagao presuntiva.

Tabela 4 — Perfis bioquimicos obtidos com base nas reagdes aos 20 testes do API®20 NE

Ref NOZ TRF GLU ADH URE ESC GEL PNG GLU ARA MNE MAN NAG MAL GNT CAP ADI MLT CIT PAC OX
isolado

2 + + + + + + + + + + + +
4 + + + + + + + +

5 + + + + + + + +

T + = + + + + + + + + + + + + +
a + - + + + + + + + + + + +
10 + + + + + + + + +

11 + - + + = = + - + + + - +
12 + + + + + + + + + + + +
13 + = + = + + = + + + + +

14 + + +

i7 + - + - - - + - + - - - +* + + - - - - - +
12 + - - - - + - - + + + + + + - + - + + - +

NO — Redugdo de nitratos: TRP — Triptofanoase (produpdo de indol), GLU — Fermentacic da glicose; ADH — Arginina dihidrelase; URE — Urease; ESC — Hidrdlise da esculing;
GEL — Gelatinass; PNG — B-galaciosidase (PNPG); GLU — Assimilagio da glucose: ARA — AssimilagSo da arabinose: MNE — Assimilacdo da manoss; MAN — Assimilacso do
manitol: NAG — Assimilagdo de N-scefilglicozaming; MAL — Assimilacao da maliose; GNT — Assimilacéo de gluconsto; CAP — AssimilagSo de caprato: ADI— Assimitagdo de &cido
adipico; MLT - Assimilago de malsto; CIT — Assimilapdo de citrato; PAC - Assimilagso de Acido fanilacéticn; OX — Oxidase.

Figura 6 — Sistema API® 20NE dos isolados 14, 17 e 18

Da observacao da tabela anterior podemos concluir que todos os isolados se
comportaram da mesma forma para a produgéao de indol (reagao negativa), a produgao de
urease (reacao negativa), a producao de B-galactosidase (reagao negativa), a assimilagcéo
da glucose (reacao positiva), a assimilacdo do acido fenilacético (reagcao negativa) e a
producédo de oxidase (reagao positiva). Verifica-se ainda que os isolados 2, 5 e 10 tém
exatamente o mesmo perfil bioquimico. Os perfis bioquimicos dos isolados 4 e 11 sdo muito
semelhantes aos anteriores e apenas diferem entre si na assimilagao do citrato. Os perfis
dos isolados 12 e 13 diferem apenas nos testes MNE, NAG e ADI.
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Os perfis numéricos obtidos apds a leitura das galerias miniaturizadas permitiram uma
identificacdo presuntiva (tabela 5).

Tabela 5 — Tabela de resultados referentes aos API® 20 NE realizados das diversas placas

Ref® Perfis Tipo de perfil % ID T Taxa significativos
numéricos
2 5152555 Excelente identificacdo 999 % 0.96 Chromobacterium
violaceum
4 1152555 Fraca discriminacao 62,9 % 0.68 Chromobacterium
violaceum
36,0 0.69 Pseudomonas fluorescens
5 5152555 Excelente identificacdo 99,9 % 0.96 Chromobacterium
violaceum
7 1457275 Boa identificacdo 959 % 0.37 Burkholderia cepacia
1.4 % 0.02 Pseudomonas fluorescens
| 1457265 Perfil inaceitavel - Shingomonas paucimobilis

_______ Pseudomonas luteola

10 5152555 Excelente identificacdo 999 % 0.96 Chromobacterium
violaceum

11 1152554 Muito boa identificacdo 99,3 % 0.72 Chromobacterium
violaceum

12 1447275 Perfil inaceitavel ~  —— Shingomonas paucimobilis

________ Ochrobactrum anthropi
________ Pseudomonas luteola

________ Burkholderia cepacia

13 1445375 Fraca discriminacéo 635 % 0.37 Ochrobactrum anthropi
36.1% 0.31 Shingomonas paucimobilis
14 0050244 Boa identificacdo 97.4 % 0.57 Brevundimonas vesicularis
17 5050704 Fraca discriminacdo 825% 0.42 Vibrio alginolyticus
15.5 % 0.22 Aeromonas salmonicida ssp
salmonicida
1.8 % 013 Aeromonas salmonicida

masoucida/ achromogenes
18 1447374 Fraca discriminacio 496 % 0.38 Shingomonas paucimobilis
44.3 % 0.4 Ochrobactrum anthropi

% ID- Probabilidade de gue o microrganismo identificado seja correto, T: Grau de semelhanca com o perfil tipico da
espécie,

Dos doze isolados analisados com o sistema API® 20 NE, quatro (isolados 2, 5, 10 e
11) apresentaram identificagao excelente ou muito boa como Chromobacterium violaceum,
com percentagens de correspondéncia superiores a 99%. Dois isolados (7 e 14) foram
identificados com boa correspondéncia como Burkholderia cepacia e Brevundimonas
vesicularis, respetivamente. Quatro isolados (4, 13, 17 e 18) apresentaram fraca
discriminacdo, com multiplas possibilidades de identificacdo e percentagens de
correspondéncia inferiores a 85%. Dois isolados (9 e 12) apresentaram perfis inaceitaveis,
nao permitindo uma identificagdo conclusiva pelo sistema.

A tabela 6 apresenta os didmetros de inibicdo dos antibidticos utilizados no estudo,
obtidos através do teste de sensibilidade, bem como os resultados do controlo de qualidade
realizados para garantir a confiabilidade dos dados. Na figura 7 observamos uma placa de
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Agar Muller-Hinton utilizada para o teste de sensibilidade antimicrobiana por difusao em
disco (método Kirby-Bauer) de isolados bacterianos deste estudo.

Tabela 6 - Didmetros de inibicdo (em milimetros) dos antibiéticos utilizados no estudo e resultados do
controlo de qualidade. Os valores indicam a zona de inibicdo do crescimento bacteriano ao redor dos discos
de antibidticos.

Ref? isolado Ceftazidime Ciprofloxacin Imipenem  Gentamicin

(30 pg) (5 ug) (10pg) (30 pg)
2 6 (R) 45.82 18.22 (R) 2591
4 6 (R) 53.59/(S) 25.36 27.80
5 6 (R) 51.57 (S) 24.90 28.13
7 26.60 43.23 23.74 15.34
9 29.93 32.67 20.70 22.53
10 6(R) 48.70 14.17 (R) 26.89
11 6(R) 49.72 13.57 (R) 26.12
12 33.70 31.95 18.44 (R) 24.95
13 24.64 20.40 (R) 24.09 12.32
14 29.32 30.14 35.28 24.16
17 21.18 35.03 43.46 27.36
18 31.90 26.35 20.08 18.85
Estirpe de 27,83 30,05 25,60 25,81
referéncia
Pseudon?ona
s aeruginosa
ATCC 27853

R- resistente, S- sensivel

Figura 7- Perfil de sensibilidade antimicrobiana dos isolados 2,4 e 5 obtidos por
método de difusdo em disco (Kirby-Bauer)

Os resultados obtidos para a estirpe de referéncia Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 encontram-se dentro dos valores de referéncia estabelecidos para cada antibiético
testado. Isso confirma que os procedimentos laboratoriais e os testes de suscetibilidade
foram realizados corretamente, garantindo a fiabilidade dos resultados. Assim, o controlo
de qualidade foi aprovado.
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Pela observagao da tabela 6 podemos verificar que todos os isolados identificados
como Chromobacterium violaceum apresentaram resisténcia a ceftazidima 30 pg. Em
relacdo ao antibidtico ciprofloxacina 5 ug, sé se verificou resisténcia para o isolado 13,
identificado como Ochrobactrum anthropi. Para o antibiético imipenem, verificou-se
resisténcia para trés isolados de Chromobacterium violaceum (isolados 2, 10 e 11) e para
o isolado 12. Cinco dos 12 isolados (7,9, 14, 17 e 18) mostraram-se suscetiveis ou
intermédios a todos os antibiéticos referidos.

Discussao

A caracterizagao morfolégica, fisiolégica, enzimatica e bioquimica dos isolados permitiu
identificar uma diversidade de bacilos Gram-negativos nao fermentadores, com particular
destaque para Chromobacterium violaceum, Burkholderia cepacia, Brevundimonas
vesicularis e Ochrobactrum anthropi, microrganismos frequentemente associados a
ambientes aquaticos tropicais e subtropicais, com potencial patogénico em humanos.

Os resultados dos ensaios de crescimento a diferentes temperaturas revelaram um
padrido de crescimento mais expressivo a 25°C para a maioria dos isolados, com
desenvolvimento reduzido a 10 °C e variavel a 37 °C. Esta resposta sugere uma adaptacao
a ambientes de clima moderado ou subtropical, comportamento tipico de bactérias
ambientais que nao se desenvolvem bem em temperaturas extremas (Alisjahbana et al.,
2021).

A temperatura de 37 °C, por sua vez, é particularmente relevante por simular a
temperatura corporal humana. O facto de alguns isolados apresentarem crescimento a esta
temperatura indica uma potencial capacidade de sobrevivéncia e proliferagcdo no
hospedeiro, reforgando o seu possivel papel como patégenos oportunistas. A auséncia de
crescimento noutros isolados, por outro lado, pode indicar uma menor probabilidade de
infecdo em humanos.

Nos presentes isolados, a produgdo de pigmento foi mais intensa a 25 °C, com tons
caracteristicos de roxo escuro, e ausente a 10 °C. Esta pigmentacio esta associada a
biossintese da violaceina, que possui propriedades antibacterianas, antivirais e
antiparasitarias, além de estar implicada na viruléncia de C. violaceum. A sua presenca
pode explicar a atividade hemolitica observada em Agar Sangue, maioritariamente do tipo
B, sugerindo citotoxicidade associada a produgédo do pigmento (Alisjahbana et al., 2021;
Andrighetti-Frohner et al., 2003).

Todos os isolados apresentaram morfologia bacilar e coloragdo de Gram-negativa,
padrao confirmado pelo teste do hidréxido de potassio (KOH), com lise celular visivel em
todas as amostras. A positividade universal para a enzima oxidase e a positividade para
catalase em 10 dos 12 isolados sdo caracteristicas esperadas para bacilos nao
fermentadores, como Chromobacterium, Burkholderia, Brevundimonas e Sphingomonas,
microrganismos conhecidos pela utilizagdo de vias respiratérias aerdbias (Alisjahbana et
al., 2021; Ryan & Pembroke, 2018).

A atividade hemolitica verificada em gelose de sangue apresentou uma predominancia
de B-hemodlise, com variacdes de intensidade. A presenca deste tipo de hemdlise pode
estar relacionada com a producdo de fatores de viruléncia, como observado em C.
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violaceum, cuja violaceina tem demonstrado propriedades citotoxicas. No caso de C.
violaceum, essa capacidade é corroborada por estudos que relacionam a hemadlise com a
producao de violaceina e outros fatores de patogenicidade, frequentemente associados a
septicemias graves, abscessos viscerais e elevada mortalidade em humanos (Alisjahbana
et al., 2021; Yang et al., 2011).

A identificagdo bioquimica realizada com o sistema API® 20 NE permitiu a atribuigdo
presuntiva de designacdes taxondmicas a todos os isolados, exceto dois (isolados 9 e 12),
cujos perfis foram considerados inaceitaveis. Os perfis obtidos foram, na maioria dos
casos, coerentes com os dados fenotipicos previamente observados. Entre as espécies
identificadas, Chromobacterium violaceum foi a mais recorrente, com cinco isolados
(isolados 2, 4, 5, 10 e 11), sendo quatro deles com elevada confiabilidade (= 99%).

O elevado numero de isolados identificados como C. violaceum é particularmente
relevante tendo em conta o seu perfil ambiental e clinico. Trata-se de um bacilo Gram-
negativo, oxidase e catalase positivo, produtor de violaceina e frequentemente associado
a ambientes aquaticos tropicais e subtropicais. Como descrito por Dall’Agnol et al. (2008),
isolados ambientais desta espécie partiiham um conjunto robusto de caracteristicas
bioquimicas que incluem a capacidade de reduzir nitrato, a assimilacdo de glicose e a
producao de pigmento a temperaturas de 25° C. Estas observagdes foram compativeis
com os dados obtidos no presente estudo, confirmando a consisténcia entre a identificacao
bioquimica, morfoldgica e fisiologica (Dall’Agnol et al., 2008).

Além do seu valor ecolégico, C. violaceum tem relevancia clinica crescente. Embora as
infecdbes humanas sejam raras, sao frequentemente graves e associadas a alta taxa de
mortalidade, sobretudo em casos de septicemia, abscessos hepaticos e pulmonares, e
infecdbes em tecidos moles. Recentemente, estudos descreveram a presenga do gene
blaCVI-1, codificando uma metalo-B-lactamase que confere resisténcia a B-lactamicos e
carbapenemes em estirpes ambientais de C. violaceum, o que ajuda a explicar a
resisténcia observada aos antibidticos ceftazidima e imipenem nos isolados do presente
estudo (Gomes et al., 2023).

O isolamento de Burkholderia cepacia (isolado 7) € particularmente significativo devido
a sua relevancia como microrganismo patogénico oportunista e contaminante em
ambientes clinicos e farmacéuticos. Esta espécie apresenta elevada resisténcia a diversos
antimicrobianos e capacidade de sobrevivéncia em condigbes oligotréficas, o que lhe
permite colonizar sistemas aquaticos e hospitalares. As caracteristicas fenotipicas
observadas, como a positividade para oxidase e a hemoalise, estdo em concordancia com
o seu perfil descrito na literatura (Tavares et al., 2020).

A identificagdo de Brevundimonas vesicularis (isolado 14) refor¢ca a diversidade de
microrganismos presentes nas amostras estudadas. Esta bactéria, também Gram-negativa
e oxidase positiva, tem sido associada a infecdes em pacientes imunocomprometidos,
apesar de ser considerada uma espécie de baixa prevaléncia clinica. Estudos clinicos
identificaram surtos de bacteremia causados por esta espécie, com registos de resisténcia
significativa a ceftazidima e sensibilidade variavel a gentamicina. Adicionalmente, casos
clinicos relatam o uso bem-sucedido de tratamento empirico com gentamicina, sugerindo
que esta abordagem pode ser valida em situagdes suspeitas, mesmo na auséncia de
diretrizes terapéuticas especificas (Zhang et al., 2012; Christiadi et al., 2018).

12



Caracterizagao de microrganismos potencialmente patogénicos com origem em aguas para consumo nao tratadas

Embora o isolado 18 tenha apresentado uma maior probabilidade de ser Shingomonas
paucimobilis (49,6%) em comparagao com Ochrobactrum anthropi (44,3%), a analise das
caracteristicas fenotipicas, especialmente a pigmentacdo amarelada tipica das col6nias,
indica que a identificagdo mais consistente € como Ochrobactrum anthropi. Apesar da
percentagem ligeiramente inferior, a pigmentagao observada, aliada a semelhanga com
outros isolados do mesmo género, reforgca essa atribuicado, evidenciando a importancia de
complementar a analise numérica com dados fenotipicos para uma identificagdo mais
precisa (Ryan & Pembroke, 2020)

Apesar da capacidade do sistema API® 20 NE em identificar isolados de C. violaceum
com elevada fidelidade, outros microrganismos como Ochrobactrum anthropi,
Brevundimonas vesicularis, Burkholderia cepacia e Sphingomonas paucimobilis, foram
identificados com confiabilidade variavel, refletindo limitagdes do sistema na diferenciagao
de espécies fenotipicamente préximas ou com perfis atipicos. Por exemplo, o sistema
apresentou diversas discriminagdes fracas ou inaceitaveis (isolados 9,12, 13, 17 € 18) em
varios isolados com multiplas possibilidades de identificagdo, o que é consistente com
relatos da literatura sobre o desempenho limitado do API® 20NE em estudos ambientais
(Ryan & Pembroke, 2020; Dall’Agnol et al., 2008).

Neste contexto, a aplicagdo de métodos moleculares como a sequenciagao de genes
€ altamente recomendada para confirmar a identificagdo taxondmica e validar os resultados
obtidos bioquimicamente, sobretudo em microrganismos emergentes ou mal
representados em bases comerciais (Tavares et al., 2020; Ryan & Pembroke, 2018).

A utilizagado dos valores de referéncia de Pseudomonas aeruginosa como substitutos
para os microrganismos estudados representa uma limitagdo inerente ao presente
trabalho, devido a inexisténcia de padrdes oficiais para Chromobacterium violaceum,
Burkholderia cepacia, Ochrobactrum anthropi e Brevundimonas vesicularis. Contudo, esta
escolha é justificada pela proximidade fisiologica e padrdo de resisténcia comum a
multiplos antibidticos, caracteristicas essas que facilitam uma analise comparativa valida.
Estudos prévios também adotaram esta estratégia diante da escassez de dados
especificos, o que reforga a adequagéo desta abordagem para a avaliagéo preliminar da
suscetibilidade bacteriana (Conceig¢ao, 2013).

Nos isolados identificados como Chromobacterium violaceum (2, 4, 5, 10 e 11),
observou-se uma resisténcia marcada a ceftazidima e ao imipenem, com zonas de inibigcdo
significativamente inferiores as da estirpe de controlo, sugerindo a ineficacia destes
antibidticos para esta espécie. Em relagdo a ciprofloxacina, os resultados foram
predominantemente intermediarios, indicando alguma atividade, ainda que limitada. A
gentamicina apresentou zonas de inibigdo elevadas nestes isolados; no entanto, visto que
nao existem pontos de corte definidos para esta substancia nestas espécies, nem para
comparagao direta com a estirpe controlo, servindo os resultados apenas como indicador
preliminar de atividade in vitro.

O isolado 7, identificado como Burkholderia cepacia, revelou perfis de suscetibilidade
intermediarios para todos os antibidticos testados. A resposta variavel a ciprofloxacina e a
atividade incerta da gentamicina reforcam o seu potencial desafio clinico. Isolados com
identificagdo sugestiva de Ochrobactrum anthropi e Shingomonas paucimobilis,
nomeadamente os numeros 12, 13 e 18, apresentaram comportamentos distintos. O
isolado 18 destacou-se por exibir zonas de inibicao compativeis com sensibilidade para
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todos os antibidticos testados, incluindo ciprofloxacina, imipenem e ceftazidima, o que
podera refletir um menor nivel de resisténcia nesta estirpe especifica.

O isolado 14, correspondente a Brevundimonas vesicularis, apresentou perfis
intermediarios para todos os antibidticos testados, situando-se valores de inibigdo
ligeiramente acima dos limiares de resisténcia estabelecidos para P. aeruginosa. Apesar
de ser possivel inferir alguma suscetibilidade relativa, a auséncia de pontos de corte
especificos para esta espécie impede conclusdes definitivas.

De forma geral, observou-se que ceftazidima e imipenem foram os antibidéticos com
menor eficacia contra os isolados estudados, ao passo que, em relagéo a ciprofloxacina,
os isolados demonstraram alguma suscetibilidade. A gentamicina apresentou, na maioria
dos casos, zonas de inibicado elevadas, mas a inexisténcia de valores de referéncia para
interpretagdo formal impde prudéncia na analise dos seus resultados. Estes dados
reforcam a complexidade inerente a avaliagao de antimicrobianos em espécies raramente
descritas na literatura e sublinham a necessidade de diretrizes especificas para estas
bactérias ndo fermentadoras.

Conclusao

A agua é um recurso vital para a saude humana, mas a sua contaminagao
microbioldgica continua a representar uma séria ameacga, especialmente em regides que
dependem de fontes de agua nao tratada. Microrganismos patogénicos emergentes
presentes em aguas naturais, particularmente aqueles com perfis de resisténcia
preocupantes, exigem uma atengao crescente por parte da comunidade cientifica e das
autoridades de saude publica.

Seguindo esta problematica, a caracterizagdo microbiologica das estirpes isoladas
revelou a presenca de bacilos Gram-negativos com elevado potencial patogénico e
resisténcia antimicrobiana. A identificagcdo recorrente de Chromobacterium violaceum e
outros microrganismos oportunistas como Burkholderia cepacia e Ochrobactrum anthropi
reforca a necessidade de uma vigilancia continua da qualidade microbiolégica da agua,
especialmente em fontes alternativas de abastecimento.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam a presenga de microrganismos
pigmentados com potencial patogénico significativo em fontes de agua nao tratada. Das 12
estirpes analisadas, todas apresentaram morfologia de bacilos Gram-negativos, com
elevada prevaléncia de hemodlise do tipo B e perfis bioquimicos compativeis com espécies
como Chromobacterium violaceum, Burkholderia cepacia, Ochrobactrum anthropi e
Brevundimonas vesicularis. Destaca-se a identificacao consistente de C. violaceum em
varias amostras, associada a perfis de resisténcia antimicrobiana preocupantes,
nomeadamente a ceftazidima e ao imipenem.

Estes achados reforgcam a urgéncia de uma vigilancia microbiolégica ativa em aguas de
consumo néo tratadas, dado o risco real que estas bactérias representam, tanto pela sua
capacidade infeciosa como pelo seu potencial multirresistente. A confirmacao da presenca
de espécies oportunistas emergentes, resistentes e com atividade hemolitica, evidencia
que fontes de agua consideradas alternativas podem servir como reservatérios de infegbes
de dificil tratamento.
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Este trabalho contribui para o preenchimento de lacunas existentes na caracterizagao
destes microrganismos em contexto nacional e realga a importadncia da utilizacdo de
meétodos laboratoriais rigorosos como ferramenta essencial na protecao da saude publica.
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