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Resumo

Palavras-chave: mercurio, bactéria, resisténcia, gene merA, biorremediagao.

O mercurio (Hg) ¢ considerado um dos poluentes ambientais mais perigosos,
devido a sua persisténcia no ambiente, eficiente transporte atmosférico e elevada
toxicidade. A biogeoquimica do Hg em ambientes aquaticos ¢ controlada
principalmente por reacdes mediadas por bactérias. Dentre elas, a mais relevante do
ponto de vista da reducdo do risco do Hg ¢ a reducdo dos ions mercuricos a forma
elementar, menos toxica, devido a presenga do gene merd, que codifica a enzima
mercurio-redutase. Neste estudo, 123 bactérias Gram-negativas resistentes ao Hg foram
isoladas de ecossistemas aquaticos brasileiros (RJ, RO, MT e RS). Foram isoladas
bactérias resistentes ao Hg em todos os pontos de coleta. A maioria dos isolados foi
identificada como E. cloacae, K. pneumoniae, Pantoea sp., E. coli e Serratia sp.,
indicando contaminacao fecal das areas estudadas. Independente do historico de
contaminag¢do mercurial local, a maioria das amostras apresentou Concentragao Minima
Inibitoria de Hg igual a 20 uM e foi resistente a pelo menos um dos antimicrobianos
testados. O gene merd foi detectado em 91 % dos isolados, utilizando PCR. A
caracterizacdo do gene merA através de sequenciamento confirmou a especificidade dos
produtos de amplificagdo que apresentaram grande similaridade entre si € uma alta
divergéncia genética em relagdo as sequéncias identificadas em outros paises. Isto
sugere a ocorréncia de eventos genéticos ao longo do tempo, que resultaram no
polimorfismo genético observado no gene merd. A partir dos dados obtidos neste
estudo, esperamos contribuir para o avanco do conhecimento sobre a resisténcia ao Hg,
relacionada ao gene merA e suas possiveis aplicagdes para a biorremediacdo da poluicao

ambiental.
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Abstract

Keywords: mercury, bacteria, resistance, merA4 gene, bioremediation.

Mercury (Hg) is considered one of the most dangerous environmental pollutants,
due to its persistence, efficient atmospheric transport and high toxicity. The
biogeochemistry of Hg in aquatic environments is controlled mainly by reactions
mediated by bacteria. Among them, the most relevant for the reduction of Hg risk is the
reduction of mercuric ions to elemetal form, less toxic, due to the presence of mer4
gene that codes the mercury reductase enzyme. In this study, 123 Gram-negative
bacteria resistant to Hg were isolated from aquatic ecosystems in Brazil. Hg resistant
bacteria were isolated in all sampling sites. The majority of isolated bacteria were
identified as E. cloacae, K. pneumoniae, Pantoea sp., E. coli and Serratia sp., indicating
fecal contamination of the studied areas. Regardless of past mercury contamination,
most isolated bacteria showed MICy, equal to 20 pM and were resistant to at least one
of the tested antimicrobials. The mer4 gene was detected in 91 % of the isolated
bacteria, using PCR. The merA characterization based on gene sequencing, confirmed
the specificity of the amplification products that showed high similarity among
themselves and high genetic divergence from the other merd sequences, identified in
other countries. This suggests the occurrence of genetic events during evolution of mer4
gene, resulting in the observed genetic polymorphism. We expect that the data obtained
in this study will contribute for a better understanding of the Hg resistance mechanism
related to the merAd gene and its possible applications in the environmental pollution

bioremediation.
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1. Introducao

No cenario da Satide Ambiental, a prioridade dada aos estudos sobre poluentes
quimicos ambientais pode ser justificada pelo elevado numero de substancias quimicas
com potencial toxico utilizadas nas diversas atividades economicas e seu elevado
potencial toxico, contribuindo para o aumento da incidéncia de doengas, riscos para a
saude e oObitos. Em geral, existe mobilidade dos poluentes entre os diversos
compartimentos ambientais € por este motivo o transporte dos poluentes ¢ de particular

. . . 1
interesse para avaliagdes de risco .

O estudo dos niveis de metais em matrizes ambientais vem sendo considerado
prioritario nos programas de promoc¢do da satide em escala mundial, pois todas as
formas de vida podem ser afetadas direta ou indiretamente pela presenca de metais
toxicos, em detrimento da Saude Publica. Muitos metais sdo essenciais para 0s
organismos, porém, independente de apresentarem funcao biologica conhecida, todos os

metais podem danificar os sistemas biologicos quando em altas concentragdes °.

A poluicao por mercurio apresenta-se como um problema em todo o mundo,
devido a sua utilizacdo doméstica, medicinal e industrial, apesar das recentes
proposicdes de medidas por 6rgaos governamentais de varios paises visando a reducdo
do seu uso e sua emissao no ambiente. Atualmente, a presenca de mercurio tem sido
detectada no solo e na biota aquatica, tornando-se uma preocupagao crescente devido a
sua toxicidade, capacidade de acumulagdo em véarios niveis da cadeia alimentar e sua

embriotoxicidade, representando uma ameagca para a satide humana e o ambiente ***.

1.1. Mercurio

1.1.1. Propriedades e Caracteristicas Gerais
O mercurio (Hg) ¢ um elemento quimico de nimero atdmico 80, massa atdmica
200,5 e pontos de fusdo igual a —38,87°C e de ebulicdo 356,9°C, portanto o Hg
apresenta-se no estado liquido a temperatura ambiente (25°C), sendo o tnico metal que
possui esta caracteristica. Quando a temperatura ¢ aumentada, transforma-se em vapores

, . . 5
tOX1Cc0S € Corrosivos ~.

O mercurio estd presente naturalmente no ambiente, resultante de erupgdes
vulcanicas e da sua mobilizacdo na crosta terrestre. Nao apresenta fungao bioldgica

conhecida, pode ser altamente téxico para os humanos dependendo de sua forma
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quimica, possuindo trés estados de oxida¢do: mercirio elementar (Hg’), ion mercuroso
(Hg") e ion mercarico (Hg*"). O fon mercuroso ¢ instavel no ambiente e tende a se
transformar nas duas outras formas. As formas i6nicas podem combinar-se com outros
elementos, como o enxofre, cloro e oxigénio, formando compostos de mercuario

inorganicos, ou com o carbono, constituindo compostos de mercirio organico *.

Em sua forma elementar, o merctrio pode ser inalado facilmente, devido a sua
alta pressdo de vapor, sendo absorvido nos pulmdes, alcanga a corrente sanguinea e
pode atingir o cérebro. O mercurio elementar pode ser transformado em formas toxicas
de mercurio (Hg" e metilmercurio) nas hemacias, no figado e no sistema nervoso
central. Quando se apresenta como ion mercurico, altamente reativo, o mercurio ¢ capaz
de ligar-se aos grupamentos sulfidrila das enzimas e proteinas e interferir nas func¢des
vitais celulares. Os compostos organomercuriais sao lipossoluveis, sendo absorvidos
facilmente pelo organismo humano e atravessando a barreira hemato-encefalica. A
exposi¢ao prolongada ou repetida as formas mercuriais toxicas resulta em tremores,

g ~ 45
disturbios motores, alteracdes de comportamento e morte .

Além disso, o merctrio pode associar-se a hidrocarbonetos gasosos e liquidos
(petroleo, betumes), jazidas de carvao mineral e pode precipitar como sulfeto de
mercurio (cindbrio), quando ha disponibilidade de enxofre nos depodsitos
vulcanogénicos. A jazida mais antiga de cindbrio ¢ encontrada nas minas de Almadén,

na Espanha °.

1.1.2. Utiliza¢ido e Emissido para o Ambiente
A utilizagdo de mercurio tem registro desde as eras mais remotas. Atualmente
seu emprego ¢ observado na odontologia € no garimpo de ouro, devido a sua
propriedade de estabelecer liga metéalica facilmente com o ouro e outros metais,
produzindo amalgamas. Também ¢ aplicado em alguns produtos de uso corrente, como
instrumentos de medidas (termometros e bardmetros), corantes, lampadas fluorescentes,

na industria de explosivos e como catalisador em reag¢des quimicas °.

As emissdes mundiais de mercurio na atmosfera tém sido estimadas em 8.000
toneladas por ano, sendo que mais da metade destas emissdes sdo originadas de fontes
naturais (erupgdes vulcanicas e presenca em sedimentos) e o restante de fontes
antropogénicas, como o processamento de minérios, fabricagao de cloro / soda-caustica,

queima de combustiveis fosseis e incineracio de residuos médicos e bioldgicos >,
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A queima de combustiveis fosseis, como carvao, petroleo e gas, representa
atualmente a mais importante fonte antropogénica de emissdo de mercurio na atmosfera,

sendo estimada em aproximadamente 800 toneladas por ano ®.

O mercurio ¢ considerado um poluente global, pois em ambientes distantes das
suas fontes de emissdo, como na Antartica, Groenlandia e nos oceanos, podem ser
encontradas concentragdes de mercurio acima dos niveis considerados naturais, o que
comprova a importancia dos processos de transporte atmosférico de larga escala do

merctrio na biosfera .

No Brasil, durante a década de 1980, as emissdes de mercurio para o solo, a
agua e a atmosfera consideradas mais expressivas foram, sem duvida, originarias dos
locais onde se praticava o garimpo de ouro. De acordo com dados fornecidos por 6rgaos
governamentais, os estados brasileiros que apresentaram o maior consumo de mercurio

nas atividades de garimpo foram Rondénia, Mato Grosso e Para °.

Devido a toxicidade apresentada pelos compostos de mercurio, sua utilizagdo em
formulagdes para a producdo de cosméticos e antissépticos estd sendo reduzida. Ha
registros da utilizacdo de 24 toneladas de mercurio pela industria farmacéutica brasileira
na década de 1980. A partir da década de 1990, a utilizagdo caiu para 10 toneladas.
Porém, o mercurio continua sendo utilizado por odontologistas no preparo de

amalgamas para restauragdes dentarias .

Atualmente, a induastria de cloro-soda vem sendo apontada como uma das
principais fontes de emissao do metal para o ambiente, mas a produ¢do de lampadas,
pilhas e baterias também contribuem significativamente para o aumento da poluicdo
ambiental por merctrio. Estes produtos apresentam os aterros sanitdrios como
destinagdo final, assim como se acredita que a maior parte do mercurio presente nos

produtos médicos e farmacéuticos seja descartada nas redes de esgotos municipais "2,

1.1.3. Historico de Contaminac¢ao
O mercurio ¢ considerado um dos poluentes ambientais mais perigosos, devido a
sua elevada toxicidade, persisténcia no ambiente, eficiente transporte atmosférico e

ampla distribuicdo geografica.

O consumo desordenado deste metal e o descaso no seu manuseio e descarte
resultaram em sérios desastres ao redor do mundo, que levaram um nimero

significativo de pessoas a morte ou incapacitagao.
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Um importante episédio de envenenamento por mercurio ocorreu no Japao, na
década de 1950, na regido de Minamata. A emissdo de metilmerctrio pela fabrica
Chisso Co., como residuo da sua produgdo de PVC, atingiu um canal que conduzia a
baia de Minamata, onde peixes e mariscos foram contaminados e consumidos pela
populagdo local. Com isso, foram causadas 121 intoxicagdes que resultaram em 46
casos fatais. Outros episddios de envenenamento ocorreram em Niigata, também no

Japdo, entre 1964 ¢ 1965, na Suécia em 1960 e no Iraque, em 1956 ¢ 1960 *"°.

No Brasil, hd registros de desastres ambientais envolvendo o lancamento de
mercurio em ecossistemas aquaticos na década de 1970. Na enseada dos Tainheiros /
BA, a Companhia Quimica do Recdncavo liberou o metal como residuo da fabricacdo
de cloro-soda, envenenando peixes e crustaceos que foram consumidos pela populagao
local. De maneira semelhante, o rio Pernambuco foi contaminado pela Companhia
Igarassu, também produtora de cloro-soda e o rio Mogi-Guagu / SP recebeu os efluentes

contaminados por merctrio da Industria Champion de Papel e Celulose S.A. °.

A partir da década de 1970, mas principalmente nos anos 80, foi iniciada uma
intensa atividade de extracdo de ouro na regido Amazonica. O mercurio, devido a sua
capacidade de formar amalgamas, tem sido utilizado para recuperar particulas de ouro
de depositos aluviais e, consequentemente, quantidades significativas de merctrio
elementar sdo liberadas no ambiente. O Brasil ¢ o segundo maior produtor de ouro do
mundo e estima-se que aproximadamente 2000 toneladas de mercurio ja foram langadas

no ambiente resultantes desta atividade '*'°.

Embora a atividade de mineracdo tenha diminuido nas ultimas décadas, suas
consequéncias para o ambiente e as populagdes locais continuam sendo observadas.
Estudos desenvolvidos na regido do rio Tapajos, o principal efluente do rio Amazonas,
mostram que o mercurio estd presente em todos os compartimentos ambientais. Além
disso, dados epidemioldgicos e toxicologicos tém mostrado que as populagdes
localizadas ao longo do rio Tapajos apresentam niveis de mercurio acima do limite de

tolerancia determinado pela Organizagdo Mundial de Saade '*'°.

As industrias de cloro e soda cdustica continuam sendo reconhecidas como
importantes fontes de langamento de merctrio no ambiente aquatico. Para diminuir o
impacto do mercurio na satide e no meio ambiente, 0 Governo Federal criou a Lei
9.976/00 que proibe a instalacdo de novas industrias quimicas para producao de cloro

usando células de merctrio. Entretanto, industrias j& instaladas t€ém um histérico de
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lancamento de grandes quantidades de residuos e, muitas vezes, funcionam sem a

devida fiscalizago dos érgios ambientais '"'*,

1.1.4. Toxicologia do Mercurio
Os metais apresentam uma distribui¢do ubiqua na natureza e estar exposto a eles
¢ inevitavel. A exposi¢do a contaminantes presentes no ambiente pode acontecer através
de fontes naturais, processos industriais, produtos comerciais e alimentos. O risco de
toxicidade cronica depende da frequéncia, intensidade e duragdo do contato com o

contaminante °.

Os compostos mercuriais, diferente dos poluentes organicos, ndo podem ser
decompostos ou degradados, podendo apenas ter sua forma quimica alterada para
espécies menos toxicas ou ser imobilizado no meio. Além disso, podem persistir
indefinidamente no ambiente e tendem a se acumular através da cadeia alimentar dos
ecossistemas '°. Por isso, sua detec¢do e remogdo sdo essenciais para evitar os casos de

envenenamento por mercurio.

No corpo humano, o acimulo do mercurio resultante da exposi¢cdo ocupacional
ou ambiental, do consumo de alimentos contaminados e da utilizagdo de amalgamas
dentarios, possui um importante significado na Saude Publica. A exposi¢do pode ocorrer
através do contato com suas trés formas: vapor de mercirio (mercurio elementar),
mercurio inorganico € compostos organomercuriais. Estas formas sdo interconversiveis

e todas podem produzir toxicidade sistémica '**°.

Aspectos importantes a serem considerados quanto a toxicidade do merctrio em
sistemas vivos sdo sua alta afinidade de ligagdo a proteinas e a capacidade apresentada
pelos organomercuriais € pelo merctrio elementar, de atravessar as membranas
biologicas devido a sua lipossolubilidade. Como consequéncia dessas propriedades,

. . . . o, . 1921
inativam as enzimas e danificam as membranas biologicas .

A principal via de absor¢do do mercurio elementar ¢ através da inalacdo do
vapor de mercurio, que atravessa rapidamente a membrana dos alvéolos pulmonares,
atinge a circulacdo e se distribui pela maioria dos tecidos, incluindo as hemacias, figado
e cérebro. Nas hemécias, a catalase intracelular oxida o Hg” para a forma divalente que
se complexa a hemoglobina através da reagdo com grupos sulfidrila e atravessa a
barreira hemato-encefalica, atingindo o sistema nervoso central. Esta espécie de

mercurio pode permanecer retida no tecido cerebral durante muitos anos, afetando
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varios processos intracelulares, como a sintese de DNA, RNA e proteinas, a

polimerizagdo microtubular, a divisdo e a migragao celular 2,

Cerca de 80 % do vapor de mercurio inalado ¢ absorvido e pode atravessar a
barreira placentaria, se depositar nos rins ou atingir o trato gastrintestinal, de onde ¢
excretado através das fezes. O vapor de mercurio e seus metabdlitos tém o efeito toxico
de desnaturar proteinas, inibir enzimas, interromper o transporte celular e a captacdo e
liberacdo de neurotransmissores. A exposi¢do cronica se manifesta através de

excitabilidade aumentada, irritabilidade, tremores e gengivite ***.

No passado, o mercurio inorganico frequentemente estava presente em
formulagdes de cosméticos e antissépticos. Este pode ser formado a partir do vapor de
mercuirio ou metilmercirio, ndo apresenta a capacidade de atravessar as barreiras
hemato-encefalica e placentaria e a exposicao cronica pode se manifestar através de

faléncia renal ou problemas gastrintestinais 22"

Considerada a forma mais téxica de mercurio, 0s compostos organomercuriais
sdo encontrados na biota aquatica, pesticidas, fungicidas, inseticidas e como
conservante em vacinas. O metilmercario atravessa as barreiras hemato-encefalica e
placentaria, sendo absorvido pelo trato gastrintestinal e eliminado através das fezes e da
urina. Os principais efeitos toxicos sdo observados no sistema nervoso central, podendo
causar parestesia, neuropatia periférica, perda de memoria, disturbios visuais, deméncia,

tremores e depressdo 2.

Além dos efeitos toxicos do metilmercirio sobre o desenvolvimento psico-

23,24,25,26,2
motor, alguns estudos >>+*2027

consideram biologicamente plausivel a hipotese que
relaciona a ocorréncia de autismo em criangas a presenca do Timerosal em vacinas. O
Timerosal ¢ um sal composto por mercurio (49,6 %) utilizado como conservante de
produtos farmacéuticos e vacinas desde a década de 1930. Atualmente, varios paises
europeus ¢ os EUA estdo mobilizados para eliminar gradualmente o uso do timerosal
em vacinas, evitando preparagdes de vacinas multidose, que continuam sendo adotadas
em paises em desenvolvimento. Porém, as informagdes obtidas at¢ o momento sdo
insuficientes para comprovar a hipétese da relacdo entre a exposicdo ao Timerosal e
perturbacdes neurologicas infantis como o autismo, déficit de atencdo, hiperatividade e

deficiéncias da fala 2%,
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1.1.5. Ciclo Biogeoquimico
O ciclo ambiental do merctrio (Figura 1) ¢ mediado por processos geologicos,
fisico-quimicos e biologicos, envolvendo suas trés formas presentes no ambiente (Hg’,

+ A_e
Hg”" e suas formas orgénicas).

A principal forma de mercurio na atmosfera é o vapor de merctrio (Hg’),
emitido por fontes naturais e antropogénicas e distribuido globalmente na atmosfera. O
vapor de mercurio ¢ volatil e oxidado a ion mercurico (Hg2+) como resultado de sua
interacdo com o 0zdnio na presenca de agua. O merctrio oxidado (Hg*") pode associar-
se a outros ions formando compostos que se depositam na agua e no solo, o que pode
resultar na producdo de metilmercurio ou na sua volatilizagdo, retornando para a

atmosfera >°.

O mercurio inorganico presente na agua e sedimentos pode ser submetido a
conversdao bacteriana em metilmerctrio, que ¢ bioacumulado e biomagnificado na
cadeia alimentar aquatica, de modo que os predadores, localizados no topo da cadeia

trofica, geralmente apresentam as maiores concentragdes de merciirio organico *°.

Considerando que a principal via de exposicdo humana nao ocupacional ao
mercurio ¢ através do consumo de peixes, moluscos e crustaceos contaminados com
metilmercurio, o risco de contaminagdo mercurial na populacdo depende da
concentragdo de mercurio biodisponivel nos niveis tréficos mais elevados do

ecossistema '

A transformagdo de espécies inorganicas do merctrio em metilmercurio ocorre,
principalmente, através de uma rea¢do mediada por bactérias. Por outro lado, existem
outros grupos de bactérias capazes de demetilar o mercurio ou mesmo detoxifica-lo
através da redug¢ao do mercurio inorganico ao estado elementar. O mercurio elementar
possui baixa solubilidade em agua e pouca reatividade, sendo praticamente inerte no

ambiente aquatico 27,
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Figura 1 — Ciclo Biogeoquimico do Mercurio.

(Disponivel em: http://www.mercury.utah.gov/atmospheric_transp.htm)

1.2. Bactérias
1.2.1. Conceitos Fundamentais
As comunidades bacterianas tém sido cada vez mais associadas a qualidade
ambiental, tanto por seu papel fundamental para o funcionamento e a estabilidade dos
ecossistemas através da reciclagem de nutrientes, decomposi¢do de materiais toxicos e
manuten¢do das condigdes fisico-quimicas do meio, como por sua sensibilidade a

variagcOes ambientais causadas por processos naturais ou antropogénicos adversos.

Em geral, as bactérias apresentam caracteristicas que motivam sua utilizagdo em
estudos in vitro como indicadores para a detec¢do de alteragdes no ambiente que possam
interferir na saide humana. Estes microrganismos requerem pouco espaco para o seu
cultivo, por serem microscopicos, € apresentam uma estrutura celular e molecular
menos complexa que os organismos superiores. Também sdo capazes de se adaptar a
condi¢des ambientais desfavoraveis e permitem o estudo da transmissdo e modificagdo
do material genético, além da regulacdo dos genes nas células em curto periodo de

tempo, devido ao seu ciclo de vida rapido **.

As bactérias sao organismos unicelulares e procariontes, que podem apresentar a
forma de bacilos, cocos ou espirilos e dispor-se em pares, cadeias ou grupos. Sua
reproducdo ocorre através de fissdo binaria, gerando duas células-filhas idénticas a

célula-mae. Para sua nutricdo, podem utilizar compostos organicos, sintetizar seu
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proprio alimento por fotossintese ou utilizar substancias inorganicas para obtencdo de
energia. Atualmente, podem ser caracterizadas taxonomicamente tanto por testes
convencionais que identificam propriedades metabodlicas, quanto por técnicas de

biologia molecular que detectam alvos genéticos especificos *>~*.

As bactérias podem ser classificadas em Gram-positivas e Gram-negativas, de
acordo com sua resposta a coloragdo de Gram, que se baseia na diferenca estrutural
apresentada pela parede celular dos dois tipos bacterianos. As bactérias Gram-positivas
possuem uma quantidade maior de peptideoglicano em sua parede celular, o que torna a
parede dessas bactérias mais espessa e rigida do que a das bactérias Gram-negativas.
Por outro lado, as bactérias Gram-negativas possuem estrutura mais complexa,
apresentando uma membrana externam composta por fosfolipidios, lipoproteinas e

lipopolissacarideos **.

O metabolismo e o genoma bacteriano sdo estudados ha muito tempo, por isso
marcadores como os que conferem resisténcia a antimicrobianos e a ions inorganicos,
como o mercurio, sdo bastante conhecidos. Dentre estes grupos bacterianos, membros
da familia Enterobacteriaceae e os bastonetes Gram-negativos ndo-fermentadores de
glicose, grupo bacteriano que inclui Pseudomonas spp., destacam-se por incluirem

espécies de importancia clinica e ambiental '°~>2%37%,

1.2.2. Enterobactérias
As bactérias que integram a familia Enterobacteriaceae siao anaerobias
facultativas, catalase-positivas, oxidase-negativas, fermentam a glicose com ou sem
produgdo de gés e reduzem nitrato a nitrito. A maioria apresenta motilidade devido a

atividade de flagelos peritriqueos, mas também podem ser iméveis >*.

Habitam comumente o trato intestinal humano e de animais, tanto como
residentes permanentes como agentes infecciosos. Entre as sindromes infecciosas
causadas pelas Enterobactérias estdo os abscessos, pneumonias, meningites, septicemias
e infecgdes de feridas, do trato urinario e do trato gastrointestinal, relacionadas
frequentemente a amostras patogénicas de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e

Enterobacter spp. >*.
1.2.3. Bastonetes Gram-negativos Nao-Fermentadores de Glicose
Este grupo de bactérias utiliza carboidratos como fonte de energia, degradando-

os pela via oxidativa e ndo através da fermentacdao. A maioria destas bactérias apresenta
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motilidade, sdo oxidase-positivas e estdo presentes na dgua e no solo. As amostras mais
frequentes no ambiente hospitalar, Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp., causam
infecgdes em seres humanos e sdo frequentemente isoladas de respiradores, cateteres e
sondas urinarias. Entre as principais sindromes infecciosas causadas por estas bactérias

estdo as pneumonias, meningites, septicemias, infeccdes de feridas e do trato urinario **.

1.2.4. Aspectos Genéticos da Resisténcia Bacteriana
Atualmente, as infecgdes causadas por bactérias resistentes a antimicrobianos e
metais toxicos vém se tornando mais frequentes na populacao, principalmente devido a

sua circulagdo no ambiente hospitalar ***°

. Deste modo, ¢ de fundamental importancia
compreender os mecanismos de resisténcia bacteriana, para que seja possivel adotar

medidas de controle e prevencao.

A importancia do ambiente nao-clinico para o agravamento do problema da
resisténcia bacteriana aos antibioticos ainda ndo foi esclarecida, devido a escassez de
dados de monitoramento, porém deve ser examinada com aten¢do. O contato entre
bactérias patogénicas resistentes a antimicrobianos e microrganismos ambientais nos
ecossistemas poluidos pode resultar em aumento da resisténcia a maioria dos

antimicrobianos clinicamente significativos nessas populacdes bacterianas *'.

Além do cromossomo bacteriano, existem estruturas genéticas como 0s
elementos moéveis que podem integrar o genoma bacteriano, oferecendo vantagens
adaptativas e contribuindo para sua evolugdo. A existéncia destes elementos pode
explicar os casos de alta instabilidade gendmica observados em alguns microrganismos.
Dentre os elementos facultativos, os plasmidios, constituidos por DNA circular e
superespiralizado, apresentam a capacidade reversivel de existirem integrados ao
cromossomo ou em estado autdbnomo. Quando auténomos, podem duplicar-se
independentemente da divisdo do cromossomo, originando varias copias. Outros
elementos incluem sequéncias de DNA transponiveis para o genoma como as
denominadas sequéncias de insercao (IS), pequenos elementos genéticos moveis que
apresentam grande diversidade e sdo formados por nucleotideos que codificam proteinas
especificas. Entre os elementos transponiveis, estdo os transposons, que apresentam

N L, 4. . e A e , .« 3342
sequéncias nucleotidicas maiores e conferem resisténcia as bactérias *"*.

Alguns grupos bacterianos apresentam como caracteristica natural a resisténcia
intrinseca, mas em sua maioria 0s microrganismos apresentam uma resisténcia

adquirida a atividade dos antimicrobianos. A aquisi¢do da resisténcia pode ocorrer
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através de mutagoes e transferéncia de genes por conjugagao, transdugao, transformagao

x4l
€ transposicao .

As mutacdes cromossOmicas sdo consideradas a forma menos frequente de
aquisicdo da resisténcia e ocorrem durante o processo de replicacao das bactérias, como
resultado de alteracdes aleatorias na sequéncia do DNA, que sdo naturalmente
transferidas a futuras gera¢des. Com maior frequéncia, sdo observadas as transferéncias
de genes de resisténcia seja por conjugacao (plasmidios contendo genes de resisténcia
sao transferidos entre duas células bacterianas em contato direto), transducao (os genes
sao transferidos por intermédio de um bacteri6fago), transformacgao (a transferéncia dos
genes ocorre da célula doadora para a receptora sem que exista contato entre elas) ou
transposi¢do (os genes se transferem entre plasmidios, para o cromossomo ou para um

bacteriofago, carreados por um transposon) >>**

Estudos de transferéncia horizontal de genes em bactérias ambientais sdo
importantes para a compreensdao dos mecanismos que levam a adaptagdo bacteriana a
determinadas condigdes. Também permitem avaliar os riscos associados a propagagdo
de genes de resisténcia entre as bactérias, que podem infectar humanos e animais, e
identificar populacdes bacterianas que funcionem como reservatorios de genes de

resisténcia no ambiente ***,

1.3. Resisténcia Bacteriana ao Merctrio
Os ecossistemas sao afetados pela polui¢ao ambiental em varios niveis, desde o
desequilibrio do sistema até o desenvolvimento de resisténcia pela comunidade
microbiana exposta ao estresse ambiental. Os metais téxicos, por sua vez, sao
reconhecidos como poluentes toxicos para a biota dos ecossistemas, influenciando a
distribuicio e a diversidade das comunidades microbianas devido a sua

biodisponibilidade e toxicidade *>*.

O mercurio ¢ liberado para o ambiente em formas biologicamente disponiveis
através de varios processos geoquimicos e atividades antropogénicas. Devido a
persisténcia do mercurio em ambientes naturais, 0s microrganismos, principalmente as
bactérias, tém desenvolvido resisténcia ao metal e sua utilizagdo em biorreatores vém

sendo considerada promissora para a descontaminagdo ambiental do mercurio ***%.

Atualmente sdo conhecidos cinco mecanismos de resisténcia ao mercurio
desenvolvidos pelas bactérias: 1) Captacao reduzida de ions merctricos devido a

reducdo na permeabilidade celular; 2) Demetilacdo de metilmercirio através da
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decomposi¢cdo e complexacdo do mercurio inorganico pelo H,S; 3) Sequestro de
metilmercurio; 4) Metilagdo do merctrio por bactérias que utilizam este processo como

. oA ~ o 2+ 0 29,50,51,52
um mecanismo de resisténcia; e 5) Reducdo enzimatica de Hg" a Hg 7" 7.

Para sobreviver aos efeitos toxicos causados pelos compostos de mercurio
10nicos ou organicos, as bactérias desenvolveram um engenhoso mecanismo de
resisténcia que consiste na conversdo de compostos mercuriais toxicos a sua forma

menos toxica e volatil, Hg0 3

Este mecanismo ¢ codificado por um agrupamento de genes em um Unico
operon, denominado operon mer, ligado frequentemente a genes que codificam
resisténcia a antibioticos. Este operon codifica enzimas que transformam o mercurio
inorgnico e os compostos organomercuriais em Hg’, além de um sistema de transporte

e fungdes necessarias para a regulagdo da expressio dos genes mer .

Na maioria dos casos, os genes que codificam a resisténcia bacteriana ao

55,56 29,57,58

mercurio estdo presentes em transposons e plasmidios conjugativos , 0 que

facilita sua transferéncia horizontal e disseminagdo na populagdo bacteriana * mas

também podem estar localizados no cromossomo bacteriano **°'.

A presenga deste operon em bactérias resistentes ao mercurio ja foi observada
em uma ampla variedade de amostras Gram-positivas e Gram-negativas, de origens
humana, animal, clinica e ambiental, isoladas de varias localizagdes geograficas e

representantes de diferentes espécies bacterianas *.

1.3.1. Operon mer
Operons sdao conjuntos de genes localizados em posi¢des proximas que
codificam produtos com fungdes relacionadas e sdo transcritos contiguamente. Além
disso, sdo controlados pelas mesmas sequéncias regulatérias e transcritos em um unico
RNA mensageiro *%.
Os operons mer variam quanto a estrutura e sdo constituidos por genes que
codificam as proteinas funcionais para a regulagdo (merR e merD), transporte (merT,

merP, merC e merF) e redugio (merd e merB) %,

O gene regulador merR ¢é transcrito de maneira divergente dos outros genes mer
e codifica uma proteina metalo-reguladora, MerR, que se liga ao operador-promotor
regulando a expressdo génica através da repressao da transcricdo dos demais genes
estruturais do operon mer (merTPCFAD) na auséncia de Hg”™ e da ativacdo da

transcri¢do na presenga de Hg”", como pode ser observado na Figura 2. O gene merD
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codifica uma segunda proteina reguladora, MerD, a qual se liga a mesma regido
30,59

operadora-promotora que MerR, embora com menor intensidade

merk  MerOP  merT merP merA merl

N W MerD (?)

Hg(11) ™ ~

Figura 2 — Representacdo Esquematica do Operon mer e sua Dinamica de Regulagao,
Transporte ¢ Redugdo de fons de Merctrio a sua Forma Elementar.

(Disponivel em http://Ichampier.free.fr/espacepro.php?activite=DEA)

Outros genes relacionados a resisténcia organomercurial tém sido identificados,
como merG e merE. Todos os operons mer possuem os genes merT e merP, entretanto,
alguns operons possuem adicionalmente merC, que parece nao ser essencial para a
resisténcia a Hg”". Outro gene mer foi associado ao transporte de mercurio, merF,
observado no plasmideo de uma amostra de Pseudomonas fluorescens. Os genes merA e
merB sdo imediatamente subsequentes no operon aos genes relacionados a funcdo de

transporte *+6%66:¢7,

A resisténcia bacteriana ao mercurio pode ser classificada em resisténcia de
espectro limitado e resisténcia de amplo espectro. As bactérias que apresentam um
espectro amplo de resisténcia possuem os genes merA e merB, de modo que o composto
organomercurial ¢ inicialmente decomposto pela enzima organomerctrio-liase (MerB),
a partir da clivagem da ligacdo entre os atomos de carbono e mercurio, o Hg (II)
formado ¢ entdo reduzido a Hg’ pela acdo da enzima mercurio-redutase (MerA). Por
outro lado, as bactérias que ndo possuem o gene merB apresentam um espectro limitado

de resisténcia, pois sdo resistentes somente a compostos mercuriais inorganicos >,

A base bioquimica da resisténcia bacteriana aos compostos inorganicos de
;. ~ 2+ 0 r . ,
mercurio envolve a reducdo do Hg" a Hg" através da enzima MerA. Esta redutase ¢

uma flavoproteina que catalisa a redugdo de Hg*" a Hg’, o que permite a difusdo do
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mercurio metalico para o exterior da célula devido a alta pressdo de vapor e
lipossolubilidade. A MerA esté presente no interior da célula bacteriana e ¢ induzida por
concentragdes sub-inibitérias de ions mercuricos e varias substancias organomercuriais.
Os ions mercuricos sdo transportados para o interior da célula por proteinas de
transporte. Esse mecanismo envolve a ligacio do Hg®™ a um par de residuos de cisteina
presente na proteina MerP, localizada no periplasma. Entdo, o Hg*" ¢ transferido para o
par de residuos de cisteina presente na proteina MerT, na membrana citoplasmatica, e
finalmente para o par de cisteinas no sitio ativo da enzima MerA, presente no
citoplasma. A partir dai, o Hg*" é reduzido a Hg” numa reacio NADPH-dependente, o
Hg’ ¢ liberado no citoplasma bacteriano e se difunde para o meio externo. Quando a
enzima MerB, estd presente, cliva as liga¢des organometalicas e torna o Hg (II)

disponivel para a acdo da enzima MerA **.

Como a resisténcia ao mercurio esta associada, na maioria dos casos, a
transposons e plasmidios conjugativos, a transferéncia horizontal e a disseminacdo dos
genes de resisténcia ao mercurio na populacdo bacteriana sdo facilitados. Naturalmente,
bactérias resistentes ao mercurio devido a presenga do gene merA, que recebem o gene
merB a partir do mecanismo de conjugacao, passam a apresentar uma resisténcia de
amplo espectro, o que aponta a transferéncia horizontal de genes como o principal
mecanismo de promoc¢do da diversidade metabdlica em comunidades microbianas

adaptadas ao ambiente >,

1.3.2. Diversidade do Gene merA nas Bactérias
Os marcadores associados a resisténcia bacteriana ao mercurio tém apresentado
diversidade genética tanto em amostras Gram-negativas quanto em Gram-positivas,
sejam de origem ambiental ou clinica, isoladas de vérias partes do mundo >

0,71,72,73 o1
1077273 ytilizando como modelos

A partir dos resultados dos primeiros estudos
os transposons Tn2/ e Tn501, parecia que a organizacdo do operon mer nas bactérias
Gram-negativas era conservada. Entretanto, observando as mais de 20 sequéncias deste
operon descritas até o momento, ndo ha dividas quanto ao seu polimorfismo em

- . e 54,62,69,74,75,76
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas >*%"*7>7¢

A diversidade e a abundancia do operon mer na natureza podem refletir a

~ . . , . . 75 . A .
pressdo seletiva exercida pela presenca do mercurio no ambiente . A importancia da
transferéncia génica na ecologia das comunidades microbianas permanece

indeterminada e sua investigacdo depende do desenvolvimento de metodologias para
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monitorar o fluxo génico nas amostras ambientais, o que pode ser alcancado com a

utiliza¢do de ferramentas de biologia molecular e bioinformatica.

1.3.3. Associacao entre Resisténcia Bacteriana ao Mercirio e a Antimicrobianos
A presenca de poluentes organicos e inorganicos, incluindo residuos de
antibidticos, tem sido detectada em niveis significativos e crescentes no ambiente,

decorrente da sua utilizagdo clinica, industrial e agricola intensiva .

As bactérias apresentam caracteristicas como a capacidade de transferir material
genético entre amostras da mesma espécie ou de espécies diferentes, e se adaptar
rapidamente a fatores adversos, como a exposi¢ao a agentes quimicos potentes. Por isso,
a resisténcia bacteriana a antimicrobianos pode ser considerada uma resposta da bactéria

frente ao amplo uso de antibidticos e sua presenca no ambiente ">°.

Os antimicrobianos sdo substancias quimicas produzidas por microrganismos ou
por via sintética. Apresentam a capacidade de matar (bactericidas) ou inibir o
crescimento (bacteriostaticos) das bactérias e sdo agrupados em classes, de acordo com
sua estrutura quimica e mecanismo de a¢do '>"".

Virios estudos 2808182

sugerem a existéncia de uma associacao frequente entre
a resisténcia bacteriana ao mercurio e aos antimicrobianos Ampicilina, Tetraciclina,
Canamicina, Gentamicina, Estreptomicina, Acido Nalidixico, Cloranfenicol e

Sulfametoxazol-Trimetoprim.

Estes antimicrobianos atuam no metabolismo bacteriano de diferentes formas.
As penicilinas, grupo que inclui a Ampicilina, atuam impedindo a formagao da parede
celular durante o estagio de replicacdo bacteriana. Alguns antimicrobianos, como a
Tetraciclina, a Canamicina, a Gentamicina, a Estreptomicina e o Cloranfenicol,
impedem a sintese de proteinas bacterianas. Outros antibidticos, como o Acido
Nalidixico e o Sulfametoxazol-Trimetoprim, interferem na sintese de acidos nucléicos

pela célula bacteriana "7,

O uso indiscriminado, erroneo ou desnecessario de antimicrobianos ao longo dos
anos ¢ apontado como um dos maiores agentes potenciais do surgimento de bactérias
resistentes aos antibidticos mais comumente usados, devido a pressdo seletiva que a
presenga deles exerce. As bactérias se adaptam, como resultado de mutagdes genéticas
ou transferéncia horizontal de genes de resisténcia, e sobrevivem a mudancas das

condi¢des ambientais gerando descendentes mais resistentes aos antimicrobianos **’*,
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A importancia da transferéncia génica na ecologia das comunidades microbianas
¢ muito relevante, pois possibilita que as fun¢des metabolicas dos microrganismos
sejam alteradas. Os genes relacionados a sobrevivéncia e multiplicacdo microbiana
nesses ambientes, frequentemente localizados em elementos genéticos moveis,

codificam a resisténcia a antibidticos e metais toxicos simultaneamente >*4%*83,

1.3.4. Estudos Realizados sobre a Resisténcia Bacteriana ao Mercurio no Brasil e
no Mundo
Desde o final da década de 1960, vém sendo realizados estudos sobre a

oA . . o 86,8
resisténcia bacteriana ao merctrio. Os primeiros estudos **’

restringiam-se ao
isolamento de bactérias de importancia clinica resistentes ao mercurio e a determinagdo

da concentracao minima inibitoria deste metal sobre elas.

Em pouco tempo, comecaram a ser publicados os primeiros resultados
relacionados a pesquisa de plasmidios bacterianos carreadores dos genes determinantes
da resisténcia ao merclrio entre as bactérias patogéncias mais comuns, como

- . . 88,89,90,91
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa =" """ .

Com os estudos de Fox e Walsh ** ¢ Misra et al. > foram iniciadas as pesquisas
associando a resisténcia bacteriana ao mercurio a existéncia do operon mer, a atividade
dos transposons e a sintese da enzima MerA. Nos anos seguintes, além de descrever a
estrutura ¢ a fungdo do operon mer, comecaram a ser estudadas sua ecologia,
distribuicao e evolugdo, visando compreender a distribuicao dos genes de resisténcia ao

mercirio nas bactérias e seus efeitos na saade ambiental >°.

Atualmente, muitos estudos descrevem a existéncia de uma grande divergéncia
entre 0s genes que compdem o operon mer, identificados em amostras bacterianas
resistentes ao mercurio isoladas de agua e solos contaminados, assim como em bactérias

. 5 .. 13,56,63,94,95,96
causadoras de infeccdo em humanos e animais """ 7>,

Ao contrario dos outros paises, onde se observa um niimero elevado e crescente
de estudos sobre o mecanismo bacteriano de redu¢ao do merctrio, seus determinantes
genéticos de resisténcia e sua diversidade molecular, a maioria das pesquisas sobre
mercurio realizadas no Brasil continua sendo direcionada a determinagdo da presenca e

97,98,99,100,101,102
. Nestes estudos,

quantificagdo deste metal em ambientes contaminados
os autores buscaram esclarecer os efeitos quimicos e ecotoxicologicos dos compostos

mercuriais sobre a saude humana e dos ecossistemas.
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Dentre os trabalhos publicados sobre a resisténcia bacteriana ao mercurio no
Brasil, a maioria teve como objetivo o isolamento de bactérias resistentes ao mercurio e

a antimicrobianos em amostras de origem alimentar ', clinica *® e ambiental

104.105.106.107.108  Ag outras investigagdes abordaram a transferéncia dos genes de
A . , . , ;- . 109 . ;.
resisténcia ao mercurio através de plasmidios bacterianos ", o isolamento de bactérias
[ , . 38 .
capazes de volatilizar o mercario *° e o potencial de um marcador molecular para a

identificacdo do gene merd ''°.

1.3.5. Aplicabilidade de Bactérias Resistentes a0 Merctrio para a Biorremediacio
da Contamina¢ao Mercurial

Para ser considerado eficiente, um processo biotecnoldgico deve ser econdomico e

apresentar rendimento maximo em tempo minimo. Por isso, a Biotecnologia esta

baseada principalmente no emprego de células microbianas para desenvolver produtos

. . p A - :133
Ou processos de interesse 01ent1ﬁco, econdmico e social ~”.

A Biotecnologia apresenta-se como uma ferramenta essencial para a
Biorremediagdo, contribuindo para a compreensdo, preservagao e restauracdo do
ambiente. A utilizagdo de processos de Biorremediacdo permite a transformagdo de
poluentes em substancias menos toxicas a partir da atividade enzimadtica bacteriana,
capaz de metabolizar diversos residuos ''!. Devido ao seu custo e impacto ambiental
serem relativamente baixos, a Biorremediagdo parece ser uma boa alternativa e tem sido

empregada em todo o mundo apresentando resultados satisfatorios *.

Entretanto, uma limitagdo importante refere-se a natureza dos microrganismos,
que realizam suas atividades metabolicas sob condigdes ambientais que atendam as suas
necessidades e as vezes necessitam de incentivos nutricionais para degradar o poluente a
uma taxa aceitdvel, o que dificulta a execucao do processo in situ. Assim como, em
muitos casos, 0 microrganismo deve ser apresentado inicialmente a baixos niveis do
poluente durante um periodo de tempo para que seja induzido a ativar as vias

metabolicas necessarias para degradar o poluente '''.

Os crescimentos da populagdo e das atividades industriais contribuiram para que

a polui¢do ambiental atingisse altos niveis. Estudos recentes '27"#11113

tém apontado o
mecanismo de resisténcia bacteriano determinado pelo gene mer4 como o mais eficaz
nos processos de biorremediacdo do mercurio, fazendo com que o uso de bactérias
capazes de detoxificar este metal seja considerado a alternativa mais promissora para a

N . 1448
descontaminacdo de ambientes poluidos ™.
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1.4. Importancia deste Estudo e Contribuicdes para a Satide Publica

A elevada toxicidade do mercurio, sua facilidade de dispersdo no ambiente, seu
potencial de contaminagdo da cadeia alimentar aquatica - o que aumenta a exposicao da
populagdo ao metilmercurio através da dieta - e seus niveis crescentes devido a
contribuicao antropogénica, representam uma importante questao de Satide Publica. Por
isso, a partir dos dados obtidos neste estudo, esperamos contribuir para a mitigacao dos
efeitos da polui¢do por mercurio, reduzindo a exposi¢do humana ao mercurio e seus
consequentes efeitos danosos a satde.

O namero limitado de pesquisas em nosso pais que contribuam para o avango do
conhecimento sobre o mecanismo de resisténcia ao mercurio relacionado ao gene merA4
e suas possiveis aplicagdes para a biorremediagdo da poluicdo ambiental, assim como,
que fornecam dados sobre a sua diversidade genética em bactérias isoladas de diferentes
ecossistemas aquaticos brasileiros, justifica a relevancia e a originalidade do presente

estudo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar o gene merA de bactérias Gram-negativas, isoladas de ecossistemas
aquaticos brasileiros, a fim de conhecer a sua diversidade e avaliar a sua aplicabilidade

para a biorremediagao da poluicao pelo mercurio.

2.2. Objetivos Especificos

4 Isolar e identificar bactérias Gram-negativas resistentes a0 mercurio inorganico

de ecossistemas aquaticos brasileiros;

4 Determinar a Concentra¢do Minima Inibitéria de mercario inorganico nas

bactérias Gram-negativas isoladas;

<4 Avaliar a resisténcia a antimicrobianos nas bactérias Gram-negativas resistentes

ao mercurio isoladas;

<4 Identificar a presenca do gene merA nas bactérias Gram-negativas resistentes ao

mercurio através da técnica de PCR;

<4 Analisar comparativamente sequéncias do gene merA através do sequenciamento

de DNA.

FIOCRUZ - ENSP - Programa de Pds-Graduagéo em Saude Publica — Tese de Doutorado — Duque, S.S. — 2012 19



3. Material e Métodos

3.1. Contextualizac¢io deste Projeto dentro da Linha de Pesquisa

Este estudo estd inserido na linha de pesquisa: “Estudo dos Ciclos
Biogeoquimicos de Poluentes e seus Efeitos na Saude Humana e dos Ecossistemas”,
desenvolvida pelo Dr. Paulo Rubens Guimaraes Barrocas, pesquisador do Departamento
de Saneamento e Saude Ambiental (DSSA) / Escola Nacional de Saude Publica Sergio
Arouca (ENSP) / Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). O projeto “Identificacdo e
Caracteriza¢do de Bactérias Resistentes ao Mercurio de Sistemas Aquaticos Brasileiros
para uso em Biorremediacdo”, desenvolvido no periodo de 2008 a 2010 e financiado
pelo Programa Estratégico de Apoio a Pesquisa em Saude V / FIOCRUZ / CNPq
(processo n° 403617 / 2008-1) deu origem a proposta desta tese. Entretanto, o primeiro
projeto desenvolvido sobre o tema (“Estudo da Biodisponibilidade e da Resisténcia
Bacteriana ao Mercurio”) nesta linha de pesquisa, iniciou-se em 2005, quando foram

coletadas amostras de 4gua em varias regioes do pais.

O objetivo das coletas consistia em isolar bactérias resistentes ao mercurio de
ecossistemas aquaticos brasileiros e manté-las em estoque para estudos bacteriologicos,
genéticos e quimicos, que possibilitem a futura utilizacdo destas bactérias em

biorreatores para a remediacao da contaminagdo mercurial.

A partir da organizagdo do conjunto de isolados bacterianos obtidos, foi criada a
“Colegdo de Bactérias Resistentes a Poluentes Ambientais de Sistemas Aquaticos
Brasileiros”, que preserva atualmente 546 isolados de diferentes espécies bacterianas

resistentes ao mercurio no DSSA / ENSP / FIOCRUZ / RJ.

3.2. Areas de Estudo
De 2005 a 2009, foram coletadas amostras de 4dgua de 30 pontos de coleta
localizados em quatro diferentes regioes geograficas do Brasil: Sudeste (Rio de Janeiro),
Norte (Rondonia), Centro-Oeste (Mato Grosso) ¢ Sul (Rio Grande do Sul), como pode

ser observado na Tabela 1.

No Rio de Janeiro, o sistema aquatico selecionado foi a Baia de Guanabara, por
receber esgotos domésticos e residuos industriais, incluindo metais téxicos, sem
tratamento a partir de uma 4rea densamente povoada ''*. As amostras foram coletadas

entre os anos de 2005 e 2008, em locais da bacia hidrografica altamente poluidos.
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As amostras provenientes do estado de Rondonia foram coletadas em 2007, ao
longo do rio Jamari, que ¢ um afluente do rio Madeira, localizado nas terras baixas da
Amazobnia. A entrada de merctrio no ecossistema amazonico, especificamente no rio
Madeira, alcangou seu ponto maximo no final da década de 1980, no &pice da extragao
de ouro '"°. Outras coletas foram realizadas, no mesmo ano, na regido da barragem da
Usina Hidrelétrica de Samuel, localizada no municipio de Candeias do Jamari e na
Floresta Nacional de Bom Futuro, considerada uma das unidades de conservagao mais
devastadas do pais, com a presenca de estradas, criacdes de gado e um nucleo urbano

em seu territorio ¢

Em Mato Grosso, as coletas foram realizadas em 2007 e 2009, em pisciculturas
localizadas nos municipios de Alta Floresta, onde existem relatos de atividade de
garimpagem de ouro, e Paranaita, onde o garimpo de ouro ocorreu intensamente no
passado. Ambos os municipios estdo localizados na regido norte de Mato Grosso, no sul
da regido Amazonica e atualmente sdo considerados os produtores de peixes mais

importantes da regido .

No Rio Grande do Sul, as amostras foram coletadas em 2009 na Lagoa Mirin e
na Lagoa dos Patos, em areas poluidas por antigas atividades industriais proximas ao
municipio de Rio Grande, considerado um polo portudrio e industrial na regido do

extremo sul do Brasil ''%.

Os locais de coleta selecionados para a obtengdao de amostras de agua nos
sistemas aquaticos brasileiros (Figura 3) foram classificados de acordo com a existéncia
de registros de atividades que gerassem a emissdo de mercurio em qualquer periodo da
historia, a partir da consulta em fontes bibliograficas. Assim, nas regides Norte
(Complexo do rio Madeira / Ronddnia), Sudeste (Baia de Guanabara / Rio de Janeiro) e
Centro-Oeste (Pisciculturas / Mato Grosso), os pontos de coleta foram classificados
como ‘“com historico de contaminag@o por mercurio”, enquanto os pontos de coleta das
regides Norte (Represa de Samuel / Rondonia) e Sul (Lagoas Mirin e dos Patos / Rio

Grande do Sul) foram categorizados como “sem historico de contaminagdo mercurial”.

A justificativa para a selecdo de bactérias oriundas de ecossistemas muito
distintos entre si sob diversos aspectos (geograficos, climaticos, ecolégicos, impactos
antropogénicos, niveis de contaminagao / degradacdo ambiental e histdrico de ocupagao
humana) foi o interesse em testar a hipotese da ubiquidade da presenca de bactérias

resistentes a0 mercurio em ecossistemas aquaticos.
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Tabela 1 — Relacdo dos Pontos de Coleta Selecionados para a Pesquisa de Bactérias

Resistentes ao Mercurio.

Regiao
Més / Ano da
Geogrifica / Ponto de Coleta / Sistema Aquatico
Coleta
Estado
P1 Rio Séo Jodo de Meriti
Novembro / 2005 | P2 Rio S&o Jodo de Meriti
P3 Rio Acari
P4 Gragoata
Junho / 2006 P5 Boa Viagem
Sudeste /
) ) P6 Entrada da Baia de Guanabara
Rio de Janeiro
P6JW Baia de Guanabara (espelho d’agua)
P7IJW Baia de Guanabara (espelho d’agua)
Margo / 2008 P24JW | Baia de Guanabara (espelho d’agua)
P25JW | Baia de Guanabara (espelho d’agua)
P27JW | Baia de Guanabara (espelho d’agua)
P2 Rio Jamari
Setembro /2007 | P3 Lago de Bom Futuro
Norte /
P4 Vila Bom Futuro
Rondoénia
P1 Represa de Samuel
Outubro / 2007
P2 Represa de Samuel
PDR Rio Grande
PD Rio Grande
Sul /
(ON} Rio Grande
Rio Grande do | Marg¢o /2009
PSG Sangradouro
Sul
PAG Arroio Grande
PLM Lagoa Mirin
Dezembro /2007 | P3 Paranaita
P1 Paranaita
P2 Paranaita
Centro-Oeste / P4 Paranaita
Mato Grosso Abril / 2009 P5 Paranaita
P1 Alta Floresta
P4 Alta Floresta
P5 Alta Floresta
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Figura 3 — Locais Selecionados para a Coleta de Amostras de Agua nos Estados do Rio

de Janeiro, Ronddnia, Mato Grosso € Rio Grande do Sul.

3.3. Metodologia de Coleta de Agua
Para a coleta das amostras de dgua (100 mL), foram utilizadas seringas (60 mL)
acopladas a suportes de filtragao estéreis contendo uma membrana de éster celulose com
porosidade de 0,22 pm e 47 mm de diametro (Swinnex®, Millipore, Estados Unidos),

seguindo a metodologia proposta por Ramaiah e De '°, com algumas alteragdes.

Ao todo, foram coletadas 30 amostras de agua superficial nos diversos sistemas
aquaticos, cada amostra correspondendo a um dos pontos de coleta apresentados na

Tabela 1.

Ap0s a coleta, cada suporte de filtracdo - contendo a membrana onde as células
bacterianas ficaram retidas - foi armazenado imediatamente em caixas térmicas de

transporte e conservados em gelo reciclavel até a chegada do material ao laboratério.
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3.4. Selecao e Isolamento de Bactérias Resistentes ao Mercurio Inorganico
Com a chegada ao laboratdrio, os suportes de filtracdo foram abertos dentro da
cabine de seguranca biologica e a membrana foi removida assepticamente com o auxilio
de uma pinga. Em seguida, cada membrana foi introduzida em tubos contendo 40 mL de
Caldo Nutriente (Difco, Estados Unidos) acrescido de 5 uM de Hg (II) e incubada em

estufa bacteriologica a 37 °C durante 18 — 24 horas.

Os meios de cultura (Anexo 1) foram escolhidos devido a sua combinacao de
macro € micronutrientes, que permite o cultivo de varios grupos bacterianos
indistintamente. Com isso, procurou-se evitar que quaisquer grupos que necessitassem

de maior quantidade de nutrientes para o seu cultivo fossem desfavorecidos.

A solu¢do padrao de mercurio inorganico utilizada nos experimentos foi a
“Mercury Standard for AAS TraceCERT®” (Fluka, Alemanha), que apresenta
certificado de anélise e composicdo estavel, correspondente a 1,0 g Hg/L em 12 % (v/v)
de 4cido nitrico.

Estas condigdes experimentais foram definidas em experimentos prévios

120 que revelaram que a adicio de concentracdes de

realizados por Vasconcellos
mercurio inferiores a 5 uUM em Caldo Nutriente (Difco, Estados Unidos) mostra-se
insuficiente para inibir o crescimento de bactérias sensiveis ao mercurio, sugerindo uma

baixa biodisponibilidade do metal nestas condi¢des e resultando em falsos positivos.

A partir do crescimento bacteriano em Caldo Nutriente (Difco, Estados Unidos)
acrescido com 5 uM de Hg (II), aliquotas de 5 pL de cada amostra foram semeadas
individualmente em placas contendo Agar Nutriente (Difco, Estados Unidos) acrescido
com 5 uM de Hg (II), seguida de incubacdo em estufa bacterioldgica a 37 °C durante 24

- 48 horas, para o isolamento de bactérias resistentes ao mercurio.

Foram definidos critérios para selecao de coldnias visando obter uma amostra
representativa da populagdo presente em cada placa semeada: a apresentacdo de
aspectos macro-morfoldgicos diferentes (tamanho, bordos, elevagdo e pigmentacdo) € o
numero de colonias em cada placa semeada (3 a 5 coldnias, dependendo da quantidade

de crescimento).

3.5. Determinag¢do da Concentracio Minima Inibitoria de Mercurio (CMIyg)
Os niveis de resisténcia ao mercurio foram estudados nas bactérias isoladas
variando a concentragdo de merctrio adicionada ao meio de cultura. Os isolados

resistentes a 5 uM de mercurio, foram inoculados em duplicata, na forma de spots com
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volume igual a 2 pL, em placas de Agar Nutriente (Difco, Estados Unidos) contendo
concentragdes de mercurio que variaram entre 10 e 45 uM. Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa bacteriologica por 24 horas a 37 °C. A menor concentragdo de
mercurio capaz de inibir o crescimento da bactéria foi considerada como a concentragao
minima inibitéria (CMly).

A preparacdo do indculo, a semeadura em placa e as condi¢des de crescimento

da cultura foram baseadas na metodologia proposta por Andrews '

Para este estudo, foram consideradas bactérias resistentes ao mercurio aquelas
capazes de crescer em placas de Agar Nutriente (Difco, Estados Unidos) contendo pelo
menos 20 uM Hg (II). Esta concentracdo foi definida com o objetivo de estudar
amostras bacterianas altamente resistentes ao mercurio. Entretanto, como nido existe
consenso entre os autores sobre qual seria essa concentragdo, variando de 2,5 uM
122123124 5 50 uM **'"°) optamos por um valor intermedidrio, que gerou uma

amostragem com nimero adequado (n = 123) para o presente estudo.

3.6. Identificacao das Bactérias Resistentes ao Mercurio
A morfologia individual e as reagdes tintoriais sdo os principais critérios para

iniciar a identificagdo e posterior classificacao de bactérias.

Os isolados bacterianos foram submetidos ao método de coloracdo de Gram,
conforme descrito no Anexo 2 e aquelas classificadas como Gram-negativas foram
selecionadas para os experimentos posteriores. De acordo com a literatura, a
composicao do gene merA em bactérias resistentes ao mercurio tém apresentado uma
grande variabilidade até o momento. Porém, em bactérias Gram-negativas foi observada

a conservagao de uma sequéncia deste gene, que permite sua detecgao.

A identificagdo das espécies bacterianas classificadas como Gram-negativas foi
feita empregando-se os sistemas comerciais: BBL™ Crystal™ E / NF (Beckton,
Dickinson and Company, Estados Unidos) e API® 20E (BioM¢érieux, Franga). Ambos
sdo sistemas miniaturizados que incluem testes para fermentacao, oxidacao, degradagao
e hidrolise de varios substratos, destinados a identificagdo de bacilos aerobios Gram-

negativos fermentadores e ndo-fermentadores da glicose.

A descrigdo das provas que constituem os sistemas BBL™ Crystal™ E / NF
(Beckton, Dickinson and Company, Estados Unidos) e API® 20E (BioM¢érieux, Franca)
e os procedimentos técnicos empregados para identificar as bactérias isoladas estdao

detalhados no Anexo 3.
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3.7. Preservacao das Bactérias Resistentes ao Merctrio

Todas os isolados bacterianos foram semeados sucessivamente em placas
contendo Agar Nutriente (Difco, Estados Unidos) acrescido com 5 pM de Hg (II) até
que fosse verificada a auséncia de contaminantes. Quando a pureza das amostras
bacterianas foi confirmada, as mesmas foram estocadas em duplicata para utilizacdo em
experimentos posteriores. Um dos processos de conservagdo envolveu a utilizagdo de
Caldo Nutriente (Difco, Estados Unidos) acrescido de glicerol (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) a 20 % (v/v) e manutengdo das amostras bacterianas em freezer com
temperatura igual a -20 °C e o segundo foi a utilizagio de Agar Estoque e

armazenamento em temperatura ambiente, como descrito no Anexo 1.

3.8. Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA)
Os antimicrobianos selecionados para utilizacdo neste estudo foram aqueles

35,80,81,82 . . \ C A .
DR como 0s mais comumente associados a resisténcia

descritos na literatura
bacteriana ao mercurio: Ampicilina, Acido Nalidixico, Gentamicina, Estreptomicina,

Cloranfenicol, Sulfametoxazol-Trimetoprim, Tetraciclina e Canamicina.

A determinacdo da resisténcia antimicrobiana das amostras bacterianas de
origem ambiental resistentes ao mercurio foi avaliada através da utilizagdo da técnica da

difusio de disco em placas (Anexo 4), descrita por Bauer et al. '

, seguindo as
determinaces apresentadas nas versdes M2-A8 (2003) '*® ¢ M100-S15 (2005) %’ do
manual CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute — anteriormente denominado
NCCLS). Estes documentos estdo disponiveis no sitio eletronico da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA / http://www.portal.anvisa.gov.br), que recomenda sua

utilizagdo rotineiramente nos laboratorios de analises clinicas.

Foram utilizados discos impregnados com os antimicrobianos: Ampicilina (10
ng), Acido Nalidixico (30 pg), Gentamicina (10 pg), Estreptomicina (10 pg),
Cloranfenicol (30 pg), Sulfametoxazol-Trimetoprim (25 pg), Tetraciclina (30 pg) e
Canamicina (30 pg), todos fornecidos pela Oxoid (Estados Unidos).

Também seguindo a recomendag¢dao do manual CLSI, utilizamos a cepa-padrao

Escherichia coli ATCC 25922 como amostra controle deste experimento.
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3.9. Deteccao do Gene merA no Genoma das Bactérias Resistentes ao Mercurio
Utilizando a Técnica de PCR
3.9.1.Extracdo do DNA Genomico Bacteriano
As bactérias Gram-negativas identificadas que apresentaram CMlIy, > 20 uM
tiveram seu DNA gendmico extraido utilizando o protocolo de lise térmica, segundo

Sambrook et al. %,

A partir do crescimento bacteriano puro em placas de Agar Nutriente (Difco,
Estados Unidos) contendo 5 uM de Hg, cinco colonias grandes foram transferidas para
um microtubo contendo 1000 puL de dgua bidestilada estéril com o auxilio de uma alga
bacteriologica. Em seguida, cada microtubo foi exposto a 100 °C durante 10 minutos,
em banho-maria. Apos este tempo, os microtubos foram centrifugados a 12.000 g
durante 1 minuto e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo estéril. Os
produtos da extracdo de DNA foram armazenados em freezer (-20 °C) por no minimo 30

minutos antes da realizagdo da PCR.

3.9.2.Metodologia para Detec¢ao do Gene merA
O DNA gendmico das bactérias Gram-negativas foi submetido a técnica de PCR
tendo como alvo uma regido conservada do gene mer4, seguindo a metodologia descrita
por Liebert ez al. *°, com algumas modificacdes visando a otimiza¢io do ensaio quanto a

sensibilidade e especificidade.

Foram utilizados dois protocolos de reacdo, na tentativa de reproduzir as
condicdes de amplificagdo descritas por Liebert ez al. °°. De acordo com os autores, foi
realizada uma variacao da técnica de PCR, conhecida como “Hot-Start”, onde a enzima
DNA polimerase torna-se ativa apenas quando a reacdo atinge temperaturas elevadas,

aumentando a especificidade da técnica.

Em um dos protocolos, foi utilizada a enzima Taq DNA polimerase
recombinante (Invitrogen®, Estados Unidos), com temperatura de anelamento
aumentada de 64 °C para 70 °C e os tempos de anelamento e extensdo diminuidos,
tornando a reagao mais especifica. No segundo protocolo foi empregada a enzima
Platinum® Taq DNA polimerase (Invitrogen®, Estados Unidos), desenvolvida para PCR
“Hot-Start”.

Segundo Liebert et al. *°, o desenho dos iniciadores se baseou no alinhamento
comum das sequéncias disponiveis do operon mer de bactérias Gram-negativas

depositadas no GenBank, um banco de dados de livre acesso que contém sequéncias de
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variados genes de interesse cientifico: Al (5> ACC ATC GGC GGC ACCTGC GT 3%) e
A5 (5' ACC ATC GTC AGG TAG GGG ACC AA 3"). De acordo com esse estudo
original, estes iniciadores mostraram-se capazes de amplificar uma regido conservada
do gene merA, correspondente a 1234 pb, em 97 % das amostras bacterianas Gram-

negativas resistentes ao mercurio.

Em todas as reacdes de amplificagdo, realizadas em um termociclador
Mastercycler Personal (Eppendorf, Alemanha), foram incluidas as cepas-padrao
Escherichia coli ATCC 35218 Hg® e Escherichia coli ATCC 23724 Hg® como controles

positivo e negativo, respectivamente.

3.9.3. Parametros da PCR Utilizando a Enzima Taq DNA Polimerase
Recombinante

Para a execugao deste protocolo, um tubo de reagao continha 30 pmol de cada

um dos iniciadores (Al e A5), 200 uM de cada ANTP, 2,5 mM de MgCl, e 1,25 U de

Taq DNA Polimerase recombinante (Invitrogen”, Estados Unidos), num volume final de

50 uL. As condigdes de amplificagdo utilizadas foram: 1 ciclo de 95 °C / 2 minutos, 70

°C /20 segundos, 72 °C / 1 minuto; seguido por 29 ciclos de 95 °C / 1 minuto, 70 °C /

20 segundos, 72 °C / 1 minuto; e finalizando com 1 ciclo de 72 °C / 5 minutos.

3.9.4. Parametros da PCR Utilizando a Enzima Platinum® Taq DNA Polimerase

A composi¢ao da solugdo de reagdo apresentou apenas uma diferenca em
relacdo ao protocolo anterior, a adicdo de 1,25 U de Platinum® Taq DNA Polimerase
(Invitrogen®, Estados Unidos). As condi¢des de amplificagio foram as mesmas
definidas por Liebert et al. %6, 1 ciclo de 95 °C /2 minutos, 64 °C / 2 minutos, 72 °C /3
minutos; seguido por 29 ciclos de 95 °C / 1 minuto, 64 °C / 2 minutos, 72 °C / 3

minutos; e finalizando com 1 ciclo de 72 °C / 5 minutos.

3.9.5. Eletroforese do DNA
Para a visualizacdo dos fragmentos de DNA amplificados, 10 pL de cada
produto de amplificagdo e 5 pL do padrdo de peso molecular “DNA Ladder 1 Kb”
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos) foram aplicados individualmente nos pogos de um gel
de agarose (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) preparado com concentracdo igual a 1 %
(peso / volume) e Tampao TBE 0,5 X. Apds a separacdo dos fragmentos utilizando 90
volts durante 3 horas, o gel foi submetido a coloragdo utilizando uma solugdo de

brometo de etideo (0,5 mg / mL) para a visualizagdo dos fragmentos de DNA. Em
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seguida, a presenca dos fragmentos foi visualizada empregando um sistema
automatizado de fotodocumentagdo (UVlItec, Reino Unido) e seu peso molecular foi
estimado a partir da comparagdo com os resultados apresentados pelo padrio “DNA

Ladder 1 Kb” (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).

3.10. Purificacao e Quantificacio do DNA
Para o sequenciamento do gene merAd detectado nos isolados bacterianos, os
produtos de PCR foram eluidos e purificados utilizando-se o “Illustra GFX DNA PCR
and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare, Reino Unido), seguindo os

procedimentos descritos no Anexo 5.

A quantificagdo do DNA purificado baseou-se na comparagdo visual da
intensidade da fluorescéncia apresentada pelas bandas do padrao com a fluorescéncia
exibida por cada amostra de DNA purificado. Foram encaminhadas para o
sequenciamento as amostras de DNA que apresentaram fluorescéncia correspondente a
150-200 ng, faixa ideal de concentracdo do DNA para gerar resultados de boa qualidade

no sequenciamento.

Resumidamente, apds a purificagdo, o DNA foi quantificado através da
utilizagio do padrio “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen®, Estados Unidos), uma
mistura composta por fragmentos de DNA com 2000, 1200, 800, 400, 200 e 100 pb que
resulta em bandas de DNA contendo 200, 120, 80, 40, 20 ¢ 10 ng de DNA no gel de

agarose apos a realizagdo da eletroforese.

Para a quantificagdo, foi preparado um gel de agarose (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) a 2 % (peso / volume) com tampao TBE 0,5 X. Em cada slot do gel foram
aplicados 4 pL do “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen®, Estados Unidos) e o mesmo
volume de cada amostra purificada, separadamente. Apos a realizagdo da eletroforese
utilizando 70 volts durante 2 horas, o gel de agarose foi corado com uma solugdo de
brometo de etideo (0,5 mg / mL) e visualizado em sistema automatizado de

fotodocumentacao (UVlItec, Reino Unido).

3.11. Sequenciamento do DNA
Para o sequenciamento dos fragmentos do gene merA detectados nas bactérias
Gram-negativas resistentes ao mercurio foi utilizado o método desenvolvido por Sanger

e colaboradores '%°.
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O sequenciamento das amostras foi realizado na Plataforma de Sequenciamento
de DNA PDTIS / FIOCRUZ — R1J utilizando o equipamento “48-Capilar ABI3730 DNA
Analyzer” com capilares de 36 cm e polimero POP7™ (Applied Biosystems, Estados
Unidos). Os produtos de PCR foram marcados utilizando-se 3,2 pmol dos iniciadores
Al (F) e A5 (R), separadamente e 2,5 pL do reagente “ABI PRISM® BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems, Estados Unidos)
em um volume final de 10 pL. As reacdes de marcagdo foram realizadas em
termociclador “GeneAmp” PCR System 9700 (Applied Biosystems, Estados Unidos)
com 40 ciclos de 94 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 4 minutos.
Apds a marcacdo, as amostras foram purificadas pela precipitagdo com Hi-Di™
Formamide (Applied Biosystems, Estados Unidos) e injetadas eletronicamente no
seqlienciador automatico. Os procedimentos técnicos estdo descritos detalhadamente no

Anexo 6.

3.12. Interpretacio dos Dados Gerados pelo Sequenciamento
As ferramentas selecionadas para interpretar os dados resultantes do
sequenciamento de DNA foram os programas BLAST (“Basic Local Alignment
Sequence Tool”) e T-COFFEE (Tree-based Consistency Objective Function For
Alignment Evaluation). Para os alinhamentos locais foi utilizado o BLAST "°, um
programa otimizado para a pesquisa do maior grau de similaridade entre a sequéncia em
estudo e sequéncias depositadas em bancos de dados de livre acesso. Para executar os

alinhamentos miltiplos, utilizamos o T-COFFEE "'

132,133

, um programa que gera resultados
consistentes e acurados e, diferente dos outros, reconhece caracteristicas que
envolvem as sequéncias como um todo, através do alinhamento global, assim como

especificidades das sequéncias, a partir do alinhamento local.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Presenca de Bactérias Gram-negativas Resistentes ao Merclrio nos
Sistemas Aquaticos
Conforme mencionado anteriormente, as coletas de amostras de dgua foram
realizadas em 4 estados representantes de diferentes regides geograficas brasileiras (Rio
de Janeiro — Regido Sudeste, Rondonia — Regiao Norte, Mato Grosso — Regido Centro-
Oeste e Rio Grande do Sul — Regiao Sul), entre os anos de 2005 e 2009. Os pontos de
coleta foram classificados em categorias, de acordo com o impacto antropogénico
predominante ou a atividade desenvolvida no local: “efluentes domésticos e

29 <¢ 2 ¢

industriais”, “efluentes de mineragao”, “represa” e “pisciculturas”.

Como resultado, 123 isolados de bactérias Gram-negativas resistentes ao
mercurio foram obtidos a partir de 30 amostras de agua coletadas, sendo possivel isolar
bactérias resistentes ao mercurio de todos os pontos de coleta, independente do historico

de contaminagao por mercurio.

Do total de isolamentos, 57 (46 %) amostras bacterianas foram isoladas de
pontos de coleta afetados pelo lancamento de efluentes domésticos e industriais
localizados no Rio de Janeiro e no Rio Grande do Sul (Tabela 2). A partir das coletas
realizadas na bacia da Baia de Guanabara, considerada como o complexo estuarino mais
importante para a produtividade da pesca na costa sudeste do Brasil e receptora de
esgotos domésticos e residuos industriais, incluindo metais toéxicos, sem tratamento a
partir de uma 4rea densamente povoada ''*, foram coletadas 11 amostras de agua que
resultaram em 48 (39 %) isolados bacterianos resistentes ao mercurio. As coletas foram
realizadas em novembro de 2005 (3 amostras; 25 isolados), junho de 2006 (3 amostras;
6 isolados) e marco de 2008 (5 amostras; 17 isolados). No Rio Grande do Sul, em cujas
regides estudadas ndo foram encontrados registros historicos que demonstrassem a
utilizacdo de grandes quantidades de merctrio no passado, foi realizada apenas uma
coleta de 6 amostras de agua, em margo de 2009, que resultou em 9 isolados
bacterianos. O isolamento de bactérias resistentes ao mercuirio em todos os pontos de
coleta reforca a suspeita de Fragomeni ef al. '°' de que existiriam atividades produtivas
artesanais e industriais na regido que utilizavam quantidades importantes de compostos

de merctrio em seus processos.

Em Ronddnia, foram coletadas 5 amostras de d4gua que permitiram a obten¢ao de

52 (42 %) isolados bacterianos, dos quais 37 isolados foram provenientes de 3 amostras
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de agua coletadas em pontos de coleta afetados pelo langamento de efluentes de
mineragdo de cassiterita e 15 isolados foram oriundos de 2 amostras de dgua coletadas
em represa, nos meses de setembro e outubro de 2007, respectivamente. Naquela regido,
os sistemas aquaticos sao importantes fontes de alimentos para a populagdo local, cuja

dieta ¢ baseada no consumo de peixes, sendo sua principal fonte de proteinas '**.

Em Mato Grosso, das 8 amostras de agua coletadas em “pisciculturas” foram
obtidos 14 isolados bacterianos resistentes, tendo sido 1 isolado de 1 amostra de agua
coletada em dezembro de 2007 e 13 isolados a partir de 7 amostras de agua obtidas em
abril de 2009. Isto sugere que o efeito seletivo exercido pela contaminagcdo mercurial
ocorrida no passado permanece atualmente na comunidade microbiana local, através da

presenga de bactérias resistentes a0 mercurio nestas areas.

Dos 123 isolados bacterianos obtidos, a maior parte (42 %) foi proveniente das 5
amostras de agua coletadas em Rondonia, principalmente de pontos de coleta afetados
pelo langamento dos efluentes de mineragdo, embora tenha sido coletado naquela regido
o menor numero de amostras de agua deste estudo. O menor nimero de isolamentos de
bactérias resistentes foi observado nas amostras de dgua coletadas no Rio Grande do Sul

(7 %) como pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Numero de Amostras de Agua Coletadas e de Isolados Bacterianos de

acordo com a Regido Geografica de Origem.

Atividade /
N° de Total de Percentual
Regiio Impacto Periodo da N°de
Amostras | Amostras de Isolados
Geografica | Antropogénico| Coleta , , Isolados
Pred de Agua de Agua por Estado
redominante
Novembro
3 25
2005
Efluentes
Sudeste . Junho 11 48
domésticos e 3 6
(R)) . o 2006 (37 %) (39 %)
industriais
Margo
5 17
2008
Efluentes
Sul Margo 6 9
domésticos e 6 9
(RS) _ o 2009 (20 %) (7 %)
industriais
Efluentes de Setembro
3 37
Norte mineracao 2007 5 52
utubro 0 0
(RO) . Outub i (17 %) N (42 %)
epresa
P 2007
Dezembro
Centro- Pisciculturas 1 1
2007 8 14
Oeste
Abril 27 %) (11 %)
(MT) Pisciculturas 7 13
2009
30 123
Total 123
(100 %) (100 %)

A maioria das bactérias isoladas (80 %) foi oriunda dos ecossistemas aquaticos

dos estados de Rondonia (areas afetadas pelo langamento de efluentes de mineragdo de
cassiterita), Mato Grosso (pisciculturas) e Rio de Janeiro (areas afetadas pelo
lancamento de efluentes domésticos e industriais), regides que, de acordo com a
literatura, apresentam um historico conhecido de contaminagdo mercurial. De acordo

59,135
com alguns autores

, a presenca de bactérias resistentes em regides onde a emissao
do metal foi interrompida sugere que as formas soltveis do mercurio continuam
disponiveis nas areas estudadas e esta exposicdo deve interferir na resposta adaptativa

das bactérias, estimulando o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia.
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Por outro lado, a presenca de bactérias resistentes nos locais que nao apresentam
um histérico conhecido de contaminagao mercurial sugere que a eficiéncia do transporte
atmosférico do Hg pode estar possibilitando sua presenga em ecossistemas aquaticos
onde fontes de emissdo deste poluente sdo desconhecidas, e consequentemente esta
presenca estaria selecionando bactérias resistentes ao Hg na comunidade bacteriana
local. Outra possivel explicagdo ¢ que também existam fontes de Hg nos ambientes que
ndo sdo conhecidas ou descritas na literatura. De qualquer forma, estes dados reforcam a
hipétese da ubiquidade da contaminacdo ambiental pelo merctrio, reconhecido como

poluente global *%137,

4.2. Nivel de Resisténcia ao Mercurio Inorganico Apresentado pelas Bactérias
As amostras bacterianas Gram-negativas isoladas das 4 regides geograficas (n =
123) foram avaliadas para a determinacdo da Concentragdo Minima Inibitéria de
mercirio (CMly,). Foi observada uma relacdo inversa entre as concentragdes de
mercurio adicionadas ao meio de cultura e o numero de isolados bacterianos resistentes,

como pode ser observado na Tabela 3.

A maioria dos isolados (n = 119; 97 %) apresentou CMlIy;, igual a 20 uM. Este
nivel de resisténcia foi observado em todos os isolados oriundos do Rio Grande do Sul
(n=9) e de Rondodnia (n = 52), 96 % dos isolados do Rio de Janeiro (n =46) e 86 % dos
isolados de Mato Grosso (n = 12). Apenas 4 isolados apresentaram valores de CMIy,
superiores a 20 uM e todos foram oriundos de amostras coletadas de regides
historicamente contaminadas com mercurio no passado. Um dos isolados apresentou
CMly, igual a 25 uM e foi oriundo do Rio de Janeiro, enquanto os outros 3 isolados
apresentaram CMly, igual a 30 pM, sendo 1 oriundo do Rio de Janeiro e 2 de Mato

Grosso.

Quando uma bactéria apresenta altos niveis de resisténcia, acredita-se que
provavelmente foi exposta a altas concentragdes do metal pesado e, possivelmente, por
um tempo prolongado "**. Portanto, estes microrganismos poderiam ser considerados
indicadores bioldgicos de poluicdo por metais toxicos no ambiente e indicadores do

impacto do metal na comunidade bacteriana destes ecossistemas.
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Tabela 3 — Concentra¢gdo Minima Inibitoria de Mercurio (CMly,) Apresentada pelas

Bactérias Isoladas.

Percentual
Regiao Atividade / Impacto
CMly, | delsolados | Total
Geogrifica Antropogénico Predominante
por Estado
Efluentes de mineracgao e
Norte (RO) 20 uM 52 (100 %)
Represa
Efluentes domésticos e
Sudeste (RJ) ) o 20 uM 46 (96 %)
industriais 119
Centro-Oeste (MT) Pisciculturas 20 uM 12 (86 %)
Efluentes domésticos e
Sul (RS) ) o 20 uM 9 (100 %)
industriais
Efluentes domésticos e
Sudeste (RJ) ) o 25 uM 1 (2 %) 1
industriais
Centro-Oeste (MT) Pisciculturas 30 uM 2 (14 %)
Efluentes domésticos e 3
Sudeste (RJ) ) o 30 uM 1(2%)
industriais
Total 123

4.3. Caracteristicas Bioquimicas das Bactérias Resistentes ao Mercurio
Do total de 123 isolados bacterianos, foi possivel classificar 113 isolados quanto
ao género ou espécie. As bactérias classificadas inicialmente como bastonetes ou
cocobacilos Gram-negativos foram submetidas a testes bioquimicos através da
utilizagdo ndo concomitante de dois sistemas miniaturizados de identificacdo
disponiveis comercialmente. Ao final, 57 isolados bacterianos (46 %) foram

L™ Crystal™ Enteric / Nonfermenter ID Kit (Beckton,

identificados pelo sistema BB
Dickinson and Company, Estados Unidos) e 56 (46 %) pelo sistema API® 20E
(BioM¢érieux, Franga), enquanto os outros 10 isolados (8 %) apresentaram identificacao
inconclusiva em ambos os sistemas. Estes isolados ndo identificados foram oriundos do
Rio de Janeiro (n = 5), Ronddnia (n = 2) e Mato Grosso (n = 3), conforme apresentado

na Tabela 4.
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Avaliando o ntimero total de bactérias de origem ambiental identificadas pelos
dois sistemas bioquimicos (92 %), cujos desenvolvimentos foram direcionados para o
diagnostico de bactérias clinicamente relevantes, pode-se considerar o resultado
bastante satisfatorio. Porque os testes de controle de qualidade divulgados pelos
fabricantes apontam um indice de sucesso proximo a 90 % para a identificacdo de

bactérias Gram-negativas de origem clinica.

E importante ressaltar que muitos microrganismos de origem ambiental nio
apresentam crescimento quando cultivados em meios de cultura sintéticos e os métodos
fenotipicos de identificacdo bacteriana somente podem ser empregados em amostras
cultivadas in vitro que exibam caracteristicas metabolicas de acordo com os padrdes
observados nos géneros e espécies ja descritos. Deste modo, considera-se que os
microrganismos cultivaveis e identificaveis devem representar uma pequena fracao da

diversidade bacteriana presente no ambiente >"%'%°,

Como resultado da primeira coleta realizada no Rio de Janeiro, em novembro de
2005, foram isoladas 25 amostras bacterianas dos rios Sao Jodo de Meriti e Acari, que
recebem aguas residuais domésticas nao tratadas. Destas, foi possivel identificar 22
isolados (88 %): Enterobacter cloacae (n = 6; 27 %); Klebsiella pneumoniae (n = 5; 23
%); Aeromonas sp. (n = 2; 9 %); Vibrio metschnikovii (n = 2; 9 %); E. coli (n = 1; 4,5
%); Enterobacter asburiae (n = 1; 4,5 %); Pseudomonas putida (n = 1; 4,5 %);
Raoultella terrigena (n = 1; 4,5 %); Leclercia adecarboxylata (n = 1; 4,5 %),
Enterobacter sp. (n = 1; 4,5 %) e Serratia sp. (n=1; 4,5 %).

Ainda no Rio de Janeiro, foram isoladas 6 amostras bacterianas Gram-negativas
na segunda coleta, em junho de 2006, das quais 5 (83 %) foram identificadas: E.
cloacae (n=1; 20 %); K. pneumoniae (n=1; 20 %); Stenotrophomonas maltophila (n=1;
20 %); Enterobacter aerogenes (n=1; 20 %) e Sphingomonas paucimobilis (n=1; 20 %).
Na tultima coleta realizada nesta regido, em margo de 2008, 17 isolados foram obtidos,
sendo que 16 (94 %) destes foram identificados: E. cloacae (n = 6; 37,5 %); E. coli (n =
4; 25 %); K. pneumoniae (n = 2; 12,5 %); Enterobacter sp. (n = 1; 6 %); P. putida (n =
1; 6 %); Klebsiella oxytoca (n = 1; 6 %) e Serratia odorifera (n=1; 6 %).
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Tabela 4 — Espécies Bacterianas Isoladas nas Diferentes Regides Geograficas Incluidas

no Estudo.

Regido Geografica | Periodo da Coleta | Espécies Bacterianas Identificadas

Sudeste (RJ) novembro / 2005 | Enterobacter cloacae (6*)
Klebsiella pneumoniae (3*+2*%*)
Aeromonas sp. (1*+1%%)
Vibrio metschnikovii (2*)
Escherichia coli (1*)
Enterobacter asburiae (1*)
Pseudomonas putida (1*)
Raoultella terrigena (1%)
Leclercia adecarboxylata (1*)
Enterobacter sp. (1%)

Serratia sp. (1*%*)

identificacdo inconclusiva (3)

junho / 2006 Enterobacter cloacae (1*¥)
Klebsiella pneumoniae (1%*)
Stenotrophomonas maltophila (1**)
Enterobacter aerogenes (1*)
Sphingomonas paucimobilis (1%*)

identificacdo inconclusiva (1)

marco / 2008 Enterobacter cloacae (1*+5%%)
Escherichia coli (1*+3%*%)
Klebsiella pneumoniae (2¥%*)
Enterobacter sp. (1¥*)
Pseudomonas putida (1%)
Klebsiella oxytoca (1*¥)
Serratia odorifera (1*%*)
identificacdo inconclusiva (1)

(continua)
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Tabela 4 — Espécies Bacterianas Isoladas nas Diferentes Regides Geograficas Incluidas

no Estudo.

(continuagao)

Regiao Geografica Periodo da Coleta Espécies Bacterianas Identificadas

Norte (RO) setembro / 2007 Enterobacter cloacae (3*+17%%)
Klebsiella pneumoniae (1*+4*%)
Serratia sp. (1*¥+2*%*)

Raoultella ornithinolytica (2**)
Enterobacter sp. (2%)
Burkholderia cepacia (1%*)
Acinetobacter baumannii (1*)
Pseudomonas sp. (1*%)

identificacdo inconclusiva (2)

outubro /2007 Pantoea sp. (1*+10%*)
Enterobacter cloacae (1%)
Kluyvera cryocrescens (1*)
Kluyvera sp. (1%*)

Serratia sp. (1¥%)

Centro-Oeste (MT) dezembro / 2007 Identificagdo inconclusiva (1)

abril / 2009 Klebsiella pneumoniae (4%)
Enterobacter cloacae (4*)
Acinetobacter baumannii (2*)
Pantoea sp. (1*)

identificac¢do inconclusiva (2)

Sul (RS) margo / 2009 Klebsiella pneumoniae (9%)

* identificag@o utilizando o sistema Crystal™;

*#* jdentificacdo utilizando o sistema API”.
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Foram isoladas 48 amostras bacterianas ao final das coletas realizadas no Rio de
Janeiro. Os géneros bacterianos mais observados foram Enterobacter sp. (35 %),
Klebsiella sp. (19 %) e a espécie E. coli (10 %), totalizando 64,5 % de todos os
isolamentos de bactérias resistentes ao mercurio realizados nos pontos de coleta do
estado. O género bacteriano mais isolado nas trés coletas foi Enterobacter sp. Em 2005,
o percentual de isolamento de Enterobacter sp. capazes de crescer na presenca de
mercurio (20 uM) foi igual a 29 % e nos anos seguintes o percentual apresentou

elevacao, com 43 % no ano de 2006 e 41 % em 2008.

Das amostras de agua coletadas em marco de 2009 no Rio Grande do Sul, de
areas influenciadas pelo langamento de efluentes domésticos e industriais, foram
obtidos 9 isolados bacterianos Gram-negativos capazes de crescer na presenca de 20
UM de mercurio adicionado ao meio de cultura e todos foram identificados como K.

phneumoniae.

Dos pontos de coleta caracterizados como areas afetadas pelo langamento de
efluentes de mineragdo de cassiterita, todos localizados em Ronddnia, foram isoladas 37
amostras bacterianas Gram-negativas em setembro de 2007. Deste total, 35 amostras
foram identificadas: E. cloacae (n = 20; 57 %); K. pneumoniae (n = 5; 14 %); Serratia
sp. (n = 3; 9 %); Raoultella ornithinolytica (n = 2; 6 %); Enterobacter sp. (n = 2; 6 %);
Burkholderia cepacia (n = 1; 3 %); Acinetobacter baumannii (n = 1; 3 %) e
Pseudomonas sp. (n = 1; 3 %). Ainda em Ronddnia, como resultado das coletas
realizadas em outubro de 2007 na Represa de Samuel, foram isoladas 15 amostras
bacterianas Gram-negativas, as quais foram identificadas como Pantoea sp. (n = 11; 73
%); E. cloacae (n = 1; 7 %); Kluyvera cryocrescens (n = 1; 7 %); Kluyvera sp. (n=1; 7
%) e Serratia sp. (n=1; 7 %).

Ao final, com os resultados obtidos a partir das duas coletas realizadas em
Rondonia, podemos observar que foram isoladas 52 amostras bacterianas, distribuidas
entre os géneros: Enterobacter sp. (n = 23; 44 %); Pantoea sp. (n = 11; 21 %);
Klebsiella sp. (n = 5; 10 %); Serratia sp. (n = 4; 8 %); Raoultella sp. (n = 2; 4 %);
Kluyvera sp. (n = 2; 4 %); Burkholderia sp. (n = 1; 2 %); Acinetobacter sp. (n=1; 2 %);
Pseudomonas sp. (n = 1; 2 %) e dois isolados (4 %) com identificagdo taxondmica

inconclusiva ao final dos testes bioquimicos.

Em Rondonia, as duas coletas aconteceram em periodos de tempo proximos, nos
meses de setembro e outubro de 2007, porém em regides muito diferentes. Como

resultado de isolamento de bactérias resistentes ao mercirio nesta regido geografica,
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obtivemos o predominio de Enterobacter sp. (59,5 %) na primeira coleta e Pantoea sp.
(73 %) na segunda coleta. Ao final das duas coletas, os géneros bacterianos mais
observados foram Enterobacter sp. (44 %), Pantoea sp. (21 %) e Klebsiella sp. (10 %),
totalizando 75 % de todos os isolamentos de bactérias resistentes ao mercurio realizados

nos pontos de coleta do estado.

Das coletas realizadas em pisciculturas localizadas no estado de Mato Grosso,
foram isoladas 14 amostras bacterianas Gram-negativas. Em dezembro de 2007, 1
amostra bacteriana foi isolada, porém nao foi identificada devido a apresentacdo de
resultados inconclusivos nos testes bioquimicos de ambos os kits. Em abril de 2009, 13
amostras bacterianas foram isoladas e, destas, 11 foram identificadas: K. pneumoniae (n
=4;36 %); E. cloacae (n = 4; 36 %); A. baumannii (n = 2; 18 %) e Pantoea sp. (n = 1;
9 %).

Em Mato Grosso, a maioria dos isolados bacterianos ao final das duas coletas
foram representantes dos géneros Enterobacter sp. (29 %); Klebsiella sp. (29 %) e
Acinetobacter sp. (14 %), totalizando 71,5 % das bactérias identificadas a partir das

amostras de agua coletadas na regiao.

Podemos destacar a diversidade bacteriana de isolados do Rio de Janeiro, onde
foram identificadas algumas amostras de E. coli, Aeromonas sp., V. metschnikovii, L.
adecarboxylata, S. maltophila e S. paucimobilis, as quais nao foram obtidas de nenhuma
outra regido geografica. Por outro lado, embora apresentando menor diversidade
bacteriana, as coletas realizadas em Rondonia resultaram no isolamento de B. cepacia ¢
Kluyvera sp., também ndo encontradas nos outros ecossistemas aquaticos estudados,

como pode ser observado na Tabela 5.

Observamos que o género bacteriano mais prevalente nas amostras coletadas no
Rio de Janeiro e Rondonia foi Enterobacter sp. Resultado semelhante foi obtido ao final
das coletas realizadas em Mato Grosso, onde foram prevalentes os géneros Enterobacter
sp. ¢ Klebsiella sp., e no Rio Grande do Sul, onde foram isoladas apenas K.
pneumoniae. Independente dos pontos de coleta apresentarem historico de
contaminagdo por esgoto doméstico observou-se que as enterobactérias, representadas
principalmente pelas espécies E. cloacae ¢ K. penumoniae foram as bactérias Gram-
negativas resistentes a0 mercurio mais comumente isoladas nos diferentes ecossistemas
aquaticos (Grafico 1). O género de enterobactérias Pantoea sp. apresentou alto indice de

isolamento nas coletas realizadas na Represa de Samuel, em Rondonia, o que pode ser
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justificado por sua presenga frequente em sementes, superficies de plantas, do solo e da

. : 140
agua, de acordo com Rezzonico et al. ™.

Podemos observar que ndo houve diferencga significativa quanto aos géneros
bacterianos isolados em maior numero nos locais amostrados, a maioria representante
da familia Enterobacteriaceae, embora os pontos de coleta apresentassem caracteristicas
bastante distintas. E possivel que os resultados obtidos ndo reflitam a diversidade
bacteriana dos ecossistemas aquaticos estudados, pois os procedimentos de cultivo e
isolamento adotados podem ter beneficiado o isolamento dos grupos bacterianos

identificados com maior frequéncia.

Tabela 5 — Relacao de Espécies Bacterianas Identificadas de acordo com a Origem.

Atividade / Isolados Bacterianos Identificados
Regido Impacto Periodo
. - N°/ | N°/
Geografica | Antropogénico | da Coleta Géneros/Espécies | N° (%)
P . coleta | regiao
redominante
E. cloacae 6 (27)
K. pneumoniae 5(23)
Aeromonas sp. 2(9)
V. metschnikovii 2(9)
E. coli 1(4,5)
Novembro
E. asburiae 14,5 | 22
2005
P. putida 1 (4,5)
Efluentes R. terrigena 1(4,5)
Sudeste _
®) domésticos e L. adecarboxylata | 1 (4,5)
industriais Enterobacter sp. 1(4,5)
Serratia sp. 1 (4,5)
E. cloacae 1 (20)
K. pneumoniae 1 (20)
Junho
S. maltophila 1 (20) 5
2006
E. aerogenes 1 (20)
S. paucimobilis 1(20)
(continua)
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Tabela 5 — Relacao de Espécies Bacterianas Identificadas de acordo com a Origem.

(continuagao)
Atividade / Isolados Bacterianos Identificados
Regido Impacto Periodo da
Geogrifica | Antropogénico | Coleta | Gaperos/Espécies| N° (%) NS N
. coleta | regido
Predominante
E. cloacae 6 (37,5)
E. coli 4 (25)
Efluentes K. pneumoniae 2 (12,5)
Sudeste _ Marco
domésticos e Enterobacter sp. 1 (6) 16 43
(RJ) : . 2008
industriais P. putida 1(6)
K. oxytoca 1(6)
S. odorifera 1(6)
E. cloacae 20 (57)
K. pneumoniae 5(14)
Serratia sp. 3(9)
Efluentes de | Setembro |R. ornithinolytica | 2 (6) ;
5
mineragio 2007 Enterobacter sp. 2 (6)
B. cepacia 1(3)
Norte (RO) A. baumannii 1(3) 50
Pseudomonas sp. 1(3)
Pantoea sp. 11(73)
E. cloacae 1(7)
Outubro
Represa K. cryocrescens 1(7) 15
2007
Kluyvera sp. 1(7)
Serratia sp. 1(7)
K. pneumoniae 4 (36)
Centro- Abril | E. cloacae 4 (36)
Pisciculturas 11 11
Oeste (MT) 2009 | A. baumannii 2 (18)
Pantoea sp. 1(9)
Efluentes
Margo 9
Sul (RS) domésticos e K. pneumoniae 9 9
_ . 2009 (100,0)
industriais
Total 113
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Grafico 1 — Principais Géneros e Espécies Bacterianos Identificados nos Ecossistemas

Aquaticos.

60

50
&840
o
&
[=]
@
@ 30
o 12%
o moutras espécies
520 19% WA, baumannii
o
= BE coli

10 189% B Pantoea sp.

0
369, 9 B K. pneumoniae
(1]
0 100 % B E. cloacae
Rio de Janeiro Rondénia Mato Grosso Rio Grande do Sul

Regido geogréfica

4.4. Significado da Predominéncia do Isolamento de Enterobactérias Resistentes
ao Mercurio nos Sistemas Aquaticos

A partir da classificagdo bioquimica, observou-se o predominio de bactérias

pertencentes aos grupos dos coliformes fecais (E. coli, Enterobacter sp. e Klebsiella sp.)

e coliformes totais, como Serratia sp. Esses resultados indicam a presenca de

microrganismos indicadores de polui¢ao fecal recente por aguas residuais e excretas de

origem animal ou humana e o efeito negativo da poluicdo sobre a biodiversidade dos

sistemas aquaticos estudados.

As bactérias do grupo dos coliformes fecais sao utilizadas para a avaliagdo das
condig¢des sanitarias da agua, como indicadores de poluigdo fecal, devido a sua presenga
no trato gastrintestinal de humanos e de outros animais de sangue quente e sua
eliminagdo em grande numero pelas fezes, que podem conter microrganismos

A" r . ~ 34
patogénicos e tornarem-se veiculos para transmissdo de doengas ™.

A aquisicdo da resisténcia por estas bactérias pode ser resultante da pressdo
seletiva exercida pelos contaminantes oriundos da liberacao de efluentes domésticos e
residuos industriais nos ecossistemas, fazendo com que representem um risco real para a
saude publica através do contato direto da populacdo local com esses sistemas

aquaticos.

Além disso, a presenca ubiqua de enterobactérias resistentes ao mercurio nos

diferentes ecossistemas estudados, corroborando outros estudos da literatura realizados
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no Egito *°, Turquia e Canadda ™, sugere a importancia da transferéncia gé€nica
horizontal na ecologia de comunidades microbianas adaptadas ao ambiente devido a
reconhecida capacidade de transferéncia de elementos genéticos moveis por
enterobactérias, os quais podem conferir resisténcia a antibioticos e metais toxicos

simultaneamente.

Como discutido por Goni-Urriza et al. '**, as 4guas dos rios sdo o principal
destinatario dos poluentes presentes nos efluentes dos esgotos urbanos. Considerando
que os rios sao uma das principais fontes de agua para consumo humano e animal, essa
poluicao representa um grave problema de satide publica, além de contribuir para a
selecdo, a manutencdo ¢ a disseminacdo de bactérias resistentes a esses poluentes no

ambiente aquatico.

4.5. Variacoes do Metabolismo Bacteriano frente aos Substratos Bioquimicos
A identificagdo dos géneros e espécies de bastonetes Gram-negativos ¢ baseada
na presenca ou auséncia de diferentes enzimas que participam do metabolismo
bacteriano. Estas enzimas podem ser detectadas através da exposi¢do bacteriana a
diferentes meios de cultura contendo substratos, com os quais estas enzimas podem
reagir. Quando as reagdes enzimadticas ocorrem, € possivel detectar a utilizagdo do
substrato ou a presenca de produtos metabolicos especificos, através da utilizagdo de

substancias indicadoras.

A andlise geral dos resultados dos testes bioquimicos mostra que, independente
da classificagdo taxondmica das bactérias isoladas resistentes ao mercurio, 88 % delas
mostrou-se arabinose-positiva (n = 108); 82 % sacarose-positiva (n = 101); 80,5 %
ramnose-positiva (n = 99) e 80,5 % sorbitol-positiva (n = 99). A utilizacdo de varios
carboidratos como fonte de carbono pode sugerir que estas bactérias apresentam uma
versatilidade nutricional possivelmente relacionada a uma maior capacidade de
adaptacdo a ambientes desfavordveis, embora ndo sejam conhecidos estudos que
associem o metabolismo de carboidratos ou outros substratos a presen¢a do mecanismo

de resisténcia ao mercurio em bactérias.

Os resultados obtidos pelos testes bioquimicos aplicados aos isolados deste
estudo foram comparados aos resultados esperados, adotando como padrao a tabela de
classificagdo taxondmica fornecida pelo fabricante de cada sistema de identificacdo

utilizado.
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A partir desta comparacao, foi possivel observar que alguns representantes de
géneros e espécies bacterianas, como os isolados de A. baumannii, Aeromonas sp., B.
cepacia, P. putida, R. terrigena e Serratia sp., ndo apresentaram resultados atipicos em

relagcdo ao padrao bioquimico esperado.

Por outro lado, algumas amostras apresentaram grandes diferengas em relagao ao
comportamento metabdlico esperado frente a alguns substratos bioquimicos especificos.
Os isolados bacterianos resistentes ao mercurio que apresentaram maior numero de
variacoes metabolicas foram da espécie E. coli, oriundas de pontos localizados no Rio
de Janeiro, com resultado negativo para o metabolismo da galactose (70 %) e da
arginina (70 %), e resultado positivo para os testes de inositol (70 %), glicina (70 %) e
acido malonico (70 %), contrariando o comportamento padrdo da maioria das amostras

tipicas pertencentes a esta espécie bacteriana.

Tabela 6 — Variagoes Metabolicas Apresentadas pelos Isolados de E. cloacae.

Substratos | Resultado Percentual de Divergéncia dos Resultados Esperados

Bioquimicos | Esperad
10quIMIcos | ESperado | pym=13) | RO (m=21) | MT (n =4) | Total (n = 38)

Inositol Negativo 15% 62 % 75 % 47 %
Lisina Positivo 44 % 81 % 0 63 %
Oxidase Negativo 8% 0 0 3%

Quanto as espécies que apresentaram maior numero de isolamentos ao final de
todas as coletas, E. cloacae, K. pneumoniae e Pantoea sp., foram observadas variagdes
expressivas quanto ao metabolismo de alguns substratos. A partir dos resultados
apresentados na Tabela 6, observamos que apenas 37 % dos isolados de E. cloacae
foram capazes de metabolizar o aminoacido lisina, quando o esperado, de acordo com a
literatura '**, era que mais de 90 % dos isolados apresentassem resultado positivo neste
teste. Este baixo indice deveu-se aos resultados apresentados por 19 % dos isolados de
E. cloacae ortundos de Rondonia e 46 % dos isolados do Rio de Janeiro. Ao contrario,
foi observado que quase metade (48 %) dos E. cloacae, isolados principalmente de
areas afetadas por efluentes domésticos e industriais no Rio de Janeiro e de pisciculturas
em Mato Grosso, foi capaz de metabolizar o inositol através de fermentagao, quando o
comportamento padrao da espécie € descrito como a ndo utilizacdo deste carboidrato

como fonte de energia '*,
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Tabela 7 — Variagcdes Metabolicas Apresentadas pelos Isolados de K. preumoniae.

Percentual de Divergéncia dos Resultados Esperados
Substratos | Resultado
Bioquimicos | Esperado RJ RO RS MT Total
m=8) | m=5) | m=9) | (n=4) (n=26)
Sacarose Positivo 25% 0 0 0 8%
Manitol Positivo 12 % 0 11 % 25% 11 %
Inositol Positivo 0 0 22 % 0 8%
p-n-p-B- .
] Positivo 25% 0 22 % 25% 19 %
galactosido
Citrato Positivo 25% 0 0 0 8 %
Arginina Positivo 50 % 20 % 11 % 0 35%
Lisina Positivo 25 % 0 0 0 8 %
Oxidase Negativo 0 20 % 0 0 4%

A Tabela 7 mostra que, embora o esperado fosse que mais de 90 % dos isolados
de K. pneumoniae apresentasse resultado positivo para o metabolismo da arginina '*,
apenas 65 % destes isolados foram capazes de utilizar este aminoacido como fonte de
energia. Este baixo indice deveu-se a divergéncia metabdlica apresentada por 20 % dos
isolados de areas afetadas por efluentes de mineracdo no estado de Ronddnia e 50 % dos

isolados de éreas afetadas por efluentes domésticos e industriais no Rio de Janeiro.

Inversamente, era esperado que a maioria dos isolados de Pantoea sp.
apresentasse resultado negativo para o teste de indol, mas a maior parte das amostras,
isoladas de uma represa localizada em Rondonia, mostrou-se positiva quanto ao

metabolismo do aminodcido triptofano, como descrito na Tabela 8.
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Tabela 8 — Variacdes Metabodlicas Apresentadas pelos Isolados de Pantoea sp.

Substratos | Resultado | Percentual de Divergéncia dos Resultados Esperados
Bioquimicos | Esperado | Ro (n=11) | MT(n=1) Total (n = 12)
Ramnose Positivo 9% 0 8%
Manitol Positivo 9% 0 8%
Indol Negativo 91 % 0 83 %

De acordo com Oliveira e Pampulha '*, a maioria dos microrganismos do trato
intestinal humano, quando submetida as condi¢des adversas que predominam nos
corpos d’agua, tende a decrescer em numero, devido & competitividade e condigdes
inadequadas para o seu crescimento. Porém, a reconhecida capacidade de adaptagao
bacteriana favorece a sobrevivéncia daquelas que melhor se integram as condigdes
ambientais, através do desenvolvimento de novas fungdes metabolicas que permitiriam
a utilizacdo dos nutrientes disponiveis nos ecossistemas como fontes de energia pelas

bactérias.

4.6. Relacdo entre os Niveis de Resisténcia ao Mercurio apresentados pelas
Bactérias de acordo com as Regides Geograficas de Origem
Os resultados dos ensaios indicam que 96 % das amostras bacterianas isoladas
dos ecossistemas aquaticos estudados apresentaram CMlIy, igual a 20 pM, independente
dos pontos de coleta apresentarem ou ndo um histérico de contaminagdo por mercurio
(Tabela 9). No Rio de Janeiro, isolados de E. cloacae (n = 13; 28 %), K. pneumoniae (n
=38; 17 %) e E. coli (n = 5; 11 %) apresentaram CMIy, igual a 20 pM. Em Rondonia,
todas as bactérias isoladas apresentaram CMly;, igual a 20 pM, com destaque para E.
cloacae (n = 21; 40 %), Pantoea sp. (n = 11; 21 %) e K. pneumoniae (n = 5; 10 %). Do
total de isolados em Mato Grosso apresentando CMly;, igual a 20 pM, 25 % foram E.
cloacae (n = 3), 25 % K. pneumoniae (n = 3), 17 % A. baumannii (n = 2) e 8§ % Pantoea
sp. (n = 1), com representantes da mesma espécie (E. cloacae ¢ K. pneumoniae)
apresentando valores de CMly, diferentes (Tabela 9). No Rio Grande do Sul, todas as

bactérias isoladas (K. pneumoniae) apresentaram CMIy, igual a 20 uM.

Foi observado que um pequeno numero de isolados apresentou niveis de CMIy,
mais elevados (> 20 uM), aparentemente sem relagdo com género ou espécie

bacterianos identificados, mas algumas espécies apresentaram maior nivel de resisténcia
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ao mercurio em algumas regides geograficas. Apenas um isolado da espécie E. cloacae,
oriundo de coletas realizadas em pisciculturas localizadas em Mato Grosso, apresentou
CMly, igual a 30 uM. Enquanto isso, os outros 38 isolados da mesma espécie, oriundos
do Rio de Janeiro, Rondonia e Mato Grosso, apresentaram CMly, igual a 20 pM,

independente do histérico de contaminagdo por mercurio nas regioes.

Da mesma forma, 1 isolado de K. pneumoniae oriundo de pisciculturas de Mato
Grosso apresentou CMlIy, igual a 30 uM e os outros 26 isolados, provenientes de todas
as regioes estudadas, apresentaram CMlIy, igual a 20 pM. Dois isolados bacterianos
obtidos de pontos de coleta afetados pelo langamento de efluentes domésticos e
industriais no Rio de Janeiro apresentaram CMlIy, superior a 20 uM, identificados como

R. terrigena (25 uM) e L. adecarboxylata (30 pM).

Portanto, podemos observar que a maioria das bactérias isoladas de todas as
regides geograficas apresentou CMlIy, igual a 20 uM. Apenas 2 isolados (R. terrigena e
L. adecarboxylata) de areas afetadas por efluentes domésticos e industriais na regido
sudeste e 2 isolados (E. cloacae e K. pneumoniae) de pisciculturas na regido centro-

oeste apresentaram CMIy, superior a 20 uM.
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Tabela 9 — Concentragdo Minima Inibitéria de Mercurio Apresentada pelas Bactérias

Isoladas dos Diferentes Ecossistemas Aquaticos.

Espécies Identificadas | N° Isolados CMI,

20 uM 25 uM 30 uM
Rio de Janeiro (total) 43 41 (95 %) 1(2%) 1(2%)
E. cloacae 13 13 (100 %) 0 0
K. pneumoniae 8 8 (100 %) 0 0
E. coli 5 5 (100 %) 0 0
Aeromonas sp. 2 2 (100 %) 0 0
V. metschnikovii 2 2 (100%) 0 0
P putida 2 2 (100 %) 0 0
Enterobacter sp. 2 2 (100 %) 0 0
E. aerogenes 1 1 (100 %) 0 0
E. asburiae 1 1 (100 %) 0 0
K. oxytoca 1 1 (100 %) 0 0
L. adecarboxylata 1 0 0 1 (100 %)
R. terrigena 1 0 1 (100 %) 0
Serratia sp. 1 1 (100 %) 0 0
S. odorifera 1 1 (100 %) 0 0
S. paucimobilis 1 1 (100 %) 0 0
S. maltophila 1 1 (100 %) 0 0
Rondonia (total) 50 50 (100 %) 0 0
E. cloacae 21 21 (100 %) 0 0
Pantoea sp. 11 11 (100 %) 0 0
K. pneumoniae 5 5 (100 %) 0 0
Serratia sp. 4 4 (100 %) 0 0
Enterobacter sp. 2 2 (100 %) 0 0
R. ornithinolytica 2 2 (100 %) 0 0
A. baumannii 1 1 (100 %) 0 0
B. cepacia 1 1 (100 %) 0 0
Kluyvera sp. 1 1 (100 %) 0 0
K. cryocrescens 1 1 (100 %) 0 0
Pseudomonas sp. 1 1 (100 %) 0 0
Mato Grosso (total) 11 9 (82 %) 0 2 (18 %)
E. cloacae 4 3 (75 %) 0 1 (25 %)
K. pneumoniae 4 3 (75 %) 0 1 (25 %)
A. baumannii 2 2 (100 %) 0 0
Pantoea sp. 1 1 (100 %) 0 0
f:(l)(;a(l})rande do Sul 9 9 (100 %) 0 0
K. pneumoniae 9 9 (100%) 0 0
Total 113 109 (96 %) 1(1 %) 33 %)
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4.7. Associacdo entre as Resisténcias ao Mercirio e a Antimicrobianos nas
Bactérias
Foi observado que a maioria (80 %) dos isolados (n = 113), que apresentaram
resisténcia ao mercirio (CMly, > 20 pM), foram resistentes a pelo menos um
antimicrobiano testado (Tabela 10). O antimicrobiano ao qual as bactérias Gram-
negativas Hg", analisadas em conjunto, foram mais frequentemente resistentes foi a
Ampicilina (AMP; 72 %), seguida por Tetraciclina (TE; 11,5 %), Acido Nalidixico
(NAL; 10 %), Cloranfenicol (C; 8 %), Sulfametoxazol-Trimetoprim (SXT; 7 %),
Canamicina (K; 4 %) e Gentamicina (Gm; 2 %). Por outro lado, todos os isolados foram
sensiveis a Estreptomicina (S), um antimicrobiano nefrotoxico e ototoxico utilizado nos

casos de resisténcia ou intolerancia aos farmacos empregados no esquema principal

preconizado para o tratamento da tuberculose '*°.

De acordo com Tenover '°, as enterobactérias sdo frequentemente sensiveis aos
antimicrobianos testados, porém os géneros Klebsiella sp., Enterobacter sp. e Serratia
sp. podem apresentar resisténcia natural a Ampicilina, o que pode explicar o alto indice
de resisténcia observado nesta amostragem a este fArmaco. Dentre os antimicrobianos
testados, o grupo dos aminoglicosideos apresentou o maior potencial de inibi¢ao do
crescimento bacteriano, menos que 5 % dos isolados foram resistentes a pelo menos

uma destas drogas (Canamicina, Gentamicina e Estreptomicina).

Nao foram observadas diferencas de resisténcia a antimicrobianos entre as
diferentes regides geograficas estudadas, assim como nao foi possivel associar os
diferentes niveis de resisténcia ao Hg (CMlIy,) a perfis especificos de resisténcia

antimicrobiana.
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Tabela 10 — Resisténcia a Antimicrobianos Apresentada pelas Bactérias Isoladas dos Diferentes Ecossistemas Aquaticos.

Resisténcia aos Antimicrobianos
Género / Espécie Bacteriana AMP TE NAL C SXT K Gm S MR

n % n % n % n % n % n % n| % (n| % | n %
E. cloacae (n = 38) 35 92 4 10,5 2 5 1 3 2 5 1 3 1 3 0] 0 2 5
K. pneumoniae (n = 26) 23 | 88,5 2 8 0 0 2 8 2 8 2 8 1 4 0] 0 3 11,5
Pantoea sp. (n=12) 2 17 0 0 1 8 1 8 0 0 1 8 0 0 0] 0 1 8
E. coli(n=5) 0 0 4 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0
Serratia sp. (n=15) 3 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0
Enterobacter sp. (n = 4) 3 75 1 25 0 0 1 25 0 0 0 0 0 0 00 1 25
A. baumannii (n = 3) 3 100 1 33 1 33 3 100 | O 0 0 0 0 0 0] 0 1 33
V. metschnikovii (n = 2) 1 50 0 0 1 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0
R. ornithinolytica (n =2) 2 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0
Aeromonas sp. (n = 2) 2 100 0 0 2 100 | O 0 1 50 0 0 0 0 0] 0 1 50
P. putida (n=2) 2 100 0 0 2 100 | 1 50 2 100 | O 0 0 0 0] 0 2 100
K. oxytoca (n=1) 0 0 1 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0
E. aerogenes (n=1) 1 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 0
E. asburiae (n=1) 1 100 0 0 1 100 | O 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0
S. odorifera (n=1) 1 100 0 0 0 0 0 0 0 0 1] 100 | 0O 0 0] 0 0 0
R. terrigena (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0
L. adecarboxylata (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 0
S. maltophila (n=1) 1 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0
S. paucimobilis (n = 1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0
B. cepacia (n=1) 0 0 0 0 1 100 | O 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0
Pseudomonas sp. (n = 1) 1 100 0 0 0 0 0 0 1 100 | O 0 0 0 00 0 0
K. cryocrescens (n = 1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 0
Kluyvera sp. (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0
Total (n=113) 81 72 13 | 11,5 | 11 10 9 8 8 5 4 2 2 0|0 | 11 10
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Observou-se também a ocorréncia de multi-resisténcia (MR) a antimicrobianos
diferentes combinados (de 2 até 5 antimicrobianos), onde os associados com maior
frequéncia foram a Ampicilina, o Acido Nalidixico, o Cloranfenicol, a Tetraciclina e o
Sulfametoxazol-Trimetoprim, todos representantes de classes diferentes de
antimicrobianos. Ao todo, foram observados 18 perfis de resisténcia a antimicrobianos

nos isolados testados, descritos no Quadro 1.

Quadro 1 — Perfis de Resisténcia a Antimicrobianos Observados nos Isolados

Bacterianos Resistentes ao Mercurio.

Perfil Antimicrobianos relacionados ao Perfil de Resisténcia
| NAL
II AMP

I AMP + NAL

v AMP + K

\'% AMP +C

VI AMP + SXT

VII AMP +TE

VIII | AMP+ NAL + SXT

IX AMP+C+K

X AMP + C+TE

XI AMP + C + NAL + K

XII AMP + C + NAL + SXT

XIII | AMP+C+TE+ NAL

XV | AMP+ C+TE+ Gm+ SXT

XV AMP +Gm + K

XVI | AMP+TE + SXT

XVII | AMP+TE + SXT + NAL

XVIII | TE

S Sensivel a todos os antimicrobianos testados
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A associacao observada entre as resisténcias ao mercurio € a antimicrobianos

35,87,141,147,148,149
STIALITIE1 pote

corrobora outros estudos, sendo comumente descrita na literatura
resultado pode ser consequéncia da emissdo crescente de antibidticos no ambiente
devido ao seu uso indiscriminado na medicina e na agricultura. A poluicao dos rios, uma
das principais fontes de agua para consumo humano e animal, pode desempenhar um
importante papel contribuindo para a selecdo e a disseminagdo das bactérias resistentes

o . , fpe 143
aos antibioticos, caracterizando um grave problema de Saude Publica ™.

Os isolados bacterianos oriundos do Rio de Janeiro que apresentaram CMly,
igual a 20 uM apresentaram 10 perfis diferentes de resisténcia a antimicrobianos e
alguns isolados foram resistentes a mais de um antimicrobiano, conjugando Ampicilina,
Acido Nalidixico, Canamicina, Cloranfenicol, Tetraciclina e Sulfametoxazol-
Trimetoprim simultaneamente. Por outro lado, os isolados desta regido que
apresentaram CMIy, igual a 25 pM ou 30 pM tiveram seu crescimento inibido por

todos os antimicrobianos testados, como pode ser observado na Tabela 11.

Os isolados oriundos de Rondonia, onde todos apresentaram CMIy, igual a 20
UM, mostraram 5 perfis de resisténcia a antimicrobianos. Algumas amostras foram
resistentes simultaneamente a Acido Nalidixico, Ampicilina, Cloranfenicol, Canamicina

e Sulfametoxazol-Trimetoprim.

As amostras bacterianas coletadas em Mato Grosso que apresentaram CMIy,
igual a 20 pM mostraram 9 perfis de resisténcia diferentes. Algumas amostras foram
resistentes a Acido Nalidixico, Ampicilina, Cloranfenicol, Tetraciclina, Canamicina,
Gentamicina e Sulfametoxazol-Trimetoprim, associando de 2 a 5 destes antimicrobianos
simultaneamente. Por outro lado, as amostras coletadas nesta regido que apresentaram
CMly, igual a 30 uM foram resistentes a 2 perfis diferentes de resisténcia, conjugando

Ampicilina, Tetraciclina e Sulfametoxazol-Trimetoprim simultaneamente.

Os isolados bacterianos coletados no Rio Grande do Sul, os quais apresentaram
CMly, igual a 20 pM, mostraram 3 perfis diferentes de resisténcia, associando

Ampicilina, Sulfametoxazol-Trimetoprim, Cloranfenicol e Canamicina.

O perfil de resisténcia a Ampicilina (perfil II) foi observado no maior nimero de
espécies diferentes na amostragem: Enterobacter sp., E. cloacae, E. aerogenes, K.
pneumoniae, Pantoea sp., R. ornithinolytica, Serratia sp., S. maltophila e V.

metschnikovii (Tabela 12).
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Tabela 11 — Perfis de Resisténcia a Antimicrobianos Detectados nas Bactérias Isoladas

dos Diferentes Ecossistemas Aquaticos.

CMly, | Regido Geografica Perfil de Resisténcia N° de Isolados
NAL 1
AMP 31
AMP + K 1
AMP + C 1
AMP + SXT 1
Sensivel

NAL

AMP

AMP + NAL

AMP + K

AMP + C

AMP + NAL + SXT
AMP+C+TE

AMP + C + NAL + SXT
TE

Sensivel

AMP

AMP + C

AMP +TE

AMP + C+NAL+K
AMP + C+TE + NAL
AMP + C + TE + Gm + SXT
AMP + Gm + K

AMP +TE + SXT + NAL
AMP

20 uM Sul (RS) AMP + SXT
AMP+C+K

25 uM Sudeste (RJ) Sensivel

30 uM Sudeste (RJ) Sensivel
AMP + TE 1
AMP + TE + SXT 1

20 uM Norte (RO)

—_
(9]

\S}

—
O

20 uM Sudeste (RJ)

20 uM | Centro-Oeste (MT)

—_— = Q| =] = = = = = =] NN N = = N = =N

[

[

30 uM | Centro-Oeste (MT)

A ocorréncia da maioria dos perfis de resisténcia a antimicrobianos foi
observada em poucas espécies bacterianas. Cinco perfis de resisténcia ocorreram apenas
em isolados coletados no Rio de Janeiro e que apresentaram CMlIy, igual a 20 pM:
perfil IIl / AMP + NAL (4eromonas sp. e E. asburiae), perfil VIII / AMP + NAL + SXT
(Aeromonas sp. e P. putida), perfil X / AMP + C + TE (Enterobacter sp.), perfil XII /
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AMP + C + NAL + SXT (P. putida) e perfil XVIII / TE (E. coli, K. oxytoca e K.
pneumoniae). Outros 5 perfis de resisténcia foram observados somente em isolados
coletados em Mato Grosso € que apresentaram CMIy, igual a 20 pM: perfil X1/ AMP +
C + NAL + K (Pantoea sp.), perfil XIII / AMP + C + TE + NAL (4. baumannii), perfil
XIV / AMP + C + TE + Gm + SXT (E. cloacae), perfil XV / AMP + Gm + K (K.
pneumoniae) e perfil XVII / AMP + TE + SXT + NAL (E. cloacae). O perfil IX / AMP

+ C + K foi observado somente nas K. pneumoniae isoladas no Rio Grande do Sul.

Obteve-se um elevado numero de perfis de resisténcia com um reduzido nimero
de espécies integrantes. Por exemplo, o perfil I (NAL) ¢ observado apenas em trés
isolados, B. cepacia (n = 1), E. cloacae (n = 1) e V. metschnikovii (n = 1), oriundos do
Rio de Janeiro e Rondonia, com CMlIy, igual a 20 uM. O mesmo ocorre com o perfil IV
(AMP + K), presente em E. cloacae (n = 1) € S. odorifera (n = 1), com CMlIy, igual a 20

UM e isoladas no Rio de Janeiro e Rondonia.

A mesma relagdo pode ser observada no perfil V (AMP + C), encontrado nos
isolados de A. baumannii (n = 2) e K. pneumoniae (n = 1), coletados no Rio de Janeiro,
Rondonia e Mato Grosso, com CMly, igual a 20 pM. Da mesma forma, o perfil VI
(AMP + SXT) também ocorre somente nas amostras de Pseudomonas sp. (n = 1) e K.
pneumoniae (n = 1), isoladas em Rondonia e Rio Grande do Sul, com CMly, igual a 20

uM.

Especificamente nos isolados pertencentes as espécies bacterianas mais
prevalentes neste estudo podem-se observar variagdes nos perfis de resisténcia aos
antimicrobianos dependendo da area geografica de origem. No caso dos isolados dos
sistemas aquaticos identificados como E. cloacae (n = 38), das 13 amostras isoladas no
Rio de Janeiro, todas apresentando CMlIy, igual a 20 uM, 11 apresentaram o perfil II
(AMP), 1 o perfil I (NAL) e 1 foi sensivel a todos os antimicrobianos testados. Dos 21
isolados da mesma espécie oriundos de Rondonia, todos apresentando CMlIy, igual a 20
uM, 19 apresentaram o perfil Il (AMP), 1 o perfil IV (AMP + K) e 1 foi sensivel a todos
os antimicrobianos. Do total de 4 isolados de Mato Grosso, 3 apresentaram CMIy, igual
a 20 uM e os seguintes perfis de resisténcia: VII (AMP + TE; n = 1), XIV (AMP + C +
TE + Gm + SXT; n=1) e XVII (AMP + TE + SXT + NAL; n = 1); enquanto o isolado
que apresentou CMlIy, igual a 30 uM também apresentou o perfil VII (AMP + TE; n =
1). O percentual de multi-resisténcia (de 2 a 5 antimicrobianos) apresentado pelas E.
cloacae isoladas dos ecossistemas aquaticos brasileiros pode ser observado no Grafico

2.
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Tabela 12 — Perfis de Resisténcia a Antimicrobianos Detectados nas Espécies

Bacterianas Isoladas dos Diferentes Ecossistemas Aquaticos.

CMly, Gg)eggrlz::li(":ca Rl::;si:é:ceia Espécies Bacterianas (n° de isolados)
I B. cepacia (1)
E. cloacae (19), K. pneumoniae (5), Enterobacter
I sp. (2), R. ornithinolytica (2), Serratia sp. (2),
Pantoea sp. (1)
20 uM | Norte (RO) v E. cloacae (1)
VvV A. baumannii (1)
VI Pseudomonas sp. (1)
S Pantoea sp. (10), Serratia sp. (2), E. cloacae (1),
Kluyvera sp. (1), K. cryocrescens (1)
I E. cloacae (1), V. metschnikovii (1)
E. cloacae (11), K. pneumoniae (4), E. aerogenes
I (1), Serratia sp. (1), S. maltophila (1), V.
metschnikovii (1)
I Aeromonas sp. (1), E. asburiae (1)
v S. odorifera (1)
20 uM | Sudeste (RJ) Vv K. pneumoniae (1)
Vil Aeromonas sp. (1), P. putida (1)
X Enterobacter sp. (1)
XII P, putida (1)
XVII E. coli (4), K. pneumoniae (1), K. oxytoca (1)
S K. pneumoniae (2), Enterobacter sp. (1), E.
cloacae (1), E. coli (1), S. paucimobilis (1)
I K. pneumoniae (2)
v A. baumannii (1)
Vil E. cloacae (1)
20 M Centro- X1 Pantoea sp. (1)
Oeste (MT) XIIT A. baumannii (1)
X1V E. cloacae (1)
XV K. pneumoniae (1)
XVII E. cloacae (1)
I K. pneumoniae (7)
20 uM Sul (RS) VI K. pneumoniae (1)
IX K. pneumoniae (1)
25 uM | Sudeste (RJ) S R. terrigena (1)
30 uM | Sudeste (RJ) S L. adecarboxylata (1)
Centro- Vil E. cloacae (1)
30 uM :
Oeste (MT) XVI K. pneumoniae (1)
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Grafico 2 — Percentual de E. cloacae Multi-Resistentes a Antimicrobianos.
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Quanto as amostras bacterianas identificadas como K. pneumoniae (n = 26), das
8 isoladas no Rio de Janeiro, todas apresentando CMlIy, igual a 20 pM, 4 foram
resistentes a AMP (perfil II), 1 ao perfil AMP + C (perfil V), 1 ao perfil XVIII (TE) e 2
sensiveis a todos os antimicrobianos testados. Todas as 5 amostras desta espécie
isoladas em Rondonia apresentaram CMIy, igual a 20 pM e resisténcia a ampicilina
(perfil II). Do total de K. pneumoniae isoladas em Mato Grosso (n = 4), 3 apresentaram
CMlyy, 1gual a 20 pM, destas, 2 apresentaram o perfil II (AMP) e 1 o perfil XV (AMP +
Gm + K), enquanto 1 isolado apresentou CMlIy;, igual a 30 uM e perfil XVI (AMP + TE
+ SXT). Das 9 amostras de K. pneumoniae isoladas no Rio Grande do Sul, onde todas
apresentaram CMly, igual a 20 uM, 7 tiveram o perfil II (AMP), 1 o perfil IX (AMP +
C + K) e 1 o perfil VI (AMP + SXT). O percentual de multi-resisténcia apresentado

pelos isolados desta espécie pode ser observado no Gréafico 3.

Grafico 3 — Percentual de K. pneumoniae Multi-Resistentes a Antimicrobianos.
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As 12 amostras de Pantoea sp. isoladas em Ronddénia e Mato Grosso
apresentaram CMlIy, igual a 20 pM, porém apenas o isolado de Mato Grosso apresentou
o perfil de multi-resisténcia AMP + C + NAL + K (Gréafico 4), enquanto a maioria dos
isolados de Rondodnia foi sensivel a todos os antimicrobianos testados (n = 10) e apenas

um isolado daquela regido foi resistente & Ampicilina.

Gréfico 4 — Percentual de Pantoea sp. Multi-Resistentes a Antimicrobianos.
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Os resultados observados nos isolados de L. adecarboxylata e R. terrigena,
ambos resistentes a altos niveis de mercurio (> 20 pM) e sensiveis aos antimicrobianos
testados, podem ser relacionados a caracteristicas destas espécies. As amostras de
Leclercia sp. sao descritas como bactérias naturalmente sensiveis a maioria dos
antimicrobianos utilizados na rotina médica '*° e, de acordo com o estudo realizado por

Corti et al. ™!

, mesmo amostras deste género envolvidas em infecgdes clinicas
mostraram-se sensiveis a Aminoglicosideos, Tetraciclinas, Penicilinas, Acido Nalidixico
e Cloranfenicol. Quanto aos isolados de R. terrigena, espécie anteriormente pertencente
ao género Klebsiella, além de apresentarem resisténcia conhecida somente a Penicilinas

152,153 . : 1 .
77, apresentam uma espessa capsula polissacaridica que reduz sua permeabilidade

celular aos antibiéticos >,

A existéncia de uma forte associagdo entre as resisténcias a poluentes ambientais
e a antibidticos em amostras de bactérias Gram-negativas estd amplamente descrita na

. 35,80,81,82
literatura >>°""

como variavel entre 50 % e 80 %. Assim, esperadvamos observar uma
elevada incidéncia de resisténcia e talvez multi-resisténcia a antibidticos nos isolados
deste estudo, o que poderia inviabilizar o seu uso para a mitigacdo da polui¢ao por

mercuirio, uma vez que para a manipulacdo de bactérias multi-resistentes se faz
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necessario a adocao de medidas especiais para a sua contengdo no interior de reatores, a
fim de garantir a biosseguranca no processo de biorremediacao.

84,155,156
Alguns estudos ~77

relatam o isolamento de populagdes bacterianas
resistentes a antibioticos em ambientes impactados pela liberagdo de substancias
quimicas nocivas e residuos de produtos biologicos, a partir de residéncias, hospitais e
industrias. Além disso, os genes que codificam a resisténcia multipla a antimicrobianos
e ao mercurio t€m sido identificados em uma ampla gama de hospedeiros, presentes em

plasmidios conjugativos '*.

A aquisi¢do de plasmidios pelas comunidades bacterianas ambientais pode
desempenhar um papel importante na adaptacdo microbiana em ambientes impactados
por atividades antropogénicas. Genes carreados por estes plasmidios podem conferir
resisténcia a antibidticos e outros compostos toxicos presentes no ambiente, resultando
em um mosaico de elementos genéticos moveis e a selecdo de subpopulagoes
bacterianas multi-resistentes em resposta a pressao seletiva exercida pelos poluentes.
Por isso, quando plasmidios de resisténcia sdo introduzidos em comunidades
microbianas ambientais, existe a possibilidade de bactérias patogé€nicas presentes
adquirirem estes genes de resisténcia, resultando em patdégenos humanos e animais
resistentes a antibioticoterapia e representando um risco elevado para a satde da

populacgao.

Em muitos casos, a ocorréncia da resisténcia multipla ¢ mediada por plasmidios,
tornando a bactéria resistente a dois ou mais antibidticos simultaneamente. Isso pode ser
explicado pela localizagdo comum de genes de resisténcia para diferentes antibioticos
no mesmo plasmidio ou pela presenca de mais de um plasmidio na célula bacteriana,
que podem ser transferidos entre bactérias de grupos taxonOmicos diferentes e
disseminar suas caracteristicas de resisténcia a antibidticos e metais toxicos
promovendo uma selecdo de amostras resistentes em diferentes ecossistemas. Por
exemplo, a principal forma de resisténcia das bactérias Gram-negativas aos
Aminoglicosideos, as Tetraciclinas, ao Cloranfenicol e ao Sulfametoxazol-Trimetoprim
¢ mediada por plasmidios, com excegdo da resisténcia ao Acido Nalidixico, determinada

por mutagdo *,
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4.8. Presenca do Gene merA nas Bactérias Resistentes ao Mercurio
Inicialmente, foram selecionados trés pares de iniciadores ***"° descritos na
literatura como adequados para a identificacdo do gene merd em amostras bacterianas
resistentes ao mercurio. Porém, no decorrer dos ensaios, nao foi possivel reproduzir os

0, mesmo utilizando

resultados obtidos por Felske et al. ™* e Sotero-Martins et al. '
condi¢des experimentais semelhantes as descritas pelos autores. Por outro lado, os
iniciadores Al e A5, descritos por Liebert ef al. *°, revelaram a presencga do fragmento
de DNA correspondente a uma regido conservada do gene merAd nas cepas-padrao
testadas (Escherichia coli ATCC 35218 Hg® e Escherichia coli ATCC 23724 Hg®) e por

isso foram adotados para identificar o gene merd nas bactérias Gram-negativas

resistentes ao mercurio isoladas neste estudo.

A presenga do gene merA foi pesquisada em 113 amostras bacterianas Gram-
negativas resistentes ao mercurio, através da utilizagdo de dois protocolos de
amplificacdo. Um dos protocolos utilizou a enzima Taq DNA polimerase recombinante
(Invitrogen®, Estados Unidos) e o outro a enzima Platinum® Taq DNA polimerase
(Invitrogen®, Estados Unidos). Os resultados da técnica de amplificacio apds a
utilizacao dos dois protocolos foram analisados comparativamente, a fim de facilitar a

interpretagdo dos resultados gerados para cada amostra bacteriana.

Do total de amostras bacterianas testadas (n = 113), 73 % (n = 83) apresentaram
resultado positivo na PCR utilizando os dois protocolos, 18 % (n = 20) apresentaram
resultado negativo na PCR para um dos protocolos ¢ 9 % (n = 10) apresentaram
resultado negativo para os dois protocolos testados. A auséncia de fragmentos
amplificados detectaveis visualmente apoés a PCR foi considerada como resultado
negativo. Adotou-se como resultado positivo a presenca de produtos de amplificacdo

detectaveis visualmente, independente do protocolo utilizado.

Na maioria das amostras bacterianas que apresentaram resultado positivo foram
observados padrdes polimorficos que definiram 39 perfis de amplificagdo (Quadro 2).
Todos os perfis de amplificacdo, nomeados A, B, C e D (Figura 4), foram observados
apos a utilizacio da enzima polimerase Platinum® (Figura 5), enquanto apenas 6 destes
perfis (3 perfis A e 3 perfis B) foram resultantes do protocolo que utilizou a enzima

polimerase recombinante (Figura 6).
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A maioria dos perfis (n = 21), denominados A (n = 3) e C (n = 18), apresentou o
fragmento de DNA com o tamanho descrito por Liebert ez al. °® de 1234 pb, enquanto

em 18 perfis, B (n=3) e D (n = 15), ndo foi observada a amplificacdo deste fragmento.

Dos 6 perfis comuns resultantes da utilizacdo dos dois protocolos de
amplificacdo (3 perfis A e 3 perfis B), a metade apresentou o fragmento esperado (perfil
A), enquanto a outra metade apresentou apenas fragmentos de DNA de outros tamanhos
(perfil B). Dos 3 perfis que apresentaram o fragmento esperado, apenas um (perfil A1)
nao apresentou fragmentos de outros tamanhos conjugados ao de 1234 pb, enquanto nos
outros dois perfis (A2 e A3) foi observada a amplificacdo de fragmentos de outros

tamanhos.
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Quadro 2 — Perfis de Amplificacdo Observados nas Bactérias Resistentes ao Mercurio Submetidas aos Dois Protocolos de PCR.

Resulta a Amplificaca
Perfil [n° de fragmentos de DT\?Z X(::a(llnanhopesticmzd(:), em pares de bases)] Enzima Polimerase Utilizada
Al 1 X (1000 a 1500 pb) Recombinante e Platinum®
A2 |1X(500a1000pb)+1X (1000 a 1500 pb) Recombinante e Platinum®
A3 |3 X (500a1000pb)+1X (1000 a 1500 pb) Recombinante e Platinum®
B1 1 X (500 a 1000 pb) Recombinante e Platinum®
B2 |2 X (500 a 1000 pb) Recombinante e Platinum®
B3 |3 X (500 a 1000 pb) Recombinante e Platinum®
Cl 1 X (<500 pb)+ 1 X (1000 a 1500 pb) Platinum®
C2 |1X(<500pb)+2X (1000 a 1500 pb) Platinum®
C3 |1X(<500pb)+1X (1000 a 1500 pb)+ 1 X (2000 a 2500 pb) Platinum®
C4 |1X(<500pb)+1X(500a 1000 pb)+1X (1000 a 1500 pb) Platinum®
C5 |1X(<500pb)+1X(500a1000pb)+1X (1000 a 1500 pb)+ 1 X (2000 a 2500 pb) Platinum®
C6 |1X(<500pb)+2X(500a1000pb)+1X (1000 a 1500 pb)+ 1 X (2000 a 2500 pb) Platinum®
C7 |1X(<500pb)+1X(500a 1000 pb)+2 X (1000 a 1500 pb) Platinum®
C8 |1X(<500pb)+2X(500a 1000 pb)+2X (1000 a 1500 pb) Platinum®
C9 |1X(<500pb)+3X(500a 1000 pb)+2 X (1000 a 1500 pb) Platinum®
CI10 |2 X (<500pb)+2X(500a 1000 pb)+1 X (1000 a 1500 pb) Platinum®
CIl1 [2X(<500pb)+3 X (500a 1000 pb)+1 X (1000 a 1500 pb) + 1 X (1500 a 2000 pb) Platinum®
C12 3 X (<500pb)+4X(500a 1000 pb)+1 X (1000 a 1500 pb) Platinum®
C13 3 X (<500 pb)+4 X (500a 1000 pb)+2 X (1000 a 1500 pb) Platinum®
Cl4 (3 X (<500pb)+4X(500a 1000 pb)+3 X (1000 a 1500 pb) Platinum®
Cl15 [2X(500a 1000 pb)+1X (1000 a 1500 pb) Platinum®

FIOCRUZ - ENSP - Programa de P6s-Graduacéo em Salde Publica — Tese de Doutorado — Duque, S.S. - 2012 62




Quadro 2 — Perfis de Amplificacdo Observados nas Bactérias Resistentes ao Mercurio Submetidas aos Dois Protocolos de PCR.

(continuagao)

Perfil [n° de fragmentos de RD;?Z] t)?(}:a(raﬁll:;p;istziﬁii?), em pares de bases)] Enzima Polimerase Utilizada
Cl16 |2 X (500 a 1000 pb)+2 X (1000 a 1500 pb) + 1 X (2000 a 2500 pb) Platinum®
C17 | 5X(500a 1000 pb)+1 X (1000 a 1500 pb) Platinum®
C18 | 1X (1000 a 1500 pb) + 1 X (1500 a 2000 pb) Platinum®
D1 | 1 X (<500 pb) Platinum®
D2 1 X (<500 pb)+ 1 X (500 a 1000 pb) Platinum®
D3 1 X (<500 pb) +2 X (500 a 1000 pb) Platinum®
D4 1 X (<500 pb)+2 X (500a 1000 pb) + 1 X (1500 a 2000 pb) Platinum®
D5 1 X (<500 pb)+ 3 X (500a 1000 pb) + 1 X (1500 a 2000 pb) Platinum®
D6 1 X (<500 pb) +4 X (500 a 1000 pb) + 1 X (1500 a 2000 pb) Platinum®
D7 1 X (<500 pb)+1X(500a 1000 pb) + 1 X (2500 a 3000 pb) Platinum®
D8 2 X (<500 pb) + 1 X (500 a 1000 pb) Platinum®
D9 2 X (<500 pb) + 2 X (500 a 1000 pb) Platinum®
D10 | 3 X (<500 pb)+2 X (500 a 1000 pb) Platinum®
D11 | 3 X (<500 pb)+5 X (500 a 1000 pb) Platinum®
D12 | 1X(500a 1000 pb)+ 1 X (1500 a 2000 pb) Platinum®
DI3 | 1X (500 a 1000 pb) + 1 X (2000 a 2500 pb) Platinum®
D14 | 2X(500a 1000 pb) + 1 X (1500 a 2000 pb) Platinum®
D15 | 6 X (500 a 1000 pb) + 1 X (2000 a 2500 pb) Platinum®
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1500 pb
1234 pb

1000 pb

500 pb

Figura 4 — Representagdo Grafica dos Perfis de Amplificagdo Observados nas Bactérias
Isoladas a partir da Amplificacio do Gene merd Utilizando as Enzimas Platinum® Taq
DNA Polimerase (perfis A, B, C e D) e Taq DNA Polimerase Recombinante (perfis A e
B). PM = DNA Ladder 1 Kb (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).

Amostras bacterianas Hg nativas

12 3 45 6 7 8 9 101121314 15 16 17 18 19 20 21 22 23

00000000000 %0s o' & ®

Figura 5 — Visualiza¢ao de Fragmentos de Tamanhos Variados a partir da Amplificagdo
do Gene merd Utilizando a Enzima Platinum® Taq DNA Polimerase. Estas amostras
apresentaram os perfis A (canaletas 1, 2, 4, 6-14, 17, 21), C (canaletas 3, 5, 16, 22, 23),
D (canaletas 19, 20) e negativo (canaletas 15, 18). PM = DNA Ladder 1 Kb (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos).
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Amostras bacterianas Hg® nativas

PM

Figura 6 — Visualizacdo do Fragmento de 1234 pb a partir da Amplificagdo do Gene
merA Utilizando a Enzima Taq DNA Polimerase Recombinante. Estas amostras
apresentaram o perfil Al (canaletas 1-6). Amostras-controle: (7) E. coli ATCC 35218,
positivo e (8) E. coli ATCC 23724, negativo. PM = DNA Ladder 1 Kb (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos).

Analisando os produtos de amplificacdo obtidos utilizando a enzima polimerase
recombinante, observou-se a ocorréncia de 6 perfis de amplificacao (A1-A3 e B1-B3)

nos 113 isolados bacterianos analisados.

Com a utilizagdo deste protocolo, a maioria dos isolados (n = 84; 74 %)
apresentou resultado positivo para a pesquisa do gene merA4, enquanto que em 26 % (n
= 29) dos isolados o resultado foi negativo (Tabela 13). As amostras isoladas que
apresentaram fragmentos de DNA amplificados foram classificadas nos perfis A (n =
61; 54 %) e B (n = 23; 20 %) e distribuiram-se principalmente pelos perfis Al (n = 41;
36 %), A2 (n=19; 17 %), Bl (n=12; 11 %) e B2 (n = 10; 9 %). Os perfis A3 (1 %) e
B3 (1 %) foram exibidos individualmente por apenas uma amostra.

Esses resultados foram caracterizados pela presenca de fragmentos com 1234 pb
na maioria dos isolados analisados (54 %), sendo que em alguns casos (20 %) obteve-se

ndo s6 a amplificacdo do fragmento esperado, mas também de outros fragmentos de

DNA com tamanhos variando de 500 pb a 1000 pb.
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Tabela 13 — Relacdo entre o Numero de Bactérias Resistentes ao Mercurio e os Perfis

de Amplifica¢do Observados.

Perfis de Amplificacao
Enzimas Positivo | Negativo
A (A1-A3)|B (B1-B3) |C (C1-C18)| D (D1-D15)
Polimerase
n | % | n| % | n % n % n | % | n | %

Recombinante | 61 | 54 | 23 | 20 0 0 0 0 84 | 74 | 29 | 26

Platinum® 15 (1322|1932 ] 29 | 33 29 1102 |9 | 11 | 10

Por outro lado, algumas amostras (26 %) ndo apresentaram o fragmento
esperado. A auséncia deste fragmento nas amostras pode indicar que elas possuem outro
mecanismo de resisténcia ao mercurio, ou ainda que possuam um gene merd que
apresenta uma variacdo importante na sequéncia de nucleotideos, na regido utilizada

para o desenho dos iniciadores.

Com a utilizacdo da enzima Platinum® Taq DNA Polimerase, os produtos de
amplificacdo obtidos apontam a ocorréncia de 39 perfis de amplificagdo (A1-A3, Bl-

B3, C1-C18 e D1-D15) nos 113 isolados bacterianos analisados.

Com este protocolo, a maioria dos isolados (n = 102; 90 %) apresentou resultado
positivo para a pesquisa do gene merA. De acordo com as combinagdes de fragmentos
de DNA amplificados, os resultados foram classificados nos perfis D (n = 33; 29 %), C
(n=32;29%),B(n=22;19%)e A (n=15; 13 %).

Os perfis Bl (n = 16; 14 %), D2 (n = 12; 11 %), C15(n=9; 8 %), A2 (n=17; 6
%) e Al (n = 5; 4 %) foram observados com maior freqiiéncia nas amostras e 21 perfis
(19 %) foram apresentados por apenas uma amostra (I %). E importante destacar que
somente 10 % das amostras (n = 11) ndo apresentaram qualquer fragmento amplificado,
sugerindo a ocorréncia de alteragdes importantes na sequéncia do gene merA nestas

amostras ou a utiliza¢ao de outro mecanismo de resisténcia ao mercurio.

Estes resultados revelam que, com a utilizagdo da enzima Platinum®, 42 % das
amostras (n = 47) apresentou fragmentos com 1234 pb (perfis A e C). Porém, a maioria
das amostras analisadas (49 %) foi caracterizada pela amplificacdo de outros fragmentos

de DNA com tamanhos variando de 500 pb a 3000 pb.
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4.9. Analise Comparativa dos Resultados gerados pelas Enzimas Taq DNA
Polimerase Recombinante e Platinum®
Analisando os resultados das reacdes de PCR realizadas com os dois protocolos,
podemos observar que a enzima recombinante foi capaz de amplificar fragmentos de
DNA em 84 das 113 amostras bacterianas analisadas, o equivalente a 74 % da
amostragem. A maioria destas 84 amostras positivas (n = 61; 73 %) apresentou o

fragmento descrito por Liebert er al. >°

, enquanto as outras 23 amostras (27 %)
apresentaram fragmentos amplificados de outros tamanhos, ndo correspondentes ao

intervalo entre 1000 pb e 1500 pb onde o fragmento esperado (1234 pb) esté localizado.

Por outro lado, quando avaliamos os resultados gerados pela agdo da enzima
Platinum®, observamos que das 113 amostras testadas, 102 (90 %) foram positivas para
a pesquisa do gene merA. No entanto, ao contrario do resultado obtido com a utiliza¢ao
da enzima recombinante, a maior parte destas amostras (n = 55; 49 %) ndo amplificou o
fragmento esperado, pois o percentual de amostras que apresentaram o fragmento de
1234 pb foi igual a 42 %. Também ¢ importante destacar que somente 10 % das

amostras apresentaram resultado negativo quando esta enzima foi utilizada.

Comparando os resultados exibidos pelos dois protocolos, podemos observar
que das 113 amostras bacterianas testadas, 83 (73 %) destas apresentaram resultado
positivo para a pesquisa do gene merA, ou seja, houve amplificagdo de fragmentos de
DNA de tamanhos variados, além da presenca do fragmento esperado (1234 pb). Se
considerarmos apenas a presenca do fragmento de 1234 pb, 25 amostras (22 %) foram
positivas tanto na reacao utilizando a enzima recombinante quanto com a enzima

Platinum®.

Algumas amostras apresentaram resultado positivo na amplificacdo de
fragmentos de DNA apenas quando a enzima Platinum® foi utilizada (n = 20; 18 %),
enquanto em apenas 1 amostra (1 %) houve a detec¢do de fragmentos somente com a
enzima recombinante, sem que a enzima Platinum® tivesse sido capaz de identifica-los.
O contrario aconteceu com a sensibilidade na detec¢do dos fragmentos de 1234 pb, cujo
percentual de positividade apresentado com a utilizagdo da enzima recombinante foi
igual a 31 % (n = 35), enquanto com a aplicacio da enzima Platinum® a presenca destes

fragmentos foi revelada em menor numero de amostras bacterianas (n =22; 19,5 %).

Embora tenha sido grande o ntimero de perfis de amplificagdo gerados com a

utilizacdo da enzima Platinum®, apenas 6 perfis foram apresentados também com o uso
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da enzima recombinante. Destes perfis de amplificagdo compartilhados pelas duas
metodologias, o perfil Al foi o unico gerado pelas duas enzimas com resultados
coincidentes em algumas amostras (n = 4). Em maior nimero, ocorreu a exibicao de
perfis ndo coincidentes gerados pelas duas metodologias de PCR para uma mesma

amostra (Tabela 14).

Do total de 43 isolados de 4areas afetadas pelo lancamento de efluentes
domésticos ¢ industriais no Rio de Janeiro e identificados taxonomicamente, a enzima
recombinante detectou o gene merd em 32 isolados (74 %), enquanto a enzima
Platinum® foi capaz de identifica-lo em 39 isolados (91 %). Nesta regio, o perfil Al foi
o detectado com maior freqii€ncia pela enzima recombinante (15 amostras) e o perfil Bl
foi o mais identificado pela enzima Platinum® (5 amostras). Portanto, os perfis de
amplificacdo mais freqiientes nas amostras bacterianas isoladas da regido sudeste foram

Al(n=17),Bl (n=11)e A2 (n="7).

De maneira similar, nos 9 isolados de areas afetadas pelo langamento de
efluentes domésticos ¢ industriais do estado do Rio Grande do Sul, a enzima
recombinante foi capaz de detectar o perfil Al em 8 isolados, enquanto a enzima
Platinum® identificou o gene em todas os isolados da regifo sul, com maior freqiiéncia

do perfil B1 (8 amostras) e a exibi¢ao do perfil D13 por um dos isolados bacterianos.

Das 35 amostras bacterianas isoladas de pontos de coleta caracterizados como de
areas afetadas pelo lancamento de efluentes de mineragdo, localizados em Rondonia, a
enzima Platinum® foi capaz de detectar um percentual superior (n = 32; 91 %) de
amostras merA positivas quando comparada com a enzima recombinante (n = 23; 66
%). Novamente, o perfil detectado com maior freqiiéncia pela enzima recombinante foi
0 Al (10 amostras), enquanto o perfil D2 foi o mais identificado pela enzima Platinum®
(12 amostras). Deste modo, os perfis de amplificacdo exibidos com maior freqii€ncia
pelas bactérias isoladas de areas afetadas pelo langamento de efluentes de mineragdo na

regido norte foram D2 (n = 12), Al (n=10)e B2 (n=7).

Isoladas da mesma regido, porém de uma classe diferente de ponto de coleta, as
amostras bacterianas oriundas de uma represa localizada em Rondb6nia (n = 15)
apresentaram o mesmo numero de amostras positivas (n = 13) como resultado da
amplificacdo utilizando as enzimas recombinante e Platinum®. Nesse sistema aquatico,
o perfil identificado com maior freqiiéncia pela enzima recombinante foi o A2, diferente

do perfil mais exibido pela enzima Platinum® nas mesmas amostras, o perfil CI15.
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Assim, os perfis de amplificacdo detectados com maior freqii€ncia nas bactérias isoladas

de uma represa localizada na regido norte foram A2 (n=12), C15 (n=7) e Al (n =4).

Ao final das andlises de PCR nas bactérias isoladas de Ronddnia, o perfil de
amplificacdo A2 foi o mais frequentemente identificado (n = 18) no total de isolados
bacterianos (n = 50) dos pontos de coleta localizados na regidao norte, seguido pelos

perfis Al (n=14) e D2 (n=12).

A pesquisa do gene merA utilizando a enzima recombinante nas 11 amostras
bacterianas isoladas de pisciculturas localizadas no estado de Mato Grosso, amplificou o
gene em 8 isolados, enquanto a enzima Platinum® apresentou resultado positivo para 9
bactérias isoladas da regido. O perfil Al foi o mais detectado pela enzima recombinante
(n = 5) e pela enzima Platinum® (n = 2), porém esta ultima apresentou resultados
positivos bastante dispersos entre os perfis de amplificagdo, apesar da pequena

amostragem bacteriana.

Portanto, como resultado da observagao da ocorréncia dos perfis de amplificagdo
em cada regido geografica estudada, notou-se que a regido sudeste foi a que apresentou
o maior numero absoluto de perfis de amplificacdo diferentes (26 perfis), seguida pela
regido norte, que exibiu 18 perfis entre suas amostras. Por outro lado, uma das regides
com menor amostragem bacteriana, a centro-oeste, apresentou o maior numero relativo
de perfis: 10 perfis diferentes gerados pelos dois protocolos de PCR em 9 amostras
positivas. Ao contrario, na regido sul foi observada a ocorréncia de apenas 3 perfis apos

a amplificacdo das 9 amostras de DNA bacteriano.

Quando analisamos os perfis de amplificacdo gerados com maior freqiiéncia
pelos isolados bacterianos deste estudo, vemos que além da diferenga gerada pelo
protocolo de PCR utilizado, os resultados também podem ser diferentes dependendo da

regido de origem da amostra.

A maioria dos isolados de E. cloacae de todas as regides geograficas que
apresentaram resultado positivo para a detec¢do do gene merd utilizando a enzima
recombinante na reacdo, apresentaram o perfil de amplificagdo Al. Porém, os resultados
gerados pela enzima Platinum® mostram uma grande diversidade de perfis entre os
isolados das quatro regides, que neste protocolo exibiram vérias combinacdes de

fragmentos de DNA diversos em niimero e tamanho.

Quanto aos isolados de K. pneumoniae, a maior diversidade de perfis de

amplificacdo gerados foi observada nos isolados de areas afetadas pelo langamento de
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efluentes da regido sudeste e de pisciculturas da regido centro-oeste. Nas amostras
oriundas das regides norte e sul, as combinagdes mais frequentes de fragmentos de DNA

resultantes da PCR foram classificadas nos perfis A e B.

Os representantes do terceiro género bacteriano mais prevalente nas amostras
isoladas, Pantoea sp., oriundas dos sistemas aquaticos das regides norte, em sua
maioria, e centro-oeste, apresentaram pouca diversidade de nimero e tamanho dos
fragmentos de DNA amplificados pelos dois protocolos. A maior parte das amostras
apresentou fragmentos do tamanho esperado conjugados a fragmentos de menor peso

molecular.

Os demais géneros e espécies bacterianos identificados (n = 8) foram
representados por um pequeno numero de isolados (entre 1 € 5) e em grande parte estes
foram oriundos de uma tUnica regido geografica. Entretanto, estes fatores ndo impediram

que estas amostras apresentassem perfis de amplificacdo variados.

Todos os quatro isolados de enterobactérias que apresentaram valores de CMlIj,
superiores a 20 uM — R. terrigena (25 uM) e L. adecarboxylata (30 uM), oriundos da
regido sudeste e E. cloacae (30 uM) e K. pneumoniae (30 uM), da regido centro-oeste —
apresentaram resultado positivo, inclusive com a presenga do fragmento de DNA de

L 56

1234 pb descrito por Liebert et a , quando os dois protocolos de PCR foram

utilizados para a pesquisa do gene merA.

Comparativamente, os resultados obtidos pelos dois protocolos testados sugerem
que eles apresentam indicagdes de uso diferentes. Enquanto a metodologia que utiliza a
enzima recombinante mostrou-se mais especifica e adequada para a detec¢do do
fragmento do gene merA descrito por Liebert et al. *°, o protocolo que utiliza a enzima
Platinum® pareceu mais sensivel e indicada para a amplificacio de sequéncias do gene
merA que apresentem variagdes em sua estrutura nucleotidica, causadas possivelmente
pela ocorréncia de delecdes ou inser¢des de pequenos fragmentos génicos moveis.
Assim, poderiamos dizer que o protocolo com a enzima recombinante poderia produzir
mais falsos negativos, ou de outra forma, teria maior especificidade para o fragmento
esperado. Enquanto que o segundo protocolo com a Taq Platinum® produziria menos
falsos negativos, possuindo, portanto, maior sensibilidade para detectar fragmentos
menores do gene merdA mesmo quando ocorrem alteragdes nas suas sequéncias de

nucleotideos.
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A observagao de isolados bacterianos capazes de crescer em meios de cultura
contendo concentracdes elevadas de merctrio, mas onde ndo foi possivel detectar o
gene merA utilizando os dois protocolos de PCR (n = 10; 9 %), pode ser explicada pela
capacidade apresentada por alguns microrganismos de desenvolver outros mecanismos
especificos de resisténcia ao mercurio. Estes mecanismos podem resultar de
propriedades intrinsecas do organismo, como a presenga de membrana celular
impermeavel e a producao de polissacarideos extracelulares, ou simplesmente da falta

de um sistema especifico de transporte de metais para o interior das células '*’.
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Tabela 14 — Perfis de Amplificagdo Gerados com Maior Frequéncia pelas Duas Metodologias de PCR.

Perfil de Amplificacao . .
Isolado A . . .x [ Atividade / Impacto Antropogénico
Enzir.na En.zima® Bacteriano Género / Espécie Regido Geografica Predominante
Recombinante Platinum

Al B1 M151 E. cloacae Sudeste (RJ) efluentes domésticos ¢ industriais
M154 E. cloacae Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais
M155 E. cloacae Sudeste (RJ) efluentes domésticos ¢ industriais
M158 E. coli Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais
M71 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineragéo
M90 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineragao
M102 Pantoea sp. Norte (RO) represa
M228 K. pneumoniae Sul (RS) efluentes domésticos e industriais
M245 K. pneumoniae Sul (RS) efluentes domésticos e industriais
M246 K. pneumoniae Sul (RS) efluentes domésticos e industriais
M248 K. pneumoniae Sul (RS) efluentes domésticos e industriais
M249 K. pneumoniae Sul (RS) efluentes domésticos e industriais
M253 K. pneumoniae Sul (RS) efluentes domésticos e industriais
M255 K. pneumoniae Sul (RS) efluentes domésticos e industriais
M258 K. pneumoniae Sul (RS) efluentes domésticos e industriais
M49 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineragéo
M54 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineragao

Al D2 M68 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineragéo
M70 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineragdo
M85 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineragéo (continua)
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Tabela 14 - Perfis de Amplificacdo Gerados com Maior Frequéncia pelas Duas Metodologias de PCR. (continuagdo)

Perfil de Amplificacio

Enzima Enzima B;f:::);??a(:lo Género / Espécie Regiao Geografica Atividade /pIrIZlg(‘;l;lti(:l;&nntteropogénico
Recombinante | Platinum®

Al D2 MS86 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineragdo
M87 Serratia sp. Norte (RO) efluentes de mineragéo

A2 C15 M105 Pantoea sp. Norte (RO) represa
M108 Pantoea sp. Norte (RO) represa
M117 Pantoea sp. Norte (RO) represa
M118 Pantoea sp. Norte (RO) represa
M120 Pantoea sp. Norte (RO) represa
M122 Pantoea sp. Norte (RO) represa
M123 Pantoea sp. Norte (RO) represa

Al Al M150 K. pneumoniae Sudeste (RJ) efluentes domésticos ¢ industriais
M159 K. oxytoca Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais
M283 E. cloacae Centro-Oeste (MT) | pisciculturas
M297 E. cloacae Centro-Oeste (MT) | pisciculturas

Al A2 M26 Aeromonas sp. Sudeste (RJ) efluentes domésticos ¢ industriais
M31 E. aerogenes Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais
M97 Pantoea sp. Norte (RO) represa
M115 Pantoea sp. Norte (RO) represa

Al B2 M149 Enterobacter sp. Sudeste (RJ) efluentes domésticos ¢ industriais
M153 E. cloacae Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais
MS88 Serratia sp. Norte (RO) efluentes de mineragao
M291 E. cloacae Centro-Oeste (MT) | pisciculturas
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4.10. Presenca do Gene merdA em Bactérias Resistentes ao Mercurio e a
Antimicrobianos

A maioria dos isolados de todos os sistemas aquaticos estudados apresentou
resisténcia a Ampicilina, independente do perfil de amplificagdo resultante da PCR.
ApoOs avaliar a existéncia de uma possivel associagdo entre os perfis de amplificacao
exibidos pelos isolados que apresentaram resultado positivo para a pesquisa do gene
merA e os perfis de resisténcia a antimicrobianos apresentados pelos mesmos isolados,
nao foi possivel observar esta associagdo na amostragem. Talvez isto possa ser, ao
menos parcialmente justificado, pelo viés da amostragem, onde se buscou

deliberadamente amostras com elevada resisténcia fenotipica ao Hg.

Por outro lado, foi possivel observar que 91 % das amostras bacterianas multi-
resistentes (n = 22) apresentaram resultado positivo para a amplificagdo do gene mer4,
sendo que em 18 % destas amostras foram detectados fragmentos com tamanhos
diferentes de 1234 pb. Entre as amostras multi-resistentes e merA-positivas, 40 % (n =
4) foram resistentes a 4 antibidticos e 10 % (n = 1) foi resistente a 5 antibidticos

simultaneamente.

Estes resultados corroboram os obtidos por Matyar et al. '*', que pesquisaram a
associagdao entre a resisténcia a antibidticos ¢ a metais toxicos em amostras Gram-
negativas isoladas de ambientes aquaticos. Os autores observaram altos indices de
resisténcia a Ampicilina (93 %) e multi-resisténcia (2 a 16 antimicrobianos) em 57 %
das amostras de E. coli, Aeromonas sp., Pseudomonas sp., Acinetobacter sp. e
Klebsiella sp. resistentes a metais toxicos, possivelmente como consequéncia da
degradacdo dos ecossistemas devido a crescente carga antropogénica de nutrientes,

. . , . A . y e ~ 141.158
metais, sais, produtos quimicos organicos sintéticos e produtos de combustao " .

4.11. Resultados do Sequenciamento dos Fragmentos do Gene merA Detectados
nas Bactérias

Foram selecionados 13 isolados bacterianos para a anélise da sequéncia do gene

merA, a partir do total de isolados (n = 103) que apresentaram resultado positivo para a
pesquisa do gene merA utilizando a técnica de PCR. A sele¢do foi baseada em 4
critérios: (1) pertencer aos géneros bacterianos identificados com maior frequéncia na
amostragem, (2) representar as diferentes categorias de pontos de coleta presentes neste
estudo, (3) apresentar amplificagdo do DNA com a utilizagao de enzimas e protocolos

de PCR diferentes e (4) exibir fragmentos do gene merA com tamanhos variados.
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Todos os isolados resistentes ao mercurio selecionados foram identificados como
membros da familia Enterobacteriaceae (E. cloacae (4), K. pneumoniae (3), Pantoea sp.
(3), E. coli (2) e Serratia sp. (1)) e a maioria (77 %) apresentou resisténcia aos
antimicrobianos. Apenas os trés isolados de Pantoea sp. foram sensiveis a todos os

antimicrobianos testados.

Dos 13 fragmentos amplificados submetidos ao sequenciamento de DNA, 6
foram detectados em isolados da regido norte (3 oriundos de de areas afetadas pelo
lancamento efluentes de mineragdo e 3 de represa), 3 foram identificados em isolados
oriundos de areas afetadas pelo lancamento de efluentes domésticos e industriais
coletados na regido sudeste, 2 foram obtidos de éareas afetadas pelo langamento de
efluentes da regido sul e 2 foram detectados em isolados de pisciculturas localizadas na

regido centro-oeste do pais.

Quanto a presenga do gene merA, 9 fragmentos de tamanhos variados (800 pb,
1200 pb e 1500 pb) foram amplificados com o emprego da enzima Platinum® e 4
fragmentos (com pesos de 1200 pb e 1500 pb) foram detectados em reagdes onde a

enzima recombinante foi utilizada.

A analise comparativa dos resultados do sequenciamento dos fragmentos do
gene merA identificados neste estudo foi realizada através da técnica de alinhamento

multiplo, utilizando a ferramenta de bioinforméatica T-COFFEE "*'.

Inicialmente, as sequéncias génicas das bactérias nativas foram comparadas com

o fragmento-alvo °°

e a pontuagdo geral apresentada pelo alinhamento foi
correspondente a 91 % de similaridade genética (Tabela 15). Esse alto percentual de
similaridade genética demonstra a especificidade dos produtos de amplificacdo que
apresentaram tamanhos diferentes do fragmento-alvo e sugere a presenca de

polimorfismos genéticos nas bactérias presentes nos ecossistemas estudados.

Quando a andlise ¢ feita individualmente de cada uma das 13 sequéncias do gene
merA identificadas nas amostras bacterianas nativas com o fragmento-alvo, descrito por
Liebert et al. *°, observou-se uma similaridade que variou entre 89 % e 93 %. Os
maiores percentuais de similaridade (93 %) foram observados em sequéncias de 800 pb
e 1500 pb extraidas de E. cloacae isoladas de areas afetadas pelo langamento de
efluentes de mineragdo e pisciculturas, além de sequéncias de E. coli (1500 pb) e K.
pneumoniae (1200 pb) isoladas de dareas afetadas pelo langamento de efluentes

domésticos e industriais do Rio de Janeiro e do Rio Grande do Sul, respectivamente.
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Tabela 15 — Similaridade Genética Apresentada pelos Fragmentos do Gene merA ap6s o Sequenciamento.

Atividade / Fragmento Similaridade Apresentada entre as Amostras e o/a(s)
Amostra Regl? 2 Impacfo . CMly, | Identificacio TSA* Analisado
Geografica | Antropogénico (perfil*) (pb Fra to- Amostras da mesma
, pb) gmento .
Predominante 1 Entre si " .
alvo Regido Espécie
M71 20 uM E. cloacae I 1500 pb 93 % 95 % 99 % 97 %
M86 Enfqli‘f;f;ﬁge 20uM |  E. cloacae I 1500 pb 93 % 95 % 99 % 97 %
M7 N 20 uM Serratia sp. I 1500 pb 92 % 94 % 99 % -
—_— orte
M97 20 uM Pantoea sp. S 800 pb 92 % 94 % 93 % 93 %
M102 Represas 20 uM Pantoea sp. S 1200 pb 89 % 92 % 93 % 93 %
M115 20 uM Pantoea sp. S 1200 pb 91 % 92 % 94 % 94 %
M152 20 uM E. cloacae I 1200 pb 92 % 94 % 92 % 95 %
M157 Sudeste Efluentes 20 uM E. coli XVIII 1500 pb 93 % 95 % 95 % 91 %
M158 domésticos e 20 uM E. coli XVIII 1500 pb 90 % 92 % 96 % 99 %
M228 wul industriais 20 uM | K. pneumoniae 11 1200 pb 92 % 95 % 98 % 96 %
EE— u
M258 20 uM | K. pneumoniae VI 1200 pb 93 % 95 % 98 % 95 %
M297 o 20 uM E. cloacae XV 800 pb 93 % 94 % 97 % 97 %
———  Centro-Oeste| Pisciculturas
M301 30 uM | K. pneumoniae XVI 1200 pb 91 % 94 % 94 % 95 %

*Perfis apresentados no Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA) — Perfil II: Resisténcia a Ampicilina; Perfil VI: Resisténcia a Ampicilina e Sulfametoxazol-
Trimetoprim; Perfil XVI: Resisténcia a Ampicilina, Tetraciclina, Sulfametoxazol-Trimetoprim; Perfil XVII: Resisténcia a Ampicilina, Tetraciclina, Sulfametoxazol-

Trimetoprim e Acido Nalidixico; Perfil XVIII: Resisténcia a Tetraciclina; Perfil S: Sensivel a todos os antimicrobianos testados.
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Quando as sequéncias nativas foram comparadas apenas entre si, a pontuagao
gerada a partir do alinhamento foi um pouco mais alta (94 %). Isso significa que as
sequéncias nativas apresentam maior similaridade entre si e um maior numero de
divergéncias nucleotidicas em relacao ao fragmento-alvo. Quanto a similaridade exibida
pelas sequéncias do gene merd detectadas no total de amostras bacterianas brasileiras
comparadas entre si, o percentual variou de 92 % a 95 %, com os valores mais altos

apresentados por isolados de E. cloacae (RO), K. pneumoniae (RS) e E. coli (RJ).

Desta forma, foi possivel observar altos percentuais de similaridade entre as
sequéncias analisadas independente da regido geografica onde a amostra foi coletada, da
espécie bacteriana, do protocolo de PCR utilizado e do tamanho do fragmento

amplificado.

A manutencao do gene merA no genoma de bactérias isoladas de locais onde ndo
ha registros de contaminagdo por mercurio reforca a hipdtese da presenca deste metal
mesmo em ecossistemas distantes de quaisquer fontes naturais ou antropogénicas,
devido ao seu transporte atmosférico eficiente por longas distancias e sua persisténcia

no ambiente.

Isso significa que todos os locais de coleta, independente de apresentarem um
histérico conhecido de contaminagdo por mercurio, possuem enterobactérias que
carregam o gene merA em seu genoma, com a possibilidade de transferir este marcador
de resisténcia, disseminando esta caracteristica de resisténcia para outras bactérias da
comunidade microbiana local, ¢ em muitos casos carreando conjuntamente genes de
resisténcias a antimicrobianos. Assim, estes organismos podem causar doencas a
populacao local através de contaminacdo veiculada pela agua dos sistemas aquaticos

avaliados.

Estes resultados também indicam que a utilizagdo dos dois protocolos de PCR
testados € eficiente para a identificacdo do fragmento conservado do gene merA descrito
por Liebert ez al. *°. Os resultados do sequenciamento indicam que a diferenca entre os
protocolos reside na relacdo “especificidade X sensibilidade” apresentada pelos
resultados das reacdes. A PCR apresenta maior rendimento quando a enzima Platinum®
¢ utilizada, gerando a amplificagdo de sequéncias do gene mer4 com maior nimero de
variagdes nucleotidicas, enquanto com os parametros mais rigidos empregados no
protocolo que utiliza a enzima recombinante, a maioria das sequéncias identificadas

apresenta como tamanho a faixa de 1000 pb a 1500 pb apenas.
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4.12. Presenca de Polimorfismo no Gene merA das Bactérias
O alinhamento multiplo construido com as sequéncias do gene merA
identificadas nas amostras bacterianas brasileiras e a sequéncia descrita por Liebert et

al. >® mostrou um alto percentual de similaridade entre elas, variavel entre 89 % e 93 %.

Porém, como pode ser observado no Anexo 7, foram detectadas divergéncias de
nucleotideos em vdrias regides da sequéncia génica do fragmento-alvo em relacdo aos
i1solados nativos quando foi realizado o alinhamento reverso, gerando um percentual de
similaridade igual a 39 %. Estas divergéncias sdo observadas em menor numero quando
as sequéncias do gene merA identificadas nas bactérias isoladas sdo comparadas apenas
entre elas, sem a presenga do fragmento-alvo no alinhamento, como pode ser
visualizado no Anexo 8, o que indica que a sequéncia identificada por Liebert et al. *°

apresenta maior divergéncia genética em relacao as bactérias isoladas dos ecossistemas

aquaticos brasileiros.

A partir da observagdo de maior identidade genética entre as sequéncias do gene
merA detectadas nas bactérias nativas e a ocorréncia de divergéncia da sequéncia
descrita por Liebert et al. °® em relagdo a nossas sequéncias, mostrou-se necessario
investigar o polimorfismo dos genes merA identificados através da comparagdo com
outras 149 sequéncias do gene merA identificadas em amostras bacterianas de diversas
familias e géneros, isoladas de varios paises e depositadas no GenBank, um banco de
dados genéticos de livre acesso mantido pelo National Institute of Health (NIH, Estados

Unidos / disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Para conhecermos o percentual de similaridade genética apresentado pelas
sequéncias do gene merA identificadas em outros paises, foi realizado um alinhamento
multiplo comparando as 149 sequéncias entre si. Como resultado, foram obtidos 46 %
de similaridade entre as sequéncias, variando de 5 % a 54 % (Tabela 16). As sequéncias
que apresentaram 5 % de similaridade genética neste alinhamento foram depositadas no
GenBank por grupos de pesquisa da Finlandia (Lactobacillus crispatus isolado de
microbiota intestinal de frango, em 2010) e da Alemanha (/lyobacter polytropus isolado
de sedimento marinho, em 2011), sendo o baixo percentual indicador de uma alta

divergéncia em relagdo ao grupo de sequéncias submetido ao alinhamento.

Em seguida, realizamos o alinhamento multiplo comparando as 13 sequéncias

nativas do gene merA identificadas neste estudo com as 149 sequéncias selecionadas no
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GenBank. A similaridade genética resultante da comparagdo entre as nossas sequéncias
e as identificadas em bactérias isoladas em outros paises apresentou percentuais muito

baixos, variando entre 3 % e 6 %.

Devido a totalidade das amostras bacterianas nativas selecionadas para o
sequenciamento de DNA pertencer a familia Enterobacteriaceae, foi realizada uma
minuciosa pesquisa no GenBank para acessar somente sequéncias depositadas oriundas
de bactérias das mesmas espécies das bactérias nativas. Com isso, tivemos acesso a
sequéncias de E. coli (n = 7), E. cloacae (n = 5), de K. pneumoniae (n = 3) e de
Serratia sp. (n = 1) e processamos novos alinhamentos multiplos para comparar as

sequéncias nativas com essas depositadas.

Quando somente as sequéncias de K. pneumoniae foram comparadas, sendo 3
nativas e 3 depositadas, o percentual de similaridade obtido foi correspondente a 52 %.
O alinhamento das sequéncias de E. cloacae (4 nativas e 5 depositadas) resultou em
similaridade variavel entre 23 % e 43 %, enquanto a partir da comparacdo das
sequéncias de Serratia sp. (1 nativa e 1 depositada) obteve-se 38 % de similaridade. O
alinhamento das sequéncias de E. coli (2 nativas e 7 depositadas) resultou no percentual

mais baixo entre as espécies, variando entre 13 % e 28 %.

Contrariando a expectativa de que isolados bacterianos da mesma espécie
oriundos de diferentes regides do mundo teriam sequéncias do gene mer4 semelhantes,
o percentual de similaridade apresentado pelas sequéncias brasileiras em relagdo as
sequéncias bacterianas depositadas por outros autores foi bastante baixo, o que sugere a
ocorréncia de eventos genéticos como insergoes € delegdes durante a evolucao do gene
merA nas amostras bacterianas brasileiras ao longo dos anos que resultaram no

polimorfismo genético observado neste estudo.
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Tabela 16 — Similaridade Genética Apresentada apds o Alinhamento dos Fragmentos do
Gene merA Identificados neste Estudo e as Sequéncias do Gene

Depositadas no GenBank.

N° de Sequéncias do gene merA
Género / Espécie Submetidas ao Alinhamento Similaridade
Bacteriana*® Obtidas neste | Depositadas no Apresentada
Estudo GenBank

Diversos - 149 5-54%
Diversos 13 149 3-6%
K. pneumoniae 3 3 52 %
E. cloacae 4 5 23-43%
E. coli 2 7 13-28%
Serratia sp. 1 1 38 %

* Nédo foram depositadas no GenBank sequéncias do gene merAd detectadas em isolados de

Pantoea sp. até dezembro de 2011, o que impediu a realizagdo do alinhamento.

Estes resultados indicam uma possivel diversidade genética do gene merA nas
amostras analisadas dos diferentes ecossistemas aquaticos brasileiros. De acordo com

Liebert et al. *°

, os iniciadores utilizados se mostraram capazes de amplificar uma
regido conservada do gene merd em 97 % das amostras bacterianas Gram-negativas
resistentes ao mercurio estudadas. Porém, estudos recentes vém relatando uma crescente
variabilidade de sequéncias nucleotidicas identificadas em determinantes génicos de

resisténcia a0 mercurio presentes em bactérias ambientais isoladas em outros paises
62,68,75,76

Os sistemas aquaticos contendo aguas residuais podem promover o desenvolvimento
de comunidades bacterianas que reunam diferentes tipos de elementos genéticos de
resisténcia que, em associagdo, desempenham um papel importante na adaptagdo e

evolugdo das bactérias *'.

Nestes ecossistemas poluidos as comunidades bacterianas sdo submetidas a
processos de selecdo e sua capacidade de adaptagdo estd relacionada a transmissdo
vertical ou horizontal de genes de resisténcia '>°. Por isso, de acordo com McArthur e
Tuckfield '®°, as bactérias isoladas de uma mesma regiio podem apresentar seqiiéncias
génicas diferentes, como resultado de pressdes de selecdo mais ou menos intensas em
localizagdes espaciais especificas. Consequentemente seriam observados genes de

composi¢ao variavel ou em nimero variado de cdpias na comunidade bacteriana local.
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4.13. Significado dos Achados deste Estudo no Contexto da Poluicio Ambiental,
da Biorremediacao e da Saude Publica

A identificagdo do gene merdA em bactérias isoladas dos diferentes pontos de

coleta sugere que a presenga de amostras bacterianas resistentes ao mercurio pode ser
ubiqua nos ecossistemas aquaticos brasileiros. A presenga deste poluente em
ecossistemas aquaticos que ndo possuem historico de contaminagdo pode estar
relacionada ao transporte atmosférico eficiente do merctrio. Uma vez que o mercurio
lancado no ambiente exerce uma pressdo seletiva nas comunidades bioldgicas,
promovendo a selecdo de bactérias resistentes, os ecossistemas impactados pelo
mercurio podem ser excelentes fontes de microrganismos para utilizagdo em futuros

processos de biorremediagdo das areas contaminadas.

O isolamento e a caracterizagdo de bactérias provenientes de ambientes
contaminados por varios poluentes, como metais e poluentes organicos persistentes,
oferecem a oportunidade de obtencdo de organismos adaptados a condi¢des ambientais
extremas. Estes organismos sdo capazes de altas taxas de metabolismo e reprodugdo sob
condi¢des ambientais estressantes, possuindo baixos requerimentos nutricionais. Estas
amostras foram naturalmente selecionadas pelas condigdes ambientais, possuindo as

qualidades fundamentais para organismos destinados a biorremediacdo: grande

resisténcia a poluicao mista e condi¢des faceis de cultivo.

A variabilidade genética apresentada pelas amostras bacterianas isoladas dos
ecossistemas aquaticos brasileiros refor¢a o que vem sendo relatado na literatura pelos
estudos mais recentes sobre o gene merA, em contraposicao aos primeiros estudos. Esta
variabilidade pode ser explicada pela capacidade das bactérias de origem ambiental de
se adaptar rapidamente as mudancas locais e responder aos seus estimulos através de
mutacoes. Essas, por sua vez, podem ser estimuladas pela presenga de metais toxicos no
ambiente, permitindo que os microrganismos resistentes se tornem prevalentes nas

comunidades microbianas expostas aos poluentes .

E importante destacar que a avaliagdo da estrutura genética de populagdes
ambientais impactadas pela presenca de contaminantes antropogénicos pode ser uma
ferramenta util para o conhecimento das conseqiiéncias decorrentes da exposi¢do a
polui¢do. Além disso, a alta similaridade genética entre os individuos da populacao
microbiana estudada, oriunda de diferentes sistemas aquaticos, chama a atenc¢do para a
necessidade de um gerenciamento adequado dos residuos industriais antes da descarga

no meio ambiente visando a prote¢ao de nossos ecossistemas ¢ da saide humana.
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Finalizando, ¢ importante considerarmos que os genomas sao resultado de uma
longa e continua evolugdo. Também devemos lembrar que os conhecimentos atuais
sobre a diversidade microbiana sdo escassos devido a impossibilidade de cultivar a
maioria das bactérias ambientais. Com isso, a compreensao de como 0s genes € seus

produtos interagem entre si e com o meio ambiente torna-se bastante complexa **'*°.
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Conclusoes

e

Observou-se a presenga de bactérias resistentes ao Hg em todos os pontos de coleta
dos sistemas aquaticos, o que reforca a hipotese de que o Hg estd presente no
ambiente de maneira ubiqua, independente do histérico de contaminagdo das

regides, devido ao seu eficiente transporte atmosférico;

Independente da regido, foram isoladas espécies bacterianas com niveis de
resisténcia ao Hg similares, entretanto as bactérias que apresentaram os niveis de
resisténcia mais altos foram isoladas de arecas com historico de contaminacao

mercurial;

Houve isolamento de diversos géneros bacterianos, porém, as enterobactérias foram
isoladas com maior frequéncia dos sistemas aquaticos, indicando a presenca de

poluicao fecal recente nos locais de coleta;

Alguns isolados bacterianos resistentes ao Hg apresentaram divergéncias
metabolicas em relacdo ao comportamento esperado, independente da regido de
origem, como resultado da grande capacidade adaptativa das bactérias a condi¢des

variaveis ou desfavoraveis no ambiente;

A maioria das bactérias resistentes ao Hg isoladas foi resistente a antimicrobianos e
cerca de 10 % foram multi-resistentes, o que pode ser decorrente da emissdo
crescente de antimicrobianos no ambiente, devido ao uso indiscriminado na
medicina e na agricultura, contribuindo para a sele¢do e disseminagdo de bactérias

resistentes e representando um grave problema de saude publica;

O gene merA foi detectado em 91 % das bactérias isoladas, indicando que este
mecanismo de resisténcia ao Hg seja o mais comum na populacdo bacteriana

estudada;

Os dois protocolos de PCR utilizados mostraram-se simples e eficientes para a
deteccdo do gene merd em bactérias Gram-negativas ambientais e podem ser
empregados na prospeccdo de bactérias para futuras iniciativas de biorremediagao

da poluicao por Hg;
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4 O polimorfismo apresentado pelo gene merd nas bactérias nativas sugere a
ocorréncia de eventos genéticos simples como inser¢des, substituigdes e dele¢des
durante a evolucdo do gene merA nas amostras bacterianas brasileiras ao longo dos

anos;

4 A maior similaridade do gene merA foi apresentada entre bactérias isoladas de uma
mesma regido do nosso pais, independente da espécie identificada, possivelmente
como resultado da transferéncia horizontal de genes de resisténcia estimulada por

pressoes seletivas em localizagdes espaciais especificas;

4 A alta similaridade genética apresentada pelos individuos da populagdo microbiana
estudada chama a atencdo para a necessidade de um gerenciamento adequado dos
residuos industriais antes da descarga no meio ambiente, visando a protecdo dos

ecossistemas e da satde humana.
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6. Recomendacoes

4 Selecionar e caracterizar bactérias provenientes de outros ecossistemas aquaticos,
buscando microrganismos com grande resisténcia a poluicdo mista e condig¢des
faceis de cultivo, que possam ser futuramente empregados em processos de

biorremediagao;

4 Sequenciar os fragmentos do gene merA detectados em todos os isolados das regides
geograficas estudadas, a fim de verificar a existéncia de perfis genéticos

relacionados as amostras regionais;

4 Desenvolver novos iniciadores especificos para a detecgdo do gene merd, com
menor tamanho e baseados nas sequéncias genéticas apresentadas pelas bactérias

isoladas dos sistemas aquaticos brasileiros;

4 Pesquisar a presenca do gene merd em clementos genéticos méveis e testar a
possibilidade de transferéncia desse gene utilizando experimentos de conjugacdo

bacteriana;

4 Verificar o espectro de resisténcia dos isolados bacterianos caracterizados neste
estudo, a partir da exposicao ao Hg organico e/ou da deteccao do gene merB, dando
continuidade ao processo de selegdo de bactérias visando o seu uso em agdes de

biorremediagao;

4 Comparar os genes merd e merB detectados submetendo os amplicons previamente
a técnica de RFLP (Anélise do Polimorfismo dos Fragmentos de Restrigdo do
DNA), mais simples e econdomica que o sequenciamento de DNA, contribuindo para
a compreensdo da dindmica da resisténcia ao Hg nas bactérias isoladas dos

ecossistemas aquaticos brasileiros.
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Anexo 1

Meios de cultura, Reagentes e Solucoes.

A. Caldo Nutriente (Difco)
Formulagao (por litro):
EXtrato de Carne .........ccoeeevveeveiieeeiieecee e 30g

Peptona .......cooeviiiiiiee e 50¢g

Preparo: Dissolver 8,0 g do meio de cultura em 1 L de dgua destilada. Em seguida,
esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Armazenar em geladeira até o

momento do uso.

B. Agar Nutriente (Difco)

Formulagao (por litro):

EXtrato de Carme ..........cccceevieniieniieeiieieceece e 30g
Peptona .......cooeviiiiiiee e 50¢g
YN . | RSP URP 150¢g

Preparo: Dissolver 23,0 g do meio de cultura em 1 L de dgua destilada, utilizando
banho-maria e agitacdo frequente. Em seguida, esterilizar em autoclave a 121 °C

durante 15 minutos. Armazenar em geladeira até o momento do uso.

C. Solugao Violeta de Genciana

Violeta de Genciana ............cccceeeeueeeieeiienieeiienie e 1,0g
ACIAO FENICO....eeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20¢g
ALC001 2 95% ..o, 10 mL
Agua Destilada ..........c.oveveevveeeeieeeeeeeeeeeeee e 100 mL

D. Solucao de Lugol

JOAO e 1,0g
Todureto de POtASSIO ..c..eeevieeiiieiieeieeiiecee e 20¢g
AgUa DeStilada ..........co.ovvevieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 300 mL
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E. Solugao de Fucsina

Fucsina BASICA .......coovieiiieiieeiiciecceeee e 10g
Fenol Fundido .........oocoeiiiiiiiiiieeeeee e 50¢g
ALC00L 2 95% ..o 10 mL
Agua Destilada ........oovuveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL

(Esta solucdo sera diluida a 1/10 para ser usada na coloragdo de Gram)

F. Caldo Nutriente (Difco) com Glicerol (Sigma-Aldrich) a 20 %

Preparo: Dissolver 0,64 g do meio de cultura em 80 mL de 4gua destilada. Adicionar 20
mL de Glicerol. Homogeneizar a mistura mantendo em agitacdo. Em seguida, esterilizar
em autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Armazenar em geladeira até o momento do

uso.

G. Agar-Estoque

Formulacgao (por litro):

Cloreto de SOAI0......ccueeiiieiieiiieieeeee et 80¢g
Caldo Nutriente (DifCo).....cccveeriieriiieeiieeciee e 10,0 g
ALGAT e e e a e e ataeeeeane 6,0 ¢g

Preparo: Dissolver o meio de cultura, junto com o agar e o cloreto de s6dio em 1 L de
agua destilada, utilizando banho-maria e agita¢do frequente. Em seguida, esterilizar em

autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Armazenar em geladeira até o momento do uso.

H. Caldo Mueller-Hinton (Oxoid)

Formulagao (por litro):

Infus@o de Carne .......oeeeeviieeiiieeie e 300,0 g
Caseina Hidrolisada ..........c.ceevveeiiieeiieeeieeeeeeeee e, 17,5¢g
AMIAO .ottt 1,5¢

Preparo: Dissolver 21,0 g do meio de cultura em 1 L de dgua destilada. Em seguida,
esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Armazenar em geladeira até o

momento do uso.
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I. Agar Mueller-Hinton (Oxoid)

Formulagao (por litro):

InfusA0o de CarnNe ......c.eeevieeiieiiieiieieeeee e 300,0 g
Caseina Hidrolisada ..........cccceeeviieiiieiiiieeiieeeeee e, 17,5¢g
AMIAO i e e naee e 1,5¢
AAT oot 17,0 g

Preparo: Dissolver 38,0 g do meio de cultura em 1 L de 4gua destilada, utilizando
banho-maria e agitacdo frequente. Em seguida, esterilizar em autoclave a 121 °C

durante 15 minutos. Armazenar em geladeira até o momento do uso.

J. Tampao TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5X

Formulacgao (por litro):

TRIS (Sigma-Aldrich) ......coocveeeiiieiieeeeeeee e, 540¢g
EDTA (Sigma-Aldrich) ......cccovveoiiiiiieeeeeeeeeeee e 4,7 g
Acido Borico (Sigma-Aldrich) ..........ocoeveveeeeeeeeeeeeeeeereans 275¢

Preparo: Dissolver os reagentes em 1 L de dgua bidestilada, utilizando agitacdo
frequente. Para diluir esta solugdo concentrada 5X para a concentracao de uso (0,5X)
deve-se misturar 1 parte de TBE 5X (100 mL) e 9 partes de agua bidestilada (900 mL).

Armazenar em temperatura ambiente até o momento do uso.

L. Solugao de Brometo de Etideo (0,5 mg/ mL)
Preparo: Pesar e adicionar cuidadosamente 0,5 g de Brometo de Etideo (Sigma-Aldrich)
a | L de agua bidestilada, em um recipiente reservado exclusivamente para o

armazenamento desta solu¢do, que deve ser mantida ao abrigo da luz.
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Anexo 2

Técnica de Coloracao de Gram.

A. Preparacao do esfregaco:

1. Depositar uma gota do crescimento bacteriano em Caldo Nutriente (Difco) sobre
uma lamina limpa e seca;

2. Espalhar o material foi sobre a lamina, procurando obter um esfregaco fino;

3. Deixar a 1amina secar a temperatura ambiente;

4. Passar a lamina de 2 a 3 vezes pela chama do bico de Bunsen para fixar o
esfregaco;

5. Deixar a 1amina esfriar a temperatura ambiente.

B. Coloracao das Células Bacterianas:
1.Cobrir o esfregaco com a solucdo Violeta de Genciana (Anexo 1) e aguardar
durante 1 minuto;
2. Adicionada a solucao de Lugol (Anexo 1) e esperar por mais 1 minuto;
3. Escorrer as duas solugdes da lamina por inclinagao;
4. Gotejar 10 mL de alcool sobre o esfregaco;
5.Lavar a lamina rapidamente com agua;
6. Cobrir o esfregaco com Fucsina (Anexo 1) e aguardar durante 30 segundos;

7.Lavar a lamina novamente com agua e secar com papel de filtro.

C. Bacterioscopia:

Observar o esfregago contido na lamina ao microscopio Optico, utilizando a lente
objetiva de imersdo (100 X) e uma gota de 6leo de cedro (Merck). Como resultado, as
bactérias Gram-positivas sdo visualizadas coradas em roxo e as bactérias Gram-

negativas coradas em vermelho.
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Anexo 3

Procedimentos Realizados para a Identificacdo das Bactérias Gram-negativas

Resistentes ao Mercurio.

A. Procedimento técnicos para a utilizagdo do BBL™ Crystal™ Enteric / Nonfermenter
ID Kit:

1. Em condigdes assépticas, selecionar com auxilio de alga bacteriologica
descartavel uma colonia isolada grande ou 4 a 5 coldnias pequenas a partir de
uma placa contendo cultura pura em Agar Sangue ou Agar MacConkey com no
maximo 24 horas;

2. Suspender as colonias no tubo de ensaio contendo o “Liquido de indculo BBL
Crystal Enteric / Stool”;

3. Com o tubo bem fechado, agitar a suspensdo bacteriana em vortex durante 15
segundos;

4. Colocar a totalidade do contetdo do liquido do inoculo na area alvo da base do
sistema de identificagao;

5. Segurar a base suavemente com as maos e fazer o inoculo circular na trilha até
que todos os pogos fiquem cheios do liquido;

6. Alinhar a tampa com a base, de forma que a extremidade marcada da tampa
fique por cima da area alvo da base;

7. Posicionar os polegares sobre as bordas da tampa e empurrar para baixo até a
tampa se encaixar na base (dois cliques serao ouvidos);

8. Incubar os painéis virados para baixo em incubadora sem CO, e com umidade
de 40 a 60 %, em temperatura entre 35 e 37 °C, durante 18-24 horas;

9. Ap6s o periodo de incubagado, ler cada painel utilizando o “BBL Crystal Light
Box” e anotar a pontuagdo atribuida a cada resultado de reagao;

10. O perfil numérico resultante, que devera ter 10 digitos, devera ser inserido no
software “BBL Crystal ID System Electronic Codebook™, para que a

identificacdo do microrganismo seja concluida.
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Quadro 3 — Substratos Enzimaticos e Bioquimicos Contidos no BB Crysta

Enteric / Nonfermenter ID Kit.

Substrato Bioquimico Resu.lt-ado Resultfzdo Principio do Teste
Positivo Negativo
1 - Arabinose Amarelo Vermelho
2 - Manose Amarelo Vermelho
3 - Sacarose Amarelo Vermelho
4 - Melibiose Amarelo Vermelho Utilizagdo de carboidratos
5 - Ramnose Amarelo Vermelho | resultando em diminui¢do do pH
6 - Sorbitol Amarelo Vermelho ¢ alteragéo do indicador
7 - Manitol Amarelo Vermelho (Vermelho de fenol)
8 - Adonitol Amarelo Vermelho
9 - Galactose Amarelo Vermelho
10 - Inositol Amarelo Vermelho
11 - p-n-p-fosfat A 1 Incol e o
Pp-lo8 a0 - mareo neoot Hidrolise enzimatica do
12 - p-n-p-0-B-glucosideo Amarelo Incolor glicosideo
13 - p-n-p-B-galactosideo Amarelo Incolor
14- Prolina nitroanilido Amarelo Incolor Hidrolise enzimatica do amido
15 - p-n-p-bis-fosfato Amarelo Incolor
16 - p-n-p-xilosideo Amarelo Incolor
17 - p-n-p-a-arabinosideo Amarelo Incolor Hidrolise enzimatica do
18 - p-n-p-fosforilcolina Amarelo Incolor glicosideo
19 - p-n-p-B-glucuronideo Amarelo Incolor
20 - p-n-p-N-acetil-glucosaminida Amarelo Incolor
21 - y-L-glutamil-p-nitroanilido Amarelo Incolor Hidroélise enzimatica do amido
b - Esculina Castanho Palha Hidrolise da esculina na presenga
de ion férrico
Desaminacdo oxidativa da
23 - p-nitro-DL-fenilalanina Laranja Amarelo fenilalanina em presenga de ion
férrico
Hidrélise da uréia com liberagao
. de amonia, alterando a cor do
24 — Uréia Azul Amarelo indicador de pH (Azul de
bromotimol)
Degradagio da glicina,
b5 - Glicina Azul Amarelo produzindo metabdlitos alcalinos
que alteram a cor do indicador de
pH (Azul de bromotimol)
Utilizagao do citrato, produzindo
. metabolitos alcalinos que alteram
26 - Citrato Azul Amarelo a cor do indicador de pH (Azul de
bromotimol)
Utilizagdo do malonato,
b7 - Acido maldnico Azul Amarelo produzindo metabdlitos alcalinos
que alteram a cor do indicador de
pH (Azul de bromotimol)
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Quadro 3 — Substratos Enzimaticos e Bioquimicos Contidos no BBL™ Crystal™
Enteric / Nonfermenter ID Kit.
(continuagdo)
Substrato Bioquimico Resu.lt‘ado Resultfldo Principio do Teste
Positivo Negativo

28 - Cloreto de tetrazolio trifenil Vermelho Incolor Redugao do tetrazdlio

29 - Arginina Vermelho Amarelo |Catabolismo anaerdbio resultando
em aumento do pH e alteragdo da

cor do indicador (Violeta de
30 - Lisina Vermelho Amarelo bromocresol)

B. Procedimentos técnicos para a utilizacio do API® 20E (BioM¢érieux):

1.

10.
11.

12.
13.

14.

15.

Juntar o fundo a tampa de uma caixa de incubagdo e distribuir cerca de 5 mL de
agua destilada estéril nos alvéolos;

Inserir a galeria na caixa de incubacao;

Utilizar um tubo contendo 5 mL de soro fisiologico ou dgua destilada estéril;

Com uma pipeta, coletar uma unica colonia bem isolada de uma placa contendo
cultura recente (24 horas);

Fazer uma suspensao bacteriana homogeneizando cuidadosamente as bactérias;
Introduzir a suspensdao bacteriana nos tubos da galeria utilizando a mesma
pipeta;

Para os testes Citrato, Piruvato de Sodio e Gelatina, encher o tubo e a cupula;

Para os outros testes, encher apenas os tubos;

Para os testes Arginina, Lisina, Ornitina, H,S e Uréia, criar uma anaerobiose
enchendo a cipula com 6leo de parafina;

Fechar a caixa de incubagao;

Incubar em estufa bacteriologica em temperatura entre 36 e 38 °C, durante 18-24
horas;

Apos a incubacdo, realizar a leitura dos resultados dos testes bioquimicos;

Se trés ou mais testes forem positivos, anotar os resultados e em seguida revelar
os testes que necessitam da adicdo de reagentes;

Para revelar o teste da acdo da enzima Triptofano-desaminase, adicionar uma
gota do reagente TDA. Uma cor castanha-avermelhada indica uma reagao
positiva;

Para revelar o teste da producdo de Indol, adicionar uma gota do reagente

JAMES. Uma cor rosa difundida por toda a ctipula indica uma reagao positiva;
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16. Para revelar o teste de produgdo de Acetoina, adicionar 1 gota dos reagentes VP1
e VP2. Esperar, no minimo 10 minutos. Uma cor rosa ou vermelha indica uma
reacdo positiva e uma fraca coloragdo rosa apds 10 minutos indica resultado
negativo;

17. O teste para a producdo de Acetoina deve ser efetuado por ultimo, para que os
gases liberados pela reag@o ndo interfiram nos outros testes da galeria;

18. Com os resultados dos testes bioquimicos, obtém-se um perfil numérico
composto por 7 algarismos que deve ser introduzido no software “apiweb™”

para concluir a identificagao dos isolados bacterianos.

Quadro 4 — Substratos Enzimaticos e Bioquimicos Contidos no API® 20E
(BioM¢érieux).
Substrato Bioquimico le;;lilttii:f)o l;e:;::?‘floo Principio do Teste
;a_lzc_?oi;ri(r)iilcl)isli-gg_ Amarelo Incolor Acio da enzima B-galactosidase
2 - L-arginina Vermelho Amarelo Acdo da enzima arginina di-hidrolase
3 - L-lisina Vermelho Amarelo Acdo da enzima lisina descarboxilase
4 - L-ornitina Vermelho Amarelo Acio da enzima ornitina descarboxilase
5 - Citrato de sodio Azul Verde Utilizacdo do citrato
6 - Tiossulfato de s6dio Negro Incolor Produgdo de H,S
7 - Uréia Vermelho Amarelo Acdo da enzima urcase
8 - L-triptofano Vermelho Amarelo Ac¢a0 da enzima triptofano desaminase
9 - L-triptofano Rosa Incolor Producao de indol
10 - Piruvato de s6dio Vermelho Incolor Produgdo de acetoina
11 - Gelatina I;iiglrf;g)o D?fllej:éo Acgdo da enzima gelatinase
12 - D-glicose Amarelo Azul Fermentacdo / oxidacdo da glicose
13 - D-manitol Amarelo Azul Fermentagdo / oxidacdo da glicose
14 - Inositol Amarelo Azul Fermentagdo / oxidacdo da glicose
15 - D-sorbitol Amarelo Azul Fermentagdo / oxidacdo da glicose
16 - L-ramnose Amarelo Azul Fermentagdo / oxidagdo da glicose
17 - D-sacarose Amarelo Azul Fermentagdo / oxidagdo da glicose
18 - D-melibiose Amarelo Azul Fermentagdo / oxidacdo da glicose
19 - Amigdalina Amarelo Azul Fermentagdo / oxida¢do da amigdalina
20 - L-arabinose Amarelo Azul Fermentagdo / oxidagdo da arabinose
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Anexo 4

Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos.

A. Preparo da Suspensao Bacteriana:
1. Suspender colonias puras e isoladas em Caldo Mueller-Hinton (Oxoid, Estados
Unidos), com o auxilio de uma alca bacterioldgica;
2. Incubar os tubos em estufa a 37 °C por 2 a 6 horas;
3. Comparar, a cada 2 horas, a turvagdo da suspensdao com a escala 0,5 de Mc
Farland (BioMérieux, Franga), equivalente a 1,5 X 10® células bacterianas / mL;
4. Realizar a semeadura quando a suspensdo bacteriana alcangar a turvagdo pré-

determinada.

B. Semeadura da Bactéria e Aplicagdo dos Discos Contendo os Antimicrobianos:

1. Semear a suspensdo bacteriana em induto continuo sobre a superficie da placa de
Agar Mueller-Hinton (Oxoid, Estados Unidos) utilizando um swab estéril;

2. Depositar, sobre a superficie da placa semeada, os discos de papel de filtro
impregnados com os antimicrobianos: Ampicilina (10 pg), Acido Nalidixico (30
pg), Gentamicina (10 pg), Estreptomicina (10 pg), Cloranfenicol (30 pg),
Sulfametoxazol-Trimetoprim (25 pg), Tetraciclina (30 pg) e Canamicina (30
ng), todos fornecidos pela Oxoid (Estados Unidos), tendo o cuidado de aplicar
quatro discos por placa, para evitar a sobreposicao de halos, que dificultaria a
leitura e a interpretagdo do teste;

3. Utilizar a cepa-padrao Escherichia coli ATCC 25922 como amostra controle do
experimento;

4. Incubar as placas em estufa bacteriologica a 37 °C durante 18 horas.

C. Leitura e Interpretagao dos Resultados:

1. Medir o tamanho da zona de inibi¢cdo do crescimento bacteriano (em milimetros)
para cada antibidtico testado;

2. Interpretar a medida do halo de inibi¢ao do crescimento bacteriano seguindo as
orientagdes do manual CLSI: as amostras bacterianas sdo Sensiveis quando o
antimicrobiano ¢ capaz de inibir seu crescimento; sdo Resistentes quando
crescem na presenga da droga; e sdo Intermedidrias quando sofrem alguma

inibicao de crescimento, expressa por um didmetro do halo de inibi¢do reduzido.
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Anexo 5

Purificacao dos Produtos de PCR.

A. Recuperagdo dos Fragmentos de DNA contidos no Gel de Agarose:

1.

e B T i

Retirar o fragmento de DNA do gel de agarose, utilizando um bisturi;

Introduzir a fatia em um microtubo de 1,5 mL e pesar em balanga analitica;
Registrar o peso da fatia de gel, que deve apresentar no maximo 300 mg;
Adicionar 10 pL do Tampao de Captura (tipo 3) para cada 10 mg da fatia;

Agitar em vortex e incubar a 60 °C durante 20 minutos;

Centrifugar a 10.000 g durante 30 segundos;

Transferir a mistura para a coluna acoplada a um tubo coletor;

Manter a coluna em repouso durante 1 minuto em temperatura ambiente e iniciar

o processo de purificagdo do DNA imediatamente.

B. Purificagdao do DNA:

1.

e A T i

Lavar a coluna com 500 pL de Tampao de Lavagem (tipo 1);

Centrifugar a 10.000 g por 30 segundos;

Transferir a coluna para um novo tubo coletor;

Descartar o tubo coletor contendo a solucao residual;

Adicionar 50 pL do Tampao de Elui¢ao (tipo 6) na coluna;

Deixar em repouso a temperatura ambiente durante 1 minuto;

Centrifugar a coluna a 10.000 g durante 1 minuto;

Recuperar o DNA purificado no tubo coletor € armazenar a -20 °C até o momento

do uso.
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Anexo 6

Procedimentos Realizados para o Sequenciamento de DNA.

A. Preparo da Mistura de Reagdo:

Misturar 115,0 uL de BigDye™ e 175 pL de Tampao de Sequenciamento 5X, ambos
incluidos no kit “ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction” (Applied Biosystems, Estados Unidos).

B. Montagem das placas de 96 pogos:
1. Distribuir 2,5 pL de 4gua deionizada estéril nos pocos de uma placa de 96
POgos;
2. Adicionar 4,0 uL da amostra de DNA purificado e, em seguida, 1,0 pL do
iniciador A1 (3,2 pmoles / uL) em cada poco da placa;
3. Adicionar 2,5 uL da Mistura de Reacao em cada poco da placa contendo DNA

alvo e o iniciador.

C. Amplificagdo do DNA para a marcagao fluorescente:

1. Introduzir a placa no termociclador “GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Estados Unidos) e usar a seguinte programagao de amplificacao: 40
ciclos de 94 °C / 10 segundos, 50 °C / 5 segundos, 60 °C / 4 minutos;

2. Apods a amplificacdo, as amostras devem ser precipitadas, para remover os
ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) livres, que posteriormente podem

interferir na leitura da sequéncia de DNA.

D. Precipitagdo do DNA marcado:
1. Centrifugar a placa retirada do termociclador a 10.000 g durante 30 segundos;
Adicionar 30 pL de isopropanol 75 % em cada poco da placa;
Agitar a placa em vortéx durante 10 segundos;
Manter a placa em repouso durante 15 minutos, ao abrigo da luz;
Centrifugar a placa a 1.000 g durante 45 minutos;
Descartar o sobrenadante, vertendo a placa sobre papel absorvente;
Adicionar 50 pL de etanol 75 % (Merck, Alemanha) em cada pogo da placa;
Centrifugar a placa a 1.000 g durante 15 minutos;

o ® N bk wDN

Descartar o sobrenadante, vertendo a placa sobre papel absorvente;
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10. Dispor a placa na centrifuga em posi¢ao invertida (“spin down”), forrando a

base do suporte para placas com papel absorvente;

11. Centrifugar a placa a 500 g durante 20 segundos;

12. Colocar a placa em um bloco aquecido a 60°C, durante 10 minutos, ao abrigo da

luz.

E. Sequenciamento do DNA:

1.

Adicionar 10 pL da solu¢do desnaturante Hi-Di™ Formamida (Applied
Biosystems, Estados Unidos) em cada poco da placa;

Centrifugar a placa a 500 g durante 20 segundos;

Colocar a placa em um bloco aquecido a 95 °C, durante 3 minutos, ao abrigo da
luz;

Apds o aquecimento, acondicionar a placa em um recipiente contendo gelo (4
°C) e deixar de 5 a 10 minutos em repouso;

Centrifugar a placa a 500 g durante 20 segundos;

Introduzir a placa no sequenciador automatico “48-Capilar ABI3730” (Applied

Biosystems, Estados Unidos) para iniciar a eletroforese capilar.
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Anexo 7

Alinhamento Muiltiplo Utilizando o Programa T-COFFEE para a Comparacio das
Sequéncias Genéticas Identificadas na Amostragem Bacteriana Estudada e o

Fragmento do Gene merA Descrito por Liebert et al. .

meraliehert

C10 M71 B

B0s MEG B

E07 MBT R

S12 M7 R

F11 WM10Z B

A10 M115 R

S08 M152 R

AOS M15T B

BO7T M158 R

HO8 MZ28 B

Al1l MZ5E R

B11 MZ97 B

C10THMI0LTR

cong

meralisbhart 12 511
Cl0 M71 R 241 279
D0s MAGE R 241 27%
E07 MAT B 243 281
G122 M7 B 244 282
E11 M10Z R 251 289
A10 MI1S R 241 27%
C08 M15Z R 240 278
ADS M15T B 240 278
BOT M158 B 230 248
HOB MZ28 R 240 278
A11 MZ58 B 238 276
E11l M297 R 239 277
C10_M301"R 245 283
cong 547 588
meraliebert 512 531
C10_M71 R 280 318
D0% MBE R 280 318
E07 MBT R 282 320
G127 MITTR 283 321
F11 M10Z B 290 328
A10 M115 R ZA0 318
a0 M152 R 279 317
ADS MIST R 279 317
BO7T M158 R 249 248
HO8 M228 B 279 317
Al1 MZ5E R 277 315
B11 MZ97 B 278 316
Cl0 M3I0IR 284 322
cons sac [N -

Legenda: lﬁD Ave GOOD
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Anexo 8

Alinhamento Muiltiplo Utilizando o Programa T-COFFEE para a Comparacio das

Sequéncias Genéticas Identificadas na Amostragem Bacteriana Estudada.

C10 M7T1 R 283
D05 MBE R ZE3
E07T MBT R 285
312 W97 R 286
E11 M10Z R 293
A0 MIIS R 283
G088 M1SZ R Z82
ADS MIST R Z82
BOT M158 R 248
HOE M2Z28 R ZEZ
Al11 MZ58 R 280
B11 M287 R z81
C10 M3I01_ R 287
cons 312
10 _M71 B 322
D09 MBE R 322
EO7T MET R 324
G1Z2 M97T R 325
E11 M10Z R 332
A10TMIISR 322
G08 M1SZ R 321
ADS MIST R 321
BO7 M1SE R 245
HOB M2Z28 R 321
A11 MIEE R 318
B11 M297 R 320
C10 M301" R 326
cong 351
C10 M71 R 360
D09 MBE R 380
E07 MBT R 363
G12 M7 R 364
E11 M10Z R 371
A0 MIIS R 361
G08 M1SZ R 360
ADS MIST B 380
BOT M158 R 249
HOB M228 R 360
A11 MZE58 R 358
B11 M297 R 359
C10TM301 R 365
cong 380

Legenda: .D R‘i.i’@-
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