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Resumo 

 

Palavras-chave: mercúrio, bactéria, resistência, gene merA, biorremediação.  

 

O mercúrio (Hg) é considerado um dos poluentes ambientais mais perigosos, 

devido a sua persistência no ambiente, eficiente transporte atmosférico e elevada 

toxicidade. A biogeoquímica do Hg em ambientes aquáticos é controlada 

principalmente por reações mediadas por bactérias. Dentre elas, a mais relevante do 

ponto de vista da redução do risco do Hg é a redução dos íons mercúricos à forma 

elementar, menos tóxica, devido à presença do gene merA, que codifica a enzima 

mercúrio-redutase. Neste estudo, 123 bactérias Gram-negativas resistentes ao Hg foram 

isoladas de ecossistemas aquáticos 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 contaminação fecal das áreas estudadas. Independente do histórico de 

contaminação mercurial local, a maioria das amostras apresentou Concentração Mínima 

Inibitória de Hg igual a 20 µM e foi resistente a pelo menos um dos antimicrobianos 

testados. O gene merA foi detectado em 91 % dos isolados, utilizando PCR. A 

caracterização do gene merA através de sequenciamento confirmou a especificidade dos 

produtos de amplificação que apresentaram grande similaridade entre si e uma alta 

divergência genética em relação às sequências identificadas em outros países. Isto 

sugere a ocorrência de eventos genéticos ao longo do tempo, que resultaram no 

polimorfismo genético observado no gene merA. A partir dos dados obtidos neste 

estudo, esperamos contribuir para o avanço do conhecimento sobre a resistência ao Hg, 

relacionada ao gene merA e suas possíveis aplicações para a biorremediação da poluição 

ambiental. 
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Abstract 

 

Keywords: mercury, bacteria, resistance, merA 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 merA 

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 MICHg equal to 20 µM and were resistant to at least one 

of the tested antimicrobials. The merA 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 merA sequences, identified in 

other countries. This suggests the occurrence of genetic events during evolution of merA 

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 merA gene and its possible applications in the environmental pollution 

bioremediation. 
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1. Introdução 

 

No cenário da Saúde Ambiental, a prioridade dada aos estudos sobre poluentes 

químicos ambientais pode ser justificada pelo elevado número de substâncias químicas 

com potencial tóxico utilizadas nas diversas atividades econômicas e seu elevado 

potencial tóxico, contribuindo para o aumento da incidência de doenças, riscos para a 

saúde e óbitos. Em geral, existe mobilidade dos poluentes entre os diversos 

compartimentos ambientais e por este motivo o transporte dos poluentes é de particular 

interesse para avaliações de risco 1.  

O estudo dos níveis de metais em matrizes ambientais vem sendo considerado 

prioritário nos programas de promoção da saúde em escala mundial, pois todas as 

formas de vida podem ser afetadas direta ou indiretamente pela presença de metais 

tóxicos, em detrimento da Saúde Pública. Muitos metais são essenciais para os 

organismos, porém, independente de apresentarem função biológica conhecida, todos os 

metais podem danificar os sistemas biológicos quando em altas concentrações 2. 

A poluição por mercúrio apresenta-se como um problema em todo o mundo, 

devido a sua utilização doméstica, medicinal e industrial, apesar das recentes 

proposições de medidas por órgãos governamentais de vários países visando a redução 

do seu uso e sua emissão no ambiente. Atualmente, a presença de mercúrio tem sido 

detectada no solo e na biota aquática, tornando-se uma preocupação crescente devido à 

sua toxicidade, capacidade de acumulação em vários níveis da cadeia alimentar e sua 

embriotoxicidade, representando uma ameaça para a saúde humana e o ambiente 3,4. 

 

1.1. Mercúrio 

1.1.1. Propriedades e Características Gerais 

O mercúrio (Hg) é um elemento químico de número atômico 80, massa atômica 

200,5 e pontos de fusão igual a –38,87ºC e de ebulição 356,9ºC, portanto o Hg 

apresenta-se no estado líquido à temperatura ambiente (25ºC), sendo o único metal que 

possui esta característica. Quando a temperatura é aumentada, transforma-se em vapores 

tóxicos e corrosivos 5. 

O mercúrio está presente naturalmente no ambiente, resultante de erupções 

vulcânicas e da sua mobilização na crosta terrestre. Não apresenta função biológica 

conhecida, pode ser altamente tóxico para os humanos dependendo de sua forma 
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química, possuindo três estados de oxidação: mercúrio elementar (Hg0), íon mercuroso 

(Hg+) e íon mercúrico (Hg2+). O íon mercuroso é instável no ambiente e tende a se 

transformar nas duas outras formas. As formas iônicas podem combinar-se com outros 

elementos, como o enxofre, cloro e oxigênio, formando compostos de mercúrio 

inorgânicos, ou com o carbono, constituindo compostos de mercúrio orgânico 4. 

Em sua forma elementar, o mercúrio pode ser inalado facilmente, devido a sua 

alta pressão de vapor, sendo absorvido nos pulmões, alcança a corrente sanguínea e 

pode atingir o cérebro. O mercúrio elementar pode ser transformado em formas tóxicas 

de mercúrio (Hg2+ e metilmercúrio) nas hemácias, no fígado e no sistema nervoso 

central. Quando se apresenta como íon mercúrico, altamente reativo, o mercúrio é capaz 

de ligar-se aos grupamentos sulfidrila das enzimas e proteínas e interferir nas funções 

vitais celulares. Os compostos organomercuriais são lipossolúveis, sendo absorvidos 

facilmente pelo organismo humano e atravessando a barreira hemato-encefálica. A 

exposição prolongada ou repetida às formas mercuriais tóxicas resulta em tremores, 

distúrbios motores, alterações de comportamento e morte 4,5. 

Além disso, o mercúrio pode associar-se a hidrocarbonetos gasosos e líquidos 

(petróleo, betumes), jazidas de carvão mineral e pode precipitar como sulfeto de 

mercúrio (cinábrio), quando há disponibilidade de enxofre nos depósitos 

vulcanogênicos. A jazida mais antiga de cinábrio é encontrada nas minas de Almadén, 

na Espanha 6.  

 

1.1.2. Utilização e Emissão para o Ambiente 

A utilização de mercúrio tem registro desde as eras mais remotas. Atualmente 

seu emprego é observado na odontologia e no garimpo de ouro, devido a sua 

propriedade de estabelecer liga metálica facilmente com o ouro e outros metais, 

produzindo amálgamas. Também é aplicado em alguns produtos de uso corrente, como 

instrumentos de medidas (termômetros e barômetros), corantes, lâmpadas fluorescentes, 

na indústria de explosivos e como catalisador em reações químicas 6. 

As emissões mundiais de mercúrio na atmosfera têm sido estimadas em 8.000 

toneladas por ano, sendo que mais da metade destas emissões são originadas de fontes 

naturais (erupções vulcânicas e presença em sedimentos) e o restante de fontes 

antropogênicas, como o processamento de minérios, fabricação de cloro / soda-cáustica, 

queima de combustíveis fósseis e incineração de resíduos médicos e biológicos 5,7. 
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A queima de combustíveis fósseis, como carvão, petróleo e gás, representa 

atualmente a mais importante fonte antropogênica de emissão de mercúrio na atmosfera, 

sendo estimada em aproximadamente 800 toneladas por ano 8. 

O mercúrio é considerado um poluente global, pois em ambientes distantes das 

suas fontes de emissão, como na Antártica, Groenlândia e nos oceanos, podem ser 

encontradas concentrações de mercúrio acima dos níveis considerados naturais, o que 

comprova a importância dos processos de transporte atmosférico de larga escala do 

mercúrio na biosfera 7. 

No Brasil, durante a década de 1980, as emissões de mercúrio para o solo, a 

água e a atmosfera consideradas mais expressivas foram, sem dúvida, originárias dos 

locais onde se praticava o garimpo de ouro. De acordo com dados fornecidos por órgãos 

governamentais, os estados brasileiros que apresentaram o maior consumo de mercúrio 

nas atividades de garimpo foram Rondônia, Mato Grosso e Pará 9. 

Devido à toxicidade apresentada pelos compostos de mercúrio, sua utilização em 

formulações para a produção de cosméticos e antissépticos está sendo reduzida. Há 

registros da utilização de 24 toneladas de mercúrio pela indústria farmacêutica brasileira 

na década de 1980. A partir da década de 1990, a utilização caiu para 10 toneladas. 

Porém, o mercúrio continua sendo utilizado por odontologistas no preparo de 

amálgamas para restaurações dentárias 9,10. 

Atualmente, a indústria de cloro-soda vem sendo apontada como uma das 

principais fontes de emissão do metal para o ambiente, mas a produção de lâmpadas, 

pilhas e baterias também contribuem significativamente para o aumento da poluição 

ambiental por mercúrio. Estes produtos apresentam os aterros sanitários como 

destinação final, assim como se acredita que a maior parte do mercúrio presente nos 

produtos médicos e farmacêuticos seja descartada nas redes de esgotos municipais 9,11,12. 

 

1.1.3. Histórico de Contaminação 

O mercúrio é considerado um dos poluentes ambientais mais perigosos, devido a 

sua elevada toxicidade, persistência no ambiente, eficiente transporte atmosférico e 

ampla distribuição geográfica. 

O consumo desordenado deste metal e o descaso no seu manuseio e descarte 

resultaram em sérios desastres ao redor do mundo, que levaram um número 

significativo de pessoas à morte ou incapacitação.  
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Um importante episódio de envenenamento por mercúrio ocorreu no Japão, na 

década de 1950, na região de Minamata. A emissão de metilmercúrio pela fábrica 

Chisso Co., como resíduo da sua produção de PVC, atingiu um canal que conduzia à 

baía de Minamata, onde peixes e mariscos foram contaminados e consumidos pela 

população local. Com isso, foram causadas 121 intoxicações que resultaram em 46 

casos fatais. Outros episódios de envenenamento ocorreram em Niigata, também no 

Japão, entre 1964 e 1965, na Suécia em 1960 e no Iraque, em 1956 e 1960 9,13. 

No Brasil, há registros de desastres ambientais envolvendo o lançamento de 

mercúrio em ecossistemas aquáticos na década de 1970. Na enseada dos Tainheiros / 

BA, a Companhia Química do Recôncavo liberou o metal como resíduo da fabricação 

de cloro-soda, envenenando peixes e crustáceos que foram consumidos pela população 

local. De maneira semelhante, o rio Pernambuco foi contaminado pela Companhia 

Igarassu, também produtora de cloro-soda e o rio Mogi-Guaçu / SP recebeu os efluentes 

contaminados por mercúrio da Indústria Champion de Papel e Celulose S.A. 9. 

A partir da década de 1970, mas principalmente nos anos 80, foi iniciada uma 

intensa atividade de extração de ouro na região Amazônica. O mercúrio, devido a sua 

capacidade de formar amálgamas, tem sido utilizado para recuperar partículas de ouro 

de depósitos aluviais e, consequentemente, quantidades significativas de mercúrio 

elementar são liberadas no ambiente. O Brasil é o segundo maior produtor de ouro do 

mundo e estima-se que aproximadamente 2000 toneladas de mercúrio já foram lançadas 

no ambiente resultantes desta atividade 14,15. 

Embora a atividade de mineração tenha diminuído nas últimas décadas, suas 

consequências para o ambiente e as populações locais continuam sendo observadas. 

Estudos desenvolvidos na região do rio Tapajós, o principal efluente do rio Amazonas, 

mostram que o mercúrio está presente em todos os compartimentos ambientais. Além 

disso, dados epidemiológicos e toxicológicos têm mostrado que as populações 

localizadas ao longo do rio Tapajós apresentam níveis de mercúrio acima do limite de 

tolerância determinado pela Organização Mundial de Saúde 14,16. 

As indústrias de cloro e soda cáustica continuam sendo reconhecidas como 

importantes fontes de lançamento de mercúrio no ambiente aquático. Para diminuir o 

impacto do mercúrio na saúde e no meio ambiente, o Governo Federal criou a Lei 

9.976/00 que proíbe a instalação de novas indústrias químicas para produção de cloro 

usando células de mercúrio. Entretanto, indústrias já instaladas têm um histórico de 
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lançamento de grandes quantidades de resíduos e, muitas vezes, funcionam sem a 

devida fiscalização dos órgãos ambientais 17,18. 

 

1.1.4. Toxicologia do Mercúrio 

Os metais apresentam uma distribuição ubíqua na natureza e estar exposto a eles 

é inevitável. A exposição a contaminantes presentes no ambiente pode acontecer através 

de fontes naturais, processos industriais, produtos comerciais e alimentos. O risco de 

toxicidade crônica depende da frequência, intensidade e duração do contato com o 

contaminante 19. 

Os compostos mercuriais, diferente dos poluentes orgânicos, não podem ser 

decompostos ou degradados, podendo apenas ter sua forma química alterada para 

espécies menos tóxicas ou ser imobilizado no meio. Além disso, podem persistir 

indefinidamente no ambiente e tendem a se acumular através da cadeia alimentar dos 

ecossistemas 13. Por isso, sua detecção e remoção são essenciais para evitar os casos de 

envenenamento por mercúrio. 

No corpo humano, o acúmulo do mercúrio resultante da exposição ocupacional 

ou ambiental, do consumo de alimentos contaminados e da utilização de amálgamas 

dentários, possui um importante significado na Saúde Pública. A exposição pode ocorrer 

através do contato com suas três formas: vapor de mercúrio (mercúrio elementar), 

mercúrio inorgânico e compostos organomercuriais. Estas formas são interconversíveis 

e todas podem produzir toxicidade sistêmica 19,20. 

Aspectos importantes a serem considerados quanto à toxicidade do mercúrio em 

sistemas vivos são sua alta afinidade de ligação a proteínas e a capacidade apresentada 

pelos organomercuriais e pelo mercúrio elementar, de atravessar as membranas 

biológicas devido a sua lipossolubilidade. Como consequência dessas propriedades, 

inativam as enzimas e danificam as membranas biológicas 19,21. 

A principal via de absorção do mercúrio elementar é através da inalação do 

vapor de mercúrio, que atravessa rapidamente a membrana dos alvéolos pulmonares, 

atinge a circulação e se distribui pela maioria dos tecidos, incluindo as hemácias, fígado 

e cérebro. Nas hemácias, a catalase intracelular oxida o Hg0 para a forma divalente que 

se complexa à hemoglobina através da reação com grupos sulfidrila e atravessa a 

barreira hemato-encefálica, atingindo o sistema nervoso central. Esta espécie de 

mercúrio pode permanecer retida no tecido cerebral durante muitos anos, afetando 
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vários processos intracelulares, como a síntese de DNA, RNA e proteínas, a 

polimerização microtubular, a divisão e a migração celular 22. 

Cerca de 80 % do vapor de mercúrio inalado é absorvido e pode atravessar a 

barreira placentária, se depositar nos rins ou atingir o trato gastrintestinal, de onde é 

excretado através das fezes. O vapor de mercúrio e seus metabólitos têm o efeito tóxico 

de desnaturar proteínas, inibir enzimas, interromper o transporte celular e a captação e 

liberação de neurotransmissores. A exposição crônica se manifesta através de 

excitabilidade aumentada, irritabilidade, tremores e gengivite 20,21. 

No passado, o mercúrio inorgânico frequentemente estava presente em 

formulações de cosméticos e antissépticos. Este pode ser formado a partir do vapor de 

mercúrio ou metilmercúrio, não apresenta a capacidade de atravessar as barreiras 

hemato-encefálica e placentária e a exposição crônica pode se manifestar através de 

falência renal ou problemas gastrintestinais 20,21. 

Considerada a forma mais tóxica de mercúrio, os compostos organomercuriais 

são encontrados na biota aquática, pesticidas, fungicidas, inseticidas e como 

conservante em vacinas. O metilmercúrio atravessa as barreiras hemato-encefálica e 

placentária, sendo absorvido pelo trato gastrintestinal e eliminado através das fezes e da 

urina. Os principais efeitos tóxicos são observados no sistema nervoso central, podendo 

causar parestesia, neuropatia periférica, perda de memória, distúrbios visuais, demência, 

tremores e depressão 20,21. 

Além dos efeitos tóxicos do metilmercúrio sobre o desenvolvimento psico-

motor, alguns estudos 23,24,25,26,27 consideram biologicamente plausível a hipótese que 

relaciona a ocorrência de autismo em crianças à presença do Timerosal em vacinas. O 

Timerosal é um sal composto por mercúrio (49,6 %) utilizado como conservante de 

produtos farmacêuticos e vacinas desde a década de 1930. Atualmente, vários países 

europeus e os EUA estão mobilizados para eliminar gradualmente o uso do timerosal 

em vacinas, evitando preparações de vacinas multidose, que continuam sendo adotadas 

em países em desenvolvimento. Porém, as informações obtidas até o momento são 

insuficientes para comprovar a hipótese da relação entre a exposição ao Timerosal e 

perturbações neurológicas infantis como o autismo, déficit de atenção, hiperatividade e 

deficiências da fala 22,28. 
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1.1.5. Ciclo Biogeoquímico 

O ciclo ambiental do mercúrio (Figura 1) é mediado por processos geológicos, 

físico-químicos e biológicos, envolvendo suas três formas presentes no ambiente (Hg0, 

Hg2+ e suas formas orgânicas).  

A principal forma de mercúrio na atmosfera é o vapor de mercúrio (Hg0), 

emitido por fontes naturais e antropogênicas e distribuído globalmente na atmosfera. O 

vapor de mercúrio é volátil e oxidado a íon mercúrico (Hg2+) como resultado de sua 

interação com o ozônio na presença de água. O mercúrio oxidado (Hg2+) pode associar-

se a outros íons formando compostos que se depositam na água e no solo, o que pode 

resultar na produção de metilmercúrio ou na sua volatilização, retornando para a 

atmosfera 29. 

O mercúrio inorgânico presente na água e sedimentos pode ser submetido à 

conversão bacteriana em metilmercúrio, que é bioacumulado e biomagnificado na 

cadeia alimentar aquática, de modo que os predadores, localizados no topo da cadeia 

trófica, geralmente apresentam as maiores concentrações de mercúrio orgânico 30.  

Considerando que a principal via de exposição humana não ocupacional ao 

mercúrio é através do consumo de peixes, moluscos e crustáceos contaminados com 

metilmercúrio, o risco de contaminação mercurial na população depende da 

concentração de mercúrio biodisponível nos níveis tróficos mais elevados do 

ecossistema 31. 

A transformação de espécies inorgânicas do mercúrio em metilmercúrio ocorre, 

principalmente, através de uma reação mediada por bactérias. Por outro lado, existem 

outros grupos de bactérias capazes de demetilar o mercúrio ou mesmo detoxificá-lo 

através da redução do mercúrio inorgânico ao estado elementar. O mercúrio elementar 

possui baixa solubilidade em água e pouca reatividade, sendo praticamente inerte no 

ambiente aquático 29,32.  
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Figura 1 – Ciclo Biogeoquímico do Mercúrio. 

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

 

1.2.  Bactérias 

1.2.1. Conceitos Fundamentais 

As comunidades bacterianas têm sido cada vez mais associadas à qualidade 

ambiental, tanto por seu papel fundamental para o funcionamento e a estabilidade dos 

ecossistemas através da reciclagem de nutrientes, decomposição de materiais tóxicos e 

manutenção das condições físico-químicas do meio, como por sua sensibilidade a 

variações ambientais causadas por processos naturais ou antropogênicos adversos.  

Em geral, as bactérias apresentam características que motivam sua utilização em 

estudos in vitro como indicadores para a detecção de alterações no ambiente que possam 

interferir na saúde humana. Estes microrganismos requerem pouco espaço para o seu 

cultivo, por serem microscópicos, e apresentam uma estrutura celular e molecular 

menos complexa que os organismos superiores. Também são capazes de se adaptar a 

condições ambientais desfavoráveis e permitem o estudo da transmissão e modificação 

do material genético, além da regulação dos genes nas células em curto período de 

tempo, devido ao seu ciclo de vida rápido 33. 

As bactérias são organismos unicelulares e procariontes, que podem apresentar a 

forma de bacilos, cocos ou espirilos e dispor-se em pares, cadeias ou grupos. Sua 

reprodução ocorre através de fissão binária, gerando duas células-filhas idênticas à 

célula-mãe. Para sua nutrição, podem utilizar compostos orgânicos, sintetizar seu 
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próprio alimento por fotossíntese ou utilizar substâncias inorgânicas para obtenção de 

energia. Atualmente, podem ser caracterizadas taxonomicamente tanto por testes 

convencionais que identificam propriedades metabólicas, quanto por técnicas de 

biologia molecular que detectam alvos genéticos específicos 33,34.  

As bactérias podem ser classificadas em Gram-positivas e Gram-negativas, de 

acordo com sua resposta à coloração de Gram, que se baseia na diferença 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 rígida do que a das bactérias Gram-negativas. 

Por outro lado, as bactérias Gram-negativas possuem estrutura mais complexa, 

apresentando uma membrana externam composta por fosfolipídios, lipoproteínas e 

lipopolissacarídeos 34. 

O metabolismo e o genoma bacteriano são estudados há muito tempo, por isso 

marcadores como os que conferem resistência a antimicrobianos e a íons inorgânicos, 

como o mercúrio, são bastante conhecidos. Dentre estes grupos bacterianos, membros 

da família Enterobacteriaceae e os bastonetes Gram-negativos não-fermentadores de 

glicose, grupo bacteriano que inclui Pseudomonas spp., destacam-se por incluírem 

espécies de importância clínica e ambiental 15,35,36,37,38. 

 

1.2.2. Enterobactérias 

As bactérias que integram a família Enterobacteriaceae são anaeróbias 

facultativas, catalase-positivas, oxidase-negativas, fermentam a glicose com ou sem 

produção de gás e reduzem nitrato a nitrito. A maioria apresenta motilidade devido à 

atividade de flagelos peritríqueos, mas também podem ser imóveis 34. 

Habitam comumente o trato intestinal humano e de animais, tanto como 

residentes permanentes como agentes infecciosos. Entre as síndromes infecciosas 

causadas pelas Enterobactérias estão os abscessos, pneumonias, meningites, septicemias 

e infecções de feridas, do trato urinário e do trato gastrointestinal, relacionadas 

frequentemente a amostras patogênicas de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e 

Enterobacter spp. 34.  

 

1.2.3. Bastonetes Gram-negativos �ão-Fermentadores de Glicose 

Este grupo de bactérias utiliza carboidratos como fonte de energia, degradando-

os pela via oxidativa e não através da fermentação. A maioria destas bactérias apresenta 
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motilidade, são oxidase-positivas e estão presentes na água e no solo. As amostras mais 

frequentes no ambiente hospitalar, Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp., causam 

infecções em seres humanos e são frequentemente isoladas de respiradores, cateteres e 

sondas urinárias. Entre as principais síndromes infecciosas causadas por estas bactérias 

estão as pneumonias, meningites, septicemias, infecções de feridas e do trato urinário 34. 

 

1.2.4. Aspectos Genéticos da Resistência Bacteriana 

Atualmente, as infecções causadas por bactérias resistentes a antimicrobianos e 

metais tóxicos vêm se tornando mais frequentes na população, principalmente devido a 

sua circulação no ambiente hospitalar 39,40. Deste modo, é de fundamental importância 

compreender os mecanismos de resistência bacteriana, para que seja possível adotar 

medidas de controle e prevenção. 

A importância do ambiente não-clínico para o agravamento do problema da 

resistência bacteriana aos antibióticos ainda não foi esclarecida, devido à escassez de 

dados de monitoramento, porém deve ser examinada com atenção. O contato entre 

bactérias patogênicas resistentes a antimicrobianos e microrganismos ambientais nos 

ecossistemas poluídos pode resultar em aumento da resistência à maioria dos 

antimicrobianos clinicamente significativos nessas populações bacterianas 41. 

 Além do cromossomo bacteriano, existem estruturas genéticas como os 

elementos móveis que podem integrar o genoma bacteriano, oferecendo vantagens 

adaptativas e contribuindo para sua evolução. A existência destes elementos pode 

explicar os casos de alta instabilidade genômica observados em alguns microrganismos. 

Dentre os elementos facultativos, os plasmídios, constituídos por DNA circular e 

superespiralizado, apresentam a capacidade reversível de existirem integrados ao 

cromossomo ou em estado autônomo. Quando autônomos, podem duplicar-se 

independentemente da divisão do cromossomo, originando várias cópias. Outros 

elementos incluem sequências de DNA transponíveis para o genoma como as 

denominadas sequências de inserção (IS), pequenos elementos genéticos móveis que 

apresentam grande diversidade e são formados por nucleotídeos que codificam proteínas 

específicas. Entre os elementos transponíveis, estão os transposons, que apresentam 

sequências nucleotídicas maiores e conferem resistência às bactérias 33,42. 

 Alguns grupos bacterianos apresentam como característica natural a resistência 

intrínseca, mas em sua maioria os microrganismos apresentam uma resistência 

adquirida à atividade dos antimicrobianos. A aquisição da resistência pode ocorrer 
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através de mutações e transferência de genes por conjugação, transdução, transformação 

e transposição 41. 

 As mutações cromossômicas são consideradas a forma menos frequente de 

aquisição da resistência e ocorrem durante o processo de replicação das bactérias, como 

resultado de alterações aleatórias na sequência do DNA, que são naturalmente 

transferidas a futuras gerações. Com maior frequência, são observadas as transferências 

de genes de resistência seja por conjugação (plasmídios contendo genes de resistência 

são transferidos entre duas células bacterianas em contato direto), transdução (os genes 

são transferidos por intermédio de um bacteriófago), transformação (a transferência dos 

genes ocorre da célula doadora para a receptora sem que exista contato entre elas) ou 

transposição (os genes se transferem entre plasmídios, para o cromossomo ou para um 

bacteriófago, carreados por um transposon) 33,41,43. 

 Estudos de transferência horizontal de genes em bactérias ambientais são 

importantes para a compreensão dos mecanismos que levam à adaptação bacteriana a 

determinadas condições. Também permitem avaliar os riscos associados à propagação 

de genes de resistência entre as bactérias, que podem infectar humanos e animais, e 

identificar populações bacterianas que funcionem como reservatórios de genes de 

resistência no ambiente 43,44. 

 

1.3. Resistência Bacteriana ao Mercúrio 

Os ecossistemas são afetados pela poluição ambiental em vários níveis, desde o 

desequilíbrio do sistema até o desenvolvimento de resistência pela comunidade 

microbiana exposta ao estresse ambiental. Os metais tóxicos, por sua vez, são 

reconhecidos como poluentes tóxicos para a biota dos ecossistemas, influenciando a 

distribuição e a diversidade das comunidades microbianas devido a sua 

biodisponibilidade e toxicidade 45,46,47. 

 O mercúrio é liberado para o ambiente em formas biologicamente disponíveis 

através de vários processos geoquímicos e atividades antropogênicas. Devido à 

persistência do mercúrio em ambientes naturais, os microrganismos, principalmente as 

bactérias, têm desenvolvido resistência ao metal e sua utilização em biorreatores vêm 

sendo considerada promissora para a descontaminação ambiental do mercúrio 4,48,49. 

 Atualmente são conhecidos cinco mecanismos de resistência ao mercúrio 

desenvolvidos pelas bactérias: 1) Captação reduzida de íons mercúricos devido à 

redução na permeabilidade celular; 2) Demetilação de metilmercúrio através da 
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decomposição e complexação do mercúrio inorgânico pelo H2S; 3) Sequestro de 

metilmercúrio; 4) Metilação do mercúrio por bactérias que utilizam este processo como 

um mecanismo de resistência; e 5) Redução enzimática de Hg2+ a Hg0 29,50,51,52. 

Para sobreviver aos efeitos tóxicos causados pelos compostos de mercúrio 

iônicos ou orgânicos, as bactérias desenvolveram um engenhoso mecanismo de 

resistência que consiste na conversão de compostos mercuriais tóxicos à sua forma 

menos tóxica e volátil, Hg0 53.  

Este mecanismo é codificado por um agrupamento de genes em um único 

operon, denominado operon mer, ligado frequentemente a genes que codificam 

resistência a antibióticos. Este operon codifica enzimas que transformam o mercúrio 

inorgânico e os compostos organomercuriais em Hg0, além de um sistema de transporte 

e funções necessárias para a regulação da expressão dos genes mer 53,54. 

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

mercúrio estão presentes em transposons 55,56 e plasmídios conjugativos 29,57,58, o que 

facilita sua transferência horizontal e disseminação na população bacteriana 59, mas 

também podem estar localizados no cromossomo bacteriano 60,61. 

A presença deste operon em bactérias resistentes ao mercúrio já foi observada 

em uma ampla variedade de amostras Gram-positivas e Gram-negativas, de origens 

humana, animal, clínica e ambiental, isoladas de várias localizações geográficas e 

representantes de diferentes espécies bacterianas 62. 

 

1.3.1. Operon mer 

Operons são conjuntos de genes localizados em posições próximas que 

codificam produtos com funções relacionadas e são transcritos contiguamente. Além 

disso, são controlados pelas mesmas sequências regulatórias e transcritos em um único 

RNA mensageiro 42. 

Os operons mer variam quanto à estrutura e são constituídos por genes que 

codificam as proteínas funcionais para a regulação (merR e merD), transporte (merT, 

merP, merC e merF) e redução (merA e merB) 29,63.  

O gene regulador merR é transcrito de maneira divergente dos outros genes mer 

e codifica uma proteína metalo-reguladora, MerR, que se liga ao operador-promotor 

regulando a expressão gênica através da repressão da transcrição dos demais genes 

estruturais do operon mer (merTPCFAD) na ausência de Hg2+ e da ativação da 

transcrição na presença de Hg2+, como pode ser observado na Figura 2. O gene merD 
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codifica uma segunda proteína reguladora, MerD, a qual se liga à mesma região 

operadora-promotora que MerR, embora com menor intensidade 30,59. 

 

Figura 2 – Representação Esquemática do Operon mer e sua Dinâmica de Regulação, 

Transporte e Redução de Íons de Mercúrio a sua Forma Elementar. 

(Disponível em http://lchampier.free.fr/espacepro.php?activite=DEA) 

 

Outros genes relacionados à resistência organomercurial têm sido identificados, 

como merG e merE. Todos os operons mer possuem os genes merT e merP, entretanto, 

alguns operons possuem adicionalmente merC, que parece não ser essencial para a 

resistência a Hg2+. Outro gene mer foi associado ao transporte de mercúrio, merF, 

observado no plasmídeo de uma amostra de Pseudomonas fluorescens. Os genes merA e 

merB são imediatamente subsequentes no operon aos genes relacionados à função de 

transporte 64,65,66,67. 

A resistência bacteriana ao mercúrio pode ser classificada em resistência de 

espectro limitado e resistência de amplo espectro. As bactérias que apresentam um 

espectro amplo de resistência possuem os genes merA e merB, de modo que o composto 

organomercurial é inicialmente decomposto pela enzima organomercúrio-liase (MerB), 

a partir da clivagem da ligação entre os átomos de carbono e mercúrio, o Hg (II) 

formado é então reduzido a Hg0 pela ação da enzima mercúrio-redutase (MerA). Por 

outro lado, as bactérias que não possuem o gene merB apresentam um espectro limitado 

de resistência, pois são resistentes somente a compostos mercuriais inorgânicos 5,53. 

A base bioquímica da resistência bacteriana aos compostos inorgânicos de 

mercúrio envolve a redução do Hg2+ a Hg0 através da enzima MerA. Esta redutase é 

uma flavoproteína que catalisa a redução de Hg2+ a Hg0, o que permite a difusão do 
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mercúrio metálico para o exterior da célula devido à alta pressão de vapor e 

lipossolubilidade. A MerA está presente no interior da célula bacteriana e é induzida por 

concentrações sub-inibitórias de íons mercúricos e várias substâncias organomercuriais. 

Os íons mercúricos são transportados para o interior da célula por proteínas de 

transporte. Esse mecanismo envolve a ligação do Hg2+ a um par de resíduos de cisteína 

presente na proteína MerP, localizada no periplasma. Então, o Hg2+ é transferido para o 

par de resíduos de cisteína presente na proteína MerT, na membrana citoplasmática, e 

finalmente para o par de cisteínas no sítio ativo da enzima MerA, presente no 

citoplasma. A partir daí, o Hg2+ é reduzido a Hg0 numa reação NADPH-dependente, o 

Hg0 é liberado no citoplasma bacteriano e se difunde para o meio externo. Quando a 

enzima MerB, está presente, cliva as ligações organometálicas e torna o Hg (II) 

disponível para a ação da enzima MerA 30,59. 

Como a resistência ao mercúrio está associada, na maioria dos casos, a 

transposons e plasmídios conjugativos, a transferência horizontal e a disseminação dos 

genes de resistência ao mercúrio na população bacteriana são facilitados. Naturalmente, 

bactérias resistentes ao mercúrio devido à presença do gene merA, que recebem o gene 

merB a partir do mecanismo de conjugação, passam a apresentar uma resistência de 

amplo espectro, o que aponta a transferência horizontal de genes como o principal 

mecanismo de promoção da diversidade metabólica em comunidades microbianas 

adaptadas ao ambiente 53,68. 

 

1.3.2. Diversidade do Gene merA nas Bactérias 

Os marcadores associados à resistência bacteriana ao mercúrio têm apresentado 

diversidade genética tanto em amostras Gram-negativas quanto em Gram-positivas, 

sejam de origem ambiental ou clínica, isoladas de várias partes do mundo 62,69.  

A partir dos resultados dos primeiros estudos 70,71,72,73, utilizando como modelos 

os transposons Tn21 e Tn501, parecia que a organização do operon mer nas bactérias 

Gram-negativas era conservada. Entretanto, observando as mais de 20 sequências deste 

operon descritas até o momento, não há dúvidas quanto ao seu polimorfismo em 

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas 54,62,69,74,75,76. 

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

pressão seletiva exercida pela presença do mercúrio no ambiente 75. A importância da 

transferência gênica na ecologia das comunidades microbianas permanece 

indeterminada e sua investigação depende do desenvolvimento de metodologias para 
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monitorar o fluxo gênico nas amostras ambientais, o que pode ser alcançado com a 

utilização de ferramentas de biologia molecular e bioinformática. 

 

1.3.3. Associação entre Resistência Bacteriana ao Mercúrio e a Antimicrobianos 

A presença de poluentes orgânicos e inorgânicos, incluindo resíduos de 

antibióticos, tem sido detectada em níveis significativos e crescentes no ambiente, 

decorrente da sua utilização clínica, industrial e agrícola intensiva 77. 

 As bactérias apresentam características 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 exposição a agentes químicos potentes. Por isso, 

a resistência bacteriana a antimicrobianos pode ser considerada uma resposta da bactéria 

frente ao amplo uso de antibióticos e sua presença no ambiente 78,79. 

Os antimicrobianos são substâncias químicas produzidas por microrganismos ou 

por via sintética. Apresentam a capacidade de matar (bactericidas) ou inibir o 

crescimento (bacteriostáticos) das bactérias e são agrupados em classes, de acordo com 

sua estrutura química e mecanismo de ação 78,79. 

 Vários estudos 35,80,81,82 sugerem a existência de uma associação frequente entre 

a resistência bacteriana ao mercúrio e aos antimicrobianos Ampicilina, Tetraciclina, 

Canamicina, Gentamicina, Estreptomicina, Ácido Nalidíxico, Cloranfenicol e 

Sulfametoxazol-Trimetoprim. 

 Estes antimicrobianos atuam no metabolismo bacteriano de diferentes formas. 

As penicilinas, grupo que inclui a Ampicilina, atuam impedindo a formação da parede 

celular durante o estágio de replicação bacteriana. Alguns antimicrobianos, como a 

Tetraciclina, a Canamicina, a Gentamicina, a Estreptomicina e o Cloranfenicol, 

impedem a síntese de proteínas bacterianas. Outros antibióticos, como o Ácido 

Nalidíxico e o Sulfametoxazol-Trimetoprim, interferem na síntese de ácidos nucléicos 

pela célula bacteriana 78,79,83. 

 O uso indiscriminado, errôneo ou desnecessário de antimicrobianos ao longo dos 

anos é apontado como um dos maiores agentes potenciais do surgimento de bactérias 

resistentes aos antibióticos mais comumente usados, devido à pressão seletiva que a 

presença deles exerce. As bactérias se adaptam, como resultado de mutações genéticas 

ou transferência horizontal de genes de resistência, e sobrevivem a mudanças das 

condições ambientais gerando descendentes mais resistentes aos antimicrobianos 44,78,84. 
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A importância da transferência gênica na ecologia das comunidades microbianas 

é muito relevante, pois possibilita que as funções metabólicas dos microrganismos 

sejam alteradas. Os genes relacionados à sobrevivência e multiplicação microbiana 

nesses ambientes, frequentemente localizados em elementos genéticos móveis, 

codificam a resistência a antibióticos e metais tóxicos simultaneamente 39,40,53,85. 

 

1.3.4. Estudos Realizados sobre a Resistência Bacteriana ao Mercúrio no Brasil e 

no Mundo 

Desde o final da década de 1960, vêm sendo realizados estudos sobre a 

resistência bacteriana ao mercúrio. Os primeiros estudos 86,87 restringiam-se ao 

isolamento de bactérias de importância clínica resistentes ao mercúrio e à determinação 

da concentração mínima inibitória deste metal sobre elas.  

 Em pouco tempo, começaram a ser publicados os primeiros resultados 

relacionados à pesquisa de plasmídios bacterianos carreadores dos genes determinantes 

da resistência ao mercúrio entre as bactérias patogências mais comuns, como 

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

 Com os estudos de Fox e Walsh 92 e Misra et al. 93 foram iniciadas as pesquisas 

associando a resistência bacteriana ao mercúrio à existência do operon mer, à atividade 

dos transposons e à síntese da enzima MerA. Nos anos seguintes, além de descrever a 

estrutura e a função do operon mer, começaram a ser estudadas sua ecologia, 

distribuição e evolução, visando compreender a distribuição dos genes de resistência ao 

mercúrio nas bactérias e seus efeitos na saúde ambiental 53. 

 Atualmente, muitos estudos descrevem a existência de uma grande divergência 

entre os genes que compõem o operon mer, identificados em amostras bacterianas 

resistentes ao mercúrio isoladas de água e solos contaminados, assim como em bactérias 

causadoras de infecção em humanos e animais 13,56,63,94,95,96. 

 Ao contrário dos outros países, onde se observa um número elevado e crescente 

de estudos sobre o mecanismo bacteriano de redução do mercúrio, seus determinantes 

genéticos de resistência e sua diversidade molecular, a maioria das pesquisas sobre 

mercúrio realizadas no Brasil continua sendo direcionada à determinação da presença e 

quantificação deste metal em ambientes contaminados 97,98,99,100,101,102. Nestes estudos, 

os autores buscaram esclarecer os efeitos químicos e ecotoxicológicos dos compostos 

mercuriais sobre a saúde humana e dos ecossistemas. 
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 Dentre os trabalhos publicados sobre a resistência bacteriana ao mercúrio no 

Brasil, a maioria teve como objetivo o isolamento de bactérias resistentes ao mercúrio e 

a antimicrobianos em amostras de origem alimentar 103, clínica 36 e ambiental 
104,105,106,107,108. As outras investigações abordaram a transferência dos genes de 

resistência ao mercúrio através de plasmídios bacterianos 109, o isolamento de bactérias 

capazes de volatilizar o mercúrio 38 e o potencial de um marcador molecular para a 

identificação do gene merA 110. 

  

1.3.5. Aplicabilidade de Bactérias Resistentes ao Mercúrio para a Biorremediação 

da Contaminação Mercurial 

  Para ser considerado eficiente, um processo biotecnológico deve ser econômico e 

apresentar rendimento máximo em tempo mínimo. Por isso, a Biotecnologia está 

baseada principalmente no emprego de células microbianas para desenvolver produtos 

ou processos de interesse científico, econômico e social 33. 

A Biotecnologia apresenta-se como uma ferramenta essencial para a 

Biorremediação, contribuindo para a compreensão, preservação e restauração do 

ambiente. A utilização de processos de Biorremediação permite a transformação de 

poluentes em substâncias menos tóxicas a partir da atividade enzimática bacteriana, 

capaz de metabolizar diversos resíduos 111. Devido ao seu custo e impacto ambiental 

serem relativamente baixos, a Biorremediação parece ser uma boa alternativa e tem sido 

empregada em todo o mundo apresentando resultados satisfatórios 37.  

Entretanto, uma limitação importante refere-se à natureza dos microrganismos, 

que realizam suas atividades metabólicas sob condições ambientais que atendam às suas 

necessidades e às vezes necessitam de incentivos nutricionais para degradar o poluente a 

uma taxa aceitável, o que dificulta a execução do processo in situ. Assim como, em 

muitos casos, o microrganismo deve ser apresentado inicialmente a baixos níveis do 

poluente durante um período de tempo para que seja induzido a ativar as vias 

metabólicas necessárias para degradar o poluente 111. 

Os crescimentos da população e das atividades industriais contribuíram para que 

a poluição ambiental atingisse altos níveis. Estudos recentes 12,37,49,112,113 têm apontado o 

mecanismo de resistência bacteriano determinado pelo gene merA como o mais eficaz 

nos processos de biorremediação do mercúrio, fazendo com que o uso de bactérias 

capazes de detoxificar este metal seja considerado a alternativa mais promissora para a 

descontaminação de ambientes poluídos 4,48.  
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1.4. Importância deste Estudo e Contribuições para a Saúde Pública 

A elevada toxicidade do mercúrio, sua facilidade de dispersão no ambiente, seu 

potencial de contaminação da cadeia alimentar aquática - o que aumenta a exposição da 

população ao metilmercúrio através da dieta - e seus níveis crescentes devido à 

contribuição antropogênica, representam uma importante questão de Saúde Pública. Por 

isso, a partir dos dados obtidos neste estudo, esperamos contribuir para a mitigação dos 

efeitos da poluição por mercúrio, reduzindo a exposição humana ao mercúrio e seus 

consequentes efeitos danosos à saúde. 

O número limitado de pesquisas em nosso país que contribuam para o avanço do 

conhecimento sobre o mecanismo de resistência ao mercúrio relacionado ao gene merA 

e suas possíveis aplicações para a biorremediação da poluição ambiental, assim como, 

que forneçam dados sobre a sua diversidade genética em bactérias isoladas de diferentes 

ecossistemas aquáticos brasileiros, justifica a relevância 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 

aquáticos brasileiros, a fim de conhecer a sua diversidade e avaliar a sua aplicabilidade 

para a biorremediação da poluição pelo mercúrio. 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

� Isolar e identificar bactérias Gram-negativas resistentes ao mercúrio inorgânico 

de ecossistemas aquáticos brasileiros; 

� Determinar a Concentração Mínima Inibitória de mercúrio inorgânico nas 

bactérias Gram-negativas isoladas; 

� Avaliar a resistência a antimicrobianos nas bactérias Gram-negativas resistentes 

ao mercúrio isoladas; 

� Identificar a presença do gene merA nas bactérias Gram-negativas resistentes ao 

mercúrio através da técnica de PCR; 

� Analisar comparativamente sequências do gene merA através do sequenciamento 

de DNA.  
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3. Material e Métodos 

 

3.1. Contextualização deste Projeto dentro da Linha de Pesquisa 

Este estudo está inserido na linha de pesquisa: “Estudo dos Ciclos 

Biogeoquímicos de Poluentes e seus Efeitos na Saúde Humana e dos Ecossistemas”, 

desenvolvida pelo Dr. Paulo Rubens Guimarães Barrocas, pesquisador do Departamento 

de Saneamento e Saúde Ambiental (DSSA) / Escola Nacional de Saúde Pública Sergio 

Arouca (ENSP) / Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). O projeto “Identificação e 

Caracterização de Bactérias Resistentes ao Mercúrio de Sistemas Aquáticos Brasileiros 

para uso em Biorremediação”, desenvolvido no período de 2008 a 2010 e financiado 

pelo Programa Estratégico de Apoio à Pesquisa em Saúde V / FIOCRUZ / CNPq 

(processo nº 403617 / 2008-1) deu origem à proposta desta tese. Entretanto, o primeiro 

projeto desenvolvido sobre o tema (“Estudo da Biodisponibilidade e da Resistência 

Bacteriana ao Mercúrio”) nesta linha de pesquisa, iniciou-se em 2005, quando foram 

coletadas amostras de água em várias regiões do país.  

 O objetivo das coletas consistia em isolar bactérias resistentes ao mercúrio de 

ecossistemas aquáticos brasileiros e mantê-las em estoque para estudos bacteriológicos, 

genéticos e químicos, que possibilitem a futura utilização destas bactérias em 

biorreatores para a remediação da contaminação mercurial.  

 A partir da organização do conjunto de isolados bacterianos obtidos, foi criada a 

“Coleção de Bactérias Resistentes a Poluentes Ambientais de Sistemas Aquáticos 

Brasileiros”, que preserva atualmente 546 isolados de diferentes espécies bacterianas 

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

 

3.2.  Áreas de Estudo 

 De 2005 a 2009, foram coletadas amostras de água de 30 pontos de coleta 

localizados em quatro diferentes regiões geográficas do Brasil: Sudeste (Rio de Janeiro), 

Norte (Rondônia), Centro-Oeste (Mato Grosso) e Sul (Rio Grande do Sul), como pode 

ser observado na Tabela 1. 

 No Rio de Janeiro, o sistema aquático selecionado foi a Baía de Guanabara, por 

receber esgotos domésticos e resíduos industriais, incluindo metais tóxicos, sem 

tratamento a partir de uma área densamente povoada 114. As amostras foram coletadas 

entre os anos de 2005 e 2008, em locais da bacia hidrográfica altamente poluídos. 
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 As amostras provenientes do estado de Rondônia foram coletadas em 2007, ao 

longo do rio Jamari, que é um afluente do rio Madeira, localizado nas terras baixas da 

Amazônia. A entrada de mercúrio no ecossistema amazônico, especificamente no rio 

Madeira, alcançou seu ponto máximo no final da década de 1980, no ápice da extração 

de ouro 115. Outras coletas foram realizadas, no mesmo ano, na região da barragem da 

Usina Hidrelétrica de Samuel, localizada no município de Candeias do Jamari e na 

Floresta Nacional de Bom Futuro, considerada uma das unidades de conservação mais 

devastadas do país, com a presença de estradas, criações de gado e um núcleo urbano 

em seu território 116. 

 Em Mato Grosso, as coletas foram realizadas em 2007 e 2009, em pisciculturas 

localizadas nos municípios de Alta Floresta, onde existem relatos de atividade de 

garimpagem de ouro, e Paranaíta, onde o garimpo de ouro ocorreu intensamente no 

passado. Ambos os municípios estão localizados na região norte de Mato Grosso, no sul 

da região Amazônica e atualmente são considerados os produtores de peixes mais 

importantes da região 117.  

 No Rio Grande do Sul, as amostras foram coletadas em 2009 na Lagoa Mirin e 

na Lagoa dos Patos, em áreas poluídas por antigas atividades industriais próximas ao 

município de Rio Grande, considerado um polo portuário e industrial na região do 

extremo sul do Brasil 118. 

Os locais de coleta selecionados para a obtenção de amostras de água nos 

sistemas aquáticos brasileiros (Figura 3) foram classificados de acordo com a existência 

de registros de atividades que gerassem a emissão de mercúrio em qualquer período da 

história, a partir da consulta em fontes bibliográficas. Assim, nas regiões Norte 

(Complexo do rio Madeira / Rondônia), Sudeste (Baía de Guanabara / Rio de Janeiro) e 

Centro-Oeste (Pisciculturas / Mato Grosso), os pontos de coleta foram classificados 

como “com histórico de contaminação por mercúrio”, enquanto os pontos de coleta das 

regiões Norte (Represa de Samuel / Rondônia) e Sul (Lagoas Mirin e dos Patos / Rio 

Grande do Sul) foram categorizados como “sem histórico de contaminação mercurial”. 

 A justificativa para a seleção de bactérias oriundas de ecossistemas muito 

distintos entre si sob diversos aspectos (geográficos, climáticos, ecológicos, impactos 

antropogênicos, níveis de contaminação / degradação ambiental e histórico de ocupação 

humana) foi o interesse em testar a hipótese da ubiquidade da presença de bactérias 

resistentes ao mercúrio em ecossistemas aquáticos. 
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Tabela 1 – Relação dos Pontos de Coleta Selecionados para a Pesquisa de Bactérias 

Resistentes ao Mercúrio. 

Região 

Geográfica / 

Estado 

Mês / Ano da 

Coleta 
Ponto de Coleta / Sistema Aquático 

P1 Rio São João de Meriti 

P2 Rio São João de Meriti Novembro / 2005 

P3 Rio Acari 

P4 Gragoatá 

P5 Boa Viagem Junho / 2006 

P6 Entrada da Baía de Guanabara 

P6JW Baía de Guanabara (espelho d’água) 

P7JW Baía de Guanabara (espelho d’água) 

P24JW Baía de Guanabara (espelho d’água) 

P25JW Baía de Guanabara (espelho d’água) 

Sudeste / 

Rio de Janeiro 

Março / 2008 

P27JW Baía de Guanabara (espelho d’água) 

P2 Rio Jamari 

P3 Lago de Bom Futuro Setembro / 2007 

P4 Vila Bom Futuro 

P1 Represa de Samuel 

Norte / 

Rondônia 

Outubro / 2007 
P2 Represa de Samuel 

PDR Rio Grande 

PD Rio Grande 

OS Rio Grande 

PSG Sangradouro 

PAG Arroio Grande 

Sul / 

Rio Grande do 

Sul 

Março / 2009 

PLM Lagoa Mirin 

Dezembro / 2007 P3 Paranaíta 

P1 Paranaíta 

P2 Paranaíta 

P4 Paranaíta 

P5 Paranaíta 

P1 Alta Floresta 

P4 Alta Floresta 

Centro-Oeste / 

Mato Grosso Abril / 2009 

P5 Alta Floresta 
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Figura 3 – Locais Selecionados para a Coleta de Amostras de Água nos Estados do Rio 

de Janeiro, Rondônia, Mato Grosso e Rio Grande do Sul. 

   

3.3. Metodologia de Coleta de Água 

 Para a coleta das amostras de água (100 mL), foram utilizadas seringas (60 mL) 

acopladas a suportes de filtração estéreis contendo uma membrana de éster celulose com 

porosidade de 0,22 µm e 47 mm de diâmetro (Swinnex®, Millipore, Estados Unidos), 

seguindo a metodologia proposta por Ramaiah e De 119, com algumas alterações.  

 Ao todo, foram coletadas 30 amostras de água superficial nos diversos sistemas 

aquáticos, cada amostra correspondendo a um dos pontos de coleta apresentados na 

Tabela 1. 

 Após a coleta, cada suporte de filtração - contendo a membrana onde as células 

bacterianas ficaram retidas - foi armazenado imediatamente em caixas térmicas de 

transporte e conservados em gelo reciclável até a chegada do material ao laboratório. 
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3.4. Seleção e Isolamento de Bactérias Resistentes ao Mercúrio Inorgânico 

 Com a chegada ao laboratório, os suportes de filtração foram abertos dentro da 

cabine de segurança biológica e a membrana foi removida assepticamente com o auxílio 

de uma pinça. Em seguida, cada membrana foi introduzida em tubos contendo 40 mL de 

Caldo Nutriente (Difco, Estados Unidos) acrescido de 5 µM de Hg (II) e incubada em 

estufa bacteriológica a 37 °C durante 18 – 24 horas. 

 Os meios de cultura (Anexo 1) foram escolhidos devido a sua combinação de 

macro e micronutrientes, que permite o cultivo de vários 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 solução padrão de mercúrio inorgânico utilizada nos experimentos foi a 

“Mercury Standard for AAS TraceCERT®” (Fluka, Alemanha), que apresenta 

certificado de análise e composição estável, correspondente a 1,0 g Hg/L em 12 % (v/v) 

de ácido nítrico. 

 Estas condições experimentais foram definidas em experimentos prévios 

realizados por Vasconcellos 120, que revelaram que a adição de concentrações de 

mercúrio inferiores a 5 µM em Caldo Nutriente (Difco, Estados Unidos) mostra-se 

insuficiente para inibir o crescimento de bactérias sensíveis ao mercúrio, sugerindo uma 

baixa biodisponibilidade do metal nestas condições e resultando em falsos positivos. 

 A partir do crescimento bacteriano em Caldo Nutriente (Difco, Estados Unidos) 

acrescido com 5 µM de Hg (II), alíquotas de 5 µL de cada amostra foram semeadas 

individualmente em placas contendo Ágar Nutriente (Difco, Estados Unidos) acrescido 

com 5 µM de Hg (II), seguida de incubação em estufa bacteriológica a 37 °C durante 24 

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

 Foram definidos critérios para seleção de colônias visando obter uma amostra 

representativa da população presente em cada placa semeada: a apresentação de 

aspectos macro-morfológicos diferentes (tamanho, bordos, elevação e pigmentação) e o 

número de colônias em cada placa semeada (3 a 5 colônias, dependendo da quantidade 

de crescimento). 

 

3.5. Determinação da Concentração Mínima Inibitória de Mercúrio (CMIHg) 

 Os níveis de resistência ao mercúrio foram estudados nas bactérias isoladas 

variando a concentração de mercúrio adicionada ao meio de cultura. Os isolados 

resistentes a 5 µM de mercúrio, foram inoculados em duplicata, na forma de spots com 
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volume igual a 2 µL, em placas de Ágar Nutriente (Difco, Estados Unidos) contendo 

concentrações de mercúrio que variaram entre 10 e 45 µM. Em seguida, as placas foram 

incubadas em estufa bacteriológica por 24 horas a 37 °C. A menor concentração de 

mercúrio capaz de inibir o crescimento da bactéria foi considerada como a concentração 

mínima inibitória (CMIHg). 

 A preparação do inóculo, a semeadura em placa e as condições de crescimento 

da cultura foram baseadas na metodologia proposta por Andrews 121.  

 Para este estudo, foram consideradas bactérias resistentes ao mercúrio aquelas 

capazes de crescer em placas de Ágar Nutriente (Difco, Estados Unidos) contendo pelo 

menos 20 µM Hg (II). Esta concentração foi definida com o objetivo de estudar 

amostras bacterianas altamente resistentes ao mercúrio. Entretanto, como não existe 

consenso entre os autores sobre qual seria essa concentração, variando de 2,5 µM 
122,123,124 a 50 µM 59,119, optamos por um valor intermediário, que gerou uma 

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

 

3.6. Identificação das Bactérias Resistentes ao Mercúrio 

 A morfologia individual e as reações tintoriais são os principais critérios para 

iniciar a identificação e posterior classificação de bactérias. 

 Os isolados bacterianos foram submetidos ao método de coloração 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 

composição do gene merA em bactérias resistentes ao mercúrio têm apresentado uma 

grande variabilidade até o momento. Porém, em bactérias Gram-negativas foi observada 

a conservação de uma sequência deste gene, que permite sua detecção. 

A identificação das espécies bacterianas classificadas como Gram-negativas foi 

feita empregando-se os sistemas comerciais: BBLTM CrystalTM E / NF (Beckton, 

Dickinson and Company, Estados Unidos) e API® 20E (BioMérieux, França). Ambos 

são sistemas miniaturizados que incluem testes para fermentação, oxidação, degradação 

e hidrólise de vários substratos, destinados à identificação de bacilos aeróbios Gram-

negativos fermentadores e não-fermentadores da glicose.  

 A descrição das provas que constituem os sistemas BBLTM CrystalTM E / NF 

(Beckton, Dickinson and Company, Estados Unidos) e API® 20E (BioMérieux, França) 

e os procedimentos técnicos empregados para identificar as bactérias isoladas estão 

detalhados no Anexo 3. 
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3.7. Preservação das Bactérias Resistentes ao Mercúrio 

Todas os isolados bacterianos foram semeados sucessivamente em placas 

contendo Ágar Nutriente (Difco, Estados Unidos) acrescido com 5 µM de Hg (II) até 

que fosse verificada a ausência de contaminantes. Quando a pureza das amostras 

bacterianas foi confirmada, as mesmas foram estocadas em duplicata para utilização em 

experimentos posteriores. Um dos processos de conservação envolveu a utilização de 

Caldo Nutriente (Difco, Estados Unidos) acrescido de glicerol (Sigma-Aldrich, Estados 

Unidos) a 20 % (v/v) e manutenção das amostras bacterianas em freezer com 

temperatura igual a -20 ºC e o segundo foi a utilização de Ágar Estoque e 

armazenamento em temperatura ambiente, como descrito no Anexo 1. 

 

3.8. Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA) 

 Os antimicrobianos selecionados para utilização neste estudo foram aqueles 

descritos na literatura 35,80,81,82 como os mais comumente associados à resistência 

bacteriana ao mercúrio: Ampicilina, Ácido Nalidíxico, Gentamicina, Estreptomicina, 

Cloranfenicol, Sulfametoxazol-Trimetoprim, Tetraciclina e Canamicina. 

 A determinação da resistência antimicrobiana das amostras bacterianas de 

origem ambiental resistentes ao mercúrio foi avaliada através da utilização da técnica da 

difusão de disco em placas (Anexo 4), descrita por Bauer et al. 125, seguindo as 

determinações apresentadas nas versões M2-A8 (2003) 126 e M100-S15 (2005) 127 do 

manual CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute – anteriormente denominado 

NCCLS). Estes documentos estão disponíveis no sítio eletrônico da Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (ANVISA / http://www.portal.anvisa.gov.br), que recomenda sua 

utilização rotineiramente nos laboratórios de análises clínicas.  

 Foram utilizados discos impregnados com os antimicrobianos: Ampicilina (10 

µg), Ácido Nalidíxico (30 µg), Gentamicina (10 µg), Estreptomicina (10 µg), 

Cloranfenicol (30 µg), Sulfametoxazol-Trimetoprim (25 µg), Tetraciclina (30 µg) e 

Canamicina (30 µg), todos fornecidos pela Oxoid (Estados Unidos). 

 Também seguindo a recomendação do manual CLSI, utilizamos a cepa-padrão 

Escherichia coli ATCC 25922 como amostra controle deste experimento. 
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3.9. Detecção do Gene merA no Genoma das Bactérias Resistentes ao Mercúrio 

Utilizando a Técnica de PCR 

3.9.1. Extração do D�A Genômico Bacteriano 

As bactérias Gram-negativas identificadas que apresentaram CMIHg ≥ 20 µM 

tiveram seu DNA genômico extraído utilizando o protocolo de lise térmica, segundo 

Sambrook et al. 128. 

A partir do crescimento bacteriano puro em placas de Ágar Nutriente (Difco, 

Estados Unidos) contendo 5 µM de Hg, cinco colônias grandes foram transferidas para 

um microtubo contendo 1000 µL de água bidestilada estéril com o auxílio de uma alça 

bacteriológica. Em seguida, cada microtubo foi exposto a 100 ºC durante 10 minutos, 

em banho-maria. Após 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 extração de DNA foram armazenados em freezer (-20 ºC) por no mínimo 30 

minutos antes da realização da PCR. 

 

3.9.2. Metodologia para Detecção do Gene merA 

  O DNA genômico das bactérias Gram-negativas foi submetido à técnica de PCR 

tendo como alvo uma região conservada do gene merA, seguindo a metodologia descrita 

por Liebert et al. 56, com algumas modificações visando a otimização do ensaio quanto à 

sensibilidade e especificidade. 

  Foram utilizados dois protocolos de reação, na tentativa de reproduzir as 

condições de amplificação descritas por Liebert et al. 56. De acordo com os autores, foi 

realizada uma variação da técnica de PCR, conhecida como “Hot-Start”, onde a enzima 

DNA polimerase torna-se ativa apenas quando a reação 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 ºC para 70 ºC e os tempos de anelamento e extensão diminuídos, 

tornando a reação mais específica. No segundo protocolo foi empregada a enzima 

Platinum® Taq DNA polimerase (Invitrogen®, Estados Unidos), desenvolvida para PCR 

“Hot-Start”.  

 Segundo Liebert et al. 56, o desenho dos iniciadores se baseou no alinhamento 

comum das sequências disponíveis do operon mer de bactérias Gram-negativas 

depositadas no GenBank, um banco de dados de livre acesso que contém sequências de 
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variados genes de interesse científico: A1 (5’ ACC ATC GGC GGC ACC TGC 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 região conservada 

do gene merA, correspondente a 1234 pb, em 97 % das amostras bacterianas Gram-

negativas resistentes ao mercúrio. 

  Em todas as reações de amplificação, realizadas em um termociclador 

Mastercycler Personal (Eppendorf, Alemanha), foram incluídas as cepas-padrão 

Escherichia coli ATCC 35218 HgR e Escherichia coli ATCC 23724 HgS como controles 

positivo e negativo, respectivamente. 

 

3.9.3. Parâmetros da PCR Utilizando a Enzima Taq D�A Polimerase 

Recombinante 

Para a execução deste protocolo, um tubo de reação continha 30 pmol de cada 

um dos iniciadores (A1 e A5), 200 µM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl2 e 1,25 U de 

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

50 µL. As condições de amplificação 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. Parâmetros da PCR Utilizando a Enzima Platinum® Taq D�A Polimerase 

 A composição da solução de reação apresentou apenas uma diferença em 

relação ao protocolo anterior, a adição de 1,25 U de Platinum® Taq DNA Polimerase 

(Invitrogen®, Estados Unidos). As condições de amplificação foram as mesmas 

definidas por Liebert et al. 56: 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 D�A 

 Para a visualização dos fragmentos de DNA amplificados, 10 µL de cada 

produto de amplificação e 5 µL do padrão de peso molecular “DNA Ladder 1 Kb” 

(Sigma-Aldrich, Estados Unidos) foram aplicados individualmente nos poços de um gel 

de agarose (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) preparado com concentração igual a 1 % 

(peso / volume) e Tampão TBE 0,5 X. Após a separação dos fragmentos utilizando 90 

volts durante 3 horas, o gel foi submetido à coloração utilizando uma solução de 

brometo de etídeo (0,5 mg / mL) para a visualização dos fragmentos de DNA. Em 
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seguida, a presença dos fragmentos foi visualizada empregando um sistema 

automatizado de fotodocumentação (UVItec, Reino Unido) e seu peso molecular foi 

estimado a partir da comparação com os resultados apresentados pelo padrão “DNA 

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

 

3.10. Purificação e Quantificação do D�A 

Para o sequenciamento do gene merA detectado nos isolados bacterianos, os 

produtos de PCR foram eluídos 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 quantificação do DNA purificado baseou-se na comparação visual da 

intensidade da fluorescência apresentada pelas bandas do padrão com a fluorescência 

exibida por cada amostra de DNA purificado. Foram encaminhadas para o 

sequenciamento as amostras de DNA que apresentaram fluorescência correspondente a 

150-200 ng, faixa ideal de concentração do DNA para gerar resultados de boa qualidade 

no sequenciamento. 

Resumidamente, após a purificação, o DNA foi quantificado através da 

utilização do padrão “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 e 10 ng de DNA no gel de 

agarose após a realização da eletroforese. 

 Para a quantificação, foi preparado um gel de agarose (Sigma-Aldrich, Estados 

Unidos) a 2 % (peso / volume) com tampão TBE 0,5 X. Em cada slot do gel foram 

aplicados 4 µL do “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen®, Estados Unidos) e o mesmo 

volume de cada amostra purificada, separadamente. Após a realização da eletroforese 

utilizando 70 volts durante 2 horas, o gel de agarose foi corado com uma solução de 

brometo de etídeo (0,5 mg / mL) e visualizado em sistema automatizado de 

fotodocumentação (UVItec, Reino Unido).  

  

3.11. Sequenciamento do D�A 

 Para o sequenciamento dos fragmentos do gene merA detectados nas bactérias 

Gram-negativas resistentes ao mercúrio foi utilizado o método desenvolvido por Sanger 

e colaboradores 129.  
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 O sequenciamento das amostras foi realizado na Plataforma de Sequenciamento 

de DNA PDTIS / FIOCRUZ – RJ utilizando o equipamento “48-Capilar ABI3730 DNA 

Analyzer” com capilares de 36 cm e polímero POP7™ (Applied Biosystems, Estados 

Unidos). Os produtos de PCR foram marcados utilizando-se 3,2 pmol dos iniciadores 

A1 (F) e A5 (R), separadamente e 2,5 µL do reagente “ABI PRISM® BigDye™ 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems, Estados Unidos) 

em um volume final de 10 µL. As reações de marcação foram realizadas em 

termociclador “GeneAmp® PCR System 9700” (Applied Biosystems, Estados Unidos) 

com 40 ciclos de 94 ºC por 10 segundos, 50 ºC por 5 segundos e 60 ºC por 4 minutos. 

Após a marcação, as amostras foram purificadas pela precipitação com Hi-Di™ 

Formamide (Applied Biosystems, Estados Unidos) e injetadas eletronicamente no 

seqüenciador automático. Os procedimentos técnicos estão descritos detalhadamente no 

Anexo 6. 

 

3.12. Interpretação 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 130, um 

programa otimizado para a pesquisa do maior grau de similaridade entre a sequência em 

estudo e sequências depositadas em bancos de dados de livre acesso. Para executar os 

alinhamentos múltiplos, utilizamos o T-COFFEE 131, um programa que gera resultados 

consistentes e acurados 132,133 e, diferente dos outros, reconhece características que 

envolvem as sequências como um todo, através do alinhamento global, assim como 

especificidades das sequências, a partir do alinhamento local. 
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4. Resultados e Discussão 

 

4.1. Presença de Bactérias Gram-negativas Resistentes ao Mercúrio nos 

Sistemas Aquáticos 

Conforme mencionado anteriormente, as coletas de amostras de água foram 

realizadas em 4 estados representantes de diferentes regiões geográficas brasileiras (Rio 

de Janeiro – Região Sudeste, Rondônia – Região Norte, Mato Grosso – Região Centro-

Oeste e Rio Grande do Sul – Região Sul), entre os anos de 2005 e 2009. Os pontos de 

coleta foram classificados em categorias, de acordo com o impacto antropogênico 

predominante ou a atividade desenvolvida no local: “efluentes domésticos e 

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

 Como resultado, 123 isolados de bactérias Gram-negativas resistentes ao 

mercúrio foram obtidos a partir de 30 amostras de água coletadas, sendo possível isolar 

bactérias resistentes ao mercúrio de todos os pontos de coleta, independente do histórico 

de contaminação por mercúrio.  

 Do total de isolamentos, 57 (46 %) amostras bacterianas foram isoladas de 

pontos de coleta afetados pelo lançamento 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 Baía 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 resíduos industriais, incluindo metais tóxicos, sem tratamento a 

partir de uma área densamente povoada 114, foram coletadas 11 amostras de água que 

resultaram em 48 (39 %) isolados bacterianos resistentes ao mercúrio. As coletas foram 

realizadas em novembro de 2005 (3 amostras; 25 isolados), junho de 2006 (3 amostras; 

6 isolados) e março de 2008 (5 amostras; 17 isolados). No Rio Grande do Sul, em cujas 

regiões estudadas não foram encontrados registros históricos que demonstrassem a 

utilização de grandes quantidades de mercúrio no passado, foi realizada apenas uma 

coleta de 6 amostras de água, em março de 2009, que resultou em 9 isolados 

bacterianos. O isolamento de bactérias resistentes ao mercúrio em todos os pontos de 

coleta reforça a suspeita de Fragomeni et al. 101 de que existiriam atividades produtivas 

artesanais e industriais na região que utilizavam quantidades importantes de compostos 

de mercúrio em seus processos. 

 Em Rondônia, foram coletadas 5 amostras de água que permitiram a obtenção de 

52 (42 %) isolados bacterianos, dos quais 37 isolados foram provenientes de 3 amostras 
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de água coletadas em pontos de coleta afetados pelo lançamento de efluentes de 

mineração de cassiterita e 15 isolados foram oriundos de 2 amostras de água coletadas 

em represa, nos meses de setembro e outubro de 2007, respectivamente. Naquela região, 

os sistemas aquáticos são importantes fontes de alimentos para a população local, cuja 

dieta é baseada no consumo de peixes, sendo sua principal fonte de proteínas 134. 

 Em Mato Grosso, das 8 amostras de água coletadas em “pisciculturas” foram 

obtidos 14 isolados bacterianos resistentes, tendo sido 1 isolado de 1 amostra de água 

coletada em dezembro de 2007 e 13 isolados a partir de 7 amostras de água obtidas em 

abril de 2009. Isto sugere que o efeito seletivo exercido pela contaminação mercurial 

ocorrida no passado permanece atualmente na comunidade microbiana local, através da 

presença de bactérias resistentes ao mercúrio nestas áreas. 

  Dos 123 isolados bacterianos obtidos, a maior parte (42 %) foi proveniente das 5 

amostras de água coletadas em Rondônia, principalmente de pontos de coleta afetados 

pelo lançamento dos efluentes de mineração, embora tenha sido coletado naquela região 

o menor número de amostras de água deste estudo. O menor número de isolamentos de 

bactérias resistentes foi observado nas amostras de água coletadas no Rio Grande do Sul 

(7 %) como pode ser observado na Tabela 2. 
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Tabela 2 – Número de Amostras de Água Coletadas e de Isolados Bacterianos de 

acordo com a Região Geográfica de Origem. 

Região 

Geográfica 

Atividade / 

Impacto 

Antropogênico 

Predominante 

Período da 

Coleta 

�º de 

Amostras 

de Água 

Total de 

Amostras 

de Água 

�º de 

Isolados 

Percentual 

de Isolados 

por Estado 

Novembro 

2005 
3 25 

Junho  

2006 
3 6 

Sudeste 

(RJ) 

Efluentes 

domésticos e 

industriais 
Março  

2008 
5 

11  

(37 %) 

17 

48 

(39 %) 

Sul 

(RS) 

Efluentes 

domésticos e 

industriais 

Março  

2009 
6 

6  

(20 %) 
9 

9 

(7 %) 

Efluentes de 

mineração 

Setembro 

2007 
3 37 

Norte 

(RO) 
Represa 

Outubro 

2007 
2 

5  

(17 %) 
15 

52 

(42 %) 

Pisciculturas 
Dezembro 

2007 
1 1 Centro-

Oeste 

(MT) Pisciculturas 
Abril  

2009 
7 

8  

(27 %) 
13 

14 

(11 %) 

Total 
30  

(100 %) 
123 

123 

(100 %) 

 

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

dos estados de Rondônia (áreas afetadas pelo lançamento de efluentes de mineração de 

cassiterita), Mato Grosso (pisciculturas) e Rio de Janeiro (áreas afetadas pelo 

lançamento de efluentes domésticos e industriais), regiões que, de acordo com a 

literatura, apresentam um histórico conhecido de contaminação mercurial. De acordo 

com alguns autores 59,135, a presença de bactérias resistentes em regiões onde a emissão 

do metal foi interrompida sugere que as formas solúveis do mercúrio continuam 

disponíveis nas áreas estudadas e esta exposição deve interferir na resposta adaptativa 

das bactérias, estimulando o desenvolvimento de mecanismos de resistência.  
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 Por outro lado, a presença de bactérias resistentes nos locais que não apresentam 

um histórico conhecido de contaminação mercurial sugere que a eficiência do transporte 

atmosférico do Hg pode estar possibilitando sua presença em ecossistemas aquáticos 

onde fontes de emissão deste poluente são desconhecidas, e consequentemente esta 

presença estaria selecionando bactérias resistentes ao Hg na comunidade bacteriana 

local. Outra possível explicação é que também existam fontes de Hg nos ambientes que 

não são conhecidas ou descritas na literatura. De qualquer forma, estes dados reforçam a 

hipótese da ubiquidade da contaminação ambiental pelo mercúrio, reconhecido como 

poluente global 136,137. 

 

4.2. �ível de Resistência ao Mercúrio Inorgânico Apresentado pelas Bactérias 

As amostras bacterianas Gram-negativas isoladas das 4 regiões geográficas (n = 

123) foram avaliadas para a determinação da Concentração Mínima Inibitória de 

mercúrio (CMIHg). Foi observada uma relação inversa entre as concentrações de 

mercúrio adicionadas ao meio de cultura e o número de isolados bacterianos resistentes, 

como pode ser observado na Tabela 3. 

A maioria dos isolados (n = 119; 97 %) apresentou CMIHg igual a 20 µM. Este 

nível de resistência foi observado em todos os isolados oriundos do Rio Grande do Sul 

(n = 9) e de Rondônia (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 CMIHg 

superiores a 20 µM e todos foram oriundos de amostras coletadas de regiões 

historicamente contaminadas com mercúrio no passado. Um dos isolados apresentou 

CMIHg igual a 25 µM e foi oriundo do Rio de Janeiro, enquanto os outros 3 isolados 

apresentaram CMIHg igual a 30 µM, sendo 1 oriundo do Rio de Janeiro e 2 de Mato 

Grosso. 

Quando uma bactéria apresenta altos níveis de resistência, acredita-se que 

provavelmente foi exposta a altas concentrações do metal pesado e, possivelmente, por 

um tempo prolongado 138. Portanto, estes microrganismos poderiam ser considerados 

indicadores biológicos de poluição por metais tóxicos no ambiente e indicadores do 

impacto do metal na comunidade bacteriana destes ecossistemas. 
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Tabela 3 – Concentração Mínima Inibitória de Mercúrio (CMIHg) Apresentada pelas 

Bactérias Isoladas. 

Região 

Geográfica 

Atividade / Impacto 

Antropogênico Predominante 
CMIHg 

Percentual 

de Isolados 

por Estado 

Total 

Norte (RO) 
Efluentes de mineração e 

Represa 
20 µM 52 (100 %) 

Sudeste (RJ) 
Efluentes domésticos e 

industriais 
20 µM 46 (96 %) 

Centro-Oeste (MT) Pisciculturas 20 µM 12 (86 %) 

Sul (RS) 
Efluentes domésticos e 

industriais 
20 µM 9 (100 %) 

119 

Sudeste (RJ) 
Efluentes domésticos e 

industriais 
25 µM 1 (2 %) 1 

Centro-Oeste (MT) Pisciculturas 30 µM 2 (14 %) 

Sudeste (RJ) 
Efluentes domésticos e 

industriais 
30 µM 1 (2 %) 

3 

Total 123 

 

 

4.3. Características Bioquímicas das Bactérias Resistentes ao Mercúrio 

 Do total de 123 isolados bacterianos, foi possível classificar 113 isolados quanto 

ao gênero ou espécie. As bactérias classificadas inicialmente como bastonetes ou 

cocobacilos Gram-negativos foram submetidas a testes bioquímicos através da 

utilização não concomitante de dois sistemas miniaturizados de identificação 

disponíveis comercialmente. Ao final, 57 isolados bacterianos (46 %) foram 

identificados pelo sistema BBLTM CrystalTM Enteric / Nonfermenter ID Kit (Beckton, 

Dickinson and Company, Estados Unidos) e 56 (46 %) pelo sistema API® 20E 

(BioMérieux, França), enquanto os outros 10 isolados (8 %) apresentaram identificação 

inconclusiva em ambos os sistemas. Estes isolados não identificados foram oriundos do 

Rio de Janeiro (n = 5), Rondônia (n = 2) e Mato Grosso (n = 3), conforme apresentado 

na Tabela 4. 
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 Avaliando o número total de bactérias de origem ambiental identificadas pelos 

dois sistemas bioquímicos (92 %), cujos desenvolvimentos foram direcionados para o 

diagnóstico de bactérias clinicamente relevantes, pode-se considerar o resultado 

bastante satisfatório. Porque os testes de controle de qualidade divulgados pelos 

fabricantes apontam um índice de sucesso próximo a 90 % para a identificação de 

bactérias Gram-negativas de origem clínica. 

  É importante ressaltar que muitos microrganismos de origem ambiental não 

apresentam crescimento quando cultivados em meios de cultura sintéticos e os métodos 

fenotípicos de identificação bacteriana somente podem ser empregados em amostras 

cultivadas in vitro que exibam características metabólicas de acordo com os padrões 

observados nos gêneros e espécies já descritos. Deste modo, considera-se que os 

microrganismos cultiváveis e identificáveis devem representar uma pequena fração da 

diversidade bacteriana presente no ambiente 37,62,139. 

Como resultado da primeira coleta realizada no Rio de Janeiro, em novembro de 

2005, foram isoladas 25 amostras bacterianas dos rios São João de Meriti e Acari, que 

recebem águas residuais domésticas não tratadas. Destas, foi possível 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 última coleta realizada nesta região, em março 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 Regiões Geográficas Incluídas 

no Estudo. 

Região Geográfica Período da Coleta Espécies Bacterianas Identificadas 

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**) 

identificação inconclusiva (3) 

junho / 2006 Enterobacter cloacae (1**) 

Klebsiella pneumoniae (1*) 

Stenotrophomonas maltophila (1**) 

Enterobacter aerogenes (1*) 

Sphingomonas paucimobilis (1*) 

identificação inconclusiva (1) 

Sudeste (RJ) 

março / 2008 Enterobacter cloacae (1*+5**) 

Escherichia coli (1*+3**) 

Klebsiella pneumoniae (2**) 

Enterobacter sp. (1**) 

Pseudomonas putida (1*) 

Klebsiella oxytoca (1**) 

Serratia odorifera (1**) 

identificação inconclusiva (1) 

 (continua) 
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Tabela 4 – Espécies Bacterianas Isoladas nas Diferentes Regiões Geográficas Incluídas 

no Estudo.  

(continuação) 

Região Geográfica Período da Coleta Espécies Bacterianas Identificadas 

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**) 

identificação inconclusiva (2) 

Norte (RO) 

outubro / 2007 Pantoea sp. (1*+10**) 

Enterobacter cloacae (1*) 

Kluyvera cryocrescens (1*) 

Kluyvera sp. (1*) 

Serratia sp. (1**) 

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

abril / 2009 Klebsiella pneumoniae (4*) 

Enterobacter cloacae (4*) 

Acinetobacter baumannii (2*) 

Pantoea sp. (1*) 

identificação inconclusiva (2) 

Sul (RS) março / 2009 Klebsiella pneumoniae (9*) 

* identificação utilizando o sistema Crystal™;  

** identificação utilizando o sistema API®. 
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  Foram isoladas 48 amostras bacterianas ao final das coletas realizadas no Rio de 

Janeiro. Os gêneros 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 mercúrio realizados nos pontos de coleta do 

estado. O gênero bacteriano mais isolado nas três coletas foi Enterobacter sp. Em 2005, 

o percentual de isolamento de Enterobacter sp. capazes de crescer na presença de 

mercúrio (20 µM) foi igual a 29 % e nos anos seguintes o percentual apresentou 

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

 Das amostras de água coletadas em março de 2009 no Rio Grande do Sul, de 

áreas influenciadas pelo lançamento de efluentes domésticos e industriais, foram 

obtidos 9 isolados bacterianos Gram-negativos capazes de crescer na presença de 20 

µM de mercúrio adicionado ao meio de cultura e todos foram identificados como K. 

pneumoniae.  

 Dos pontos de coleta caracterizados como áreas afetadas pelo lançamento de 

efluentes de mineração de cassiterita, todos localizados em Rondônia, 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 Rondônia, 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 

Rondônia, podemos observar que foram isoladas 52 amostras bacterianas, distribuídas 

entre os gêneros: 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 identificação taxonômica 

inconclusiva ao final dos testes bioquímicos.  

 Em Rondônia, as duas coletas aconteceram em períodos de tempo próximos, nos 

meses de setembro e outubro de 2007, porém em regiões muito diferentes. Como 

resultado de isolamento de bactérias resistentes ao mercúrio nesta região geográfica, 
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obtivemos o predomínio de Enterobacter sp. (59,5 %) na primeira coleta e Pantoea sp. 

(73 %) na segunda coleta. Ao final das duas coletas, os gêneros bacterianos mais 

observados foram Enterobacter sp. (44 %), Pantoea sp. (21 %) e Klebsiella sp. (10 %), 

totalizando 75 % de todos os isolamentos de bactérias resistentes ao mercúrio 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 não foi identificada devido à apresentação de 

resultados inconclusivos nos testes bioquímicos 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 gêneros Enterobacter sp. (29 %); Klebsiella sp. (29 %) e 

Acinetobacter sp. (14 %), totalizando 71,5 % das bactérias identificadas a partir das 

amostras de água coletadas na região. 

 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 não foram obtidas de nenhuma 

outra região geográfica. Por outro lado, embora apresentando menor diversidade 

bacteriana, as coletas realizadas em Rondônia resultaram no isolamento de B. cepacia e 

Kluyvera sp., também não encontradas nos outros ecossistemas aquáticos estudados, 

como pode ser observado na Tabela 5. 

 Observamos que o gênero bacteriano mais prevalente nas amostras coletadas no 

Rio de Janeiro e Rondônia foi Enterobacter sp. Resultado semelhante foi obtido ao final 

das coletas realizadas em Mato Grosso, onde foram prevalentes os gêneros Enterobacter 

sp. e Klebsiella sp., e no Rio Grande do Sul, onde foram isoladas apenas K. 

pneumoniae. Independente dos pontos de coleta apresentarem histórico de 

contaminação por esgoto doméstico observou-se que as enterobactérias, representadas 

principalmente pelas espécies E. cloacae e K. penumoniae foram as bactérias Gram-

negativas resistentes ao mercúrio mais comumente isoladas nos diferentes ecossistemas 

aquáticos (Gráfico 1). O gênero de enterobactérias Pantoea sp. apresentou alto índice de 

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

água, de acordo com Rezzonico et al. 140. 

  Podemos observar que não houve diferença significativa quanto aos gêneros 

bacterianos isolados em maior número nos locais amostrados, a maioria representante 

da família Enterobacteriaceae, embora os pontos de coleta apresentassem características 

bastante distintas. É possível que os resultados obtidos não reflitam a diversidade 

bacteriana dos ecossistemas aquáticos estudados, pois os procedimentos de cultivo e 

isolamento adotados podem ter beneficiado o isolamento dos grupos bacterianos 

identificados com maior frequência. 

 

Tabela 5 – Relação de Espécies Bacterianas Identificadas de acordo com a Origem. 

Isolados Bacterianos Identificados 

Região 

Geográfica 

Atividade / 

Impacto 

Antropogênico 

Predominante 

Período 

da Coleta Gêneros/Espécies  �º (%) 
�º / 

coleta 

�º / 

região 

E. cloacae 6 (27) 

K. pneumoniae 5 (23) 

Aeromonas sp. 2 (9) 

V. metschnikovii 2 (9) 

E. coli 1 (4,5) 

E. asburiae 1 (4,5) 

P. putida 1 (4,5) 

R. terrigena 1 (4,5) 

L. adecarboxylata 1 (4,5) 

Enterobacter sp. 1 (4,5) 

Novembro 

2005 

Serratia sp. 1 (4,5) 

22 

E. cloacae 1 (20) 

K. pneumoniae 1 (20) 

S. maltophila 1 (20) 

E. aerogenes 1 (20) 

Junho 

2006 

S. paucimobilis 1 (20) 

5 

Sudeste 

(RJ) 

Efluentes 

domésticos e 

industriais 

(continua) 
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Tabela 5 – Relação de Espécies Bacterianas Identificadas de acordo com a Origem. 

(continuação) 

Isolados Bacterianos Identificados 

Região 

Geográfica 

Atividade / 

Impacto 

Antropogênico 

Predominante 

Período da 

Coleta Gêneros/Espécies  �º (%) 
�º / 

coleta 

�º / 

região 

E. cloacae 6 (37,5) 

E. coli 4 (25) 

K. pneumoniae 2 (12,5) 

Enterobacter sp. 1 (6) 

P. putida 1 (6) 

K. oxytoca 1 (6) 

Sudeste 

(RJ) 

Efluentes 

domésticos e 

industriais 

Março 

2008 

S. odorifera 1 (6) 

16 43 

E. cloacae 20 (57) 

K. pneumoniae 5 (14) 

Serratia sp. 3 (9) 

R. ornithinolytica 2 (6) 

Enterobacter sp. 2 (6) 

B. cepacia 1 (3) 

A. baumannii 1 (3) 

Efluentes de 

mineração 

Setembro 

2007 

Pseudomonas sp. 1 (3) 

35 

Pantoea sp. 11 (73) 

E. cloacae 1 (7) 

K. cryocrescens 1 (7) 

Kluyvera sp. 1 (7) 

Norte (RO) 

Represa 
Outubro 

2007 

Serratia sp. 1 (7) 

15 

50 

K. pneumoniae 4 (36) 

E. cloacae 4 (36) 

A. baumannii 2 (18) 

Centro-

Oeste (MT) 
Pisciculturas 

Abril 

2009 

Pantoea sp. 1 (9) 

11 11 

Sul (RS) 

Efluentes 

domésticos e 

industriais 

Março 

2009 
K. pneumoniae 

9 

(100,0) 
9 9 

Total 113 
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Gráfico 1 – Principais Gêneros e Espécies Bacterianos Identificados nos Ecossistemas 

Aquáticos. 

 

 

4.4. Significado da Predominância do Isolamento de Enterobactérias Resistentes 

ao Mercúrio nos Sistemas Aquáticos 

  A partir da classificação bioquímica, observou-se o predomínio 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 presença de 

microrganismos indicadores de poluição fecal recente por águas residuais e excretas de 

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

sistemas aquáticos estudados.  

  As bactérias do grupo dos coliformes fecais são utilizadas para a avaliação das 

condições sanitárias da água, como indicadores de poluição fecal, devido a sua presença 

no trato gastrintestinal de humanos e de outros animais de sangue quente e sua 

eliminação em grande número pelas fezes, que podem conter microrganismos 

patogênicos e tornarem-se veículos para transmissão de doenças 34. 

  A aquisição da resistência por estas bactérias pode ser resultante da pressão 

seletiva exercida pelos contaminantes oriundos da liberação de efluentes domésticos e 

resíduos industriais nos ecossistemas, fazendo com que representem um risco real para a 

saúde pública através do contato direto da população local com esses sistemas 

aquáticos. 

  Além disso, a presença ubíqua de enterobactérias resistentes ao mercúrio nos 

diferentes ecossistemas estudados, corroborando outros estudos da literatura realizados 
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no Egito 139, Turquia 141 e Canadá 142, sugere a importância da transferência gênica 

horizontal na ecologia de comunidades microbianas adaptadas ao ambiente devido à 

reconhecida capacidade de transferência de elementos genéticos móveis por 

enterobactérias, os quais podem conferir resistência a antibióticos e metais tóxicos 

simultaneamente.  

 Como discutido por Goni-Urriza et al. 143, as águas dos rios são o principal 

destinatário dos poluentes presentes nos efluentes dos esgotos urbanos. Considerando 

que os rios são uma das principais fontes de água para consumo humano e animal, essa 

poluição representa um grave problema de saúde pública, além de contribuir para a 

seleção, a manutenção e a disseminação de bactérias resistentes a esses poluentes no 

ambiente aquático. 

 

4.5. Variações do Metabolismo Bacteriano frente aos Substratos Bioquímicos 

  A identificação dos gêneros e espécies de bastonetes Gram-negativos é baseada 

na presença ou ausência de diferentes enzimas que participam do metabolismo 

bacteriano. Estas enzimas podem ser detectadas através da exposição bacteriana a 

diferentes meios de cultura contendo substratos, com os quais estas enzimas podem 

reagir. Quando as reações enzimáticas ocorrem, é possível detectar a utilização do 

substrato ou a presença de produtos metabólicos específicos, através da utilização de 

substâncias indicadoras. 

  A análise geral dos resultados dos testes bioquímicos mostra que, independente 

da classificação taxonômica das bactérias isoladas resistentes ao mercúrio, 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 utilização de vários 

carboidratos como fonte de carbono pode sugerir que estas bactérias apresentam uma 

versatilidade nutricional possivelmente relacionada a uma maior capacidade de 

adaptação a ambientes desfavoráveis, embora não sejam conhecidos estudos que 

associem o metabolismo de carboidratos ou outros substratos à presença do mecanismo 

de resistência ao mercúrio em bactérias.  

 Os resultados obtidos pelos testes bioquímicos aplicados aos isolados deste 

estudo foram comparados aos resultados esperados, adotando como padrão a tabela de 

classificação taxonômica fornecida pelo fabricante de cada sistema de identificação 

utilizado. 
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 A partir desta comparação, foi possível observar que alguns representantes de 

gêneros e espécies bacterianas, como os isolados de A. baumannii, Aeromonas sp., B. 

cepacia, P. putida, R. terrigena e Serratia sp., não apresentaram resultados atípicos em 

relação ao padrão bioquímico esperado.  

 Por outro lado, algumas amostras apresentaram grandes diferenças em relação ao 

comportamento metabólico esperado frente a alguns substratos bioquímicos específicos. 

Os isolados bacterianos resistentes ao mercúrio que apresentaram maior número de 

variações metabólicas 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 

ácido malônico (70 %), contrariando o comportamento padrão da maioria das amostras 

típicas pertencentes a esta espécie bacteriana. 

 

Tabela 6 – Variações Metabólicas Apresentadas pelos Isolados de E. cloacae. 

Percentual de Divergência dos Resultados Esperados Substratos 

Bioquímicos 

Resultado 

Esperado 
RJ (n = 13) RO (n = 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 às espécies que apresentaram maior número de isolamentos ao final de 

todas as coletas, E. cloacae, K. pneumoniae e Pantoea sp., foram observadas variações 

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 aminoácido lisina, quando o esperado, de acordo com a 

literatura 144, era que mais de 90 % dos isolados apresentassem resultado positivo neste 

teste. Este baixo índice deveu-se aos resultados apresentados por 19 % dos isolados de 

E. cloacae oriundos de Rondônia e 46 % dos isolados do Rio de Janeiro. Ao contrário, 

foi observado que quase metade (48 %) dos E. cloacae, isolados principalmente de 

áreas afetadas por efluentes domésticos e industriais no Rio de Janeiro e de pisciculturas 

em Mato Grosso, foi capaz de metabolizar o inositol através de fermentação, quando o 

comportamento padrão da espécie é descrito como a não utilização deste carboidrato 

como fonte de energia 144. 
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Tabela 7 – Variações Metabólicas Apresentadas pelos Isolados de K. pneumoniae. 

Percentual de Divergência dos Resultados Esperados 
Substratos 

Bioquímicos 

Resultado 

Esperado RJ  

(n = 8) 

RO  

(n = 5) 

RS  

(n = 9) 

MT  

(n = 4) 

Total  

(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-

galactosido 
Positivo 25 % 0 22 % 25 % 19 % 

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 144, 

apenas 65 % destes isolados foram capazes de utilizar este aminoácido como fonte de 

energia. Este baixo índice deveu-se à divergência metabólica apresentada por 20 % dos 

isolados de áreas afetadas por efluentes de mineração no estado de Rondônia e 50 % dos 

isolados de áreas 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 Rondônia, mostrou-se positiva quanto ao 

metabolismo do aminoácido triptofano, como descrito na Tabela 8. 
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Tabela 8 – Variações Metabólicas Apresentadas pelos Isolados de Pantoea sp. 

Percentual de Divergência dos Resultados Esperados Substratos 

Bioquímicos 

Resultado 

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 145, a maioria dos microrganismos do trato 

intestinal humano, quando submetida às condições adversas que predominam nos 

corpos d’água, tende a decrescer em número, devido à competitividade e condições 

inadequadas para o seu crescimento. Porém, a reconhecida capacidade de adaptação 

bacteriana favorece a sobrevivência daquelas que melhor se integram às condições 

ambientais, através do desenvolvimento de novas funções metabólicas que permitiriam 

a utilização dos nutrientes disponíveis nos ecossistemas como fontes de energia pelas 

bactérias.  

 

4.6. Relação entre os �íveis de Resistência ao Mercúrio apresentados pelas 

Bactérias de acordo com as Regiões Geográficas de Origem 

  Os resultados dos ensaios indicam que 96 % das amostras bacterianas isoladas 

dos ecossistemas aquáticos estudados apresentaram CMIHg igual a 20 µM, independente 

dos pontos de coleta apresentarem ou não um histórico de contaminação por mercúrio 

(Tabela 9). No Rio de Janeiro, isolados de E. cloacae (n = 13; 28 %), K. pneumoniae (n 

= 8; 17 %) e E. coli (n = 5; 11 %) apresentaram CMIHg igual a 20 µM. Em Rondônia, 

todas as bactérias isoladas apresentaram CMIHg igual a 20 µM, 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 CMIHg igual a 20 µM, 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 e K. pneumoniae) 

apresentando valores de CMIHg diferentes (Tabela 9). No Rio Grande do Sul, todas as 

bactérias isoladas (K. pneumoniae) apresentaram CMIHg igual a 20 µM. 

 Foi observado que um pequeno número de isolados apresentou níveis de CMIHg 

mais elevados (> 20 µM), aparentemente sem relação com gênero ou espécie 

bacterianos identificados, mas algumas espécies apresentaram maior nível de resistência 
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ao mercúrio em algumas regiões geográficas.  Apenas um isolado da espécie E. cloacae, 

oriundo de coletas realizadas em pisciculturas localizadas em Mato Grosso, apresentou 

CMIHg igual a 30 µM. Enquanto isso, os outros 38 isolados da mesma espécie, oriundos 

do Rio de Janeiro, Rondônia e Mato Grosso, apresentaram CMIHg igual a 20 µM, 

independente do histórico de contaminação por mercúrio nas regiões. 

 Da mesma forma, 1 isolado de K. pneumoniae oriundo de pisciculturas de Mato 

Grosso apresentou CMIHg igual a 30 µM e os outros 26 isolados, provenientes de todas 

as regiões estudadas, apresentaram CMIHg igual a 20 µM. Dois isolados bacterianos 

obtidos de pontos de coleta afetados pelo lançamento de efluentes domésticos e 

industriais no Rio de Janeiro apresentaram CMIHg superior a 20 µM, identificados como 

R. terrigena (25 µM) e L. adecarboxylata (30 µM). 

 Portanto, podemos observar que a maioria das bactérias isoladas de todas as 

regiões geográficas apresentou CMIHg igual a 20 µM. Apenas 2 isolados (R. terrigena e 

L. adecarboxylata) de áreas afetadas por efluentes domésticos e industriais na região 

sudeste e 2 isolados (E. cloacae e K. pneumoniae) de pisciculturas na região centro-

oeste apresentaram CMIHg superior a 20 µM. 
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Tabela 9 – Concentração Mínima Inibitória de Mercúrio Apresentada pelas Bactérias 

Isoladas dos Diferentes Ecossistemas Aquáticos. 

CMIHg Espécies Identificadas �º Isolados 
20 µM 25 µM 30 µM 

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 

Rondônia (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 

Rio Grande do Sul 
(total) 

9 9 (100 %) 0 0 

K. pneumoniae 9 9 (100%) 0 0 

Total 113 109 (96 %) 1 (1 %) 3 (3 %) 
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4.7. Associação entre as Resistências ao Mercúrio e a Antimicrobianos nas 

Bactérias 

Foi observado que a maioria (80 %) dos isolados (n = 113), que apresentaram 

resistência ao mercúrio (CMIHg ≥ 20 µM), foram resistentes a pelo menos um 

antimicrobiano testado (Tabela 10). O antimicrobiano ao qual as bactérias Gram-

negativas HgR, analisadas em conjunto, foram mais frequentemente resistentes foi a 

Ampicilina (AMP; 72 %), seguida por Tetraciclina (TE; 11,5 %), Ácido Nalidíxico 

(NAL; 10 %), Cloranfenicol (C; 8 %), Sulfametoxazol-Trimetoprim (SXT; 7 %), 

Canamicina (K; 4 %) e Gentamicina (Gm; 2 %). Por outro lado, todos os isolados foram 

sensíveis a Estreptomicina (S), um antimicrobiano nefrotóxico e ototóxico utilizado nos 

casos de resistência ou intolerância aos fármacos empregados no esquema principal 

preconizado para o tratamento da tuberculose 146.  

De acordo com Tenover 78, as enterobactérias são frequentemente sensíveis aos 

antimicrobianos testados, porém os gêneros Klebsiella sp., Enterobacter sp. e Serratia 

sp. podem apresentar resistência natural à Ampicilina, o que pode explicar o alto índice 

de resistência observado nesta amostragem a este fármaco. Dentre os antimicrobianos 

testados, o grupo dos aminoglicosídeos apresentou o maior potencial de inibição do 

crescimento bacteriano, menos que 5 % dos isolados foram resistentes a pelo menos 

uma destas drogas (Canamicina, Gentamicina e Estreptomicina). 

Não foram observadas diferenças de resistência a antimicrobianos entre as 

diferentes regiões geográficas estudadas, assim como não foi possível associar os 

diferentes níveis de resistência ao Hg (CMIHg) a perfis específicos de resistência 

antimicrobiana.  



FIOCRUZ – ENSP – Programa de Pós-Graduação em Saúde Pública – Tese de Doutorado – Duque, S.S. – 2012 51 

Tabela 10 – Resistência a Antimicrobianos Apresentada pelas Bactérias Isoladas dos Diferentes Ecossistemas Aquáticos. 

Resistência aos Antimicrobianos 

AMP TE �AL C SXT K Gm S MR Gênero / Espécie Bacteriana 

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 = 5) 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 0 0 1 25 

A. baumannii (n = 3) 3 100 1 33 1 33 3 100 0 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 0 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 0 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 0 0 0 0 

E. asburiae (n = 1) 1 100 0 0 1 100 0 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 0 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 0 0 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 0 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 0 0 0 0 0 0 0 0 

K. cryocrescens (n = 1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 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 7 5 4 2 2 0 0 11 10 
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Observou-se também a ocorrência de multi-resistência (MR) a antimicrobianos 

diferentes combinados (de 2 até 5 antimicrobianos), onde os associados com maior 

frequência foram a Ampicilina, o Ácido Nalidíxico, o Cloranfenicol, a Tetraciclina e o 

Sulfametoxazol-Trimetoprim, todos representantes de classes diferentes de 

antimicrobianos. Ao todo, foram observados 18 perfis de resistência a antimicrobianos 

nos isolados testados, descritos no Quadro 1. 

 

Quadro 1 – Perfis de Resistência a Antimicrobianos Observados nos Isolados 

Bacterianos Resistentes ao Mercúrio. 

Perfil  Antimicrobianos relacionados ao Perfil de Resistência 

I NAL 

II AMP 

III AMP + NAL 

IV AMP + K 

V 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 

XIV AMP + C + TE + Gm + SXT 

XV AMP + Gm + K 

XVI AMP + TE + SXT 

XVII AMP + TE + SXT + NAL 

XVIII TE 

S Sensível a todos os antimicrobianos testados 
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  A associação observada entre as resistências ao mercúrio e a antimicrobianos 

corrobora outros estudos, sendo comumente descrita na literatura 35,87,141,147,148,149. Este 

resultado pode ser consequência da emissão crescente de antibióticos no ambiente 

devido ao seu uso indiscriminado na medicina e na agricultura. A poluição dos rios, uma 

das principais fontes de água para consumo humano e animal, pode desempenhar um 

importante papel contribuindo para a seleção e a disseminação das bactérias resistentes 

aos antibióticos, caracterizando um grave problema de Saúde Pública 143. 

  Os isolados bacterianos oriundos do Rio de Janeiro que apresentaram CMIHg  

igual a 20 µM apresentaram 10 perfis diferentes de resistência a antimicrobianos e 

alguns isolados foram resistentes a mais de um antimicrobiano, conjugando Ampicilina, 

Ácido Nalidíxico, Canamicina, Cloranfenicol, Tetraciclina e Sulfametoxazol-

Trimetoprim simultaneamente. Por outro lado, os isolados desta região que 

apresentaram CMIHg igual a 25 µM ou 30 µM tiveram seu crescimento inibido por 

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

  Os isolados oriundos de Rondônia, onde todos apresentaram CMIHg igual a 20 

µM, mostraram 5 perfis de resistência a antimicrobianos. Algumas amostras foram 

resistentes simultaneamente a Ácido Nalidíxico, Ampicilina, Cloranfenicol, Canamicina 

e Sulfametoxazol-Trimetoprim. 

  As amostras bacterianas coletadas em Mato Grosso que apresentaram CMIHg 

igual a 20 µM mostraram 9 perfis de resistência diferentes. Algumas amostras foram 

resistentes a Ácido Nalidíxico, Ampicilina, Cloranfenicol, Tetraciclina, Canamicina, 

Gentamicina e Sulfametoxazol-Trimetoprim, associando de 2 a 5 destes antimicrobianos 

simultaneamente. Por outro lado, as amostras coletadas nesta região que apresentaram 

CMIHg igual a 30 µM foram resistentes a 2 perfis diferentes de resistência, conjugando 

Ampicilina, Tetraciclina e Sulfametoxazol-Trimetoprim simultaneamente. 

  Os isolados bacterianos coletados no Rio Grande do Sul, os quais apresentaram 

CMIHg igual a 20 µM, mostraram 3 perfis diferentes de resistência, associando 

Ampicilina, Sulfametoxazol-Trimetoprim, Cloranfenicol e Canamicina. 

  O perfil de resistência à Ampicilina (perfil II) foi observado no maior número 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 Resistência a Antimicrobianos Detectados nas Bactérias Isoladas 

dos Diferentes Ecossistemas Aquáticos. 

 

 

  A ocorrência da maioria dos perfis de resistência a antimicrobianos foi 

observada em poucas espécies bacterianas. Cinco perfis de resistência ocorreram apenas 

em isolados coletados no Rio de Janeiro e que apresentaram CMIHg igual a 20 µM: 

perfil III / AMP + NAL (Aeromonas sp. e E. asburiae), perfil VIII / AMP + NAL + SXT 

(Aeromonas sp. e P. putida), perfil X / AMP + C + TE (Enterobacter sp.), perfil XII / 

CMIHg Região Geográfica Perfil de Resistência �º de Isolados 

NAL 1 

AMP 31 

AMP + K 1 

AMP + C 1 

AMP + SXT 1 

20 µM Norte (RO) 

Sensível 15 

NAL 2 

AMP 19 

AMP + NAL 2 

AMP + K 1 

AMP + C 1 

AMP + NAL + SXT 2 

AMP + C + TE 1 

AMP + C + NAL + SXT 1 

TE 6 

20 µM Sudeste (RJ) 

Sensível 6 

AMP 2 

AMP + C 1 

AMP + TE 1 

AMP + C + NAL + K 1 

AMP + C + TE + NAL 1 

AMP + C + TE + Gm + SXT 1 

AMP + Gm + K 1 

20 µM Centro-Oeste (MT) 

AMP + TE + SXT + NAL 1 

AMP 7 

AMP + SXT 1 20 µM Sul (RS) 

AMP + C + K 1 

25 µM Sudeste (RJ) Sensível 1 

30 µM Sudeste (RJ) Sensível 1 

AMP + TE 1 
30 µM Centro-Oeste (MT) 

AMP + TE + SXT 1 
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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 resistência foram observados somente em isolados 

coletados em Mato Grosso e que apresentaram CMIHg igual a 20 µM: perfil XI / AMP + 

C + NAL + K (Pantoea sp.), perfil XIII / AMP + C + TE + NAL (A. 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 número de perfis de resistência com um reduzido número 

de espécies integrantes. Por exemplo, o perfil I (NAL) é observado apenas em três 

isolados, B. cepacia (n = 1), E. cloacae (n = 1) e V. metschnikovii (n = 1), oriundos do 

Rio de Janeiro e Rondônia, com CMIHg igual a 20 µM. O mesmo ocorre com o perfil IV 

(AMP + K), presente em E. cloacae (n = 1) e S. odorífera (n = 1), com CMIHg igual a 20 

µM e isoladas no Rio de Janeiro e Rondônia.  

  A mesma relação 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, 

Rondônia e Mato Grosso, com CMIHg igual a 20 µM. 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 Rondônia e Rio Grande do Sul, com CMIHg igual a 20 

µM.  

  Especificamente nos isolados pertencentes às espécies bacterianas mais 

prevalentes neste estudo podem-se observar variações nos perfis de resistência aos 

antimicrobianos dependendo da área geográfica de origem. No caso dos isolados dos 

sistemas aquáticos identificados como E. cloacae (n = 38), das 13 amostras isoladas no 

Rio de Janeiro, todas apresentando CMIHg igual a 20 µM, 11 apresentaram o perfil II 

(AMP), 1 o perfil I (NAL) e 1 foi sensível a todos os antimicrobianos testados. Dos 21 

isolados da mesma espécie oriundos de Rondônia, todos apresentando CMIHg igual a 20 

µM, 19 apresentaram o perfil II (AMP), 1 o perfil IV (AMP + K) e 1 foi sensível a todos 

os antimicrobianos. Do total de 4 isolados de Mato Grosso, 3 apresentaram CMIHg igual 

a 20 µM e os seguintes perfis de resistência: 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 CMIHg igual a 30 µM também apresentou o perfil VII (AMP + TE; n = 

1). O percentual de multi-resistência (de 2 a 5 antimicrobianos) apresentado pelas E. 

cloacae isoladas dos ecossistemas aquáticos brasileiros pode ser observado no Gráfico 

2. 
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Tabela 12 – Perfis de Resistência a Antimicrobianos Detectados nas Espécies 

Bacterianas Isoladas dos Diferentes Ecossistemas Aquáticos. 

CMIHg 
Região 

Geográfica 
Perfil de 
Resistência 

Espécies Bacterianas (nº de isolados) 

I B. cepacia (1) 

II 
E. cloacae (19), K. pneumoniae (5), Enterobacter 
sp. (2), R. ornithinolytica (2), Serratia sp. (2), 
Pantoea sp. (1) 

IV E. cloacae (1) 

V A. baumannii (1) 

VI Pseudomonas sp. (1) 

20 µM Norte (RO) 

S 
Pantoea sp. (10), Serratia sp. (2), E. cloacae (1), 
Kluyvera sp. (1), K. cryocrescens (1) 

I E. cloacae (1), V. metschnikovii (1) 

II 
E. cloacae (11), K. pneumoniae (4), E. aerogenes 
(1), Serratia sp. (1), S. maltophila (1), V. 

metschnikovii (1) 

III Aeromonas sp. (1), E. asburiae (1) 

IV S. odorifera (1) 

V K. pneumoniae (1) 

VIII Aeromonas sp. (1), P. putida (1) 

X Enterobacter sp. (1) 

XII P. putida (1) 

XVIII E. coli (4), K. pneumoniae (1), K. oxytoca (1) 

20 µM Sudeste (RJ) 

S 
K. pneumoniae (2), Enterobacter sp. (1), E. 
cloacae (1), E. coli (1), S. paucimobilis (1) 

II K. pneumoniae (2) 

V A. baumannii (1) 

VII E. cloacae (1) 

XI Pantoea sp. (1) 

XIII A. baumannii (1) 

XIV E. cloacae (1) 

XV K. pneumoniae (1) 

20 µM 
Centro-

Oeste (MT) 

XVII E. cloacae (1) 

II K. pneumoniae (7) 

VI K. pneumoniae (1) 20 µM Sul (RS) 

IX K. pneumoniae (1) 

25 µM Sudeste (RJ) S R. terrigena (1) 

30 µM Sudeste (RJ) S L. adecarboxylata (1) 

VII E. cloacae (1) 
30 µM 

Centro-
Oeste (MT) XVI K. pneumoniae (1) 
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Gráfico 2 – Percentual de E. cloacae Multi-Resistentes a Antimicrobianos. 
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  Quanto às amostras bacterianas identificadas como K. pneumoniae (n = 26), das 

8 isoladas no Rio de Janeiro, todas apresentando CMIHg igual a 20 µM, 4 foram 

resistentes a AMP (perfil II), 1 ao perfil AMP + C (perfil V), 1 ao perfil XVIII (TE) e 2 

sensíveis a todos os antimicrobianos testados. Todas as 5 amostras desta espécie 

isoladas em Rondônia apresentaram CMIHg igual a 20 µM e resistência à ampicilina 

(perfil II). Do total de K. pneumoniae isoladas em Mato Grosso (n = 4), 3 apresentaram 

CMIHg igual a 20 µM, destas, 2 apresentaram o perfil II (AMP) e 1 o perfil XV (AMP + 

Gm + K), enquanto 1 isolado apresentou CMIHg igual a 30 µM e perfil XVI (AMP + TE 

+ SXT). Das 9 amostras de K. pneumoniae isoladas no Rio Grande do Sul, onde todas 

apresentaram CMIHg igual a 20 µM, 7 tiveram o perfil II (AMP), 1 o perfil IX (AMP + 

C + K) e 1 o perfil VI (AMP + SXT). O percentual de multi-resistência apresentado 

pelos isolados desta espécie pode ser observado no Gráfico 3. 

 

Gráfico 3 – Percentual de K. pneumoniae Multi-Resistentes a Antimicrobianos. 
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  As 12 amostras de Pantoea sp. isoladas em Rondônia e Mato Grosso 

apresentaram CMIHg igual a 20 µM, porém apenas o isolado de Mato Grosso apresentou 

o perfil de multi-resistência AMP + C + NAL + K (Gráfico 4), enquanto a maioria dos 

isolados de Rondônia foi sensível a todos os antimicrobianos testados (n = 10) e apenas 

um isolado daquela região foi resistente à Ampicilina.  

 

Gráfico 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 níveis de mercúrio (> 20 µM) e sensíveis aos antimicrobianos 

testados, podem ser relacionados a características destas espécies. As amostras de 

Leclercia sp. são descritas como bactérias naturalmente sensíveis a maioria dos 

antimicrobianos utilizados na rotina médica 150 e, de acordo com o estudo realizado por 

Corti et al. 151, mesmo amostras deste gênero envolvidas em infecções clínicas 

mostraram-se sensíveis a Aminoglicosídeos, Tetraciclinas, Penicilinas, Ácido Nalidíxico 

e Cloranfenicol. Quanto aos isolados de R. terrigena, espécie anteriormente pertencente 

ao gênero Klebsiella, além de apresentarem resistência conhecida somente a Penicilinas 
152,153, apresentam uma espessa cápsula polissacarídica que reduz sua permeabilidade 

celular aos antibióticos 154. 

 A existência de uma forte associação entre as resistências a poluentes ambientais 

e a antibióticos em amostras de bactérias Gram-negativas está amplamente descrita na 

literatura 35,80,81,82 como variável entre 50 % e 80 %. Assim, esperávamos observar uma 

elevada incidência de resistência e talvez multi-resistência a antibióticos nos isolados 

deste estudo, o que poderia inviabilizar o seu uso para a mitigação da poluição por 

mercúrio, uma vez que para a manipulação de bactérias multi-resistentes se faz 
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necessário a adoção de medidas especiais para a sua contenção no interior de reatores, a 

fim de garantir a biossegurança no processo de biorremediação. 

 Alguns estudos 84,155,156 relatam o isolamento de populações bacterianas 

resistentes a antibióticos em ambientes impactados pela liberação de substâncias 

químicas nocivas e resíduos de produtos biológicos, a partir de residências, hospitais e 

indústrias. Além disso, os genes que codificam a resistência múltipla a antimicrobianos 

e ao mercúrio têm sido identificados em uma ampla gama de hospedeiros, presentes em 

plasmídios conjugativos 123. 

 A aquisição de plasmídios pelas comunidades bacterianas ambientais pode 

desempenhar um papel importante na adaptação microbiana em ambientes impactados 

por atividades antropogênicas. Genes carreados por estes plasmídios podem conferir 

resistência a antibióticos e outros compostos tóxicos presentes no ambiente, resultando 

em um mosaico de elementos genéticos móveis e a seleção de subpopulaçôes 

bacterianas multi-resistentes em resposta à pressão seletiva exercida pelos poluentes. 

Por isso, quando plasmídios de resistência são introduzidos em comunidades 

microbianas ambientais, existe a possibilidade de bactérias patogênicas presentes 

adquirirem estes genes de resistência, resultando em patógenos humanos e animais 

resistentes à antibioticoterapia e representando um risco elevado para a saúde da 

população. 

  Em muitos casos, a ocorrência da resistência múltipla é mediada por plasmídios, 

tornando a bactéria resistente a dois ou mais antibióticos simultaneamente. Isso pode ser 

explicado pela localização comum de genes de resistência para diferentes antibióticos 

no mesmo plasmídio ou pela presença de mais de um plasmídio na célula bacteriana, 

que podem ser transferidos entre bactérias de grupos taxonômicos diferentes e 

disseminar suas características de resistência a antibióticos e metais tóxicos 

promovendo uma seleção de amostras resistentes em diferentes ecossistemas. Por 

exemplo, a principal forma de resistência das bactérias Gram-negativas aos 

Aminoglicosídeos, às Tetraciclinas, ao Cloranfenicol e ao Sulfametoxazol-Trimetoprim 

é mediada por plasmídios, com exceção da resistência ao Ácido Nalidíxico, determinada 

por mutação 34.  
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4.8. Presença do Gene merA nas Bactérias Resistentes ao Mercúrio 

Inicialmente, foram selecionados três pares de iniciadores 56,74,110 descritos na 

literatura como adequados para a identificação do gene merA em amostras bacterianas 

resistentes ao mercúrio. Porém, no decorrer dos ensaios, não foi possível reproduzir os 

resultados obtidos por Felske et al. 74 e Sotero-Martins et al. 110, mesmo utilizando 

condições experimentais semelhantes às descritas pelos autores. Por outro lado, os 

iniciadores A1 e A5, descritos por Liebert et al. 56, revelaram a presença do fragmento 

de DNA correspondente a uma região conservada do gene merA nas cepas-padrão 

testadas (Escherichia coli ATCC 35218 HgR e Escherichia coli ATCC 23724 HgS) e por 

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

resistentes ao mercúrio isoladas neste estudo. 

A presença do gene merA foi pesquisada em 113 amostras bacterianas Gram-

negativas resistentes ao mercúrio, através da utilização de dois protocolos de 

amplificação. 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 amplificação após a 

utilização dos dois protocolos foram analisados comparativamente, a fim de facilitar a 

interpretação 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 e 9 % (n = 10) apresentaram 

resultado negativo para os dois protocolos testados. A ausência de fragmentos 

amplificados detectáveis visualmente após a PCR foi considerada como resultado 

negativo. Adotou-se como resultado positivo a presença de produtos de amplificação 

detectáveis visualmente, independente do protocolo utilizado. 

Na maioria das amostras bacterianas que apresentaram resultado positivo foram 

observados padrões polimórficos que definiram 39 perfis de amplificação (Quadro 2). 

Todos os perfis de amplificação, nomeados A, B, C e D (Figura 4), foram observados 

após a utilização 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 et al. 56 de 1234 pb, enquanto 

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

Dos 6 perfis comuns resultantes da utilização dos dois protocolos de 

amplificação (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) 

não apresentou fragmentos de outros tamanhos conjugados ao de 1234 pb, enquanto nos 

outros dois perfis (A2 e A3) foi observada a amplificação de fragmentos de outros 

tamanhos. 
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Quadro 2 – Perfis de Amplificação Observados nas Bactérias Resistentes ao Mercúrio Submetidas aos Dois Protocolos de PCR. 

Perfil 
Resultado da Amplificação 

[nº de fragmentos de D�A X (tamanho estimado, em pares de bases)] 
Enzima Polimerase Utilizada 

A1 1 X (1000 a 1500 pb) Recombinante e Platinum® 

A2 1 X (500 a 1000 pb) + 1 X (1000 a 1500 pb) Recombinante e Platinum® 

A3 3 X (500 a 1000 pb) + 1 X (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® 

C1 1 X (< 500 pb) + 1 X (1000 a 1500 pb) Platinum® 

C2 1 X (< 500 pb) + 2 X (1000 a 1500 pb) Platinum® 

C3 1 X (< 500 pb) + 1 X (1000 a 1500 pb) + 1 X (2000 a 2500 pb) Platinum® 

C4 1 X (< 500 pb) + 1 X (500 a 1000 pb) + 1 X (1000 a 1500 pb) Platinum® 

C5 1 X (< 500 pb) + 1 X (500 a 1000 pb) + 1 X (1000 a 1500 pb) + 1 X (2000 a 2500 pb) Platinum® 

C6 1 X (< 500 pb) + 2 X (500 a 1000 pb) + 1 X (1000 a 1500 pb) + 1 X (2000 a 2500 pb) Platinum® 

C7 1 X (< 500 pb) + 1 X (500 a 1000 pb) + 2 X (1000 a 1500 pb) Platinum® 

C8 1 X (< 500 pb) + 2 X (500 a 1000 pb) + 2 X (1000 a 1500 pb) Platinum® 

C9 1 X (< 500 pb) + 3 X (500 a 1000 pb) + 2 X (1000 a 1500 pb) Platinum® 

C10 2 X (< 500 pb) + 2 X (500 a 1000 pb) + 1 X (1000 a 1500 pb) Platinum® 

C11 2 X (< 500 pb) + 3 X (500 a 1000 pb) + 1 X (1000 a 1500 pb) + 1 X (1500 a 2000 pb) Platinum® 

C12 3 X (< 500 pb) + 4 X (500 a 1000 pb) + 1 X (1000 a 1500 pb) Platinum® 

C13 3 X (< 500 pb) + 4 X (500 a 1000 pb) + 2 X (1000 a 1500 pb) Platinum® 

C14 3 X (< 500 pb) + 4 X (500 a 1000 pb) + 3 X (1000 a 1500 pb) Platinum® 

C15 2 X (500 a 1000 pb) + 1 X (1000 a 1500 pb) Platinum® 
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Quadro 2 – Perfis de Amplificação Observados nas Bactérias Resistentes ao Mercúrio Submetidas aos Dois Protocolos de PCR. 

(continuação) 

 

Perfil 
Resultado da Amplificação 

[nº de fragmentos de D�A X (tamanho estimado, em pares de bases)] 
Enzima Polimerase Utilizada 

C16 2 X (500 a 1000 pb) + 2 X (1000 a 1500 pb) + 1 X (2000 a 2500 pb) Platinum® 

C17 5 X (500 a 1000 pb) + 1 X (1000 a 1500 pb) Platinum® 

C18 1 X (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 (500 a 1000 pb) + 1 X (1500 a 2000 pb) Platinum® 

D5 1 X (< 500 pb) + 3 X (500 a 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) + 1 X (500 a 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 1 X (500 a 1000 pb) + 1 X (1500 a 2000 pb) Platinum® 

D13 1 X (500 a 1000 pb) + 1 X (2000 a 2500 pb) Platinum® 

D14 2 X (500 a 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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Figura 4 – Representação Gráfica dos Perfis de Amplificação Observados nas Bactérias 

Isoladas a partir da Amplificação do Gene merA 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). 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Visualização de Fragmentos de Tamanhos Variados a partir da Amplificação 

do Gene merA 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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Figura 6 – Visualização do Fragmento de 1234 pb a partir da Amplificação do Gene 

merA Utilizando a Enzima Taq DNA Polimerase Recombinante. Estas amostras 

apresentaram o perfil A1 (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 amplificação obtidos utilizando a enzima polimerase 

recombinante, observou-se a ocorrência de 6 perfis de amplificação (A1-A3 e B1-B3) 

nos 113 isolados bacterianos analisados.  

Com a utilização deste protocolo, a maioria dos isolados (n = 84; 74 %) 

apresentou resultado positivo para a pesquisa do gene merA, 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 distribuíram-se principalmente pelos perfis A1 (n = 41; 

36 %), A2 (n = 19; 17 %), B1 (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 presença de fragmentos com 1234 pb 

na maioria dos isolados analisados (54 %), sendo que em alguns casos (20 %) obteve-se 

não só a amplificação do fragmento esperado, mas também de outros fragmentos de 

DNA com tamanhos variando de 500 pb a 1000 pb.  

 

 

 

 

Amostras bacterianas Hg
R
 nativas 

1      2       3      4       5       6       7      8 

PM PM 

3500 pb 
3000 pb 
2500 pb 
2000 pb 
1500 pb 
1000 pb 

 
500 pb 
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Tabela 13 – Relação entre o Número de Bactérias Resistentes ao Mercúrio e os Perfis 

de Amplificação Observados. 

Perfis de Amplificação 

A (A1-A3) B (B1-B3) C (C1-C18) D (D1-D15) 
Positivo �egativo Enzimas 

Polimerase 
n % n % n % n % n % n % 

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

Platinum® 15 13 22 19 32 29 33 29 102 90 11 10 

 

Por outro lado, algumas amostras (26 %) não apresentaram o fragmento 

esperado. A ausência deste fragmento nas amostras pode indicar que elas possuem outro 

mecanismo de resistência ao mercúrio, ou ainda que possuam um gene merA que 

apresenta uma variação importante na sequência de nucleotídeos, na região utilizada 

para o desenho dos iniciadores. 

Com a utilização da enzima Platinum® Taq DNA Polimerase, os produtos de 

amplificação obtidos apontam a ocorrência de 39 perfis de amplificação (A1-A3, B1-

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 combinações 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 B1 (n = 16; 14 %), D2 (n = 12; 11 %), C15 (n = 9; 8 %), A2 (n = 7; 6 

%) e A1 (n = 5; 4 %) foram observados com maior freqüência nas amostras e 21 perfis 

(19 %) foram apresentados por apenas uma amostra (1 %). É importante destacar que 

somente 10 % das amostras (n = 11) não apresentaram qualquer fragmento amplificado, 

sugerindo a ocorrência de alterações importantes na sequência do gene merA nestas 

amostras ou a utilização de outro mecanismo de resistência ao mercúrio. 

Estes resultados revelam que, com a utilização 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 amplificação de outros fragmentos 

de DNA com tamanhos variando de 500 pb a 3000 pb. 
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4.9. Análise Comparativa dos Resultados gerados pelas Enzimas Taq D�A 

Polimerase Recombinante e Platinum® 

Analisando os resultados das reações 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 et al. 56, enquanto as outras 23 amostras (27 %) 

apresentaram fragmentos amplificados de outros tamanhos, não correspondentes ao 

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

Por outro lado, quando avaliamos os resultados gerados pela ação da enzima 

Platinum®, observamos que das 113 amostras testadas, 102 (90 %) foram positivas para 

a pesquisa do gene merA. No entanto, ao contrário do resultado obtido com a utilização 

da enzima recombinante, a maior parte destas amostras (n = 55; 49 %) não amplificou o 

fragmento esperado, pois o percentual de amostras que apresentaram o fragmento de 

1234 pb foi igual a 42 %. Também é 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 amplificação de fragmentos de 

DNA de tamanhos variados, além da presença do fragmento esperado (1234 pb). Se 

considerarmos apenas a presença do fragmento de 1234 pb, 25 amostras (22 %) foram 

positivas tanto na reação utilizando a enzima recombinante quanto com a enzima 

Platinum®. 

Algumas amostras apresentaram resultado positivo na amplificação de 

fragmentos de DNA apenas quando a enzima Platinum® foi utilizada (n = 20; 18 %), 

enquanto em apenas 1 amostra (1 %) houve a detecção de fragmentos somente com a 

enzima recombinante, sem que a enzima Platinum® tivesse sido capaz de identificá-los. 

O contrário aconteceu com a sensibilidade na detecção dos fragmentos de 1234 pb, cujo 

percentual de positividade apresentado com a utilização da enzima recombinante foi 

igual a 31 % (n = 35), enquanto com a aplicação da enzima Platinum® a presença destes 

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

 Embora tenha sido grande o número de perfis de amplificação gerados com a 

utilização da enzima Platinum®, apenas 6 perfis foram apresentados também com o uso 
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da enzima recombinante. Destes perfis de amplificação compartilhados pelas duas 

metodologias, o perfil A1 foi o único gerado pelas duas enzimas com resultados 

coincidentes em algumas amostras (n = 4). Em maior número, ocorreu a exibição de 

perfis não coincidentes gerados pelas duas metodologias de PCR para uma mesma 

amostra (Tabela 14). 

Do total de 43 isolados de áreas afetadas pelo lançamento de efluentes 

domésticos e industriais no Rio de Janeiro e identificados taxonomicamente, a enzima 

recombinante detectou o gene merA em 32 isolados (74 %), enquanto a enzima 

Platinum® foi capaz de identificá-lo em 39 isolados (91 %). Nesta região, o perfil A1 foi 

o detectado com maior freqüência pela enzima recombinante (15 amostras) e o perfil B1 

foi o mais identificado pela enzima Platinum® (5 amostras). Portanto, os perfis de 

amplificação mais freqüentes nas amostras bacterianas isoladas da região sudeste foram 

A1 (n = 17), B1 (n = 11) e A2 (n = 7). 

 De maneira similar, nos 9 isolados de áreas afetadas pelo lançamento de 

efluentes domésticos e industriais do estado do Rio Grande do Sul, a enzima 

recombinante foi capaz de detectar o perfil A1 em 8 isolados, enquanto a enzima 

Platinum® identificou o gene em todas os isolados da região sul, com maior freqüência 

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

 Das 35 amostras bacterianas isoladas de pontos de coleta caracterizados como de 

áreas afetadas pelo lançamento de efluentes de mineração, localizados em Rondônia, 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 freqüência pela enzima recombinante foi 

o A1 (10 amostras), enquanto o perfil D2 foi o mais identificado pela enzima Platinum® 

(12 amostras). Deste modo, os perfis de amplificação exibidos com maior freqüência 

pelas bactérias isoladas de áreas afetadas pelo lançamento de efluentes de mineração na 

região norte foram D2 (n = 12), A1 (n = 10) e B2 (n = 7). 

 Isoladas da mesma região, porém de uma classe diferente de ponto de coleta, as 

amostras bacterianas oriundas de uma represa localizada em Rondônia (n = 15) 

apresentaram o mesmo número de amostras positivas (n = 13) como resultado da 

amplificação utilizando as enzimas recombinante e Platinum®. Nesse sistema aquático, 

o perfil identificado com maior freqüência pela enzima recombinante foi o A2, diferente 

do perfil mais exibido pela enzima Platinum® nas mesmas amostras, o perfil C15. 
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Assim, os perfis de amplificação detectados com maior freqüência nas bactérias isoladas 

de uma represa localizada na região norte foram A2 (n = 12), C15 (n = 7) e A1 (n = 4). 

 Ao final das análises de PCR nas bactérias isoladas de Rondônia, o perfil de 

amplificação A2 foi o mais frequentemente identificado (n = 18) no total de isolados 

bacterianos (n = 50) dos pontos de coleta localizados na região norte, seguido pelos 

perfis A1 (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 região. O perfil A1 foi o mais detectado pela enzima recombinante 

(n = 5) e pela enzima Platinum® (n = 2), porém esta última apresentou resultados 

positivos bastante dispersos entre os perfis de amplificação, apesar da pequena 

amostragem bacteriana. 

 Portanto, como resultado da observação da ocorrência dos perfis de amplificação 

em cada região geográfica estudada, notou-se que a região sudeste foi a que apresentou 

o maior número absoluto de perfis de amplificação diferentes (26 perfis), seguida pela 

região norte, que exibiu 18 perfis entre suas amostras. Por outro lado, uma das regiões 

com menor amostragem bacteriana, a centro-oeste, apresentou o maior número relativo 

de perfis: 10 perfis diferentes gerados pelos dois protocolos de PCR em 9 amostras 

positivas. Ao contrário, na região sul foi observada a ocorrência de apenas 3 perfis após 

a amplificação das 9 amostras de DNA bacteriano. 

Quando analisamos os perfis de amplificação gerados com maior freqüência 

pelos isolados bacterianos deste estudo, vemos que além da diferença gerada pelo 

protocolo de PCR utilizado, os resultados também podem ser diferentes dependendo da 

região de origem da amostra. 

A maioria dos isolados de E. cloacae de todas as regiões geográficas que 

apresentaram resultado positivo para a detecção do gene merA utilizando a enzima 

recombinante na reação, apresentaram o perfil de amplificação A1. Porém, os resultados 

gerados pela enzima Platinum® mostram uma grande diversidade de perfis entre os 

isolados das quatro regiões, que neste protocolo exibiram várias combinações de 

fragmentos de DNA diversos em número e tamanho. 

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

amplificação gerados foi observada nos isolados de áreas afetadas pelo lançamento de 
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efluentes da região sudeste e de pisciculturas da região centro-oeste. Nas amostras 

oriundas das regiões norte e sul, as combinações mais frequentes de fragmentos de DNA 

resultantes da PCR foram classificadas nos perfis A e B. 

Os representantes do terceiro gênero bacteriano mais prevalente nas amostras 

isoladas, Pantoea sp., oriundas dos sistemas aquáticos das regiões norte, em sua 

maioria, e centro-oeste, apresentaram pouca diversidade de número 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 gêneros e espécies bacterianos identificados (n = 8) foram 

representados por um pequeno número de isolados (entre 1 e 5) e em grande parte estes 

foram oriundos de uma única região geográfica. Entretanto, estes fatores não impediram 

que estas amostras apresentassem perfis de amplificação variados.  

Todos os quatro isolados de enterobactérias que apresentaram valores de CMIHg 

superiores a 20 µM – R. terrigena (25 µM) e L. adecarboxylata (30 µM), oriundos da 

região sudeste e E. cloacae (30 µM) e K. pneumoniae (30 µM), da região centro-oeste – 

apresentaram resultado positivo, inclusive com a presença do fragmento de DNA de 

1234 pb descrito por Liebert et al. 56, 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 indicações de uso diferentes. Enquanto a metodologia que utiliza a 

enzima recombinante mostrou-se mais específica e adequada para a detecção do 

fragmento do gene merA descrito por Liebert et al. 56, o protocolo que utiliza a enzima 

Platinum® pareceu mais sensível e indicada para a amplificação de sequências do gene 

merA que apresentem variações em sua estrutura nucleotídica, causadas possivelmente 

pela ocorrência de deleções ou inserções de pequenos fragmentos gênicos móveis. 

Assim, poderíamos 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 merA mesmo quando ocorrem alterações nas suas sequências de 

nucleotídeos. 
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A observação de isolados bacterianos capazes de crescer em meios de cultura 

contendo concentrações elevadas de mercúrio, mas onde não foi possível 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 

específicos de resistência ao mercúrio. Estes mecanismos podem resultar de 

propriedades intrínsecas do organismo, como a presença de membrana celular 

impermeável e a produção de polissacarídeos extracelulares, ou simplesmente da falta 

de um sistema especifico de transporte de metais para o interior das células 157. 
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Tabela 14 – Perfis de Amplificação Gerados com Maior Frequência pelas Duas Metodologias de PCR. 

Perfil de Amplificação 

Enzima 
Recombinante 

Enzima 
Platinum® 

Isolado 
Bacteriano 

Gênero / Espécie Região Geográfica 
Atividade / Impacto Antropogênico 

Predominante 

M151 E. cloacae Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais 

M154 E. cloacae Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais 

M155 E. cloacae Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais 

M158 E. coli Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais 

M71 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineração 

M90 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineração 

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 

A1 B1 

M258 K. pneumoniae Sul (RS) efluentes domésticos e industriais 

M49 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineração 

M54 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineração 

M68 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineração 

M70 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineração 

A1 D2 

M85 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineração       (continua) 
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Tabela 14 - Perfis de Amplificação Gerados com Maior Frequência pelas Duas Metodologias de PCR. (continuação) 

Perfil de Amplificação 

Enzima 
Recombinante 

Enzima 
Platinum® 

Isolado 
Bacteriano 

Gênero / Espécie Região Geográfica 
Atividade / Impacto Antropogênico 

predominante 

M86 E. cloacae Norte (RO) efluentes de mineração 
A1 D2 

M87 Serratia sp. Norte (RO) efluentes de mineração 

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 

A2 C15 

M123 Pantoea sp. Norte (RO) represa 

M150 K. pneumoniae Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais 

M159 K. oxytoca Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais 

M283 E. cloacae Centro-Oeste (MT) pisciculturas 

A1 A1 

M297 E. cloacae Centro-Oeste (MT) pisciculturas 

M26 Aeromonas sp. Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais 

M31 E. aerogenes Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais 

M97 Pantoea sp. Norte (RO) represa 

A1 A2 

M115 Pantoea sp. Norte (RO) represa 

M149 Enterobacter sp. Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais 

M153 E. cloacae Sudeste (RJ) efluentes domésticos e industriais 

M88 Serratia sp. Norte (RO) efluentes de mineração 

A1 B2 

M291 E. cloacae Centro-Oeste (MT) pisciculturas 
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4.10. Presença do Gene merA em Bactérias Resistentes ao Mercúrio e a 

Antimicrobianos 

 A maioria dos isolados de todos os sistemas aquáticos estudados apresentou 

resistência à Ampicilina, independente do perfil de amplificação resultante da PCR. 

Após avaliar a existência de uma possível associação entre os perfis de amplificação 

exibidos pelos isolados que apresentaram resultado positivo para a pesquisa do gene 

merA e os perfis de resistência a antimicrobianos apresentados pelos mesmos isolados, 

não foi possível observar esta associação na amostragem. Talvez isto possa ser, ao 

menos parcialmente justificado, pelo viés da amostragem, onde se buscou 

deliberadamente amostras com elevada resistência fenotípica ao Hg. 

Por outro lado, foi possível observar que 91 % das amostras bacterianas multi-

resistentes (n = 22) apresentaram resultado positivo para a amplificação do gene merA, 

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 antibióticos e 10 % (n = 1) foi resistente a 5 antibióticos 

simultaneamente.  

Estes resultados corroboram os obtidos por Matyar et al. 141, que pesquisaram a 

associação entre a resistência a antibióticos e a metais tóxicos em amostras Gram-

negativas isoladas de ambientes aquáticos. Os autores observaram altos índices de 

resistência à Ampicilina (93 %) e multi-resistência (2 a 16 antimicrobianos) em 57 % 

das amostras de E. coli, Aeromonas sp., Pseudomonas sp., Acinetobacter sp. e 

Klebsiella sp. resistentes a metais tóxicos, possivelmente como consequência da 

degradação dos ecossistemas devido à crescente carga antropogênica de nutrientes, 

metais, sais, produtos químicos orgânicos sintéticos e produtos de combustão 141,158. 

 

4.11. Resultados do Sequenciamento dos Fragmentos do Gene merA Detectados 

nas Bactérias 

 Foram selecionados 13 isolados bacterianos para a análise da sequência 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 seleção foi baseada em 4 

critérios: (1) pertencer aos gêneros bacterianos identificados com maior frequência na 

amostragem, (2) representar as diferentes categorias de pontos de coleta presentes neste 

estudo, (3) apresentar amplificação do DNA com a utilização 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 mercúrio selecionados foram identificados como 

membros da família Enterobacteriaceae (E. cloacae (4), K. pneumoniae (3), Pantoea sp. 

(3), E. coli (2) e Serratia sp. (1)) e a maioria (77 %) apresentou resistência aos 

antimicrobianos. Apenas os três isolados de Pantoea sp. foram sensíveis a todos os 

antimicrobianos testados. 

 Dos 13 fragmentos amplificados submetidos ao sequenciamento de DNA, 6 

foram detectados em isolados da região norte (3 oriundos de de áreas afetadas pelo 

lançamento efluentes de mineração e 3 de represa), 3 foram identificados em isolados 

oriundos de áreas afetadas pelo lançamento de efluentes domésticos e industriais 

coletados na região sudeste, 2 foram obtidos de áreas afetadas pelo lançamento de 

efluentes da região sul e 2 foram detectados em isolados de pisciculturas localizadas na 

região centro-oeste do país.  

 Quanto à presença 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 reações onde a 

enzima recombinante foi utilizada. 

 A análise comparativa dos resultados do sequenciamento dos fragmentos do 

gene merA identificados neste estudo foi realizada através da técnica de alinhamento 

múltiplo, utilizando a ferramenta de bioinformática T-COFFEE 131. 

 Inicialmente, as sequências gênicas das bactérias nativas foram comparadas com 

o fragmento-alvo 56 e a pontuação 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 amplificação que 

apresentaram tamanhos diferentes do fragmento-alvo e sugere a presença de 

polimorfismos genéticos nas bactérias presentes nos ecossistemas estudados.  

 Quando a análise é feita individualmente de cada uma das 13 sequências do gene 

merA identificadas nas amostras bacterianas nativas com o fragmento-alvo, descrito por 

Liebert et al. 56, observou-se uma similaridade que variou entre 89 % e 93 %. Os 

maiores percentuais de similaridade (93 %) foram observados em sequências de 800 pb 

e 1500 pb extraídas de E. cloacae isoladas de áreas afetadas pelo lançamento de 

efluentes de mineração e pisciculturas, além de sequências de E. coli (1500 pb) e K. 

pneumoniae (1200 pb) isoladas de áreas afetadas pelo lançamento 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 após o Sequenciamento. 

Similaridade Apresentada entre as Amostras e o/a(s) 

Amostras da mesma 
Amostra 

Região 
Geográfica 

Atividade / 
Impacto 

Antropogênico 
Predominante 

CMIHg Identificação 
TSA 

(perfil*) 

Fragmento 
Analisado 
(pb) Fragmento-

alvo 
Entre si 

Região Espécie 

M71 20 µM E. cloacae II 1500 pb 93 % 95 % 99 % 97 % 

M86 20 µM E. cloacae II 1500 pb 93 % 95 % 99 % 97 % 

M87 

Efluentes de 
mineração 

20 µM Serratia sp. II 1500 pb 92 % 94 % 99 % - 

M97 20 µM Pantoea sp. S 800 pb 92 % 94 % 93 % 93 % 

M102 20 µM Pantoea sp. S 1200 pb 89 % 92 % 93 % 93 % 

M115 

Norte 

Represas 

20 µM Pantoea sp. S 1200 pb 91 % 92 % 94 % 94 % 

M152 20 µM E. cloacae II 1200 pb 92 % 94 % 92 % 95 % 

M157 20 µM E. coli XVIII 1500 pb 93 % 95 % 95 % 91 % 

M158 

Sudeste 

20 µM E. coli XVIII 1500 pb 90 % 92 % 96 % 99 % 

M228 20 µM K. pneumoniae II 1200 pb 92 % 95 % 98 % 96 % 

M258 
Sul 

Efluentes 
domésticos e 
industriais 

20 µM K. pneumoniae VI 1200 pb 93 % 95 % 98 % 95 % 

M297 20 µM E. cloacae XVII 800 pb 93 % 94 % 97 % 97 % 

M301 
Centro-Oeste Pisciculturas 

30 µM K. pneumoniae XVI 1200 pb 91 % 94 % 94 % 95 % 

*Perfis apresentados no Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA) – Perfil II: Resistência a Ampicilina; Perfil VI: Resistência a Ampicilina e Sulfametoxazol-

Trimetoprim; Perfil XVI: Resistência a Ampicilina, Tetraciclina, Sulfametoxazol-Trimetoprim; Perfil XVII: Resistência a Ampicilina, Tetraciclina, Sulfametoxazol-

Trimetoprim e Ácido Nalidíxico; Perfil XVIII: Resistência a Tetraciclina; Perfil S: Sensível a todos os antimicrobianos testados. 
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 Quando as sequências nativas foram comparadas apenas entre si, a pontuação 

gerada a partir do alinhamento foi um pouco mais alta (94 %). Isso significa que as 

sequências nativas apresentam maior similaridade entre si e um maior número de 

divergências nucleotídicas em relação ao fragmento-alvo. Quanto à similaridade exibida 

pelas sequências do gene merA 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 possível observar altos percentuais de similaridade entre as 

sequências analisadas independente da região geográfica onde a amostra foi coletada, da 

espécie bacteriana, do protocolo de PCR utilizado e do tamanho do fragmento 

amplificado.  

 A manutenção do gene merA no genoma de bactérias isoladas de locais onde não 

há registros de contaminação por mercúrio reforça a hipótese da presença deste metal 

mesmo em ecossistemas distantes de quaisquer fontes naturais ou antropogênicas, 

devido ao seu transporte atmosférico eficiente por longas distâncias e sua persistência 

no ambiente. 

 Isso significa que todos os locais de coleta, independente de apresentarem um 

histórico conhecido de contaminação por mercúrio, possuem enterobactérias que 

carregam o gene merA em seu genoma, com a possibilidade de transferir este marcador 

de resistência, disseminando esta característica de resistência para outras bactérias da 

comunidade microbiana local, e em muitos casos carreando conjuntamente genes de 

resistências a antimicrobianos. Assim, estes organismos podem causar doenças à 

população local através de contaminação veiculada pela água dos sistemas aquáticos 

avaliados. 

 Estes resultados também indicam que a utilização dos dois protocolos de PCR 

testados é eficiente para a identificação do fragmento conservado do gene merA descrito 

por Liebert et al. 56. Os resultados do sequenciamento indicam que a diferença entre os 

protocolos reside na relação “especificidade X sensibilidade” apresentada pelos 

resultados das reações. A PCR apresenta maior rendimento quando a enzima Platinum® 

é utilizada, gerando a amplificação de sequências do gene merA com maior número de 

variações nucleotídicas, enquanto com os parâmetros mais rígidos empregados no 

protocolo que utiliza a enzima recombinante, a maioria das sequências identificadas 

apresenta como tamanho a faixa de 1000 pb a 1500 pb apenas. 
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4.12. Presença de Polimorfismo no Gene merA das Bactérias 

 O alinhamento múltiplo construído com as sequências do gene merA 

identificadas nas amostras bacterianas brasileiras e a sequência descrita por Liebert et 

al. 56 mostrou um alto percentual de similaridade entre elas, variável entre 89 % e 93 %.  

 Porém, como pode ser observado no Anexo 7, foram detectadas divergências de 

nucleotídeos em várias regiões da sequência gênica do fragmento-alvo em relação aos 

isolados nativos quando foi realizado o alinhamento reverso, gerando um percentual de 

similaridade igual a 39 %. Estas divergências são observadas em menor número quando 

as sequências do gene merA identificadas nas bactérias isoladas são comparadas apenas 

entre elas, sem a presença do fragmento-alvo no alinhamento, como pode ser 

visualizado no Anexo 8, o que indica que a sequência identificada por Liebert et al. 56 

apresenta maior divergência genética em relação às bactérias isoladas dos ecossistemas 

aquáticos brasileiros. 

 A partir da observação de maior identidade genética entre as sequências do gene 

merA detectadas nas bactérias nativas e a ocorrência de divergência da sequência 

descrita por Liebert et al. 56 em relação a nossas sequências, mostrou-se necessário 

investigar o polimorfismo dos genes merA identificados através da comparação com 

outras 149 sequências do gene merA identificadas em amostras bacterianas de diversas 

famílias e gêneros, isoladas de vários países e depositadas no GenBank, um banco de 

dados genéticos de livre acesso mantido pelo National Institute of Health (NIH, Estados 

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

  Para conhecermos o percentual de similaridade genética apresentado pelas 

sequências do gene merA identificadas em outros países, foi realizado um alinhamento 

múltiplo comparando as 149 sequências entre si. Como resultado, foram obtidos 46 % 

de similaridade entre as sequências, variando de 5 % a 54 % (Tabela 16). As sequências 

que apresentaram 5 % de similaridade genética neste alinhamento foram depositadas no 

GenBank por grupos de pesquisa da Finlândia (Lactobacillus crispatus isolado de 

microbiota intestinal de frango, em 2010) e da Alemanha (Ilyobacter polytropus isolado 

de sedimento marinho, em 2011), sendo o baixo percentual indicador de uma alta 

divergência em relação ao grupo de sequências submetido ao alinhamento.  

 Em seguida, realizamos o alinhamento múltiplo comparando as 13 sequências 

nativas do gene merA identificadas neste estudo com as 149 sequências selecionadas no 
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GenBank. A similaridade genética resultante da comparação entre as nossas sequências 

e as identificadas em bactérias isoladas em outros países apresentou percentuais muito 

baixos, variando entre 3 % e 6 %.  

 Devido a totalidade das amostras bacterianas nativas selecionadas para o 

sequenciamento de DNA pertencer à família Enterobacteriaceae, foi realizada uma 

minuciosa pesquisa no GenBank para acessar somente sequências depositadas oriundas 

de bactérias das mesmas espécies das bactérias nativas. Com isso, tivemos acesso a 

sequências de E. coli (n = 7), E. cloacae (n = 5), de K. pneumoniae  (n = 3) e de 

Serratia sp. (n = 1) e processamos novos alinhamentos múltiplos para comparar as 

sequências nativas com essas depositadas. 

 Quando somente as sequências de K. pneumoniae foram comparadas, sendo 3 

nativas e 3 depositadas, o percentual de similaridade obtido foi correspondente a 52 %. 

O alinhamento das sequências de E. cloacae (4 nativas e 5 depositadas) resultou em 

similaridade variável entre 23 % e 43 %, enquanto a partir da comparação das 

sequências de Serratia sp. (1 nativa e 1 depositada) obteve-se 38 % de similaridade. O 

alinhamento das sequências 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 regiões do mundo teriam sequências do gene merA semelhantes, 

o percentual de similaridade apresentado pelas sequências brasileiras em relação às 

sequências bacterianas depositadas por outros autores foi bastante baixo, o que sugere a 

ocorrência de eventos genéticos como inserções e deleções durante a evolução 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 após o Alinhamento dos Fragmentos do 

Gene merA Identificados neste Estudo e as Sequências do Gene 

Depositadas no GenBank. 

�º de Sequências do gene merA 
Submetidas ao Alinhamento Gênero / Espécie 

Bacteriana* Obtidas neste 
Estudo 

Depositadas no 
GenBank 

Similaridade 
Apresentada 

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 % 

* Não foram depositadas no GenBank sequências do gene merA detectadas em isolados de 

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

 

 Estes resultados indicam uma possível diversidade genética do gene merA nas 

amostras analisadas dos diferentes ecossistemas aquáticos brasileiros. De acordo com 

Liebert et al. 56, os iniciadores utilizados se mostraram capazes de amplificar uma 

região conservada do gene merA em 97 % das amostras bacterianas Gram-negativas 

resistentes ao mercúrio estudadas. Porém, estudos recentes vêm relatando uma crescente 

variabilidade de sequências nucleotídicas identificadas em determinantes gênicos de 

resistência ao mercúrio presentes em bactérias ambientais isoladas em outros países 
62,68,75,76.  

  Os sistemas aquáticos contendo águas residuais podem promover o desenvolvimento 

de comunidades bacterianas que reúnam diferentes tipos de elementos genéticos de 

resistência que, em associação, desempenham um papel importante na adaptação e 

evolução das bactérias 41. 

Nestes ecossistemas poluídos as comunidades bacterianas são submetidas a 

processos de seleção e sua capacidade de adaptação está relacionada a transmissão 

vertical ou horizontal de genes de resistência 159. Por isso, de acordo com McArthur e 

Tuckfield 160, as bactérias isoladas de uma mesma região podem apresentar seqüências 

gênicas diferentes, como resultado de pressões de seleção mais ou menos intensas em 

localizações espaciais específicas. Consequentemente seriam observados genes de 

composição variável ou em número variado de cópias na comunidade bacteriana local. 
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4.13. Significado dos Achados deste Estudo no Contexto da Poluição Ambiental, 

da Biorremediação e da Saúde Pública 

 A identificação do gene merA em bactérias isoladas dos diferentes pontos de 

coleta sugere que a presença de amostras bacterianas resistentes ao mercúrio pode ser 

ubíqua nos ecossistemas aquáticos brasileiros. A presença deste poluente em 

ecossistemas aquáticos que não possuem histórico de contaminação pode estar 

relacionada ao transporte atmosférico eficiente do mercúrio. Uma vez que o mercúrio 

lançado no ambiente exerce uma pressão seletiva nas comunidades biológicas, 

promovendo a seleção de bactérias resistentes, os ecossistemas impactados pelo 

mercúrio podem ser excelentes fontes de microrganismos para utilização em futuros 

processos de biorremediação das áreas contaminadas. 

 O isolamento e a caracterização de bactérias provenientes de ambientes 

contaminados por vários poluentes, como metais e poluentes orgânicos persistentes, 

oferecem a oportunidade de obtenção de organismos adaptados a condições ambientais 

extremas. Estes organismos são capazes de altas taxas de metabolismo e reprodução sob 

condições ambientais estressantes, possuindo baixos requerimentos nutricionais. Estas 

amostras foram naturalmente selecionadas pelas condições ambientais, possuindo as 

qualidades fundamentais para organismos destinados à biorremediação: grande 

resistência à poluição mista e condições fáceis de cultivo. 

 A variabilidade genética apresentada pelas amostras bacterianas isoladas dos 

ecossistemas aquáticos brasileiros reforça o que vem sendo relatado na literatura pelos 

estudos mais recentes sobre o gene merA, em contraposição aos primeiros estudos. Esta 

variabilidade pode ser explicada pela capacidade das bactérias de origem ambiental de 

se adaptar rapidamente às mudanças locais e responder aos seus estímulos através de 

mutações. Essas, por sua vez, podem ser estimuladas pela presença de metais tóxicos no 

ambiente, permitindo que os microrganismos resistentes se tornem prevalentes nas 

comunidades microbianas expostas aos poluentes 161. 

É importante destacar que a avaliação da estrutura genética de populações 

ambientais impactadas pela presença de contaminantes antropogênicos pode ser uma 

ferramenta útil para o conhecimento das conseqüências decorrentes da exposição à 

poluição. Além disso, a alta similaridade genética entre os indivíduos da população 

microbiana estudada, oriunda de diferentes sistemas aquáticos, chama a atenção para a 

necessidade de um gerenciamento adequado dos resíduos industriais antes da descarga 

no meio ambiente visando à proteção de nossos ecossistemas e da saúde humana. 
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Finalizando, é importante considerarmos que os genomas são resultado de uma 

longa e contínua evolução. Também devemos lembrar que os conhecimentos atuais 

sobre a diversidade microbiana são escassos devido à impossibilidade de cultivar a 

maioria das bactérias ambientais. Com isso, a compreensão de como os genes e seus 

produtos interagem entre si e com o meio ambiente torna-se bastante complexa 44,159. 
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5. Conclusões 

 

� Observou-se a presença de bactérias resistentes ao Hg em todos os pontos de coleta 

dos sistemas aquáticos, o que reforça a hipótese de que o Hg está presente no 

ambiente de maneira ubíqua, independente do histórico de contaminação das 

regiões, devido ao seu eficiente transporte atmosférico; 

� Independente da região, foram isoladas espécies bacterianas com níveis de 

resistência ao Hg similares, entretanto as bactérias que apresentaram os níveis de 

resistência mais altos foram isoladas de áreas com histórico de contaminação 

mercurial; 

� Houve isolamento de diversos gêneros bacterianos, porém, as enterobactérias foram 

isoladas com maior frequência dos sistemas aquáticos, indicando a presença de 

poluição fecal recente nos locais de coleta; 

� Alguns isolados bacterianos resistentes ao Hg apresentaram divergências 

metabólicas em relação ao comportamento esperado, independente da região de 

origem, como resultado da grande capacidade adaptativa das bactérias a condições 

variáveis ou desfavoráveis 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 emissão 

crescente de antimicrobianos no ambiente, devido ao uso indiscriminado na 

medicina e na agricultura, contribuindo para a seleção e disseminação de bactérias 

resistentes e representando um grave problema de saúde pública; 

� O gene merA foi detectado em 91 % das bactérias isoladas, indicando que este 

mecanismo de resistência ao Hg seja o mais comum na população bacteriana 

estudada; 

� Os dois protocolos de PCR utilizados mostraram-se simples e eficientes para a 

detecção do gene merA em bactérias Gram-negativas ambientais e podem ser 

empregados na prospecção de bactérias para futuras iniciativas de biorremediação 

da poluição por Hg; 

 

 



 

FIOCRUZ – ENSP – Programa de Pós-Graduação em Saúde Pública – Tese de Doutorado – Duque, S.S. – 2012 84 

� O polimorfismo apresentado pelo gene merA nas bactérias nativas sugere a 

ocorrência de eventos genéticos simples como inserções, substituições e deleções 

durante a evolução do gene merA nas amostras bacterianas brasileiras ao longo dos 

anos; 

� A maior similaridade do gene merA foi apresentada entre bactérias isoladas de uma 

mesma região do nosso país, independente da espécie identificada, possivelmente 

como resultado da transferência horizontal de genes de resistência estimulada por 

pressões seletivas em localizações espaciais específicas; 

� A alta similaridade genética apresentada pelos indivíduos da população microbiana 

estudada chama a atenção para a necessidade de um gerenciamento adequado dos 

resíduos industriais antes da descarga no meio ambiente, visando à proteção dos 

ecossistemas e da saúde humana. 



 

FIOCRUZ – ENSP – Programa de Pós-Graduação em Saúde Pública – Tese de Doutorado – Duque, S.S. – 2012 85 

6. Recomendações 

 

� Selecionar e caracterizar bactérias provenientes de outros ecossistemas aquáticos, 

buscando microrganismos com grande resistência à poluição mista e condições 

fáceis de cultivo, que possam ser futuramente empregados em processos de 

biorremediação; 

� Sequenciar os fragmentos do gene merA detectados em todos os isolados das regiões 

geográficas estudadas, a fim de verificar a existência de perfis genéticos 

relacionados às amostras regionais; 

� Desenvolver novos iniciadores específicos para a detecção do gene merA, com 

menor tamanho e baseados nas sequências genéticas apresentadas pelas bactérias 

isoladas dos sistemas aquáticos brasileiros;  

� Pesquisar a presença do gene merA em elementos genéticos móveis e testar a 

possibilidade de transferência desse gene utilizando experimentos de conjugação 

bacteriana; 

� Verificar o espectro de resistência dos isolados bacterianos caracterizados neste 

estudo, a partir da exposição ao Hg orgânico e/ou da detecção do gene merB, dando 

continuidade ao processo de seleção de bactérias visando o seu uso em ações de 

biorremediação;  

� Comparar os genes merA e merB detectados submetendo os amplicons previamente 

à técnica de RFLP (Análise do Polimorfismo dos Fragmentos de Restrição do 

DNA), mais simples e econômica que o sequenciamento de DNA, contribuindo para 

a compreensão da dinâmica da resistência ao Hg nas bactérias isoladas dos 

ecossistemas aquáticos brasileiros. 
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Anexo 1 

 

Meios de cultura, Reagentes e Soluções. 

 

A. Caldo Nutriente (Difco) 

Formulação (por litro): 

Extrato de carne ................................................................. 3,0 g 

Peptona .............................................................................. 5,0 g 

Preparo: Dissolver 8,0 g do meio de cultura em 1 L de água destilada. Em seguida, 

esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Armazenar em geladeira até o 

momento do uso. 

 

B. Ágar Nutriente (Difco) 

Formulação (por litro): 

Extrato de carne ................................................................. 3,0 g 

Peptona .............................................................................. 5,0 g 

Agar .................................................................................. 15,0 g 

Preparo: Dissolver 23,0 g do meio de cultura em 1 L de água destilada, utilizando 

banho-maria e agitação frequente. Em seguida, esterilizar em autoclave a 121 °C 

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

 

C. Solução Violeta de Genciana 

Violeta de Genciana ..............................................................1,0 g 

Ácido Fênico..........................................................................2,0 g 

Álcool a 95° ..........................................................................10 mL 

Água Destilada .....................................................................100 mL 

 

D. Solução de Lugol 

Iodo ..........................................................................................1,0 g 

Iodureto de Potássio .................................................................2,0 g 

Água Destilada .........................................................................300 mL 
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E. Solução de Fucsina 

Fucsina Básica ..............................................................................1,0 g 

Fenol Fundido ...............................................................................5,0 g 

Álcool a 95° ..................................................................................10 mL 

Água Destilada .............................................................................100 mL 

(Esta solução será diluída a 1/10 para ser usada na coloração 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 água destilada. Adicionar 20 

mL de Glicerol. Homogeneizar a mistura mantendo em agitação. Em seguida, esterilizar 

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

uso. 

 

G. Ágar-Estoque 

Formulação (por litro): 

Cloreto de Sódio.............................................................................8,0 g 

Caldo Nutriente (Difco).................................................................10,0 g 

Ágar ...............................................................................................6,0 g 

Preparo: Dissolver o meio de cultura, junto com o ágar e o cloreto de sódio em 1 L de 

água destilada, utilizando banho-maria e agitação 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) 

Formulação (por litro): 

Infusão de carne .................................................................. 300,0 g 

Caseína Hidrolisada .............................................................. 17,5 g 

Amido .......................................................................................1,5 g 

Preparo: Dissolver 21,0 g do meio de cultura em 1 L de água 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. Ágar Mueller-Hinton (Oxoid) 

Formulação (por litro): 

Infusão de carne ................................................................... 300,0 g 

Caseína Hidrolisada ............................................................... 17,5 g 

Amido ........................................................................................1,5 g 

Ágar .........................................................................................17,0 g 

Preparo: Dissolver 38,0 g do meio de cultura em 1 L de água destilada, utilizando 

banho-maria e agitação frequente. Em seguida, esterilizar em autoclave a 121 °C 

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

 

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

Formulação (por litro): 

TRIS (Sigma-Aldrich) .............................................................. 54,0 g 

EDTA (Sigma-Aldrich) .............................................................. 4,7 g 

Ácido Bórico (Sigma-Aldrich) ..................................................27,5 g 

Preparo: Dissolver os reagentes em 1 L de água bidestilada, utilizando agitação 

frequente. Para diluir esta solução concentrada 5X para a concentração de uso (0,5X) 

deve-se misturar 1 parte de TBE 5X (100 mL) e 9 partes de água bidestilada (900 mL). 

Armazenar em temperatura ambiente até o momento do uso. 

 

L. Solução de Brometo de Etídeo (0,5 mg / mL) 

Preparo: Pesar e adicionar cuidadosamente 0,5 g de Brometo de Etídeo (Sigma-Aldrich) 

a 1 L de água bidestilada, em um recipiente reservado exclusivamente para o 

armazenamento desta solução, que deve ser mantida ao abrigo da luz. 
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Anexo 2 

 

Técnica de Coloração de Gram. 

A. Preparação do esfregaço: 

1. Depositar uma gota do crescimento bacteriano em Caldo Nutriente (Difco) sobre 

uma lâmina limpa e seca; 

2. Espalhar o material foi sobre a lâmina, procurando obter um esfregaço fino; 

3. Deixar a lâmina secar à temperatura ambiente; 

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

esfregaço; 

5. Deixar a lâmina esfriar à temperatura ambiente. 

B. Coloração das Células Bacterianas: 

1. Cobrir o esfregaço com a solução Violeta de Genciana (Anexo 1) e aguardar 

durante 1 minuto; 

2. Adicionada a solução de Lugol (Anexo 1) e esperar por mais 1 minuto; 

3. Escorrer as duas soluções da lâmina por inclinação; 

4.  Gotejar 10 mL de álcool sobre o esfregaço; 

5. Lavar a lâmina rapidamente com água; 

6. Cobrir o esfregaço com Fucsina (Anexo 1) e aguardar durante 30 segundos; 

7. Lavar a lâmina novamente com água e secar com papel de filtro. 

C. Bacterioscopia: 

Observar o esfregaço contido na lâmina ao microscópio óptico, utilizando a lente 

objetiva de imersão (100 X) e uma gota de óleo de cedro (Merck). Como resultado, as 

bactérias Gram-positivas são visualizadas coradas em roxo e as bactérias Gram-

negativas coradas em vermelho. 
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Anexo 3 

 

Procedimentos Realizados para a Identificação das Bactérias Gram-negativas 

Resistentes ao Mercúrio. 

 

A. Procedimento técnicos para a utilização do BBLTM CrystalTM Enteric / Nonfermenter 

ID Kit: 

1. Em condições assépticas, selecionar com auxílio de alça bacteriológica 

descartável uma colônia isolada grande ou 4 a 5 colônias pequenas a partir de 

uma placa contendo cultura pura em Ágar Sangue ou Ágar MacConkey com no 

máximo 24 horas; 

2. Suspender as colônias no tubo de ensaio contendo o “Líquido de inóculo BBL 

Crystal Enteric / Stool”; 

3. Com o tubo bem fechado, agitar a suspensão bacteriana em vórtex durante 15 

segundos; 

4. Colocar a totalidade do conteúdo do líquido do inóculo na área alvo da base do 

sistema de identificação; 

5. Segurar a base suavemente com as mãos e fazer o inóculo circular na trilha até 

que todos os poços fiquem cheios do liquído; 

6. Alinhar a tampa com a base, de forma que a extremidade marcada da tampa 

fique por cima da área 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 serão ouvidos); 

8. Incubar os painéis virados para baixo em incubadora sem CO2 e com umidade 

de 40 a 60 %, em temperatura entre 35 e 37 ºC, durante 18-24 horas; 

9. Após o período de incubação, ler cada painel utilizando o “BBL Crystal Light 

Box” e anotar a pontuação atribuída a cada resultado de reação; 

10. O perfil numérico resultante, que deverá ter 10 dígitos, deverá ser inserido no 

software “BBL Crystal ID System Electronic Codebook”, para que a 

identificação do microrganismo seja concluída. 
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Quadro 3 – Substratos Enzimáticos e Bioquímicos Contidos no BBLTM CrystalTM 

Enteric / Nonfermenter ID Kit. 

Substrato Bioquímico 
Resultado 
Positivo 

Resultado 
�egativo 

Princípio do Teste 

1 - Arabinose Amarelo Vermelho 

2 - Manose Amarelo Vermelho 

3 - Sacarose Amarelo Vermelho 

4 - Melibiose Amarelo Vermelho 

5 - Ramnose Amarelo Vermelho 

6 - Sorbitol Amarelo Vermelho 

7 - Manitol Amarelo Vermelho 

8 - Adonitol Amarelo Vermelho 

9 - Galactose Amarelo Vermelho 

10 - Inositol Amarelo Vermelho 

Utilização de carboidratos 
resultando em diminuição do pH 

e alteração do indicador 
(Vermelho de fenol) 

11 - p-n-p-fosfato Amarelo Incolor 

12 - p-n-p-α-β-glucosideo Amarelo Incolor 

13 - p-n-p-β-galactosideo Amarelo Incolor 

Hidrólise enzimática do 
glicosídeo 

14- Prolina nitroanilido Amarelo Incolor Hidrólise enzimática do amido 

15 - p-n-p-bis-fosfato Amarelo Incolor 

16 - p-n-p-xilosideo Amarelo Incolor 

17 - p-n-p-α-arabinosideo Amarelo Incolor 

18 - p-n-p-fosforilcolina Amarelo Incolor 

19 - p-n-p-β-glucuronideo Amarelo Incolor 

20 - p-n-p-N-acetil-glucosaminida Amarelo Incolor 

Hidrólise enzimática do 
glicosídeo 

21 - γ-L-glutamil-p-nitroanilido Amarelo Incolor Hidrólise enzimática do amido 

22 - Esculina Castanho Palha 
Hidrólise da esculina na presença 

de íon férrico 

23 - p-nitro-DL-fenilalanina Laranja Amarelo 
Desaminação oxidativa da 

fenilalanina em presença de íon 
férrico 

24 – Uréia Azul Amarelo 

Hidrólise da uréia com liberação 
de amônia, alterando a cor do 
indicador de pH (Azul de 

bromotimol) 

25 - Glicina Azul Amarelo 

Degradação da glicina, 
produzindo metabólitos alcalinos 
que alteram a cor do indicador de 

pH (Azul de bromotimol) 

26 - Citrato Azul Amarelo 

Utilização do citrato, produzindo 
metabólitos alcalinos que alteram 
a cor do indicador de pH (Azul de 

bromotimol) 

27 - Ácido malônico Azul Amarelo 

Utilização do malonato, 
produzindo metabólitos alcalinos 
que alteram a cor do indicador de 

pH (Azul de bromotimol) 
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Quadro 3 – Substratos Enzimáticos e Bioquímicos Contidos no BBLTM CrystalTM

Enteric / Nonfermenter ID Kit. 
(continuação) 

Substrato Bioquímico 
Resultado 
Positivo 

Resultado 
�egativo 

Princípio do Teste 

28 - Cloreto de tetrazólio trifenil Vermelho Incolor Redução do tetrazólio 

29 - Arginina Vermelho Amarelo 

30 - Lisina Vermelho Amarelo 

Catabolismo anaeróbio resultando 
em aumento do pH e alteração da 

cor do indicador (Violeta de 
bromocresol) 

 

B. Procedimentos técnicos para a utilização do API® 20E (BioMérieux): 

1. Juntar o fundo à tampa de uma caixa de incubação e distribuir cerca de 5 mL de 

água destilada estéril nos alvéolos; 

2. Inserir a galeria na caixa de incubação; 

3. Utilizar um tubo contendo 5 mL de soro fisiológico ou água destilada estéril; 

4. Com uma pipeta, coletar uma única colônia bem isolada de uma placa contendo 

cultura recente (24 horas); 

5.  Fazer uma suspensão bacteriana homogeneizando cuidadosamente as bactérias; 

6. Introduzir a suspensão bacteriana nos tubos da galeria utilizando a mesma 

pipeta; 

7. Para os testes Citrato, Piruvato de Sódio e Gelatina, encher o tubo e a cúpula; 

8. Para os outros testes, encher apenas os tubos; 

9. Para os testes Arginina, Lisina, Ornitina, H2S e Uréia, criar uma anaerobiose 

enchendo a cúpula com óleo de parafina; 

10. Fechar a caixa de incubação; 

11. Incubar em estufa bacteriológica em temperatura entre 36 e 38 ºC, durante 18-24 

horas; 

12. Após a incubação, realizar a leitura dos resultados dos testes bioquímicos; 

13. Se três ou mais testes forem positivos, anotar os resultados e em seguida revelar 

os testes que necessitam da adição de reagentes; 

14. Para revelar o teste da ação da enzima Triptofano-desaminase, adicionar uma 

gota do reagente TDA. Uma cor castanha-avermelhada indica uma reação 

positiva; 

15. Para revelar o teste da produção de Indol, adicionar uma gota do reagente 

JAMES. Uma cor rosa difundida por toda a cúpula indica uma reação positiva; 
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16. Para revelar o teste de produção de Acetoína, adicionar 1 gota dos reagentes VP1 

e VP2. Esperar, no mínimo 10 minutos. Uma cor rosa ou vermelha indica uma 

reação positiva e uma fraca coloração rosa após 10 minutos indica resultado 

negativo; 

17. O teste para a produção de Acetoína deve ser efetuado por último, para que os 

gases liberados pela reação não interfiram nos outros testes da galeria; 

18. Com os resultados dos testes bioquímicos, obtém-se um perfil numérico 

composto por 7 algarismos que deve ser introduzido no software “apiweb™” 

para concluir a identificação dos isolados bacterianos. 

 

Quadro 4 – Substratos Enzimáticos e Bioquímicos Contidos no API® 20E 

(BioMérieux). 

Substrato Bioquímico 
Resultado 
Positivo 

Resultado 
�egativo 

Princípio do Teste 

1 - 2-nitrofenil-βD-
galactopiranosideo 

Amarelo Incolor Ação da enzima β-galactosidase 

2 - L-arginina Vermelho Amarelo Ação da enzima arginina di-hidrolase 

3 - L-lisina Vermelho Amarelo Ação da enzima lisina descarboxilase 

4 - L-ornitina Vermelho Amarelo Ação da enzima ornitina descarboxilase 

5 - Citrato de sódio Azul Verde Utilização do citrato 

6 - Tiossulfato de sódio Negro Incolor Produção de H2S 

7 - Uréia Vermelho Amarelo Ação da enzima urease 

8 - L-triptofano Vermelho Amarelo Ação da enzima triptofano desaminase 

9 - L-triptofano Rosa Incolor Produção de indol 

10 - Piruvato de sódio Vermelho Incolor Produção de acetoína 

11 - Gelatina 
Difusão do 
Pigmento 

Não 
Difusão 

Ação da enzima gelatinase 

12 - D-glicose Amarelo Azul Fermentação / oxidação da glicose 

13 - D-manitol Amarelo Azul Fermentação / oxidação da glicose 

14 - Inositol Amarelo Azul Fermentação / oxidação da glicose 

15 - D-sorbitol Amarelo Azul Fermentação / oxidação da glicose 

16 - L-ramnose Amarelo Azul Fermentação / oxidação da glicose 

17 - D-sacarose Amarelo Azul Fermentação / oxidação da glicose 

18 - D-melibiose Amarelo Azul Fermentação / oxidação da glicose 

19 - Amigdalina Amarelo Azul Fermentação / oxidação da amigdalina 

20 - L-arabinose Amarelo Azul Fermentação / oxidação da arabinose 
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 Anexo 4 

 

Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos. 

A. Preparo da Suspensão Bacteriana: 

1. Suspender colônias puras e isoladas em Caldo Mueller-Hinton (Oxoid, Estados 

Unidos), com o auxílio de uma alça bacteriológica; 

2. Incubar os tubos em estufa a 37 °C por 2 a 6 horas; 

3. Comparar, a cada 2 horas, a turvação da suspensão com a escala 0,5 de Mc 

Farland (BioMérieux, França), equivalente a 1,5 X 108 células bacterianas / mL; 

4. Realizar a semeadura quando a suspensão bacteriana alcançar a turvação pré-

determinada. 

 

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

1. Semear a suspensão bacteriana em induto contínuo sobre a superfície da placa de 

Ágar Mueller-Hinton (Oxoid, Estados Unidos) utilizando um swab estéril; 

2.  Depositar, sobre a superfície da placa semeada, os discos de papel de filtro 

impregnados com os antimicrobianos: Ampicilina (10 µg), Ácido Nalidíxico (30 

µg), Gentamicina (10 µg), Estreptomicina (10 µg), Cloranfenicol (30 µg), 

Sulfametoxazol-Trimetoprim (25 µg), Tetraciclina (30 µg) e Canamicina (30 

µg), todos fornecidos pela Oxoid (Estados Unidos), tendo o cuidado de aplicar 

quatro discos por placa, para evitar a sobreposição de halos, que dificultaria a 

leitura e a interpretação do teste; 

3. Utilizar a cepa-padrão Escherichia coli ATCC 25922 como amostra controle do 

experimento;  

4. Incubar as placas em estufa bacteriológica a 37 ºC durante 18 horas. 

 

C. Leitura e Interpretação dos Resultados: 

1. Medir o tamanho da zona de inibição do crescimento bacteriano (em milímetros) 

para cada antibiótico testado; 

2. Interpretar a medida do halo de inibição do crescimento bacteriano seguindo as 

orientações do manual CLSI: as amostras bacterianas são Sensíveis quando o 

antimicrobiano é capaz de inibir seu crescimento; são Resistentes quando 

crescem na presença da droga; e são Intermediárias quando sofrem alguma 

inibição de crescimento, expressa por um diâmetro do halo de inibição reduzido.  



 

FIOCRUZ – ENSP – Programa de Pós-Graduação em Saúde Pública – Tese de Doutorado – Duque, S.S. – 2012 110 

Anexo 5 

 

Purificação dos Produtos de PCR. 

 

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

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

2. Introduzir a fatia em um microtubo de 1,5 mL e pesar em balança analítica; 

3. Registrar o peso da fatia de gel, que deve apresentar no máximo 300 mg; 

4. Adicionar 10 µL do Tampão de Captura (tipo 3) para cada 10 mg da fatia; 

5. Agitar em vórtex e incubar a 60 °C durante 20 minutos; 

6. Centrifugar a 10.000 g durante 30 segundos; 

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

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

o processo de purificação do DNA imediatamente. 

 

B. Purificação do DNA: 

1. Lavar a coluna com 500 µL de Tampão de Lavagem (tipo 1); 

2. Centrifugar a 10.000 g por 30 segundos; 

3. Transferir a coluna para um novo tubo coletor; 

4. Descartar o tubo coletor contendo a solução residual; 

5. Adicionar 50 µL do Tampão de Eluição (tipo 6) na coluna; 

6. Deixar em repouso à temperatura ambiente durante 1 minuto; 

7. Centrifugar a coluna a 10.000 g durante 1 minuto; 

8. Recuperar o DNA purificado no tubo coletor e armazenar a -20 ºC até o momento 

do uso. 
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Anexo 6 

 

Procedimentos Realizados para o Sequenciamento de D�A. 

A. Preparo da Mistura de Reação: 

Misturar 115,0 µL de BigDye™ e 175 µL de Tampão de Sequenciamento 5X, ambos 

incluídos no kit “ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction” (Applied Biosystems, Estados Unidos). 

B. Montagem das placas de 96 poços: 

1. Distribuir 2,5 µL de água deionizada estéril nos poços de uma placa de 96 

poços; 

2. Adicionar 4,0 µL da amostra de DNA purificado e, em seguida, 1,0 µL do 

iniciador A1 (3,2 pmoles / µL) em cada poço da placa; 

3. Adicionar 2,5 µL da Mistura de Reação em cada poço da placa contendo DNA 

alvo e o iniciador. 

C. Amplificação do DNA para a marcação fluorescente: 

1. Introduzir a placa no termociclador “GeneAmp PCR System 9700” (Applied 

Biosystems, Estados Unidos) e usar a seguinte programação de amplificação: 40 

ciclos de 94 ºC / 10 segundos, 50 ºC / 5 segundos, 60 ºC / 4 minutos; 

2. Após a amplificação, as amostras devem ser precipitadas, para remover os 

ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) livres, que posteriormente podem 

interferir na leitura da sequência de DNA. 

D. Precipitação do DNA marcado: 

1.  Centrifugar a placa retirada do termociclador a 10.000 g durante 30 segundos; 

2. Adicionar 30 µL de isopropanol 75 % em cada poço da placa; 

3. Agitar a placa em vortéx durante 10 segundos; 

4. Manter a placa em repouso durante 15 minutos, ao abrigo da luz; 

5. Centrifugar a placa a 1.000 g durante 45 minutos; 

6. Descartar o sobrenadante, vertendo a placa sobre papel absorvente; 

7. Adicionar 50 µL de etanol 75 % (Merck, Alemanha) em cada poço da placa; 

8. Centrifugar a placa a 1.000 g durante 15 minutos; 

9. Descartar o sobrenadante, vertendo a placa sobre papel absorvente; 
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10. Dispor a placa na centrífuga em posição 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 60ºC, durante 10 minutos, ao abrigo da 

luz. 

E. Sequenciamento do DNA: 

1. Adicionar 10 µL da solução desnaturante Hi-Di™ Formamida (Applied 

Biosystems, Estados Unidos) em cada poço da placa; 

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

3. Colocar a placa em um bloco aquecido a 95 ºC, durante 3 minutos, ao abrigo da 

luz; 

4. Após o aquecimento, acondicionar a placa em um recipiente contendo gelo (4 

ºC) e deixar de 5 a 10 minutos em repouso; 

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

6. Introduzir a placa no sequenciador automático “48-Capilar ABI3730” (Applied 

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

 

Alinhamento Múltiplo Utilizando o Programa T-COFFEE para a Comparação das 

Sequências Genéticas Identificadas na Amostragem Bacteriana Estudada e o 

Fragmento do Gene merA Descrito por Liebert et al. 56. 

 

 

 

Legenda:  
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Anexo 8 

 

Alinhamento Múltiplo Utilizando o Programa T-COFFEE para a Comparação das 

Sequências Genéticas Identificadas na Amostragem Bacteriana Estudada. 

 

 

 

Legenda:  

 


