UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

SIVONEIDE MARIA DA SILVA

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E GENETICA DE ISOLADOS DE Proteus

mirabilis PROVENIENTES DO RIACHO CAVOUCO, RECIFE-PE

RECIFE
2017



SIVONEIDE MARIA DA SILVA

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E GENETICA DE ISOLADOS DE Proteus
mirabilis PROVENIENTES DO RIACHO CAVOUCO, RECIFE-PE

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, Area de
Concentracdo Biotecnologia, da Universidade
Federal de Pernambuco, como requisito para a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias

Bioldgicas.

Orientadora: Prof.2 Dra. Marcia Vanusa da Silva

Co-orientadora: Prof.2 Dr2. Maria Betania Melo de Oliveira

RECIFE
2017



Catalogacéo na fonte
Elaine Barroso
CRB 1728

Silva, Sivoneide Maria da

Caracterizacdo bioquimica e genética de isolados de Proteus
mirabilis provenientes do Riacho do Cavouco, Recife-PE. / Sivoneide
Maria da Silva- 2017.

62 folhas: il., fig., tab.

Orientadora: Marcia Vanusa da Silva

Coorientadora: Maria Betania Melo de Oliveira

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.
Centro de Biociéncias. Ciéncias Biolégicas, 2017.

Inclui Referéncias

1. Bactérias gram-negativas 2. Biofiimes 3. Recife (PE) I. Silva,
Marcia Vanusa da (orient.) Il. Oliveira, Maria Betania Melo de
(coorient.) 1. Titulo

634.9 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2018-046




SIVONEIDE MARIA DA SILVA

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E GENETICA DE ISOLADOS DE Proteus
mirabilis PROVENIENTES DO RIACHO CAVOUCO, RECIFE-PE

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, Area de
Concentragdo Biotecnologia, da Universidade
Federal de Pernambuco, como requisito para a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias

Biologicas.

Aprovada em: 17/02/2017

COMISSAO EXAMINADORA

Professor 1: Prof.2 Dr2. Marcia VVanusa da Silva

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Professor 2: Prof.2 Dr2. Marcia Maria Camargo de Morais

Universidade de Pernambuco — UPE

Professor 3: Prof.2 Dré, Ana Catarina de Souza Lopes

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE



Dedico a minha familia:
Meus pais Sebastido e Maria Aparecida, minha

irma Maricleide e meu sobrinho Alisson.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pelo milagre da minha vida e cuidar zelosamente de
cada um de meus passos.

Ao meu pai Sebastido, pelas oracBes silenciosas na calmaria da noite intercedendo
pelo meu futuro e, de modo especial, por ser a fonte de minha inspiracéo.

A minha amada mae Maria Aparecida, por acreditar em mim mais do que eu mesma e
pelo colo Unico que me fortalece.

A minha irmd Maricleide, por sonhar comigo os meus sonhos e apoiar as minhas
decisdes.

Ao0s meus tios e tias, que torcem pelo sucesso profissional, principalmente minha tia
Edmilsa, que me incentiva a seguir em frente.

A minha avé Minervina, que mesmo sem entender meus estudos, intercede a Deus
pelos meus planos de vida.

A minha prima Fernanda, pelo apoio, companheirismo, compreensdo e por torcer para
que tudo dé certo.

A todos meus familiares pelo carinho, especialmente, minha priminha Juliana e meu
sobrinho Alisson, que enchem minha vida de alegria.

Aos meus amigos novos e velhos, pelas palavras de incentivo que me fazem acreditar
que no final tudo da certo.

De modo, particular, aos companheiros de laboratério: Amanda, Livia, Tayane,
Barbara, Vitoria, Camilla, Cecilia, Horténcia, Junior, Bruno, Jan, Priscilla, Cldvis, San Mires,
Cicero, lzabelly e todos os outros que acompanharam minha trajetoria e me ajudaram a
realizar este sonho.

Aos funcionérios do Departamento de Bioquimica, que estdo sempre predispostos a
nos auxiliar.

As professoras Marcia e Betania pela orientacdo, profissionalismo, confianca e
palavras de encorajamento, que estdo marcadas na minha memdria e foram fundamentais para
a concluséo deste trabalho.

A P0s-Graduacdo pelos servigos prestados e aos professores do Programa por auxiliar
no aprimoramento dos nossos conhecimentos académicos.

Por fim, agradeco a UFPE e ao Departamento de Bioquimica pelo espaco cedido e aos

orgdos de fomento, especialmente a CAPES, pelo apoio financeiro.



“Imagine uma nova historia para sua vida
E acredite nela.”

(Paulo Coelho)



RESUMO

A presenca de bactérias resistentes no ambiente aquatico provenientes dos seres humanos e
animais expostos a antimicrobianos é um dos principais problemas desse ecossistema. O
riacho Cavouco é um afluente do rio Capibaribe, principal rio de Pernambuco. Esse riacho,
durante seu percurso, recebe um aporte de carga poluidora de residuos. Diferentes espécies
bacterianas foram identificadas nesse ambiente, como Proteus mirabilis, que ocorre na agua,
no solo, no trato gastrointestinal humano e de outros animais. O presente estudo objetivou
caracterizar genética e bioquimicamente os isolados de P. mirabilis obtidos do riacho
Cavouco, em comparagdo com isolados clinicos de mesma espécie. A cepa 767 (UFPEDA)
foi utilizada como controle de referéncia. A identidade dos isolados foi confirmada pela
técnica MALDI-TOF-MS, que se mostrou eficiente com alto grau de compatibilidade com a
espécie P. mirabilis. O perfil de susceptibilidade foi realizado em triplicata por meio do
antibiograma, o perfil de hidrofobicidade pelo método de aderéncia a hidrocarboneto, a
formacdo de biofilme em diferentes meios (LB, BHI e TSB) pelo método do cristal violeta e
MEV, além da a erradicacdo do biofilme pelos antimicrobianos utilizados no antibiograma. A
diversidade genética dos isolados foi analisada por ERIC-PRC. Dois isolados clinicos (ICP4,
ICP5) se mostraram multirresistentes, enquanto que os isolados ambientais apresentaram
resisténcia apenas a tetraciclina, exceto o isolado CPs25S que se mostrou resistente também a
ampicilina. Todos os isolados apresentaram capacidade para a formacdo de biofilme nos
meios testados. Porém, todos os antimicrobianos foram capazes de erradicar o biofilme
formado em mais de 50% dos isolados ambientais e, parte desses agentes, erradicou o
biofilme dos isolados clinicos (> 50%). Néao foi possivel observar formagao de biofilme por
MEV utilizando laminulas de vidro. Quanto ao perfil de hidrofobicidade, trés isolados
ambientais se mostram moderadamente hidrofobicos e os demais hidrofilicos. Pela técnica
ERIC-PCR ndo foi possivel diferenciar os isolados diferenciar os isolados clinicos dos
ambientais nem entre os isolados de um mesmo grupo. A resisténcia a tetraciclina pelos
isolados, deve-se a mecanismos intrinsecos de resisténcia conforme dados da literatura. Ja a
multirresisténcia por isolados clinicos pode ser adquirida, uma vez que o ambiente hospitalar
abriga diversos genes de resisténcia. Por outro lado, a expressiva formacdo de biofilme,
sobretudo pelos isolados ambientais, indica um mecanismo de protecdo em resposta ao
ambiente impactado no qual vivem, independe da significativa erradicacao de biofilme, pois
esses isolados podem ndo esta sob pressdo seletiva direta a estes antimicrobianos. Neste
estudo, os isolados se mostraram maioritariamente hidrofilicos com baixa capacidade de
aderéncia em laminulas de vidro, possivelmente, devido a forcas repulsivas. Os diferentes
perfis de resisténcia encontrados nao garante a presenca de clones bacterianos distintos entre
os isolados investigados, uma vez que foi observado clonalidade entre os clinicos e
ambientais. Entretanto, a presenca de bactérias potencialmente produtoras de biofilme no
riacho Cavouco é preocupante para a salde publica.

Palavras-chave: Ambiente aquatico. Biofilme. Resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

The presence of resistant bacteria in the aquatic environment from humans and animals
exposed to antimicrobials is one of the main problems of this ecosystem. The Cavouco stream
is a tributary of the Capibaribe river, the main river of Pernambuco. This stream, during its
course, receives a contribution of pollutant load of residues. Different bacterial species have
been identified in this environment, such as Proteus mirabilis, which occurs in water, soil,
human gastrointestinal tract and other animals. The present study aimed to characterize the
genetically and biochemically isolates of P. mirabilis obtained from the Cavouco stream, in
comparison to clinical isolates of the same species. Strain 767 (UFPEDA) was used as
reference control. The identity of the isolates was confirmed by the MALDI-TOF-MS
technique, which proved to be efficient with a high degree of compatibility with the P.
mirabilis species. The susceptibility profile was performed in triplicate by means of the
antibiogram, hydrophobicity profile by the hydrocarbon adherence method, biofilm formation
in different media (LB, BHI and TSB) by the crystal violet method and SEM, besides the
eradication of the biofilm by antimicrobials used in the antibiogram. The genetic diversity of
the isolates was analyzed by ERIC-PRC. Two clinical isolates (ICP4, ICP5) were
multiresistant, whereas the environmental isolates showed resistance only to tetracycline,
except the CP525S isolate, which was also resistant to ampicillin. All the isolates had the
capacity to biofilm in the media tested. However, all the antimicrobials were able to eradicate
the biofilm formed in more than 50% of the environmental isolates and, part of these agents,
eradicated the biofilm of the clinical isolates (> 50%). It was not possible to observe biofilm
formation by MEV using glass coverslips. As for the hydrophobicity profile, three
environmental isolates are moderately hydrophobic and the other hydrophilic ones. By the
ERIC-PCR technique it was not possible to differentiate the isolates to differentiate the
clinical isolates from the environmental isolates or from the same group. The resistance to
tetracycline by the isolates is due to intrinsic mechanisms of resistance as reported in the
literature. However, multiresistance by clinical isolates can be acquired, since the hospital
environment hosts several resistance genes. On the other hand, the expressive biofilm
formation, especially by environmental isolates, indicates a protective mechanism in response
to the impacted environment in which they live, independent of the significant biofilm
eradication, since these isolates may not be under direct selective pressure to these
antimicrobials. In this study, the isolates showed to be mostly hydrophilic with low adhesion
capacity in glass coverslips, possibly due to repulsive forces. The different resistance profiles
found did not guarantee the presence of distinct bacterial clones among the investigated
isolates, since clinical and environmental clonality was observed. However, the presence of
potentially biofilm-producing bacteria in the Cavouco stream is a concern for public health.

Keywords: Aquatic environment. Biofilms. Bacterial resistance.
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1 INTRODUCAO

A maior parte da producdo de efluentes domésticos e industriais é descartada
inadequadamente em ecossistemas aquaticos de agua doce, limitando a disponibilidade dos
recursos hidricos ja escassos e comprometendo as relagcdes entre os seres vivos. Como a
decomposicdo de substancias orgénicas por micro-organismos é um processo ecoldgico
natural, a quantidade de dejetos urbanos em corpos hidricos atrai uma quantidade significativa
de agentes decompositores, reduzindo o oxigénio presente na agua e causando desequilibrio
nas comunidades naturais (BATISTA et al., 2016).

Outro problema que atinge o ambiente aquético é a contaminacdo por bactérias
resistentes provenientes dos seres humanos e animais expostos a antimicrobianos (OSINSKA,
HARNISZ; KORZENIEWSKA, 2016; POMA; MAMANI; INIGUEZ, 2016). Dentre 0s
diferentes nichos ecoldgicos, 0 ambiente aquatico é considerado eficiente para a selecdo de
populacdes bacterianas resistentes a esses antimicrobianos, através da transferéncia de
elementos genéticos mdveis como plasmideos, transposons e integrons. A aquisi¢cdo de um
perfil genético aprimorado aumenta a adaptabilidade e perpetuacdo dessas espécies, levando
ao surgimento de cepas multirresistentes (NAZARET; AMINOV, 2014; VON
WINTERSDORFF et al., 2016).

O riacho Cavouco é um afluente da bacia hidrografica do Capibaribe, um dos
principais rios do estado de Pernambuco e possui sua nascente no Campus Recife da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). No trecho que percorre dentro do Campus,
esse riacho recebe um aporte de carga poluidora de residuos provenientes dos laboratérios de
ensino e pesquisa e residuo hospitalar, além de despejo doméstico oriundos da populacéo
circunvizinha. O efeito cumulativo desses residuos descartados inadequadamente vem
provocando mudancas na dindmica desse ecossistema, afetando a qualidade da agua, a micro
e macrofauna e flora existentes (ARAUJO; OLIVEIRA, 2013; FREITAS et al., 2016).

Diferentes acGes vém sendo realizadas pelo grupo de pesquisa Nucleo de
Biosseguranga e Meio Ambiente (NUBIOMA) da UFPE em parceria com a Superintendéncia
de Infraestrutura (antiga prefeitura universitaria) na tentativa de resgatar a qualidade da agua e
vida desse riacho. Dentre essas acOes, destaca-se a caracterizacdo fenotipica e molecular da
microbiota do Cavouco, que até o presente momento identificou diferentes taxons bacterianos
pertencentes a isolados Gram-positivos e Gram-negativos. Um dos taxons corresponde ao
género Proteus, atualmente representado por quatro espécies: Proteus mirabilis, Proteus
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vulgaris, Proteus penneri, Proteus hauseri e trés genomoespécies (4, 5 e 6) que ainda nédo
foram nominadas (DRZEWIECKA, 2016). Normalmente, esses micro-organismos vivem em
ambientes naturais, mas podem ser encontrados no trato gastrointestinal humano e de outros
animais. Essas espécies, tanto de origem comunitaria quanto hospitalar, podem apresentar
diferentes infeccbes decorrentes de alimentos e ambientes contaminados, além de
profissionais de saude que podem ser veiculos de transmissdo (PARK et al., 2012).

No riacho Cavouco, foram identificados apenas isolados da espécie P. mirabilis.
Apesar da importancia da caracterizacdo fenotipica e molecular desse micro-organismo, a sua
identificacdo ndo é suficiente para entender a dindmica de sobrevivéncia no ambiente. Uma
vez que a frequéncia e a diversidade populacional sdo aspectos diretamente relacionados aos
fatores ambientais (BAQUERO et al., 2015), o presente estudo objetivou caracterizar o perfil
de resisténcia, a capacidade de formacdo de biofilme, bem como a diversidade genética de
isolados de P. mirabilis obtidos do riacho Cavouco e de isolados clinicos, a fim de realizar
uma analise comparativa entre eles e avaliar a exposi¢do de bactérias aos agentes poluidores

no ambiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar as caracteristicas bioquimicas e genéticas de isolados de P. mirabilis
provenientes do riacho Cavouco-UFPE, em comparacdo com isolados clinicos da mesma

espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o |dentificar os isolados bacterianos por aquisi¢cdo de espectros de massa;

e Caracterizar os isolados de P. mirabilis quanto ao perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos;

e Auvaliar o perfil de hidrofobicidade da superficie celular das amostras;

e Quantificar a formagdo e a erradicacdo de biofilme pelos isolados bacterianos;

e Analisar a diversidade genética entre os isolados estudados.



18
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MICRO-ORGANISMOS RESISTENTES EM AMBIENTES AQUATICOS
IMPACTADOS

A &gua, como um recurso essencial para a manutencdo da vida, deve ser ingerida em
quantidades significativas diariamente. Porém, quando essa substancia ndo corresponde aos
niveis adequados para o consumo humano, pode representar um meio de transmissdo de
doencas. Segundo a Organizacdo Mundial da Satde - OMS (2016), aproximadamente metade
da populacdo mundial em desenvolvimento serd acometida por infeccdes diretamente
relacionadas com agua fora dos padrdes de qualidade e/ou com falta de saneamento adequado
OuU mesmo inexistente.

Em estudos de analise da qualidade microbiologica da agua, a identificacdo de
diferentes perfis de coliformes termotolerantes, que podem ser indicadores de poluicédo fecal,
demonstra que a contaminagdo de fontes hidricas por dejetos humanos e de outros animais
endotérmicos representa um potencial risco para a saude publica (GIOWANELLA et al.,
2015; CAHOON et al., 2016; TEMPLAR et al., 2016; BRADSHAW et al., 2016). A presenca
constante de bactérias patogénicas em ambientes aquaticos urbanos configura uma das
principais causas de doengas intestinais como, por exemplo, a gastroenterite sazonal
(GARDEA et al., 2016).

Como os micro-organismos sdo desprovidos de defesas fisicas, comumente, bactérias
precisam desenvolver estratégias adaptativas continuas em ambientes considerados
desfavoraveis para sua sobrevivéncia e propagacdo de novas populagbes. Dentre as
caracteristicas que favorecem a distribuicdo global desses seres vivos, destaca-se a grande
capacidade de transferéncia horizontal de genes (THG), que possibilita a recombinacdo de
caracteres positivos, bem como permite adaptacdo de procariotos a um nicho ecoldgico
especifico por um longo periodo de tempo (BAQUERO; TEDIM; COQUE, 2013;
CROUCHER et al., 2016).

O descarte inapropriado de dejetos residenciais e hospitalares e efluentes industriais
causam desequilibrio nos ecossistemas aquaticos naturais, consequentemente, contribuem
para ocorréncia de cepas bacterianas multirresistentes a antimicrobianos que séo utilizados
rotineiramente nos tratamentos clinicos. Embora venham sendo investigados os tipos de
agentes poluidores destes ambientes, bactérias portadoras de genes de resisténcia ainda

recebem pouca atencdo em comparagdo a outros contaminantes (DODD, 2012).
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Os antimicrobianos sdo a principal fonte de mudangas em microambientes naturais e
influenciam uma diversidade de processos incluindo o aumento de THG como a conjugacéo,
transducédo e recombinacéo (Figura 1) (BAQUERO et al., 2015; VON WINTERSDORFF et
al., 2016). O crescimento da resisténcia aos antimicrobianos é frequentemente associado a alta
capacidade adaptativa de micro-organismos, sendo as bactérias mais susceptiveis as mudancas
e aquisicdo de genes. Neste contexto, 0 monitoramento constante de comunidades bacterianas
¢ uma ferramenta que pode levar a compreensdo da complexidade deste fenbmeno e do

impacto das atividades humanas sobre os ambientes naturais (JUTKINA et al., 2016).

Figura 1: Mecanismos de transferéncia horizontal de genes.

A: Conjugacdo B: Transformacéo

DNA \
cromossomico ' ‘
DNA livre
Plasmideo i
DNA de bacteriéfago T
v\ = DNA
— Bacteriano

DNA
Bacteriano

C: Transducio D: Agentes de transferéncia de genes

(A) A conjugacdo é um processo no qual o DNA é transferido da célula doadora para a célula receptora via pili
da superficie celular. (B) A transformacdo é a absorgao, integracdo e expressao funcional de fragmentos nus de
DNA extracelular. (C) Na transducéo, bacteriéfagos podem transferir DNA bacteriano de uma célula doadora
previamente infectada para uma célula receptora. (D) Agentes de transferéncia de genes sdo particulas do tipo
bacteri6fago que carregam pedacos aleatérios do genoma da celula produtora. Fonte: Adaptado de Von
Wintersdorff et al., 2016.
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As diversas alteracbes no meio ambiente ao longo dos anos, derivadas da agdo
antropica, podem influenciar direta ou indiretamente a variabilidade genética e as rotas
metabdlicas dos micro-organismos para que estes possam tolerar e se adaptar as condigdes do
meio em que vivem (VARELA et al., 2014). A expressdo e/ou combinagdo de novas
caracteristicas pode resultar no aparecimento de novas linhagens evolutivas. Desse modo, as
variacdes ambientais e temporais impulsionam para a aquisicdo de novos genes, levando ao
surgimento de cepas bacterianas multirresistentes portadoras de variados fatores de viruléncia
(BAQUERO et al, 2015; VON WINTERSDORFF et al., 2016).

3.2 RIACHO CAVOUCO

O riacho Cavouco é um afluente da margem direita da bacia hidrografica do rio
Capibaribe, fonte de recursos hidricos para a maioria das industrias e areas de irrigacdo de
alimentos no estado de Pernambuco. Esse riacho possui sua nascente na Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE) no Campus Recife. Desde 1998, a nascente do Cavouco foi
transformada em um lago com as margens delimitadas e com adigdo de agua nos periodos de
seca na regido (ESPINDULA; SANTQOS, 2004).

No trecho em que percorre dentro dos limites da Universidade, esse riacho recebe uma
contribuicdo significativa de residuos poluidores provenientes dos laboratérios de ensino e
pesquisa, além de residuos hospitalares e efluentes domésticos derivados da populagdo
adjacente (ARAUJO; OLIVEIRA, 2013; FREITAS et al., 2016). Consequentemente, 0
lancamento inapropriado desses residuos pode causar desequilibrios ecologicos nesse
ambiente, alterar de forma expressiva a qualidade da agua e contribuir para a ocorréncia e
disseminacédo de bactérias resistentes no meio ambiente (Figura 2).

A Resolucdo de n° 467 do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (2015)
recomenda critérios para utilizacdo de produtos quimicos ou biolégicos em fontes hidricas,
visando o controle de espécies que causem impacto negativo ao meio ambiente, a salde
publica, entre outros. Cientes dessas recomendagdes, 0 grupo de pesquisa NuBIOMA (Nucleo
de Biosseguranca e Meio Ambiente), em parceria com a Superintendéncia de Infraestrutura da
UFPE vem desenvolvendo diferentes projetos de pesquisa e extensao visando contribuir com
a implementacdo de um plano de gerenciamento de residuos ambientais. Indiretamente, essa
iniciativa também reforca as diversas reivindicacdes ao Governo Estadual para realizacdo de

um plano maior de sustentabilidade hidrica que beneficie todo o percurso do rio Capibaribe.
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Figura 2: Representacdo do riacho Cavouco no trecho dentro dos limites do Campus e os pontos de coleta dos

micro-organismos.
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Fonte: Purificacdo-Junior et al., 2017.

Um plano de gestdo de residuos quimicos nos principais laboratorios do Departamento
de Farmacia da UFPE ja foi proposto, sugerindo ajustes na estrutura fisica, procedimentos
internos, gestdo de substancias e atividades educativas. A identificacdo dos principais residuos
quimicos gerados pelos laboratérios e o fornecimento de informagdes tedricas e préaticas
visaram o cumprimento das normas de biosseguranca. No entanto, a implementacdo de um
Programa de Gerenciamento de Residuos Quimicos (PGRQ) ainda inexistente na instituicao,
devera ser uma acao conjunta visando melhorias para comunidade académica e para 0 meio
ambiente (BEZERRA-FILHO; FRANCA; OLIVEIRA, 2014).

Paralelamente, Assis e seus colaboradores (2014) investigaram alteracdes enzimaticas
em peixes da espécie Oreochromis niloticus coletados no Cavouco. A pesquisa revelou que
todas as atividades enzimaéticas avaliadas se mostraram afetadas nessa espécie, devido as
condigOes ambientais de seu habitat, quando comparadas a uma populacdo controle. Desse
modo, esse riacho apresenta indicios de contaminacédo a nivel bioquimico, sendo necessario o
monitoramento e maiores investigacdes sobre seus agentes poluidores.

Um estudo recente realizado por Freitas et al. (2016) objetivou apresentar uma

alternativa de tratamento para o riacho Cavouco. Neste trabalho, os autores avaliaram o
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potencial de sulfato de aluminio, utilizado como coagulante nos tratamentos de agua, e de
uma lectina (WSMoL), extraida de Moringa oleifera, capaz de reduzir a concentracdo dos
ions metalicos em solugéo aquosa. O estudo mostrou que a combinacgéo de sulfato de aluminio
e da lectina foi satisfatorio na reducdo da turbidez e da ecotoxicidade de uma amostra de agua
poluida desse riacho.

Dentre as diferentes linhas de pesquisa do grupo NuBIOMA, destaca-se a
caracterizacdo fenotipica e molecular da microbiota do Cavouco. Esse projeto vem
identificando diferentes espécies bacterianas, tais como: Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis (PURIFICACAO-JUNIOR et al., 2017),
que podem ser indicadores de poluicdo fecal em ecossistemas aquaticos impactados.
Mecanismos de resisténcia dos isolados de E. coli foram investigados, e diferentes perfis de
resisténcia a antimicrobianos e a capacidade de formacdo de biofilme foram observados
(ARAUJO et al., 2016). Recentemente, Almeida et al. (2017) investigaram isolados Gram-
positivos do género Bacillus obtidos desse riacho e sugeriram que a formacdo de biofilme
contribui para a sobrevivéncia em ambientes impactados. Com isso, a presenca de
enterobactérias neste ambiente é preocupante para a saude publica, uma vez que esse riacho

desagua no rio Capibaribe.

3.3 IDENTIFICACAO MICROBIANA POR MALDI-TOF-MS

A identificacdo de bactérias, normalmente, é realizada por testes fenotipos através das
diferencas metabdlicas entre as especies. Apesar de ser um método classico e considerado
confidvel, apresenta a desvantagem do tempo de crescimento que pode se estender de 24 até
48 horas. Diante do quadro da resisténcia bacteriana e do risco de bacteremia hospitalar,
novas metodologias de identificacdo de bactérias como a espectrometria de massa por
ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz / tempo de voo (MALDI-TOF-MS), se
mostram satisfatorias (PASTERNAK, 2012; MAILHAC et al., 2017).

A técnica apresenta um modo de ionizacdo a laser brando no qual as moléculas
ionizadas sdo observadas com pouca ou nenhuma fragmentacdo. Apds a cristalizacdo do
material na matriz, as moléculas sdo aceleradas através de um campo eletrostatico, lancadas
em um tubo de voo até o alcance do detector (Figura 3). As caracteristicas das impressoes
digitais em forma de espectros de massa com intensidades varidveis sdo Unicas para cada
micro-organismo, sendo consideradas ideais para a identificacdo microbiana ao nivel de
género e de espécie (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).
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Figura 3: Representacdo esquematica das etapas de andlise por MALDI-TOF-MS.
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Fonte: Adaptado de Croxatto; Prod’hom; Greub (2012).
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Em microbiologia, a técnica de MALDI-TOF-MS ¢ utilizada para identificar uma
diversidade de micro-organismos incluindo bactérias, fungos e virus. Devido a capacidade
para caracterizar micro-organismos, essa técnica tem sido aplicada em varias areas incluindo
diagnosticos clinicos, monitoramento ambiental e controle da qualidade de alimentos. Além
disso, os materiais utilizados em experimentos por esse método sdo de baixo custo financeiro
(SANTOS et al., 2013; NOWAKIEWICZ et al, 2017).

O processo de identificacdo por meio dessa tecnologia baseia-se na andlise de
impressoes digitais de proteinas ribossémicas, bem como de proteinas basicas. Como a massa
proteica € representada por aproximadamente 20% de proteinas ribossdmicas, que
representam 3% da massa celular total, 0o MALDI-TOF-MS pode ser um método rapido para
identificar uma grande variedade de isolados, independentemente do micro-organismo
(AVANZI et al., 2016).

A identificacdo rapida e precisa de agentes patogénicos, do ponto de vista clinico, é
essencial para os tratamentos antimicrobianos adequados. Além de ser comparada com a
caracterizacdo fenotipica quanto ao baixo custo, essa tecnologia também se apresenta téo
precisa quanto o sequenciacao do gene 16S rDNA (WATTAL et al., 2016). O MALDI-TOF-
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MS compara por meio de softwares especificos os resultados obtidos com os espectros de
referéncia armazenados em bancos de dados. Apesar de, inicialmente, ter sido desenvolvido
para a identificagdo de micro-organismos de importancia clinica, novas informag6es podem
ser acrescentadas na base de dados (AVANZI et al., 2016). Desse modo, essa tecnologia vem
sendo integrada ao cotidiano de profissionais em laboratérios, bem como complementando as

técnicas bioquimicas e/ou moleculares tradicionais (SAUGET et al., 2016).

3.4 Proteus mirabilis

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tem sido cada vez mais estudada devido
aos altos indices de ocorréncia e prevaléncia de cepas multirresistentes no ambiente
hospitalar. Como um agente infeccioso humano, P. mirabilis € uma bactéria oportunista mais
conhecida por sua capacidade de causar infec¢des do trato urinario. Estas infeccdes ocorrem
principalmente em pacientes submetidos a longos periodos de cateterismo, bem como
imunocomprometidos (MELO et al., 2016).

Em laboratorios clinicos e de pesquisa, esse micro-organismo € conhecido
especialmente por sua capacidade de produzir a enzima urease e pela elevada capacidade de
motilidade. P. mirabilis € identificado como um bacilo Gram-negativo mével, urease positiva
e lactose negativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae. Um conjunto diversificado de
fatores de viruléncia é utilizado por cepas dessa espécie para colonizar o trato urinario de
pacientes debilitados incluindo urease, proteases, toxinas, aquisicdo de ferro e zinco,
enxameacdo, fimbrias e formacdo de biofilme (DRZEWIECKA, 2016; SCHAFFER,;
PEARSON, 2015).

Cepas de P. mirabilis, quando cultivadas em meio sélido, apresentam um sublime
mecanismo de motilidade denominado enxameacgdo (swarming), no qual formas celulares
vegetativas, tipicas de enterobactérias, se diferenciam em células enxame alongadas e
retornam a forma inicial em um processo ciclico e complexo de diferenciacdo celular (Figura
4). As descobertas cientificas sobre as alteragdes morfoldgicas dessa bactéria sdo
fundamentais para compreender a sua patogenia (ARMBRUSTER; MOBLEY, 2012).

Diferentes linhas de pesquisas procuram esclarecer os mecanismos de regulacdo e
interacdo necessarios para a diferenciacdo celular em P. mirabilis como, por exemplo, a
regulacdo da expressdao génica comandada por genes especificos (MORGENSTEIN;
SZOSTEK; RATHER, 2010). Possivelmente, devido a densidade celular durante a
enxameacao, este complexo mecanismo de movimento também pode ser controlado pelo

sistema de quorum sensing, como ja foi observado em outros géneros bacterianos
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(STANKOWSKA et al. 2012; NICKZAD; LEPINE; DEZIEL, 2015). Além disso, foi
constatado que aminoacidos como a L-glutamina, quando adicionados em meios de cultivo
normalmente ndo apropriados, contribuiram com o inicio da enxameacdo de isolados de P.
mirabilis em resposta especifica a nutrientes e a estimulos ambientais (ARMBRUSTER,
HODGES; MOBLEY, 2013).

Figura 4: Morfologia celular de Proteus mirabilis.

~

(A) Enxameacdo de P. mirabilis em placa de &gar, as setas indicam ciclos diferentes de diferenciacdo celular. (B)
Morfologia de células vegetativas. (C) Células exame alongadas. Fonte: Adaptado de Morgenstein; Szostek;
Rather (2010).

Um estudo referente as alteracGes morfoldgicas nas células de P. mirabilis realizado
por Tuson et al. (2013), demonstrou uma relacao entre a densidade do flagelo e a mobilidade
das células em ambientes viscosos, na qual o aumento da densidade do flagelo produziu um
aumento na velocidade celular. De acordo com os autores, ainda ndo estd completamente
elucidado como essas alteragfes morfologicas apresentadas por estas bactérias podem conferir
vantagens adaptativas as mudancas ambientais. Entretanto, sdo valiosas para o tratamento de
infecgbes urinarias, pois podem auxiliar no controle do movimento desses patdogenos em
superficies de cateteres.

A prevaléncia e o aumento de infecgdes polimicrobianas envolvendo P. mirabilis foi
investigado por Armbruster et al. (2014). Os autores mencionam que existem muitas maneiras
nas quais essa bactéria pode interagir com outros agentes patogénicos e demonstram em seu
estudo que infeccdo com P. mirabilis em associacdo com Providencia stuartii aumenta a
incidéncia de bacteremia e urolitiase. Destacam, claramente, a importancia da urease nas
complicagdes dessas patologias, ao indicarem um mecanismo sinérgico de indugdo da
atividade da enzima durante a coinfeccédo de ratos infectados com duas espécies produtoras de

urease.
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A presenca de genes que conferem resisténcia a antimicrobianos de diferentes classes
e mecanismos de acdo em isolados clinicos de P. mirabilis, vem sendo descrita em muitos
paises (HU et al., 2012; MICHALSKA et al., 2014; BEDENIC et al., 2016), inclusive no
Brasil (CABRAL et al., 2015). Alem da disseminacéo de bactérias resistentes nos hospitais,
também tem sido relatada a ocorréncia de isolados bacterianos com resisténcia a
antimicrobianos provenientes de fontes hidricas (POONIA; SINGH; TSERING, 2014). Em
uma cidade de Bangladesh, por exemplo, foram identificados isolados de P. mirabilis
resistentes a cefalosporinas em pontos de abastecimento urbano de &gua, indicam a exposi¢do
anterior desses micro-organismos a betalactdmicos e a agua da torneira como um possivel
meio de transmisséo de doencas (CHOUDURI; WADUD, 2013).

Na india, foram identificadas bactérias patogénicas como E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, K. pneumoniae, P. mirabilis, entre outras, na pele, branquias e intestino de todos
0s peixes coletados em uma lagoa. Todas as espécies bacterianas identificadas em amostras de
agua desse ambiente estavam presentes nos peixes. Assim, o consumo de peixes coletados em
aguas contaminadas por diferentes bactérias de importancia clinica, pode ser um meio de
contaminacdo humana (SARASWATHI; SUMITHRA; SIVAKAMI, 2015).

No Brasil, mais recentemente, Nascimento, Maia e Aradjo (2016) investigaram a
contaminacdo da &gua de reservatorios do semiarido do pais. Entre as enterobactérias
identificadas no estudo, as espécies E. coli, E. cloacae e K. pneumoniae foram as mais
recorrentes. Embora com menor frequéncia, P. mirabilis e outras espéecies também estavam
presentes em alguns pontos de coleta. O trabalho evidenciou a contaminacdo de ambientes
aquaticos por bactérias consideradas patogénicas para 0 homem, bem como a contaminagédo
constante dos reservatdrios por matéria organica de origem fecal. Com isso, observa-se que 0s
riscos de se contrair uma infeccdo bacteriana e a resisténcia aos antimicrobianos ndo estdo

limitados ao espacgo hospitalar.

3.5 ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos podem ser tanto composi¢fes quimicas oriundas de fontes naturais
quanto formulagdes de origens sintéticas capazes de inibir o crescimento do micro-organismo
invasor (bacteriostaticos), bem como promover a sua destruicdo (bactericidas)
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Os antimicrobianos mais apropriados para o
tratamento de infec¢des, por quaisquer agentes infecciosos, sdo aqueles que exercem seus

respectivos mecanismos de acdo diretamente sobre o patégeno sem causar danos ao
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hospedeiro, ou seja, apresentam toxicidade seletiva. No entanto, todos os antimicrobianos
podem apresentar efeitos colaterais (FERNANDES; AMADOR; PRUDENCIO, 2013).
Normalmente, os antibioticos sdo classificados de acordo com seus respectivos
espectros e mecanismos de acdo. Mediante a descricdo e sintese de novos compostos foi
necessario organiza-los nos seguintes grupos: inibidores da sintese da parede celular;
inibidores da sintese da membrana citoplasmatica; inibidores da sintese proteica nos

ribossomos; alteracdo da sintese dos acidos nucleicos e alteracdo do metabolismo celular

(Figura 5).

Figura 5: Esquema da classificacdo dos mecanismos de acao dos antibi6ticos.
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Fonte: ANVISA. Disponivel em: <www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas
_web/modulol/pop_mecanismo.htm>. Acesso em 17/01/2017.

Conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2013), o tratamento
para infeccdes causadas por enterobactérias multirresistentes se baseia na associacdo de dois
ou mais antimicrobianos, visando aumentar seus efeitos e evitar o risco de infeccoes
polimicrobianas nosocomiais graves, o que pode ocorrer com a utilizacdo de monoterapias.

Entretanto, para a combinacdo apropriada € necessario o conhecimento da potencialidade de

sinergismo entre os antibidticos.
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A prescricdo de antimicrobianos, muitas vezes, considera 0s sintomas apresentados
pelos pacientes e ndo tem embasamento em diagnosticos clinicos mais precisos que indique a
necessidade de determinados antibioticos ou as dosagens apropriadas para cada caso
(LEEKHA; TERRELL; EDSON, 2011). Geralmente, sdo varios fatores independentes
associados ao ndo cumprimento das diretrizes para a profilaxia antimicrobiana, como a
auséncia de protocolos bem definidos, a falta de conhecimento e atualizacdo, falta de
comunicacdo ou discordancia entre os profissionais prescritores e auséncia de auditorias
fiscais (CALBO et al., 2013). Por isso, é fundamental que todas as instituicdes de saude e
laboratdrios de andlises clinicas utilizem os mesmos procedimentos e critérios interpretativos,
especialmente em caso de bactérias produtoras de carbapenemases (ANVISA, 2013).

A descoberta dos antibioticos, inicialmente a penicilina por Alexander Fleming em
1928, foi um marco na histéria da medicina e representou uma das intervencdes mais
importantes para o controle de doencas patogénicas. Até o inicio da década de 60, mais de 20
classes de antibidticos foram comercializadas mundialmente. No entanto, desde esse periodo,
apenas duas novas classes foram incrementadas a este grupo de medicamentos (COATES;
HALLS; HU, 2011).

Nas Ultimas décadas, a obtencdo de novos principios ativos eficazes e capazes de
atingir alvos bacterianos distintos foi sendo significativamente reduzida, de modo que novas
abordagens terapéuticas sdo imprescindiveis para minimizar os prejuizos gerados a saude
humana e de outros animais. Diante da problematica da resisténcia bacteriana, a busca por
novas moléculas que apresentem aos menos um mecanismo Sinérgico em associagdo aos
farmacos ja conhecidos, potencializando assim seus efeitos, vem se destacando e pode
auxiliar a terapia de infecgOes causadas por micro-organismos (MABOU et al., 2016;
KOBAYASHI, 2016).

3.6 RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia aos antibidticos por bactérias patogénicas € relatada desde o inicio da
utilizacdo desses farmacos pelo homem, porém de baixa prevaléncia. A partir da distribuicdo
de antibioticos em escala mundial foi observado um notavel crescimento da resisténcia
bacteriana. A resisténcia pode ocorrer espontaneamente por mutacdes pontuais, dele¢des ou
insercdes no material genético devido a exposicdo da bactéria a radiacBes ultravioleta,
substancias_ mutagénicas, entre outros, e pode ser adquirida pelos elementos genéticos moveis
(BAQUERO; TEDIM; COQUE, 2013; ALOS, 2015).
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O aumento evolutivo do genoma destes micro-organismos intensificou a busca por
novas sequéncias génicas que foram sendo associadas com a resisténcia aos antimicrobianos e
depositadas em bancos de dados, os quais estdo se tornando cada vez mais abrangentes. De
modo geral, os bancos de dados existentes além de armazenar podem trocar informagdes, para
garantir que as sequéncias nucleotidicas ja identificadas sejam acessadas mundialmente
(ZANKARI et al., 2012; MARTINEZ; COQUE; BAQUERO, 2015).

Do ponto de vista ecologico, 0s genes de resisténcia aos antimicrobianos tornam
favordvel a competicdo por nutrientes na natureza, uma vez que, micro-organismos portadores
desses genes podem se defender da acdo de um agente antimicrobiano. Com isso, duas
categorias de genes de resisténcia podem ser consideradas: uma relacionada com a defesa
espontanea sobre a atividade dos agentes antimicrobianos, que sdo produzidos naturalmente
por micro-organismos vizinhos; e outra adquirida por mecanismos de THG, inicialmente
influenciada pelo uso de antimicrobianos por seres humanos (MARTINEZ; COQUE;
BAQUERO, 2015).

Uma das principais causas apontadas para 0 aumento crescente da resisténcia de
bactérias aos antimicrobianos deve-se, em parte, a diversidade de genes de resisténcia que sao
identificados nesses patdgenos. Entretanto, a prevaléncia da resisténcia bacteriana tanto a
nivel regional como em escala mundial € atribuida, em grande parte, aos mecanismos de
disseminacédo de cepas altamente virulentas capazes de colonizar os mais diversos ambientes,
bem como da pressdo de selecdo direta ou indireta pelo uso inadequado de antibidticos
(SEDLAKOVA et al., 2014).

As bactérias Gram-negativas resistentes como, por exemplo, representantes da familia
Enterobacteriaceae, causam maior preocupagdo, uma vez que podem apresentar
intrinsecamente resisténcia a diferentes agentes antimicrobianos. Além disso, um conjunto de
fatores de viruléncia como uma membrana externa de baixa permeabilidade que limita a
ultrapassagem de antibidtico, a codificacdo de enzimas que interferem na estrutura de
antibidticos de uso mais restrito a exemplo dos betalactamicos, ou a presenca de proteinas de
membrana especiais com a funcdo de lancar para 0 meio extracelular esses compostos que
podem ter efeitos deletérios, também sdo mecanismos de defesa desses micro-organismos
(Figura 6) (TALBOT, 2013; CHAVES et al., 2016).

As caracteristicas bioldgicas, fisicas e quimicas de ambientes impactados proporciona
a formacdo de nichos diversos habitados por diferentes micro-organismos. A presenca
constante de residuos farmacéuticos e metais pesados nestes ambientes, por exemplo, estimula

bactérias a adquirir e propagar genes de resisténcia nos ecossistemas contaminados, até
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mesmo aquelas inofensivas ao homem. Como a resisténcia a antimicrobianos e a metais,
normalmente, ocorre por transferéncia de genes, bactérias ambientais podem desenvolver
resisténcia a um desses compostos ou a outro ou ambos (TAHRANI et al., 2015; DI CESARE
et al., 2016).

Figura 6: Mecanismos de resisténcia aos betalactamicos em enterobactérias.
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(1) Inativagdo enzimatica do antibiético por enzimas codificadas por plasmideo. (2) Efluxo do antibi6tico para
fora da célula. (3) Reducdo da permeabilidade da membrana externa por modificaces de porinas. Fonte:
Adaptado de Nordmann, Dortet e Poirel (2012).

O meio ambiente abriga diversos genes de resisténcia, principalmente, em setores de
despejo de esgoto, pois devido a quantidade de micro-organismos e antimicrobianos
presentes, se desenvolve um espago favoravel para a troca de material genético e
disseminacdo de cepas resistentes. Além disso, antimicrobianos podem ser utilizados na
pecuaria e na agricultura, possibilitando o risco de resisténcia cruzada entre patdgenos
(GARCIA-ALVAREZ et al., 2012; VAN ROSSUM et al., 2015). As rotas principais de
transmissdo de genes de resisténcia bacteriana por diferentes fontes podem ser observadas na
Figura 7.
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Figura 7: Principais vias de transmissdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos.
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A expressao de genes de resisténcia diretamente a antimicrobianos ou mesmo a metais
pesados, tipico de bactérias oriundas de ecossistemas aquaticos contaminados, pode ndo ser
um fator determinante ou exclusivo para a sobrevivéncia bacteriana. Outros mecanismos
alternativos podem ser utilizados como, por exemplo, a capacidade de aderéncia em
superficies inertes, devido a expressdo de fimbrias adesinas e um conjunto variado de fatores
fisico-quimicos que facilitam a formacdo de biofilme e, consequentemente, proporciona
protecdo as espécies detentoras dessas propriedades (ARMBRUSTER; MOBLEY, 2012;
HOLLING et al., 2014).

A resisténcia bacteriana varia ao decorrer do tempo e difere de um ambiente para outro
(SNYDER et al., 2011). Desse modo, é importante investigar a ocorréncia de mais de uma
bactéria e/ou variantes de uma mesma espécie com perfil de resisténcia aos agentes
antimicrobianos em diferentes localidades, devido a pressdo seletiva exercida por cepas
multirresistentes sobre as mais sensiveis, o que facilita a aquisi¢cdo de novos genes e contribui

para a multirresisténcia bacteriana.
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3.7 FORMACAO DE BIOFILME

A capacidade de adaptacdo, bem como as diferencas metabdlicas e fisioldgicas sdo
caracteristicas essenciais para que micro-organismos permane¢cam em ambientes impactados.
Um dos mecanismos adaptativos presentes em bactérias que vem sendo estudado é a
formacdo de biofilme, que pode ser sucintamente explicado como a criagdo de um
microambiente estruturado, que proporciona melhores condi¢des de sobrevivéncia nos mais
diversos ambientes (CHOUDURI; WADUD, 2014).

O biofilme é uma matriz polimérica formada por uma comunidade de bactérias
aderidas a uma superficie de contato. A adesdo bacteriana é o primeiro estagio para o
desenvolvimento do biofilme, ocorrendo em superficies abidticas como os dispositivos
médicos e bidticas como dentes, tecidos e células. Inicialmente, na fase reversivel do
processo, a adesdo entre bactérias e superficies abidticas é conduzida por interacdes fisico-
quimicas, enquanto que a aderéncia em superficies bioticas € mediada por interacGes
moleculares. Apds o estabelecimento e amadurecimento da matriz protetora na fase
irreversivel, o ciclo é finalizado com a ruptura do biofilme e a liberacdo das células
bacterianas (Figura 8) (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013).

Figura 8: Representacdo das etapas da adesdo e formacao de biofilme bacteriano.
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Fonte: Adaptado de Monroe (2007).

As bactérias de vida livre (planctonicas) podem ser encontradas no ar, na agua, no solo
ou em associacdo com tecidos de animais ou vegetais. Entretanto, a forma de células livres
ndo é encontrada frequentemente na natureza, a maioria das bactérias vivem em comunidades
ou aderidas as suas superficies de equipamentos clinicos e industriais. Os fatores que
contribuem para a adesdo bacteriana incluem flagelos, fimbrias, adesinas e polimeros, além de
forcas de adesdo como atragdo eletrostatica e hidrofobica, interacdes de var der Waals, pontes
de hidrogénio e ligacdes covalentes (FLEMMING; WINGENDER, 2010).
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A hidrofobicidade constitui um dos importantes fatores fisico-quimicos que
influenciam o processo de adesdo microbiana em diferentes substratos. O método comumente
utilizado para avaliar esse parametro, foi desenvolvido por Rosenberg et al. (1980), o qual se
baseia nas leituras de absorbancia de células bacterianas ligadas a um hidrocarboneto em
solucdo aquosa. De modo geral, os métodos existentes para avaliar a hidrofobicidade da
superficie celular, podem medir apenas a interacdo entre células e um material hidrofébico ou
hidrofilico. Com isso, fatores adicionais como a rugosidade da superficie de contato, as
interacdes celulares e propriedades bioldgicas de cada célula devem ser considerados, pois
podem influenciar nos resultados (WANG; LEE; DYKES, 2014).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e a consequente protecdo ao sistema
imunoldgico do hospedeiro, se destacam como as principais causas de complica¢6es clinicas
em pacientes com cateteres urinarios ou venosos, e podem ser reforcadas pela formacéo de
biofilmes nas paredes internas dos cateteres. A espécie P. mirabilis, quando associada a
infeccBes urinarias, se destaca no bloqueio de cateteres devido & producdo de urease e
formacdo de biofilme. A maioria dos pacientes infectados por essa bactéria ao fazer uso de
cateter desenvolvem, posteriormente, célculos renais (JACOBSEM; SHIRTLIFF, 2011;
JORDAN et al., 2015).

Dentre os inumeros fatores de viruléncia que contribuem para a patogenicidade dessa
espécie, a expressdo de diferentes tipos de fimbrias adesinas constitui um grave problema de
uroviruléncia uma vez que a presenca da adesina celular uroepitelial (ACU), por exemplo,
desempenha um importante papel na colonizacdo do trato urinario (PELLEGRIMO et al.,
2013). Estas adesinas uroepiteliais foram identificadas pela primeira vez por Wray e seus
colaboradores (1986) e foram indicadas como responsaveis pela fixagdo de estirpes de P.
mirabilis nas vias urinrias.

A microscopia eletrénica de varredura (MEV), tem se mostrado uma importante
ferramenta para visualizacdo da formacdao de biofilme cristalino, muito embora, a preparacdo
de amostras de biofilmes em desenvolvimento seja um procedimento trabalhoso. Além desse
instrumento de estudo, a microscopia eletronica de varredura ambiental (MEVA) possibilita
uma visdo mais detalhada sobre o processo de formacéo de biofilmes em cateteres urinarios.
A combinagéo dessas ferramentas pode fornecer melhores informacdes sobre a morfologia e
composicao de biofilmes cristalinos (HOLLING et al., 2014).

As analises microscépicas, de modo geral, vém sendo fundamentais para o
entendimento de fatores envolvidos na formacéo de biofilme bacteriano. Fernandez-Delgado

et al. (2015), com o objetivo de avaliar e comparar a adesdo de diferentes cepas de P.
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mirabilis, utilizaram a microscopia eletrdnica de transmissdao (MET). O estudo mostrou a
abundancia de fimbrias adesinas em 100% das células estudadas, que podem estar
relacionadas com a aderéncia superficial. Outro estudo, realizado por Czerwonka et al.
(2016), utilizou a microscopia de epifluorescéncia para analisar o perfil de hidrofobicidade
celular de cepas dessa mesma espécie em diferentes superficies, e constatou-se uma maior
producdo de biofilme nas bactérias com superficie celular hidrofilica.

As bactérias envolvidas no processo de formacdo de biofilme podem estabelecer
interacdes entre si e aumentar a quantidade de nutrientes necessarios através da deposicao e
concentracdo da matriz polimeérica. Além disso, devido & proximidade de bactérias no estado
de biofilme, pode ocorrer troca de material genético através de elementos genéticos mdveis
(MADSEN et al., 2012). Desse modo, a capacidade de formar biofilme se revela como um
potencial mecanismo de resisténcia, pois além de garantir a sobrevivéncia bacteriana no
decorrer dos anos, facilita o surgimento de cepas multirresistentes que sdo rapidamente
disseminadas no meio ambiente (KRAGH et al., 2016).

3.8 METODOS DE CARACTERIZACAO MOLECULAR

Nos ultimos anos, muitas técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para avaliar a
diversidade de micro-organismos. A diversidade genética de linhagens bacterianas pode ser
analisada através da técnica de consenso intergénica repetitiva de enterobactérias (ERIC). A
amplificacdo de sequéncias de DNA por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) pode ser feita
com um par de iniciadores (primers) especificos ou varios pares e permite a diferenciacdo de
estirpes, além de apresentar boa reprodutibilidade (ZOTHANPUIA et al., 2016).

Inicialmente, esse método de tipagem genética foi utilizado no sequenciamento dos
genomas de E. coli e de Salmonella typhimurium por Hulton e colaboradores (1991). Mais
recentemente, Wei et al. (2014) utilizaram a técnica do ERIC-PCR para identificar classes
funcionais de integrons em isolados clinicos de P. mirabilis. Outros estudos de genotipagem
também fizeram uso da técnica sobre diferentes espécies bacterianas (KHOSRAVI et al.,
2016; SEIFI et al., 2016).

Os métodos epidemioldgicos moleculares estdo sendo vantajosos para a deteccdo e
controle de infecgdes causadas por bactérias. A combinagéo de técnicas de genotipagem como
ERIC e DNA polimorfico amplificado ao acaso (RAPD) oferecem mais informacdes
epidemioldgicas do que o uso desses métodos isolados. Além do mais, sdo de baixo custo
financeiro e menos complicado do que a maioria dos métodos de tipagem molecular
(KHOSRAVI et al., 2015). A técnica de rep-PCR baseada em sequéncia de elementos
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repetitivos (ERIC-PCR e BOX-PCR) é uma ferramenta molecular utilizada para a
discriminacdo de diferentes espécies, uma vez que utiliza varios segmentos de DNA presentes
no genoma bacteriano (KUMAR; KUMAR; PRATUSH, 2014; ZOTHANPUIA et al., 2016).

Além destes, 0 método de tipagem de sequéncia multilocus (MLST) e a eletroforese
em campo pulsado (PFGE) também sdo muito utilizados, sendo que o PFGE € considerado o
padrdo-ouro dentre os diferentes métodos de genotipagem de procariotos, devido a sua
reprodutibilidade (LIU et al., 2017; KOTTWITZ; OLIVEIRA, 2011). No entanto, trata-se de
uma técnica mais trabalhosa e de custo financeiro mais elevado.

Em estudos de caracterizacdo de bactérias resistentes a antimicrobianos isoladas de
fontes hidricas, o método de ERIC-PCR tem se mostrado satisfatorio, pois tem apresentado
capacidade discriminatéria para diferenciar espécies bacterianas (XU et al., 2016; COHEN et
al., 2016). A aplicagéo de outras ferramentas moleculares como a citometria de fluxo (CF) e 0
sequenciamento do gene 16S rDNA também tém sido relevantes para a caracterizacdo de
procariotos em habitats aquaticos (LIU et al., 2016). Além destes métodos, a metagenémica,
permite a analise do genoma de diferentes comunidades microbianas e pode ser utilizada para
a identificacdo de biomarcadores em ambientes especificos como, por exemplo, ecossistemas
aquaticos impactados (VAN ROSSUM et al., 2015).
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Resumo

Proteus mirabilis é um bacilo Gram-negativo pertencente a familia Enterobacteriaceae e pode
causar infeccdes decorrentes de alimentos e ambientes contaminados. Este estudo investigou
o perfil de resisténcia, a formacdo de biofilme e a diversidade genética de oito isolados,
obtidos de um ambiente aquatico impactado, e de trés isolados clinicos para fins
comparativos. Foram realizados testes bioquimicos para avaliar o perfil de susceptibilidade, o
perfil de hidrofobicidade e a formacéo e erradicacdo de biofilme. A diversidade genética dos
isolados foi analisada pela técnica de ERIC-PRC. Dois isolados clinicos (ICP4, ICP5) se
mostram multirresistentes, enquanto que os isolados ambientais apresentaram resisténcia
apenas a tetraciclina, exceto o CPs25S que se mostrou resistente também a ampicilina. Todos
os isolados se mostraram capazes de formar biofilme em diferentes meios de crescimento.
Quanto a erradicagdo do biofilme, parte dos antimicrobianos testados foram capazes de
erradicar o biofilme dos isolados clinicos (> 50%), porém, todos, erradicaram mais de 50% o
biofilme dos isolados ambientais. No perfil de hidrofobicidade, trés isolados ambientais se
mostraram moderadamente hidrofébicos e os demais hidrofilicos. A multirresisténcia dos
isolados hospitalares pode ser adquirida, uma vez que esse ambiente abriga diversos genes de
resisténcia. Por outro lado, a expressiva formacdo de biofilme, sobretudo pelos isolados
ambientais, indica um mecanismo de protecdo em resposta ao ambiente impactado no qual
vivem, independe da significativa erradicacdo de biofilme, pois esses isolados podem ndo esta
sob pressdo seletiva direta a estes antimicrobianos. Os isolados se mostraram
maioritariamente hidrofilicos com baixa capacidade de aderéncia em laminulas de vidro,
possivelmente, devido a forgas repulsivas. A ERIC-PCR revelou um alto grau de similaridade
genética entre os isolados, demonstrando relacdo clonal entre os mesmos. Os dados obtidos
revelam a presenca de enterobactérias potencialmente produtoras de biofilme no ambiente
aquatico estudado representando, assim, um problema de salde publica.

Palavras-chave: ambiente aquatico, biofilme, diversidade genética
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Introducéo

O descarte inadequado de efluentes domésticos e industriais em ecossistemas
aquaticos de agua doce tem limitado a disponibilidade dos recursos hidricos ja escassos e
comprometido as relacBes entre os seres vivos. Como a decomposicdo de substancias
organicas por algumas espécies de fungos e bactérias € um processo ecoldgico natural, a
quantidade de dejetos urbanos em corpos hidricos atrai uma quantidade significativa desses
agentes decompositores, reduzindo o oxigénio presente na agua e causando desequilibrio nas
comunidades naturais (Batista et al., 2016).

A presenca de bactérias resistentes no ambiente aquatico, provenientes dos seres
humanos e animais expostos a antimicrobianos, € um dos principais problemas desse
ecossistema (Osinska et al., 2016; Poma et al., 2016). Os corpos hidricos impactados pela
acao antropica sdo nichos ecologicos considerados eficientes para a selecdo de populacGes
bacterianas resistentes a antimicrobianos, através da transferéncia de elementos genéticos
moveis como plasmideos, transposons e integrons. A aquisicdo de um perfil genetico
aprimorado aumenta a adaptabilidade e perpetuacdo dessas espécies, levando ao surgimento
de cepas multirresistentes e portadoras de variados fatores de viruléncia (Nazaret e Aminov,
2014; Von Wintersdorff et al., 2016).

O riacho Cavouco € um afluente da bacia hidrografica do rio Capibaribe, fonte de
recursos hidricos para a maioria das industrias e areas de irrigacdo de alimentos no estado de
Pernambuco. Durante o seu percurso, esse riacho recebe uma significante contribuicdo de
residuos poluidores provenientes de laboratérios de ensino e pesquisa, além de residuos
hospitalares e efluentes domesticos (Araujo et al., 2013; Freitas et al., 2016). Varios géneros
bacterianos ja foram identificados fenotipica e molecularmente nesse ambiente (Purificacao-
Junior et al., 2017).

Um dos géneros corresponde ao tdxon Proteus, que atualmente é representado por
quatro espécies: Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Proteus penneri, Proteus hauseri e trés
genomoespécies que ainda ndo foram nominadas (Drzewiecka, 2016). Normalmente, esses
micro-organismos vivem em ambientes naturais, mas podem ser encontrados no trato
gastrointestinal humano e de outros animais. Essas espécies, tanto de origem comunitaria
guanto hospitalar, podem causar diferentes infeccdes decorrentes de alimentos e ambientes
contaminados, além de profissionais de salde que podem ser veiculos de transmisséo (Park et
al., 2012).

Proteus mirabilis € uma das espécies desse género que mais se destaca, sendo mais

conhecida por causar infecgdes do trato urinario, especialmente, em pacientes submetidos a
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longos periodos de cateterismo e imunocomprometidos. Um conjunto diversificado de fatores
de viruléncia é utilizado por essa bactéria para colonizar o trato urinario de pacientes
debilitados incluindo urease, proteases, toxinas, aquisicdo de ferro e zinco, enxameacéo,
fimbrias e formac&o de biofilme (Schaffer e Pearson, 2015).

O presente estudo objetiva caracterizar e comparar genética e bioquimicamente
isolados ambientais e clinicos de P. mirabilis a fim de alertar as politicas de salde publica
para a exposicao de bactérias aos agentes poluidores e disseminacdo de bactérias resistentes e

produtoras de biofilme em ambientes aquaticos impactados.

Materiais e Métodos

Material bioldgico e condi¢des de cultivo

Foram investigados oito isolados da espécie Proteus mirabilis previamente
caracterizados fenotipicamente. Os isolados armazenados com glicerol (15 %) no Deep
Freezer a -80°C foram reativados para analises posteriores no meio de crescimento Brain
Heart Infusion (BHI) e plagueados em agar BHI. Uma cepa de P. mirabilis (UFPEDA 767),
obtida da Colegdo de Micro-organismos do Departamento de Antibioticos (UFPE), foi
utilizada como controle de referéncia e trés isolados clinicos: ICP3 (urina), ICP4 (sangue) e

ICP5 (ponta de cateter), para estudo comparativo.

MALDI-TOF Mass Spectrometry

As colbnias bacterianas foram ressuspendidas em 300 pL de agua Milli-Q e depois
adicionados 900 puL de etanol absoluto. As suspensdes foram centrifugadas a 15.600 g por 2
mim, o sobrenadante removido e o sedimento foi seco em SpeedVac por 5 min. Em seguida,
foram adicionados 50 pL de &cido férmico a 70%, 50 pL de acetonitrila, a mistura
homogeneizada em agitador vortex, centrifugada a 15.600 g por 2 mim e o sobrenadante
transferido para um novo microtubo. A matriz foi preparada com é&cido alfa-ciano-4-
hidroxicindmico (10 mg/mL) em acetonitrila 50% e acido trifluoroacético 0,3% e aplicada na
placa de MALDI com a amostra em temperatura ambiente para cristalizagdo. A aquisicdo dos
espectros de MS em modo linear positivo (Voltagem de aceleracdo: 20 kV e Faixa de
deteccdo - m/z: 2.000 — 20.000) foi realizada pelo Programa Flex Control Version 3.0 em
Espectrometro de Massa MALDI-TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA).
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Os espectros de massa obtidos foram comparados com o Banco de Dados MALDI Biotyper
Version 3.1.

Perfil de suscetibilidade

Todos os isolados foram testados quanto a susceptibilidade a dez antimicrobianos, de
acordo com suas classes e espectro de acdo: Ampicilina (AMP) 10 ug, Cefazolina (CFZ) 30
ug, Cefalotina (CFL) 30 ug, Cefepima (CPM) 30 ug, Meropenem (MER) 10 pg, Gentamicina
(GEN) 10 pg, Amicacina (AMI) 30 ug, Ciprofloxacina (CIP) 5 pg, Tetraciclina (TET) 30 ug
e Trimetoprim (TRI) 5 pug. Os experimentos foram realizados em triplicata por meio do
antibiograma, método de Kirby-Bauer (difusdo em discos), conforme as recomendacdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2015).

Determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos antimicrobianos para
0s quais as bactérias apresentaram resisténcia foi realizada segundo a técnica de microdiluicéo
em caldo, de acordo com as recomendacBes do CLSI (2015). As medicBes béasicas
quantitativas da atividade in vitro foram obtidas a partir das leituras de densidade Optica (DO)

em um leitor de microplacas (FLx800™ Multi-Detection) no comprimento de onda 600 nm.

Perfil de hidrofobicidade

A Hidrofobicidade da Superficie Celular (HSC) foi determinada com base no método
de ligacéo a hidrocarboneto utilizado por Tendolkar et al. (2004), com algumas adaptacoes.
Os isolados bacterianos crescidos em caldo BHI a 37°C/18h, foram transferidos para
microtubos e centrifugados por 10 min (7.000 rpm). O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido em tampdo PUM (Fosfato de Potassio Trihidratodo e Monobaésico,
Ureia e Sulfato de Magnésio Hepta-hidratado) e ajustado para 0,5 obtendo-se a leitura inicial
(DOi) a 600 nm. Posteriormente, acrescentou-se o hidrocarboneto para-xileno, e submeteu-se
a agitacdo em vortex por 2 min. Apos a separacdo das fases, em temperatura ambiente, foi
realizada a leitura final (DOy) a 600 nm da fase inferior de cada microtubo. Para determinar a
HSC (%), foi utilizada a férmula: HSC (%) = (DO; - ODy) / OD; x 100. As bactérias que
apresentaram HSC (%) inferior a 30% foram consideradas hidrofilicas e com HSC (%)
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superior a 70%, hidrofdbicas. As amostras que apresentaram HSC entre 30% e 70% foram

classificadas como moderadamente hidrofébicas.

Formagéo de biofilme

A formacédo de biofilme pelos isolados de P. mirabilis foi verificada em placas de
microtitulacdo de poliestireno pelo método de cristal violeta (Stepanovic et al., 2007), em
diferentes meios de cultura: Luria Bertani Miller (LB Miller), Tryptose Soy Broth (TSB) e
BHI. A partir das leituras de densidade Optica (DO), foi determinada a média dos valores da
absorbancia de cada amostra (DO,) em comparacdo com a absorbancia do controle de
esterilidade (DO.). As amostras foram classificadas como fortes (4x DO, < DO,), moderadas
(2x DO¢ < DO, < 4x DO,) e fracas (DO, < DO, < 2x DO.) formadoras de biofilme. Os
isolados que apresentaram valores de absorbancia igual ou inferior ao controle de esterilidade

foram classificados como néo produtores de biofilme.

Erradicacdo de biofilme

A avaliagéo da erradicacao do biofilme formado pelos isolados foi realizada de modo
semelhante até o procedimento de retirada do indculo e lavagem das placas com solugéo de
NaCl a 0,9% estéril (Stepanovic et al., 2007). Na sequéncia, foi acrescentando meio estéril
TSB (180 pL) e cada antimicrobiano (20 pL) em suas respectivas concentracbes de CIM
descritas pelo CLSI (2015), e as placas foram incubadas a 37°/24h. Transcorrido esse tempo,

foi realizada a revelagéo com cristal violeta.

Microscopia Eletronica de Varredura

Apo6s o crescimento bacteriano em laminulas de vidro (24h/37°C), as amostras foram
lavadas em tampdo fosfato 0,1 M, pH, 7,4 para posterior fixacdo em tampao fosfato 0,1 M e
glutaraldeido a 2,5%. A pos-fixacdo foi realizada em tetroxido de 6smio a 1% em tampéo
fosfato 0,1 M por 90 min. Em seguida foram realizadas trés lavagens em tampdo fosfato 0,1
M para desidratacdo, utilizando uma série crescente de etanol a 30%, 50%, 70%, 90% e 3x de
100% por 10 min cada etapa. ApoOs a desidratacdo foi realizado o ponto critico para a
substituicdo do etanol por dioxido de carbono, obtendo-se a secagem do material para

montagem em stubs metalico utilizando uma fita dupla face de carbono. Em seguida, foi
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realizada a metalizac&o cobrindo o material com uma fina camada de ouro para a visualizagcdo

no microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-5600 LV.

Extragdo de DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada com kit PureLink® (Invitrogen) de acordo
com as instruc@es do fabricante. A qualidade do DNA extraido foi avaliada a partir da técnica
de eletroforese em gel de agarose a 1%. Apds a corrida, o gel foi observado em
transiluminador UV e fotodocumentado. A concentracdo do DNA foi determinada por
densidade dptica em espectrofotbmetro (NanoDrop 2000) nos comprimentos de onda 260 nm
e 280 nm, obtendo-se a estimativa da quantidade de DNA presente na amostra e 0 grau de

pureza.

ERIC-PCR

Para amplificacdo das sequéncias ERIC por PCR foi utilizando os oligonucleotideos
iniciadores ERIC-R1 (5° ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC 3°) e ERIC-R2
(5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3’) (Duan et al., 2009). As misturas contendo 1,52
mM de MgCl,, 200 mM de dNTP’s, 40 pmol/uL de cada primer, 1U Taq DNA Polymerase,
1x de tampé@o de reacdes e 100 ng de DNA em volume final de 25 uL. A amplificacdo das
amostras foi realizada em aparelho termociclador (C1000 Thermal Cycler — BioRad),
programado com um ciclo inicial de 3 min a 95°C, sequido de 40 ciclos (1 min de 92°C, 1 min
de 36°C e 8 min de72°C) e uma etapa final de extensédo de 16 min a 72°C (Cabral et al., 2012).
A qualidade dos produtos amplificados foi analisada em gel de agarose a 1,5%, submetido a
uma corrente elétrica de 80v por 3h, utilizado o marcador molecular 1 kb Plus DNA Ladder.
O dendrograma foi construido pelo software NTSYS-pc (Numerical Taxonomy System,

Version 2.0) a partir de uma matriz binéria baseada na a presenca ou auséncia de bandas.

Resultados

Identificacdo bacteriana

Todos os isolados bacterianos estudados foram confirmados pela técnica de MALDI-

TOF-MS como P. mirabilis, apresentando valores de Score entre 2.300 e 3.000. Esses valores
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de Score fixados no Banco de Dados Biotyper indicam a identificagdo de micro-organismos

com alto indice de compatibilidade ao nivel de espécies (Tabela 1).

Tabela 1 - Identificacdo dos isolados bacterianos por aquisi¢do de espectros de massa.

Analito Organismo Valor (Score)
(Melhor compatibilidade)
767 Proteus mirabilis 2.395
ICP3 Proteus mirabilis 2.381
ICP4 Proteus mirabilis 2.455
ICP5 Proteus mirabilis 2.504
CP35S Proteus mirabilis 2.426
CPs522S Proteus mirabilis 2421
CP523S Proteus mirabilis 2.434
CP525S Proteus mirabilis 2.421
CP526P Proteus mirabilis 2.400
CP527P Proteus mirabilis 2.404
CP528P Proteus mirabilis 2.426
CP529P Proteus mirabilis 2.354

Perfil de suscetibilidade e CIM

Foi observado um perfil de resisténcia/susceptibilidade distinto entre os isolados
clinicos e ambientais. Os isolados clinicos apresentaram maior perfil de resisténcia, exceto o
isolado ICP3, que apresentou resisténcia apenas para tetraciclina. Os isolados ICP4 e ICP5
apresentaram resisténcia para mais de um antimicrobiano: ampicilina, cefazolina, tetraciclina
e trimetoprim. Além destes, o isolado ICP4 apresentou resisténcia a meropenem, importante
antibiotico da classe dos carbapenémicos, e o isolado ICP5 também apresentou resisténcia a
mais outro antimicrobiano, amicacina, pertencente a classe dos aminoglicosideos. Todos 0s
isolados ambientais se mostraram resistentes apenas a tetraciclina, com excecdo do isolado
CPs25S, que apresentou resistente também a ampicilina. De uma forma geral as bactérias
foram mais resistentes a tetraciclina, seguido de ampicilina. Aos demais antimicrobianos
testados, todas as bactérias utilizadas neste ensaio, se mostram sensiveis.

Os diferentes perfis de resisténcia encontrados apos a interpretacdo do antibiograma,
bem como os resultados da CIM dos antimicrobianos aos quais as bactérias apresentaram

resisténcia podem ser observados na Tabela 2.



44

Tabela 2 - Caracterizacdo bioquimica dos isolados de P. mirabilis estudados.

Perfil de . - - Erradicacdo de
Isolados resistancia CIM (pg/mL) Hidrofobicidade Biofilme biofilme (> 50%)
767 TET >16 Hidrofilico FR -
ICP3 TET >16 Hidrofilico FO GEN, AMI, CIP,
TET, TRI
ICP4 AMP, CFZ CFL, <128, <64, <64, Hidrofilico FO GEN, CIP, TET, TRI
MER, TET, TRI >16,>16,<128
ICP5 AMP, CFZ, CFL, >128,>128,>128, Hidrofilico MO/FO CPM, GEN, AMI,
AMI, TET, TRI <32,>32,<128 CIP, TET, TRI
CP35S TET <8 MO/Hidrofébico FO AMP, CFZ, CFL,
CPM, MER, GEN,
AMI, CIP, TET, TRI
CPs22S TET <16 Hidrofilico FO AMP, CFZ, CFL,
CPM, MER, GEN,
AMI, CIP, TET, TRI
CPs23S TET <16 Hidrofilico FO AMP, CFZ, CFL,
CPM, MER, GEN,
AMI, CIP, TET, TRI
CP525S AMP, TET <8,<16 MO/Hidrofébico  MO/FO AMP, CFZ, CFL,
CPM, MER, GEN,
AMI, CIP, TET, TRI
CPs26P TET <8 Hidrofilico FO AMP, CFZ, CFL,
CPM, MER, GEN,
AMI, CIP, TET, TRI
CP526P TET <8 Hidrofilico FO AMP, CFZ, CFL,
CPM, MER, GEN,
AMI, CIP, TET, TRI
CP528P TET <8 MO/Hidrofébico FO AMP, CFZ, CFL,
CPM, MER, GEN,
AMI, CIP, TET, TRI
CP529P TET <8 Hidrofilico FO AMP, CFZ, CFL,

CPM, MER, GEN,
AMI, CIP, TET, TRI

FR: Fraco; MO: Moderado; FO: Forte. Ampicilina (AMP); Cefazolina (CFZ); Cefalotina (CFL); Cefepima
(CPM); Meropenem (MER); Gentamicina (GEN); Amicacina (AMI); Ciprofloxacina (CIP); Tetraciclina (TET);
Trimetoprim (TRI).

Hidrofobicidade da superficie celular das amostras

A HSC das amostras foi determinada a partir das leituras espectrofotométricas. Dentre
os isolados analisados, apenas trés ambientais (CP35S, CPs25S e CPs28P) se mostraram
moderadamente hidrofébicos com HSC (%) entre 30% e 40%. Os demais exibiram um perfil
de superficie celular hidrofilico com porcentagens inferiores a 30% (Figura 1).
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Figura 1 - Perfil de hidrofobicidade da superficie celular de isolados clinicos e ambientais de P. mirabilis.
Hidrofobicidade da Superficie Celular (HSC).

Quantificacdo e erradicacdo de biofilme bacteriano

Na quantificacdo de biofilme, todos os isolados ambientais e clinicos formaram
biofilme nos trés meios testados (LB, BHI e TSB), com maior intensidade nos dois Gltimos
(BHI e TSB). No entanto, a maior formagdo de biofilme foi observada nos isolados

ambientais. A cepa 767 foi classificada como fraca produtora de biofilme (Figura 2).
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Figura 2 - Formacdo de biofilme em diferentes meios de crescimento. CE: controle de esterilidade.

Além de quantificar a formacdo de biofilme, foi avaliado no presente estudo a
capacidade dos antimicrobianos, utilizados no perfil de suscetibilidade, de erradicar o
biofilme formado em TSB, uma vez que a maioria dos isolados demonstrou produzir mais
biofilme nesse meio de cultivo. O biofilme dos isolados ambientes foi erradicado em mais de
50% para todos os antibioticos testados. Enquanto que, entre os isolados clinicos, parte dos

antimicrobianos foi capaz de erradicar o biofilme formado (> 50%) (Tabela 2).
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Anélise de biofilme por MEV

Do namero total dos isolados, foram escolhidos para analise em microscopia a cepa
767, um isolado clinico (ICP3) e outro ambiental (CPs23S), ambos produtores de biofilme
pelo método quantitativo utilizado neste estudo. Na cepa controle ndo foram observadas
diferencas notaveis em sua morfologia, mas foi possivel observar a presenca de células
alongadas e filamentos fimbrilares nos isolados ICP3 e CPs23S. (Figura 3). Contudo, sédo
necessarios ensaios adicionais utilizando outras estratégias para analise do material e possivel

visualizacdo do biofilme em MEV.

767 E ICP3 CP523S

Figura 3 - Visualizacdo de isolados de P. mirabilis por MEV. A: Células tipicas de enterobactérias em forma de
bacilos. B e C: Células enxame alongadas (seta azul), fimbrias adesinas (setas verdes).

Diversidade genética

Os padrbes de bandas obtidos apresentaram pouca diversidade genética entre 0s
isolados. A distribuicdo dos fragmentos ocorreu de forma uniforme com repeti¢cdes na regido
entre 700 pb e 1.650 pb. Foi realizado uma caracterizagdo e agrupamento dos isolados de
acordo com as analises realizadas. As observacdes permitiram agrupar os isolados em quatro
grupos (I a 1V). O grupo | incluiu 767 e CPs26P, com o mesmo perfil de resisténcia e
fidrofobicidade. O grupo Il apresentou maior nimero de isolados, trés clinicos e trés
ambientais tendo em comum formacao de biofilme e, em parte, o perfil de hidrobicidade. O
terceiro grupo (I11) foi representado apenas pelo isolado CPs23S possuindo um padréo
diferenciado dos demias grupos sendo o isolado que mais produziu biofilme nos diferentes
meios testados. O quarto e ultimo grupo (IV) foi representado por trés isolados (todos
ambientais) com o mesmo perfil de resisténcia, formagdo de biofilme e a erradicacdo do
biofilme (Figura 4).
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Figura 4 - Diversidade genética dos isolados através da técnica de ERIC-PCR. (A) Eletroforese dos produtos da
PCR. M: Marcador molecular; 1: 767; 2: ICP3; 3: ICP4; 4: ICP5; 5: CP35S; 6: CP522S; 7: CP523S; 8: CP525S; 9:
CP526P; 10: CP527P; 11: CP528P; 12: CPs29P. (B) Dendrograma de similaridade gerado pelo software NTSYS
Versdo 2.0.

Discussao

A identificagéo dos isolados pela tecnologia de MALDI-TOF-MS se mostrou eficiente
com alto grau de similaridade entre os espectros obtidos e as informacdes armazenadas na
base de dados. Os espectros de massa gerados sdo Unicos para cada micro-organismo
analisado, por isso, sdo considerados confiaveis para a distincdo de bactérias ao nivel de
género e espécies (Croxatto et al., 2012; Wattal et al., 2016). Na literatura, ainda nao foram
relatados estudos de caracterizagdo de isolados dessa espécie proveniente de ambientes
impactados por essa tecnologia.

O perfil de sensibilidade/resisténcia mostrou que todos os isolados sdo resistentes a
tetraciclina. No entanto, documentos internacionais, a exemplo do CLSI, relata que algumas
especéis bacterianas como P. mirabilis ja apresentam resisténcia intrinseca a esse
antimicrobiano. Por outro lado, a resisténcia a ampicilina pelo isolado CPs25S pode ser
adquirida. A aquisicdo de genes de resisténcia no solo e na agua pode ocorrer atraves da
transferéncia horizontal de genes (THG), conforme observaram Santamaria et al. (2011), ao
identificarem uma ampla diversidade de genes de resisténcia a tetraciclina no trato intestinal
de animais de pastagem, além de uma consideravel distribuicdo espacial de genes tet na agua
de escoamento sendo esta, portanto, um meio de disseminacdo de genes resisténcia.

Os resultados aqui apresentados confirma a presenca de enterobactérias, como a
espécie P. mirabilis no riacho Cavouco (Purificagcdo-Junior et al., 2017) e a possibilidade de

disseminacdo de resisténcia a antimicrobiamos devido ao descarte de dejetos urbanos nesse
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ambiente. O meio ambiente abriga diversos genes de resisténcia, principalmente, em setores
de despejo de esgoto, pois devido a quantidade de micro-organismos e residuos farmacéuticos
presentes, se desenvolve um espaco favoravel para a troca de material genético e
disseminacéo de cepas resistentes (Garcia-Alvarez et al., 2012; Van Rossum et al., 2015).

Os isolados ICP4 e ICP5 apresentaram resisténcia a outros antimicrobianos como os
betalactamicos e aminoglicosideos, respectivamente, que sdo utilizados para o tratamento de
infeccbes graves causadas por bactérias multirresistentes. Esse dado revela que,
provavelmente, esse perfil corresponde a uma resisténcia adquirida devido a presséo de
selecéo direta no ambiente hospitalar a estes antimicrobianos (Sedlakova et al., 2014).

A expressdo de genes de resisténcia diretamente a antimicrobianos pode ndo ser um
fator determinante ou exclusivo para a sobrevivéncia bacteriana. Outros mecanismos
alternativos podem ser utilizados como a formagdo de biofilme, resultante da capacidade de
aderéncia microbiana em superficies de contato (Douterelo et al., 2016). Os fatores que
contribuem para a adesdo bacteriana incluem flagelos, fimbrias, adesinas e polimeros, além de
forcas de adesdo como atracdo eletrostatica e hidrofébica (Flemming e Wingender, 2010).

No presente estudo foi avaliada a hidrofobicidade celular, a capacidade de formacéo
de biofilme e erradicacdo do mesmo. Os isolados que se mostraram hidrofilicos, exceto 767,
formaram biofilme com maior intensidade corroborando com o estudo recente, no qual
correlaciona a baixa hidrofobicidade da superficie celular de cepas de P. mirabilis com a alta
capacidade de producdo de biofilme (Czerwonka et al., 2016). Os Trés isolados ambientais
moderadamente hidrofébicos sdo formadores de biofilme, porém com menor intensidade,
comparados aos demais do ambiente aquatico. Sendo assim, o perfil obtido neste trabalho,
surgere baixa hidrofobicidade em isolados formadores de biofilme. O conhecimento sobre
forcas de adesdo hidrofobicas de bactérias formadoras de biofilme é relevante para direcionar
a sintese de biomateriais anti-infecciosos por meio de repulsdo eletrostatica (Trentin et al.,
2014). Entretanto, a combinacdo de diferentes métodos pode oferecer informacBes mais
precisas, uma vez que, ndo existe um padrdo definido de avaliagdo do perfil de
hidrofobicidade. O método mais utilizado mede a interacdo entre células e um agente de
adesdo, normalmente, um hidrocarboneto (Wang et al., 2014).

A maioria das bactérias vive em comunidades na natureza ou aderidas as superficies
de biomateriais, por exemplo, dificultando o tratamento de infeccdes hospitalares. Bactérias
em biofilme, devido a proximidade, podem adquirir resisténcia a antimicrobianos por meio de
THG, além de se protegerem de diversos fatores externos como variacdes de temperatura, pH

e sustancias quimicas (Madsen et al., 2012). Com isso, a capacidade de formar biofilme se
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revela como um vantajoso mecanismo de resisténcia, pois além de garantir a sobrevivéncia
em diferentes condices ambientais e, em alguns casos, facilita o surgimento de novas
populacgdes.

As diversas condi¢cbes ambientais contribuem para a dindmica de sobrevivéncia
bacteriana no meio em que vivem, impulsionando a aquisicdo de diferentes fatores de
resisténcia (Douterelo et al., 2016; Baqueiro et al., 2015). No presente estudo, todos 0s
antimicrobianos testados foram capazes de erradicar (> 50%) o biofilme formado pelos
isolados ambientais, enquanto que nos isolados clinicos, parte dos antimicrobianos
apresentaram essa capacidade (> 50%). Os resultados obtidos sugerem que a frequente
exposicdo de bactérias a diferentes agentes antimicrobianos nos hospitais favorece a
tolerancia aos mesmos e a aquisicdo de variados fatores de resisténcia, diferente de isolados
ambientes que podem ndo esta diretamente sob a mesma pressao de selecdo ambiental.

As propriedades fisicas e quimicas de superficie bidticas e abidticas, bem como as
caracteristicas de cada micro-organismo podem influenciar a adesdo bacteriana que, mais
frequentemente, se aderem em superficies hidrofébicas como materiais plasticos do que em
vidro ou metais, que apresentam superficies hidrofilicas (Pavithra et al., 2008; Trentin et al.,
2013). Com base em forcas repulsivas, pesquisadores propuseram um mecanismo para inibir a
adesdo bacteriana e formacdo de biofilme entre uma superficie revestida com um material
carregado negativamente e bactérias com superficie celular com carga semelhante (Trentin et
al., 2015). Diante dessas informacdes, pode ser compreendida a baixa formacao de biofilme
em laminulas de vidro apresentada pelos isolados de P. mirabilis no presente estudo.
Possivelmente, esse resultado deve-se a repulsdo eletrostatica, uma vez que essas bactérias
apresentaram uma superficie celular hidrofilica e as laminulas de vidro vistas pelo MEV sdo
materiais hifrofilicos. Andlises complementares serdo realizadas substituindo o material de
adeséo celular para visualizacdo de biofilme em MEV, ja que os isolados investigados se
apresentaram como potenciais formadores de biofilmes pelo método cristal violeta nos meios
de cultura testados.

Os isolados também foram analisados molecularmente pela técnica de tipagem ERIC-
PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - PCR). As sequéncias ERIC séo
localizadas em regides extragénicas do genoma bacteriano e tém sido utilizadas para a
caracterizagdo de bactérias por serem muito conservadas. O método de ERIC-PCR tem se
mostrado satisfatorio para tipagem de diferentes espécies bacterianas, como Pseudomonas
aeruginosa, Proteus vulgaris e Klebsiella Pneumoniae (Khosravi et al., 2016; Zhao e Dang,

2008; Seifi et al., 2016). Nesse estudo, ndo foi possivel diferenciar molecularmente os
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isolados clinicos dos ambientais nem entre os isolados de um mesmo grupo havendo,
portanto, duas possibilidades: contaminacdo do ambiente de estudo por bactérias de mesma
origem, ou limitacdo da técnica utilizada para diferenciacao de isolados de P. mirabilis.

Vale ressaltar que a técnica de ERIC-PRC em estudos anteriores de genotipagem da
espécie P. mirabilis apresentou boa discriminagdo isolada ou em combinagdo com outros
métodos (Michelim et al., 2008; Wei et al., 2014). Como alternativa, alguns autores sugerem
a combinacdo de duas ou mais técnicas de tipagem molecular a fim de se obter resultados
mais detalhados e discriminatdrios sobre a diversidade genética das bactérias (Kumar et al.,
2014; Khosravi et al., 2015). Contudo, P. mirabilis trata-se de um micro-organismo com
particularidades metabdlicas e genéticas relatadas na literatura, o que nos potencializa a
compreender ainda mais a dinamica de sobrevivéncia dessa bacteéria.

Os diferentes perfis de resisténcia encontrados ndo garante a presenca de clones
bacterianos distintos entre os isolados investigados, uma vez que foi observado clonalidade
entre os clinicos e ambientais. As bactérias hospitalares sdo mais expostas aos antibiéticos e,
comumente, adquirem diferentes genes de resisténcia as drogas rotineiramente utilizadas nos
tratamentos clinicos. Entretanto, a formacdo de biofilme, revelada através do método do
cristal violeta pelos isolados ambientais, pode ser um indicativo da necessidade de protecéo a
fatores adversos no meio em que vivem e, naturalmente, esse mecanismo de resisténcia
favorece a selegéo e disseminacdo de cepas resistentes no ambiente. Desse modo, a presenca
de enterobactérias no riacho Cavouco é um fator preocupante representando risco para a salde

publica.
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5 CONCLUSAO

e Todos os isolados bacterianos estudados foram confirmados pela técnica de MALDI-

TOF-MS como Proteus mirabilis com alto nivel de compatibilidade.

o Diferentes perfis de resisténcia foram observados entre os isolados clinicos e

ambientais, sendo que os isolados clinicos apresentaram maior perfil de resisténcia.

e Entre os isolados estudados, trés ambientais, apresentaram superficie celular

moderadamente hidrofébica e, os demais, hidrofilica.

e Todos os isolados, se mostraram produtores de biofilme pelo método do cristal violeta
com maior intensidade para os isolados ambientais. Neste estudo, ndo foi possivel
observar a formacdo de biofilme por MEV devido ao material utilizado para a adeséo

bacteriana.

e O biofilme dos isolados ambientes foi erradicado em mais de 50% para todos 0s
antimicrobianos testados. Enquanto que, entre os isolados clinicos, parte dos

antimicrobianos foi capaz de erradicar a formacao de biofilme (> 50%).

e Os diferentes perfis de resisténcia encontrados ndo garante a presenga de clones
bacterianos distintos entre os isolados investigados, uma vez que foi observado
clonalidade entre os clinicos e ambientais. No entanto, a presenca de enterobactérias
potencialmente produtoras de biofilme no riacho Cavouco é preocupante para a salde

publica.
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