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RESUMO

O riacho Cavouco corresponde a um riacho urbano que desagua em um dos principais rios do
estado de Pernambuco, o rio Capibaribe. Esse riacho tem sua nascente no Campus- Recife da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e possui uma extensdo de aproximadamente 6
Km. O presente estudo objetivou avaliar a qualidade da agua e verificar a eficiéncia de
diferentes técnicas para identificacdo microbiana nesse ambiente, além de comparar perfis
fenotipicos e genéticos de isolados ambientais e clinicos de Klebsiella pneumonie e avaliar o
efeito do merctrio (Hg™) na formacio de biofilme. Foram realizadas coletas de dgua em
cinco pontos estratégicos do riacho Cavouco e as espécies bacterianas foram identificadas
usando métodos bioquimicos e moleculares. Para avaliar a qualidade da agua foram
quantificados os coliformes totais e termotolerantes. O perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos dos isolados de K. pneumoniae toi verificado por meio do método de difusdo
em disco. A resisténcia ao Hg'™ foi determinada pela concentragdo minima inibitéria (CMB) e
pela presenca do gene merA. A capacidade de formacgao de biofilme e sua resposta a presenga
e auséncia do Hg”" foram avaliadas utilizando os seguintes procedimentos: crescimento em
Vermelho Agar Congo, método do Cristal de Violeta, analise de hidrofobicidade, presenca
dos genes cps, fimH e mrkD, e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Todas as
amostras coletadas foram positivas para coliformes totais e termotolerantes indicando que o
ambiente estudado encontra-se impactado. Em relagdo a caracterizagdo da microbiota local
foram identificados fenotipica e confirmados molecularmente 75 isolados bacterianos,
pertencentes a 14 géneros incluindo gram-positivos (Bacillus, Staphylococcus,
Brachybacterium, Exiguobacterium) e gram-negativos (Acinetobacter, Enterobacter,
Brevundiomonas, Alcaligenes, Klebsiella, Proteus, Escherichia, Pseudomonas, Providencia),
0s quais correspondem aos primeiros representantes da Bacterioteca de Ambientes Aquaticos
Impactados da UFPE. As andlises revelaram perfis distintos de resisténcia ao metal e
antimicrobianos, bem como nas respostas as diferentes concentracdes do metal na formagao
de biofilme, entre os isolados clinicos e ambientais de K. pneumoniae. Essa diversidade foi
confirmada através da técnica ERIC-PCR que revelou perfis genéticos distintos dentro e entre
os dois grupos investigados. Os resultados revelam a diversidade microbiana no riacho
Cavouco por meio de técnicas moleculares e demonstra a eficiéncia da técnica MALDI-TOF-
MS na identifica¢do de isolados de ambientes aquaticos impactados. Os dados demonstram

que o “Cavouco” encontra-se poluido, albergando e disseminando bactérias patogénicas sendo



necessario um constante monitoramento desse ecossistema visando a diminui¢do do impacto

ambiental e a qualidade a satde publica.

Palavras-chave: MALDI-TOF-MS. Gene [6s rRNA. Metais pesados. Biofilme. Satude
Publica.



ABSTRACT

The Cavouco stream corresponds to an urban stream that flows into one of the main rivers of
the state of Pernambuco, the Capibaribe river. This stream has its source in the Campus-
Recife of the Federal University of Pernambuco (UFPE) and has an extension of
approximately 6 km. The present study aimed to evaluate the water quality and verify the
efficiency of different techniques for microbial identification in this environment, besides to
compare phenotypic and genetic profiles of environmental and clinical isolates of Klebsiella
pneumoniae and to evaluate the effect of mercury (Hg" %) on biofilm formation. Water
samples were collected at five strategic points of the Cavouco stream and bacterial species
were identified using biochemical and molecular methods. To evaluate the water quality, total
and thermotolerant coliforms were quantified. The antimicrobial susceptibility profile of the
K. pneumoniae isolates was verified by the disc diffusion method. Resistance to Hg ~? was
determined by the minimal inhibitory concentration (MIC) and the presence of the merA4 gene.
The ability of biofilm formation and its response to the presence and absence of Hg” © were
evaluated using the following procedures: growth in Congo Red Agar, Violet Crystal method,
hydrophobicity analysis, presence of cps, fimH and mrkD genes, and scanning electron
microscopy (SEM). All collected samples were positive for total and thermotolerant coliforms
indicating that the studied environment was impacted. Seventy-five bacterial isolates
belonging to 14 genera including Gram-positive (Bacillus, Staphylococcus, Brachybacterium,
Exiguobacterium) and Gram-negative (Acinetobacter, Enterobacter, Brevundiomonas,
Alcaligenes, Klebsiella, Proteus, Escherichia, Pseudomonas, Providencia), which correspond
to the first representatives of the Bacterioteca of Aquatic Environments Impacted of the
UFPE. The analyzes revealed distinct profiles of metal and antimicrobial resistance as well as
responses to different metal concentrations in biofilm formation between the clinical and
environmental isolates of K. pneumoniae. This diversity was confirmed by the ERIC-PCR
technique that revealed distinct genetic profiles within and between the two groups
investigated. The results reveal the microbial diversity in the Cavouco stream by means of
molecular techniques and demonstrate the efficiency of the MALDI-TOF-MS technique in the
identification of isolated aquatic environments. The data demonstrates that the "Cavouco" is
polluted, harboring and disseminating pathogenic bacteria and it is necessary a constant
monitoring of this ecosystem aiming at the reduction of the environmental impact and the
quality to the public health.

Keywords: MALDI-TOF-MS. 16s rRNA gene. Heavy Metals. Biofilm. Public Health.
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1 INTRODUCAO

O ambiente aquatico ¢ altamente complexo e diversificado, compreendendo varios
tipos de ecossistemas que sao produtos dindmicos de interagdes complexas entre componentes
bioticos e abidticos caracteristicos de cada um deles. Alteracdes nas propriedades fisicas e
quimicas desses ecossistemas podem afetar significativamente o equilibrio das formas de vida
ali presentes (RAND; WELLS; MCCARTY, 1995; ZHANG; ZHANG; FANG, 2009).

Nas ultimas décadas esses ecossistemas tém sido alterados de maneira significativa em
funcdo de multiplos impactos ambientais advindos do lancamento de grandes quantidades de
efluentes sem tratamento prévio adequado, resultando na escassez dos recursos naturais ainda
existentes (FREITAS, et al., 2011; FAGUNDES, 2009). Dentre os principais poluentes que
desencadeiam impactos negativos as formas de vida destacam-se os metais pesados. A
presenca desses contaminantes pode causar modificacdes na estrutura e na funcdo das
comunidades microbianas (DIXIT et al., 2015), as quais podem desenvolver varios
mecanismos de resisténcia que possibilitem sua sobrevivéncia (ADARSH et al., 2007). Além
disso, a resisténcia a metais pesados pode contribuir para a evolu¢ao de genes de resisténcia
aos diferentes tipos de antimicrobianos devido ao aumento da pressao seletiva no ambiente
(SARMA et al., 2010).

Dentre os metais toxicos mais prevalentes no ambiente, destaca-se o mercurio (Hg+2).
Esse metal pode ser emitido por inumeras fontes naturais e antropogénica e, por ser
recalcitrante a biodegradagdo frequentemente ele persiste no meio (JAN et al., 2009;
BARKAY et al., 2005). Bactérias resistentes ao mercurio tém sido encontradas em diferentes
ambientes incluindo solos (MAHBUB et al., 2017), sedimentos (WU et al., 2016), dgua (JAN
et al., 2016) e, recentemente em amostras clinicas (PEREZ-VALDESPINO et al., 2013;
YANG et al, 2018).

A capacidade de adaptacdao, bem como as diferengas metabolicas e fisioldgicas sao
caracteristicas essenciais para que microorganismos permanecam nesses locais. Um dos
mecanismos adaptativos presentes em bactérias que vem sendo frequentemente investigado ¢
a formagao de biofilme (CHOUDURI; WADUD, 2014). Biofilmes sdo estruturas compostas
principalmente de células microbianas e de uma matriz formada por um aglomerado de
substancias poliméricas extracelulares (EPS) (TRENTIN et al., 2013). Células crescidas em
biofilme apresentam algumas propriedades distintas das células planctonicas, uma delas ¢ a
resisténcia aumentada aos antimicrobianos e metais pesados (FLEMMING; WINGENDER,
2010).
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Diante desse contexto, diferentes tipos de analises e monitoramentos sdo necessarios
para avaliar as comunidades microbianas provenientes de ambientes impactados. Varios
estudos tém utilizado métodos tradicionais de isolamento seletivo e cultivo de
microrganismos para caracterizagdo desses ambientes. Contudo, esses métodos possuem
limitagdes devido as variacdes das caracteristicas fenotipicas das bacterias (WOO et al.,
2008). Por esta razdo, outras técnicas, como o sequenciamento do gene 16S ¥rRNA e a matrix-
assisted laser desorption/ionization-time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS), sdo
propostas por serem capazes de fornecer informagdes de forma rapida e confidvel, permitindo
compreender a dinamica e distribuicao de bactérias no ambiente (SILVA, et al., 2014).

O riacho Cavouco ¢ 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). Durante seu percurso, esse riacho recebe um aporte de carga
poluidora de residuos provenientes de laboratorios de ensino e pesquisa; residuo hospitalar,
além de despejo doméstico oriundos da populagdo circunvizinha. O efeito cumulativo dos
residuos descartados inadequadamente vem provocando mudangas na dinamica desse
ecossistema, afetando a qualidade da agua, a micro e macro fauna e flora existentes
(ARAUJO; OLIVEIRA, 2013; FREITAS et al., 2016).

O presente estudo tem como objetivo caracterizar a microbiota do Riacho Cavouco por
meio de diferentes técnicas de identificagdo, e comparar os perfis fenotipicos e genéticos de
isolados clinicos e ambientais de Klebsiella pneumoniae, além de avaliar o efeito do mercurio

na formacao de biofilme nessa espécie.
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1 OBJETIVOS

1.1 GERAL

Avaliar a qualidade da 4gua e caracterizar a microbiota do riacho Cavouco por meio
de diferentes técnicas, além de comparar perfis genotipicos e fenotipicos de isolados

ro_. . . . . . . ;. +.
clinicos e ambientais de Klebsiella pneumoniae e avaliar o efeito do mercurio (Hg>")

sobre a formagao de biofilme.

1.2 ESPECIFICOS

Realizar o isolamento e a caracterizagdo bacteriana em diferentes pontos do riacho
Cavouco;

Avaliar e comparar a eficiencia das diferentes tecnica utilizadas na diferenciagdo das
especies investigadas;

Avaliar a qualidade da dgua por quantificagao de coliformes totais e termotolerantes;
Analisar e comparar isolados clinicos e ambientais de K. pneumoniae quanto ao perfil
de susceptibilidade a antimicrobianos e a capacidade de formagao de biofilmes na
presenca e auséncia do mercurio;

Avaliar a hidrofobicidade da superficie celular dos isolado de K. pneumoniae;
Pesquisar a presenca dos genes cps, fimH, mrkD e merA em isolados clinicos e
ambientais de K. pneumoniae;

Analisar a diversidade genética entre isolados de K. pneumoniae.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 AMBIENTE AQUATICO IMPACTADO

A 4gua ¢ um recurso natural indispensavel a sobrevivéncia do homem e dos demais
seres vivos (ANA, 2012; PAZ et. al., 2000). Segundo Raucci (2001), 97% da dgua do planeta
encontram-se nos oceanos, ¢ dos 3% restantes, apenas 0,3% estd disponivel para o consumo
humano, sendo armazenada em mananciais, lagos, rios e lencéis subterraneos.

A 4gua destinada para o consumo humano deve obedecer aos padrdes de potabilidade,
ou seja, deve estar livre de qualquer contaminagdo, seja esta de origem quimica, fisica,
radioativa ou microbioldgica, ndo devendo oferecer riscos a saide humana (CONAMA,
2011).

Segundo a Organizagao das Nagdes Unidas (ONU), o acesso ao abastecimento de agua
e saneamento ¢ um direito humano, sendo vital para a dignidade e satide de todas as pessoas.
Entretanto, ainda existe cerca de 1,1 bilhdes de pessoas sem acesso a dgua potavel e 2,4
bilhdes de pessoas sem acesso a servicos de saneamento basico (WHO, 2014).

A diminuicdo da qualidade da agua tornou-se um dos mais graves problemas
mundiais, fato que vem sendo intensificado pelo aumento da populagdo e a auséncia de
politicas publicas destinadas para a preservagdo dos recursos hidricos. Segundo a Organizagao
Mundial da Saiude - OMS (2016), aproximadamente, metade da populagdo mundial em
desenvolvimento serd acometida por doengas diretamente relacionadas com a agua fora dos
padrdes de qualidade e/ou com falta de saneamento adequado ou mesmo inexistente.

A contaminacdo das aguas naturais representa um dos principais riscos a saude
publica, fato que esta diretamente relacionado com a descarga de efluentes domésticos,
hospitalares e industriais ndo tratados, que provocam a contaminagdo dos corpos aquaticos
por microrganismos patogénicos, como bactérias, virus, protozoarios € ovos de helmintos

(GELDREICH, 1998).

2.2 MICRORGANISMOS EM AMBIENTES AQUATICOS IMPACTADOS

O ambiente aquatico ¢ altamente complexo e diversificado, compreendendo varios
tipos de ecossistemas como os rios, lagos, riachos, estuarios mares e oceanos. Todos esses
ecossistemas sdao produtos dindmicos de interagdes complexas entre componentes bidticos e

abidticos caracteristicos de cada um deles. Alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas
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desses ecossistemas podem afetar significativamente as formas de vida ali presentes (RAND;
WELLS; MCCARTY, 1995; ZHANG; ZHANG; FANG, 2009).

O crescimento acelerado da populagdo e da urbanizacao tem gerado grandes mudangas
nesse ambiente, tais como: desvio do curso natural de rios, lancamentos de efluentes
domésticos e industriais ndo tratados, desmatamentos, mineracdo, eutrofizacdo artificial e
outros (GOURLART; CALLISTO, 2003), trazendo consequéncias diretas e indiretas para os
ecossistemas.

No ambiente aquatico, o principal fator que pde em risco a saude publica ¢ a
ocorréncia de poluicdo de origem fecal, pela presenca de diversos microrganismos
patogénicos (GELDREICH, 1998). Segundo a Organizacdo Mundial da Satide - OMS (2016),
a dgua contaminada por esses microrganismos ¢ responsavel por 80% das doencas nos paises
em desenvolvimento.

Outro problema que atinge o ambiente aquatico ¢ a contaminagdo por bactérias
resistentes provenientes dos seres humanos e animais expostos a antimicrobianos
(SKAKIBALIE et al., 2009; AL-BAHRY et al., 2009; GUSATTI et al., 2009; PRADO, et al.,
2008), bem como pela eliminacdo de residuos antimicrobianos provenientes de efluentes
domésticos e hospitalares.

Os antimicrobianos sdo a principal fonte de mudangas em microambientes naturais e
estudos vém demonstrando que estes representam um risco ao ambiente ¢ a satide humana,
mesmo em baixas concentragdes (KUMMERER, 2009), podendo persistir no ambiente
aquatico por varios meses ap6os a administracdo (POULIQUEN; LE, 1996; HIRSCH et al.,
1999), afetando a comunidade microbiana ¢ introduzindo a resisténcia bacteriana ao ambiente
(TENDENCIA; DE LA PENA, 2002).

Dentre diferentes nichos ecoldgicos, o ambiente aquatico € considerado o mais
eficiente para a selecdo de populacdes bacterianas resistentes. Este ambiente ¢ propenso a
constantes mudangas que podem exercer uma pressao seletiva, favorecendo a evolugdo destes
microrganismos com relacdo ao processo de adaptagdo a diversos agentes antimicrobianos
(WOODFORD et al., 2014).

As bactérias possuem a capacidade de se multiplicar em curto espago de tempo, sofrer
mutagdo e trocar seu material genético entre linhagens da mesma espécie ou até entre géneros
(CARATTOLLI, 2009). Estudos sugerem que o aumento da frequéncia de bactérias resistentes
na agua ¢ influenciado pela troca de genes de resisténcia, por meio de elementos genéticos
moveis, como plasmideos e transposons codificadores de resisténcia aos antimicrobianos

(ALI ABADI; LEES, 2000; WEGENER; MOLLER, 2000; LU et al., 2010).
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Além dos antimicrobianos, outros poluentes podem desencadear impactos negativos as
formas de vida presentes nesse ambiente. Dentre os principais poluentes, destacam-se 0s
metais pesados que ao serem introduzidos no ambiente também podem causar modificagdes
na estrutura e na funcao das comunidades microbianas (DOELMAN et al., 1994).

Diante do aumento da concentracdo de metais pesados no ambiente, em grande parte
devido as atividades humanas, microrganismos vém desenvolvendo varios mecanismos de
resisténcia que permitam sua sobrevivéncia (ADARSH et al. 2007). Entretanto, esses
mecanismos podem desencadear sérias implicagdes, visto que, podem contribuir para a
evolucdo de genes de resisténcia a antimicrobianos devido ao aumento da pressdo seletiva no

ambiente (SARMA et al., 2010).

2.3 CARACTERISTICAS GERAIS DOS METAIS PESADOS

O termo “metais pesados” ¢ utilizado para identificar um grupo de elementos quimicos
que apresentam densidade atdmica maior que 5g cm™ ou que possuem numero atdmico maior
que 20 (MARQUES et al., 2002). Alguns desses elementos, como Sédio (Na), Magnésio
(Mg), Potassio (K), Calcio (Ca), Zinco (Zn) e Cobre (Cu), sdo microelementos essenciais
para varias formas de vida, pois sdo necessarios para o funcionamento de algumas rotas
metabolicas (AGUIAR et al., 2002). Entretanto, o excesso ou caréncia desses elementos pode
levar a disturbios nos organismos, € em casos extremos, até¢ a morte (VIRGA et al., 2007). Ja
outros elementos como mercurio (Hg), chumbo (Pb), cadmio (Cd) e arsénio (As), sdo
altamente toxicos mesmo quando presentes em baixas concentragdes, € respondem pela
maioria dos problemas de satde devido a poluicdo ambiental (WHO, 1996).

Os metais pesados participam do ciclo ecobiologico global, derivam de intimeras
fontes e sdo transportados dinamicamente através da atmosfera, solo e dguas e por nao serem
biodegradaveis, podem permanecer no ambiente por longos periodos (LINDE et al., 1996).
Nos sistemas aquaticos podem ser introduzidos como resultado de processos naturais, como
intemperismo, erosdo e erupc¢des vulcanicas (FOSTER; CHARLESWORTH, 1996).
Entretanto, nas ultimas décadas, o aumento da urbanizacao ¢ industrializagao tem contribuido
para o grande aumento desses contaminantes no meio ambiente, em todo o mundo
(FASHOLA et al., 2016).

Dentre os varios metais, mercurio, cddmio e chumbo destacam-se por estarem
associados a contaminag¢des do ambiente aquatico, podendo causar problemas de intoxicagao

ao homem e demais organismos. Estes elementos sdo capazes de reagir com moléculas e com
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ligantes presentes nas membranas celulares, conferindo-os as propriedades de bioacumulagao,
biomagnificacdo na cadeia alimentar, persisténcia no ambiente e disturbios metabolicos dos

seres vivos (TAVARES; CARVALHO, 1992).

2.3.1 Caracteristicas Gerais do Mercurio

O mercutrio (Hg) é um elemento quimico de massa atomica 200,5 e pontos de fusdo
igual a -38,87° C e de ebulicdo 356,9° C, sendo o inico metal que se apresenta no estado
liquido a temperatura ambiente (25° C) (HOBMAN; BROWN, 1997). Pode ser encontrado
em diferentes espécies quimicas com solubilidade, reatividade e toxicidade distintas. No
ambiente pode apresentar-se como um composto inorganico e/ou organico. Na forma
inorganica pode ser encontrado sob trés diferentes estados de oxidagdo: o Hg elementar (Hg"),
o qual se encontra principalmente na forma de gis, o ion mercuroso (Hg'), forma pouco
estavel em sistemas naturais, € o ion mercurico (Hg+2). Na forma orgénica, o ion mercurico
apresenta-se ligado covalentemente a um radical organico, sendo o metilmerctirico (CHsHg")
e o dimetilmercurico ((CH3),Hg) os mais comuns (CANELA, 1995; HORVAT et al., 1996;
JARDIM, 1988).

Este metal ¢ emitido para o ambiente por fontes naturais (erup¢des vulcanicas e
presenca em sedimentos) e antropogénicas, como o processamento de minérios, fabricagdo de
cloro/soda-caustica, tintas, pesticidas, fungicidas, produtos odontoldgicos, entre outros
(CANELA, 1995; CLARKSON, 1990; MAXSON, 2005). Nao apresenta funcdo biologica
estabelecida, podendo ser altamente toxico dependendo da sua forma quimica, causando
diferentes impactos no ecossistema e na saiude humana (JAN, et. al., 2009; MAXSON, 2005).

Nos ambientes aquaticos, a especiagdo do mercurio ¢ influenciada pela interacdo com
a biota e complexos organicos e inorganicos presentes na coluna d’adgua e sedimentos
(RAVICHANDRAN, 2004). Nesses ambientes, a emissao de mercurio representa um sério
risco ambiental devido a possibilidade de biotransformag¢do do merclrio inorganico em
metilmercurio pela agcdo de bactérias, principalmente nos sedimentos.

O metilmercurio ¢ um composto lipossoluvel, e por isso, ¢ facilmente absorvido pelas
membranas biologicas. Possui a capacidade de permanecer por longos periodos nos tecidos
dos organismos, acelerando a bioacumulagdo e a biomagnifica¢do nas cadeias alimentares e,
portanto, maximizando seus efeitos na saide humana (INTERNATIONAL PROGRAMME
ON CHEMICAL SAFETY —IPCS, 1990; PORCELLA, 1994; ROULERT et. al., 1998a; LIN;
PEHKONEN, 1999; BOENING, 2000; AMORIM et al., 2000).
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2.4 RESISTENCIA A METAIS PESADOS

A contaminagdo ambiental por metais pesados vem aumentando nos tltimos anos, em
virtude das mais diversas atividades antropogénicas. Os metais pesados por ndo serem
biodegradaveis, apresentam a tendéncia a biomagnificacdo e bioacumulacdo e sdo
extremamente toxicos a varias fungdes bioldgicas, causando sérios impactos ao meio
ambiente e a saude humana (LI et al., 2013).

Microrganismos presentes em ambientes contaminados desenvolveram diferentes
mecanismos de resisténcia para se adaptarem ao estresse causado por metais pesados. A
capacidade de sobreviver nessas condi¢des extremas depende de atributos bioquimicos e
fisiologicos adquiridos, além de adaptagdes genéticas (ABOU-SHANAB et al., 2007).

Dentre os varios mecanismos, intra ¢ extra-celulares, destacam-se: bioacumulagdo
(BLINDAUER et al., 2002), biossorcao (QUINTELAS et al., 2013), biomineralizacdo e
precipitagdo (PODDA et al., 2000; MIRE et al., 2004), oxidacdo e reducdo enzimatica do
metal para a forma menos toxica (SILVER, 1996), producdo de sider6foros (SCHALK et al.,
2011) e formagao de biofilme (TAGA; BASSLER, 2003; VON BODMAN et al., 2003).

Viérios estudos sugerem que a contaminagdo por metais no ambiente natural pode ter
um papel importante na manutengao e proliferacdo da resisténcia aos antimicrobianos (Tabela
1), (SUMMERS, 2002; SUMMER et al., 1993; ALONSO et al., 2001). No meio ambiente, a
pressdo seletiva exercida pelos metais podem selecionar isolados resistentes de maneira
semelhante aos antibidticos, uma vez que ambos 0s genes de resisténcia estao frequentemente
localizados nos mesmos elementos moveis (FUGIMORE et al., 1996; MCINTOSH et al.,
2008) .

Martins et al. (2014) observaram que isolado de Pseudomonas aeruginosa, obtido de
um rio contaminado do sudeste brasileiro, apresentava um plasmideo conjugativo com co-
resisténcia a tetraciclina e cobre, reforcando que a resisténcia aos antibioticos pode ser
induzida pela pressdo seletiva de metais pesados no ambiente. Caille et al. (2007)
demonstraram que em Pseudomonas aeruginosa, o cobre pode induzir a resisténcia ao
imipenem pelo mecanismo de sistema regulatorio de dois componentes CopR-CopS. Ghosh et
al. (2000) verificaram a resisténcia a ampicilina, arsénio, cromo, cadmio e mercurio em
plasmideos de isolados de Salmonella abortus equi e observaram que apds a remocao dos

plasmideos os isolados tornaram-se sensiveis a esses compostos.
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Tabela 1: Exemplos de caracteristicas estruturais e funcionais compartilhadas em mecanismos de resisténcia a
metais e antibidticos

Mecanismos de Metais pesados Antibioticos Referéncias
resisténcia
Redugdo na As, Cu, Zn, Mn, Cip, Tet, Cholr, - . .
permeabilidade Co, Ag lactdmicos Silver (1996), Ruiz (2003)
Alteragdo da droga ¢ do A Mukhopadhyay et al.
metal As, Hg B-lactamicos, Chlor >\ Wright (2005)
Boodadrogredomen  CHCHZN TLCNOn s 003, Lowy Co02)
Alteragdo da sinalizagdo He. Zn. C Cip, B-lactamicos, Barkay et al. (2003),
celular & 20, LU Trim, Rif Roberts (2005)

Abreviagdes: Cholr-clorofenicol; Cip-ciprofloxacina; Rif- rifampicina; Tet-tetraciclina; Trim-trimetropim.
Fonte: Adaptada de Baker-Austin et al. (2006).

Com o intuito de corroborar com a evidéncia da co-resisténcia de metais e antibioticos,
alguns estudos compararam os perfis de resisténcia de bactérias coletadas em ambientes
contaminados e nao contaminados. Rasmussen e Sorensen (1998) demonstraram um aumento
na ocorréncia de plasmideos conjugativos em locais contaminados € observaram que os genes
de resisténcia a mercurio e a tetraciclina estavam localizados no mesmo plasmideo.
MacArthur e Tuckfield (2000) examinaram perfis de resisténcia a metais e antibidticos, em
sedimentos de riacho contaminados e nao contaminados, € observaram que os isolados
obtidos do sedimento contaminado apresentaram-se mais resistentes a canamicina e
estreptomicina que os demais.

Desse modo, ndo apenas o uso indiscriminado de antibidticos, mas também a
contaminagdo ambiental por metais pesados podem oferecer riscos € danos a saide humana,
visto que os genes de resisténcia podem ser transferidos horizontalmente dos microrganismos

ambientais para os comensais humanos (BAKER-AUSTIN et al., 2006).

2.5 CARACTERISTICAS GERAIS DA Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae ¢ uma espécie do género Klebsiella, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, apresenta-se como um bacilo Gram-negativo, aerébio facultativo, imovel
e ndo esporulado. E envolvido por capsulas mucoides polissacaridicas que tém como fungdo
protecdo contra agdo bactericida e fagocitose, além de auxiliar na aderéncia celular
(MARTINEZ et al., 2004). Como caracteristicas bioquimicas, sdo Voges-Proskauer positivo,
producdo de indol e H,S negativos, arginina e ornitina negativos ¢ mobilidade negativo,

utilizagdo de citrato positivo e producdo de uréase positivo (MURRAY et al., 2005).
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Em contraste a outros patdogenos bacterianos, K. pneumoniae ¢ ubiqua na natureza. Os
seus habitats nao clinicos incluem fontes ambientais como aguas de superficie, solo,
vegetacao, esgotos e efluentes industriais, bem como a colonizagdo comensal de superficies
mucosas em humanos e outros animais (BARATI et al., 2016; STAHLHUT et al., 2009).
Alguns estudos vém demonstrando que K. pneumoniae de origem ambiental sdo altamente
similares a isolados clinicos, compartilhando caracteristicas fenotipicas e genéticas
(MATSEN et al., 1974; PDSCHUN et al., 2000; BARATI et al., 2016).

E considerado um patdgeno oportunista por acometer pacientes imunocomprometidos
hospitalizados e em condi¢cdes debilitantes, sendo responsavel por uma variedade de
infec¢des, tais como pneumonia, septicemia, infec¢des urinarias e pulmonares (TRABULSI et
al., 2008). Em individuos sadios, esta bactéria ¢ encontrada com frequéncia de 19% nas fezes
e de 1 a 6% na orofaringe. Em pacientes hospitalizados pode haver um aumento dessa
frequéncia para 77% nas fezes e 19% na orofaringe (PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

A importancia dessa espécie bacteriana no ambiente hospitalar esta relacionada com a
capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, principalmente
aos P-lactamicos, o que pode ser explicado pela facilidade na aquisi¢ao de plasmideos de
resisténcia (TRABULSI et al., 2008; FATIMA et al., 2018). A multirresisténcia apresentada
por K. pneumoniae estd se tornando um problema de saude publica, sendo em grande parte
relacionada com os isolados que expressam enzimas beta-lactamases de espectro estendido
ESBLs que hidrolisam um amplo espectro de B-lactamicos (MILLIS et al.,, 2016;
MOGHADAMPOUR et al., 2018).

A resisténcia a outras classes de antimicrobianos entre isolados produtores de ESBL
limita as opg¢des terapéuticas, tornando os carbapenémicos os agentes mais eficientes
(SCHWABER et al., 2005; TUMBARELLO et al., 2007). Entretanto, esta espécie apresenta
um eficiente mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos, conhecido como Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) (NORDMANN et al., 2009). Varios estudos tém
reportado a frequéncia de isolados produtores de KPC em diferentes partes do mundo,
inclusive no Brasil (YEGNESWARAN, et al., 2010; CABRAL et al., 2012; TANSARLI et
al., 2018), sendo relacionada com os altos indices de morbidade e mortalidade produzida por
essa bactéria (KANWAR et al, 2018).

A patogénese e a capacidade de persisténcia em diferentes ambientes por K.
pneumoniae esta relacionada com sua capacidade de formar biofilmes (BARRETO et al,
2009) e regular a expressao de varios fatores de viruléncia (DAVIS et al, 2015;

RUNCHAROEN et al. 2017). Alguns estudos tém analisado a relagdo entre a formagdo de
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biofilme e a susceptibilidade e penetracdo de antimicrobianos. Ander et al. (2000)
evidenciaram a limitada capacidade de penetragdo dos antimicrobianos ampicilina e
ciprofloxacina em biofilmes formados por K. pneumoniae. Bellifa et al. (2013) reportaram a
resisténcia de isolados formadores de biofilme, obtidos de dispositivos médicos, a outros
antimicrobianos como gentamicina, cefotaxima e ciprofloxacina.

A formacdo de biofilme por esta bactéria estd relacionada também a fatores de
viruléncia. K. pneumoniae produz varios fatores de viruléncia, como as adesinas fimbriais,
sider6foros, antigenos S e antigenos capsulares (PODSCHUN; ULLMANN, 1998; MELO et
al., 2014; LOPES et al, 2016). Dentre esses fatores, a producdo de capsula polissacaridica e as
fimbrias tipo 1 e tipo 3 predominam em K. pneumoniae e contribuem para a formagao dessas

estruturas (LI et al., 2014).

2.6 CARACTERISTICAS GERAIS DOS BIOFILMES

Biofilme ¢ uma estrutura porosa e complexa, formado por uma ou mais espécies de
microrganismos, organizada em varias camadas aderidas de modo irreversivel a uma
superficie biotica ou abidtica e envolvidas numa matriz composta por substancias poliméricas
extracelulares (EPS) (TRENTIN et al., 2013). Sdo formados de maneira dindmica e gradual,
envolvendo vérias etapas. A primeira ¢ a adesdo bacteriana reversivel que pode ocorrer em
superficies bioticas, mediadas por interagdes moleculares ou em superficies abidticas, por
meio de interagdes fisico-quimicas. A segunda consiste na adesdo irreversivel, onde ocorre a
consolidagdo do processo de adesdo por meio da produgdao de EPS. Apds o estabelecimento e
amadurecimento da matriz protetora na fase irreversivel, o ciclo ¢ finalizado com a ruptura do
biofilme e a liberagdo das células bacterianas (Figura 1) (TRENTIN et al., 2013; MONROE,
2007).

Figura 1: Representacdo das etapas da adesdo e formagao de biofilme bacteriano.

Dispersio
de céhulas

Células maduro
plancténicas

Fonte: Adaptado de Monroe (2007).
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As bactérias na forma de células livre (planctonicas) ndo sdo frequentemente
encontradas na natureza, a maioria delas vive em comunidades ou aderidas a diversas
superficies bidticas ou abidticas, como por exemplo, equipamentos clinicos e industriais.
Viarios fatores podem contribuir para a adesdo bacteriana como: flagelos, fimbrias, adesinas e
polimeros, além de forcas de adesdo como atracdo eletrostatica e hidrofobica, interagdes de
var der Waals, pontes de hidrogénio e ligacdes covalentes (FLEMMING; WINGENDER,
2010).

A formacao de biofilme ¢ uma estratégia eficaz para a sobrevivéncia e persisténcia
microbiana em condigdes de estresse, como por exemplo, na presenga de antimicrobianos e
metais pesados (AZEVEDO; CERCA, 2012). Estudos tém demonstrado que concentragdes
sub-inibitorias de antimicrobianos podem induzir a formacao de biofilme (KAPLAN et. al,
2012; HENNEQUIN et al., 2012). De forma semelhante, diversos trabalhos tém reportado o
aumento na formacao de biofilme na presenca de diferentes metais, como niquel (PERRIN et
al., 2009), cadmio (WU et al., 2015), chumbo (GIOVANELLA et al., 2017), entre outros.

Além disso, devido a proximidade de bactérias no estado de biofilme, pode ocorrer
troca de material genético através de elementos genéticos moveis (MADSEN et al., 2012).
Desse modo, essa estrutura pode permitir a transferéncia de genes de resisténcia, facilitando o
surgimento de cepas multirresistentes que sdo rapidamente disseminadas no meio ambiente

(KRAGH et al., 2016).

2.7 METODOS DE IDENTIFICACAO MICROBIANA

Tradicionalmente, as técnicas de identificacdo e diferenciacdo de linhagens bacterianas
sdo baseadas nas caracteristicas morfologicas e fenotipicas das amostras. Contudo, essas
técnicas convencionais sao, muitas vezes, limitadas por sua baixa capacidade de diferenciagao
entre linhagens de uma determinada espécie e também devido, muitas vezes, a baixa
reprodutibilidade dos testes (OLIVE; BEAN, 1999).

Com o avanco da biologia molecular, diversas técnicas foram desenvolvidas para a
identificacdo e caracterizacdo de microrganismos, contribuindo significativamente para um
grande avancgo do conhecimento da diversidade microbiana. Em geral, essas técnicas baseiam-
se na analise das proteinas e principalmente dos acidos nucleicos, apresentando diferentes
niveis de resolucdo para a detec¢do da variabilidade genética entre linhagens bacterianas

(PALLERONI, 1993)
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2.7.1 Gene 16S rDNA

O ribossomo das células procarioticas ¢ constituido pelo RNA ribossomal e por varias
proteinas. Ele ¢ composto de duas subunidades principais, a 40S (subunidade maior) e a 30S
(subunidade menor). Na subunidade maior estdo as moléculas de 23S, 5S rRNA e mais 31
proteinas. Na subunidade menor estdo o /6S rRNA e mais 21 proteinas (WOODSON;
LEONTIS, 1998).

Os genes que codificam os rRNAs procaridticos sdo organizados em operons (rrn
operon) formados pelos trés genes que codificam os rIRNA: 16S ¥rDNA, 23S ¥rDNA e 5S rDNA.
Cada um desses genes ¢ separado por uma regido espacgadora intergénica (ISRs), que contém
um ou mais genes de RNA transportador (tRNA) (CLARRIDGE, 2004)

Esses genes correspondentes aos RNAs ribossomicos sdao utilizados para as
determinagdes filogenéticas, pois apresentam todas as caracteristicas que definem um
marcador molecular, tais como: a) estdo universalmente distribuidos e tém a mesma funcao
em todos os organismos; b) originaram-se de genes ancestrais comuns, portanto sao
homologos; ¢) possuem regides bastante conservadas e outras mais variaveis, onde a taxa de
variacao nucleotidica pode ser estatisticamente correlacionada com a distancia entre géneros e
espécies (CLARRIDGE, 2004) e d) os rRNAs 16S e 23S sdo moléculas razoavelmente
grandes, tendo portanto informagdes suficientes para comparagdes estatisticamente
significativas (ROSADO et. al., 1997).

O gene 16S rDNA possui aproximadamente 1500 nucleotideos e geram grande
quantidade de informacdes uteis para inferéncias filogenéticas. O gene 23S rDNA tem
aproximadamente 3000 nucleotideos e contem duas vezes mais informagdes que o gene /6S
rDNA. Apesar disso, esta regido por ser menor, tem maior facilidade de sequenciamento,
sendo assim a mais utilizada para propositos taxonomicos. Contudo, o 23S rDNA tem sido
utilizado como suplemento para os dados gerados pelo estudo do /6S *rDNA em organismos
intimamente relacionados (STAHL, 1997).

A andlise comparativa de sequéncias nucleotidicas do gene /6S rDNA tem sido
largamente utilizada em estudos taxondmicos e de identificacdo de bactérias. A vantagem de
utilizar essa técnica ¢ a disponibilidade de um grande numero de sequéncias desse gene
depositadas em bancos de dados como Gen-Bank, RDP, EMBL, possibilitando a comparacao
de novas sequéncias obtidas com as sequéncias presentes nessas bases (COUTINHO et al.,

1999).
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2.7.2 Caracteristicas Gerais do MALDI-TOF-MS

Em microbiologia, a técnica de MALDI-TOF-MS (Figura 3) ¢ utilizada para
identificar uma diversidade de microorganismos incluindo bactérias, fungos e virus. Devido a
capacidade para caracterizar microrganismos, essa técnica tem sido amplamente aplicada em
diagnosticos clinicos, € em menor propor¢do em trabalhos de monitoramento ambiental e
controle da qualidade de alimentos. Além disso, os materias utilizados em experimentos por
esse método sdo de baixo custo financeiro (SANTOS et al., 2013; NOWAKIEWICZ et al,
2017).

Figura 2: Representagdo esquematica das etapas de analise por MALDI-TOF-MS.
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Com analiios assistida por matriz (MALDI)

Fonte: Adaptado de Croxatto; Prod’hom; Greub (2012).

O processo de identificagdo por meio dessa tecnologia baseia-se na analise de
impressoes digitais de proteinas ribossdmicas, bem como de proteinas basicas. Como a massa
proteica ¢ representada por aproxidamente 20% de proteinas ribossdmicas, que representam
3% da massa celular total, o MALDI-TOF-MS pode ser um método rapido para identificar
uma grande variedade de isolados, independentemente do microorganismo (AVANZI et al.,

2017).
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A identificagdo 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 tao
precisa quanto o sequenciagdo do gene /6S rDNA (WATTAL et al., 2017). O MALDI-TOF-
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 identificagao de microrganismos de importancia clinica, novas informagdes podem ser
acrescentadas na base de dados (AVANZI et al., 2017). Desse modo, essa tecnologia vem
sendo integrada ao contidiano de profissionais em laboratérios, bem como complementando

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

2.8 TIPAGEM MOLECULAR DE MICRORGANISMOS

Nos ultimos anos, muitas técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para avaliar a
diversidade de microrganismos. Dentre as diversas técnicas utilizadas para analisar a
diversidade genética de linhagens bacterianas, destaca-se a ERIC-PCR, que consiste no estudo
de familias de sequencias intergénicas repetitivas (30-150pb), descritas em enterobactérias,
conhecidas como FEnterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC) (SHARPLES;
LLOYD, 1990; VERSALOSVIC et al., 1991; WILSON; SHARP, 2006).

Esses elementos ERIC contém uma regido central altamente conservada e localizada
em regides intergénicas nao codificantes do genoma bacteriano e suas sequencias t€ém sido
utilizadas como base para essa técnica de tipagem bacteriana (WILSON; SHARP, 2006). Essa
metodologia utiliza uma reagdo de polimerase em cadeia (PCR), com primers consenso, para
amplificar regides entre sequencias ERIC, que sdo reveladas por perfis eletroforéticos. A
comparagao entre esses perfis pode ser utilizada para determinar o grau de similaridade entre
linhagens (VERSALOVIC et al., 1991).

O método de ERIC-PCR tem se mostrado satisfatorio para tipagem de diferentes espécies
bacterianas, como Pseudomonas aeruginosa, K. pneumoniae e Proteus vulgaris (KHOSRAVI
et al., 2016; ZHAO; DANG, et al. 2012). El-Badawy et al. (2017) demonstraram a eficacia
desta técnica para genotipagem de isolados clinicos de K. pneumoniae obtidos de diferentes
fontes. WASFTI et al. (2016) compararam essa técnica com a RAPD e indicaram que a ERIC-
PCR como mais eficaz na diferenciacdo dos isolados e correlagdo com perfis de resisténcia e
fatores de viruléncia de K. penumoniae. Adicionalmente, Seifi et al. (2016) evidenciaram que

a ERIC-PCR foi eficiente na detec¢do de heterogeneidade entre isolados dessa espécie.
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2.9 CARACTERISTICAS GERAIS DO RIACHO CAVOUCO

O riacho Cavouco ¢ um afluente da margem direta da bacia hidrogréfica do rio
Capibaribe (Figura 3), 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 adi¢do de 4gua nos
periodos de seca na regidao (ESPINDULA; SANTOS, 2004).

Esse riacho perfaz um percurso de aproximadamente 6 km, no trecho que percorre
dentro dos limites da Universidade, recebendo uma contribuicdo significativa de residuos
poluidores provenientes dos laboratorios de ensino e pesquisa, além de residuos hospitalares e
efluentes domésticos derivados da populagdo adjacente (ARAUJO; OLIVEIRA, 2013;
FREITAS et al., 2016). Consequentemente, o langcamento inapropriado desses residuos pode
causar desequilibrios ecologicos nesse ambiente, alterar de forma expressiva a qualidade da

agua e contribuir para a ocorréncia e disseminagao de bactérias resistentes no meio ambiente.

Figura 3: Localizacao do riacho Cavouco no estado de Pernambuco, no Nordeste do Brasil.
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Fonte: Freitas et al. (2016)

O grupo de pesquisa Nucleo de Biosseguranca ¢ Meio Ambiente da Universidade
Federal de Pernambuco (NuBIOMA), em parceria com a Superintendéncia de Infraestrutura
da UFPE vem desenvolvendo diferentes projetos de pesquisa e extensdo visando contribuir

com a implementa¢ao de um plano de gerenciamento de residuos na instituigao.
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Araujo e Oliveira (2013) avaliaram as caracteristicas fisicas e quimicas desse ambiente
e detectaram condi¢cdes inadequadas para sobrevivéncia de vida aquatica. Assis e
colaboradores (2014) identificaram alteracdes enzimaticas na espécie Oreochromis niloticus
(tilapia) coletada nesse riacho. Em seu trabalho esses autores revelaram que todas as
atividades enzimaticas avaliadas se mostraram afetadas de modo negativo nessa espécie pelas
condi¢des ambientais de seu habitat quando comparadas a uma populagdo controle. Esses
resultados apresentam indicios de contaminagdo a nivel bioquimico, sendo necessario o
monitoramento € maiores investigacdes sobre seus agentes poluidores. De forma similar o
trabalho realizado por Araujo et al., (2016) identificaram que a acetilcolinesterase oriunda do
cerebro de Parachromis managuensis (espécie obtida nesse riacho) pode ser utilizada como
um potencial biomarcador para monitoramento de ambientes aquaticos impactados por metais
pesados e pesticidas.

Um estudo recente realizado por Freitas et al. (2016) mostrou que a combinacio de
sulfato de aluminio e de uma lectina (WSMoL), extraida de Moringa oleifera foi satisfatoria
na reducao da turbidez e da ecotoxicidade de uma amostra de agua poluida desse riacho.
Trabalhos paralelos vém sendo desenvolvidos pelo grupo NuBioma neste € em outros

ambientes impactados.
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3. Resultados
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Pollution of water bodies can cause environmental and public health problems. The Cavouco stream is
a tributary of the Capibaribe River, one of the main rivers in the state of Pernambuco, Brazil, and
receives a high pollution load from residential, laboratory and hospital effluents. The aim of the present
study was to perform phenotypic and molecular characterization in this stream, and evaluate the water
quality using microbiological parameters. Water was collected from five sampling points, and bacterial
species were identified using biochemical and molecular methods through 765 rRNA gene sequence
analysis. Total and thermotolerant coliforms were also quantified. Fermenting Gram-negative bacilli
from the family Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Proteus mirabilis),
non-fermenting bacilli (Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas putida) and Gram-positive bacilli
(Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus and Staphylococcus hominis) were identified.
A total of 25 bacterial isolates were phenotypically identified. All phenotypic identifications were
confirmed by molecular analysis, except for S. hominis, which was molecularly identified as
Exiguobacterium. Regarding water quality, all analyzed samples were positive for total and
thermotolerant coliforms. The results obtained suggest that the Cavouco stream presents a potential
risk for transmission of water-borne diseases, because of the presence of pathogenic bacteria. In
addition, the current state of the stream also threatens the conservation of its native species.

Keywords: Public health, Enterobacteriaceae, thermotolerant, Bacilli.

INTRODUCTION

Aquatic ecosystems have suffered significant changes
due to multiple environmental effects, resulting from the
release of large quantities of effluent without prior
treatment (International Joint Commission, 2015; USGS,
2015). This discharge can cause physical, chemical and

biological deterioration, and endangers both the resident
aquatic organisms and public health. Scientific,
technological and epidemiological advances have
provided new tools for the assessment of water quality,
both for human consumption and environmental



purposes (Tanchou, 2014).

In 2015, the Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) reported that approximately 780 million
people had no access to drinking water around the world.
The consumption of contaminated water and lack of basic
sanitation is estimated to cause 842,000 deaths per year
worldwide, and 1,000 children under the age of five years
die every day (WHO, 2014; WHO and UNICEF, 2015).
Contaminated water carries pathogens that cause diarrhea,
gastrointestinal  disorders and systemic diseases,
approximately 70% of diarrheal diseases could be
avoided by improving basic sanitation (WHO, 2014).
According to the Brazilian Ministry of Health, 6,715 deaths
caused by diarrhea or gastroenteritis, presumably
resulting from infection, were recorded between 2010 and
2015 (BRASIL, 2015).

Some studies have used traditional methods of
selective isolation and cultivation to characterize the
microbial communities of the affected environments
(Skariyachan et al, 2013). However, taxonomic
classification by these methods can be difficult because
of variations in phenotypic characteristics (Woo et al,,
2008). For this reason, molecular methods that allow fast
and reliable confirmation of microbial identity have been
developed (Ramirez-Castillo et al., 2015). Among these,
methods using 765 rRNA gene sequencing are
predominant. This gene is used as a phylogenetic marker
because its sequences are highly conserved (Srinivasan
etal., 2015).

The aim of the present study was to evaluate the water
quality by the isolation and identification of representative
bacterial species present in this environment, using
biochemical and molecular methods.

METHODS
Study area

The Cavouco stream, located at latitude 8°2'52.05"S and longitude
34°5710.33" W, state of Pernambuco (UFPE), Brazil, is
approximately & km long, and flows into the right margin of the
Capibaribe River, one of the main rivers of state. Along its course, it
receives pollutants from residential, laboratory and hospital waste,
which reduces the water quality and threatens the aquatic life
(Araujo and Oliveira, 2013; Freitas et al., 2016). Water samples
(200 mL) were collected from five points (Figure 1) along the
stream, according to the methods of Araujo and Oliveira (2013),
and stored between 1 and 4°C until subseguent bacteriological
analysis.

Isolation and phenotypic identification of bacterial isolates

For bacterial isolation, 50 pL of water was inoculated onto eosin
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methylene blue (EMB) agar and 5% bovine blood agar (to count
calony forming units), and incubated at 37°C for 24 to 48 h. Gram
staining was then performed to make presumptive identifications of
the bacteria found according to the technique described by
Koneman and Winn (2006).

Gram-negative isolates were preliminarily identified using the
following biochemical tests: glucose, lactose and sucrose
fermentation, hydrogen sulfide production, metility, indole
production and citrate, lysine and urea degradation. Species
identification was confirmed using the Kit APl 20E (Biomeérieux),
according to the manufacturer's instructions.

Gram-positive isolates were preliminarily identified through
colony  morphology, hemolysis in  blood agar, and
presencefabsence and position of spores, visualized through Gram
staining. Species identification was confirmed using an automated
system (BD Phoenix™ Automated Microbiology System).

Analysis of total and thermotolerant coliforms

For analysis of total and thermotolerant coliforms, water samples
were collected from the water surface at a depth of 30 cm, from
each of the five sampling points. The samples were stored between
1 and 4°C until analysis.

The presence and number of total and thermotolerant coliforms
were determined using the multiple-tube fermentation method, and
the results were expressed as most probable number (MPN) per
100 mL of sample, according to APHA (2015),

Molecular identification using 765 rRNA gene sequence
analysis

The bacterial samples were inoculated into 5 mL brain heart
infusion (BHI) broth for 24 h at 37°C for to DNA extraction.
Chromosomal DNA was extracted using the phenol-chloroform
method (Sambrook and Russell, 2007). DNA quality was evaluated
by electrophoresis in a 0.8% agarose gel using 0.5x TBE buffer and
run at 100 V for 1 h; gels were analyzed using a UV transilluminator
and photographed. DNA concentration was quantified using a
Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific).

The 765 rRNA gene was amplified by polymerase chain reaction
(PCR), using the primers fD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3) and rD1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3) (Weisburg et al,,
1991). PCR was performed in a final volume of 25 uL, containing 1x
buffer, 200 M dNTPs, 1.5 mM MgCl:, Tag DNA-polymerase (1
UfL; Invitrogen), 10 pmol of each primer, and 10 ng of DNA
template. The PCR was performed using a thermocycler (C1000
Thermal Cycler — BioRad), and the PCR program consisted of 85°C
for 5 min, 30 cycles at 95°C for 45 s, primer annealing at 54°C for
45 s, extension at 72°C for 2 min, and a final extension at 72°C for
5 min.

PCR products were purified using the Pure Link purification kit
(Invitrogen) according to the manufacturer's instructions, and
sequenced using the Big Dye Kit (Applied Biosystems) on an
automated DNA sequencer (ABI 3100). The 165 rRNA gene
sequences obtained was compared with sequences deposited in
the GenBank database (NCBI). The dendrogram was constructed
using multiple sequence alignment, based on genetic distances,
maximum parsimony, and maximum likelihood, using Molecular
Evolutionary Genetic Analysis 5.2 software (MEGAS).
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Figure 1. Representation of Cavouco creek area, Brazil, showing the five collection points (P1-P5) and microbial representatives

obtained from each point.

Bacterial library of Cavouco stream - UFPE

Identified bacteria were stored in 80% glyceral (150 pL of glycerol
and 850 pL of bacterial culture) at -80°C, and under pure mineral il
(Isofar) at ambient temperature. The isolates were labeled
according to: C (Cavouco), P (sampling point), the number of
sampling points, and the number of isolations.

RESULTS
Microscopic and biochemical identification of
bacterial colonies

Inoculated blood agar presented innumerable colony
forming units (CFU), except for water samples collected
at the stream source (Point 1), for which only a few
colonies were observed. Due to EMB medium selectivity,
these plates presented an average of 200 CFU, with a
lower number of CFUs observed for Point 1, and higher
number for point 5 EMB plates presented colonies with
metallic green sheen, dark center, some with bright or
pink edges, and mucoid appearance. In blood agar, some
colonies were shiny or gray, with or without beta-hemolysis,
and with irregular edges. Microscopic examination of
Gram-stained colonies revealed the presence of Gram-

negative and positive bacill. Some Gram-positive bacilli
were observed to be arranged in chains, filaments and
spherical bodies. Approximately, 22 and 25 colonies were
selected from the most frequent colonies present on EMB
medium, and from blood agar, respectively.

A total of 25 isolates were identified phenotypically,
belonging to seven genera (Bacillus, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas and
Staphylococcus). Entercbacteria were present in all
sampling points. Proteus mirabilis was highly prevalent
among Gram-negative species (with eight isolates mostly
from point 5), followed by Escherichia coli (six isolates),
and Klebsiella pneumoniae (five isolates, from points 2,
3, and 4). Among the Gram-positive bacilli, the genus
Bacillus was prevalent, with two species (Baciflus
licheniformis and Bacillus pumilus) identified from point 4,
and one (Bacillus cereus) from point 1. Another Gram-
positive species, 5. hominis, was identified from point 4
(Table 1).

Presence of total and thermotolerant coliforms

All analyzed samples were positive to total and
thermotolerant coliforms, presenting an MPN > 1.4 x
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Table 1. Phenotypic and malecular identification of isolated bacteria from Cavouco stream collection points. |1D: Identity. *Access number

refer to sequences deposited in GenBank.

. Phenotypic Identification 16S rRNA gene sequencing
Sake. Isolates P 20E (D%) BD Phoenix Species Similarity (%) Accession®
P1 CP11s 2 Bacillus cereus Bacillus cereus 99 KT719668.1
CP23p Eschefichia coli (99 8%) Escherichia coli 99 CP014225.1
P2 CPadp Escherichia coli (94.8%) Escherichia coli 99 CP014225.1
CP22p Klebsiella pneumoniae (978%) - Klebsiella pneumoniae 99 KM233642 .1
CP35s Proteus mirabilis (99.9%) - Profeus mirabilis 99 KR150991 .1
CPi6s Pseudomonas putida (44.5%) - Pseudomonassp. 99 JQ994361.1
CPa8s Klebsiella pneumoniae (97.9) - Klebsiella pneumoniae 99 ABG80212.1
P3 CPa8p Klebsiella pneumoniae (98.1%) - Klebsiella pneumoniae 99 AB680212.1
CP313p Klebsiella pneumoniae (97.7%) - Klebsiella pneumoniae 99 AB680212.11
CPaTs Escherichia coli (99.8%) - Escherichia coli 99 CP014225.1
CP310p Escherichia coli (99.8%) - Escherichia coli 99 CP0142251
CPil1p Escherichia coli (99.8%) - Escherichia coli 99 CP0142251
CPa14s Escherichia coli (99.9%) . Escherichia coli 98 CP013837 1
CP416s Kilebsiella pneumoniae (97.7%) - Klebsiella pneumoniae 99 KC524425 1
P4 CP4155 Enterobacter clocae (99.4%) - Enterobacter clocae 99 GU191924¢c 1
CPa18s 2 Bacillus lichenifarmis Bacillus ficheniformis 99 KJ26873 1
CP418s - Bacillus pumilis Bacillus pumilis 99 KJ526890.1
CP420p Staphylococeus hominis Exiguobacterium spp. 99 KT074375.1
CPs22s Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KF811051.1
CPs23s Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KR150991.1
CPe25s Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KR150991.1
P5 CPs26p Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KR150991.1
CPs27p Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KR150991.1
CPs28p Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 H(169118.1
CPs27p Proteus mirabilis (99.9%) - Proteus mirabilis 99 KR150981 1
10%100 mL. Construction of the bacterial library of Cavouco
The bacterial library of Cavouco currently includes 21
Molecular identification using 765 rRNA gene Gram-negative and four Gram-positive species isolated
analysis from five sampling points, stored in frozen stocks under

The 76S rRNA gene sequences (approximately 1.500 bp)
for the 25 selected isolates were aligned, and compared
with sequences deposited in the GenBank database, The
obtained sequences were found to have a high degree of
genetic similarity (98-99%) with deposited sequences for
the same species, confirming their phenotypic
identification. Of the 25 isolates, only S. hominis did not
display concordance between the phenotypic and
molecular identification. This isolate was identified
phenotypically as belonging to the genus Staphylococcus,
but through molecular analysis, it revealed 99% similarity
with the genus Exiguobacterium (Table 1). The
phylogenetic tree showed clustering of 765 rRNA gene
sequences obtained from the studied isolates with those
from GenBank, confirming molecular identification (Figure
2).

mineral oil. These are the first bacterial isolates of this
environment, and the first representatives of the Bacterial
Library of Impacted Environments of UFPE.

DISCUSSION

The analyses showed high water contamination of the
Cavouco stream, located in Recife-PE, Brazil, with all
samples containing thermotolerant coliforms. The
presence of coliforms is a parameter evaluated for water
quality monitoring programs and indicates the presence
of potentially pathogenic microorganisms (WHO, 2014).

In the present study, the quantification of microbiological
parameters indicated that all samples were unfit for
human consumption and recreational use. The observed
coliform levels were higher than those considered safe by
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Figure 2. Similarity dendrogram generated from the comparison between the
sequences of 165 rRNA sirains isolated from collection points at Cavouco and the

deposited ones in GenBank database.

the US Environmental Protection Agency (EPA), 2011
and the Brazilian Environmental Council (Normative
Resolution N* 357/2005) (CONAMA, 2005), representing
risk for human health.

Indications of significant pollution in the studied regions
of the Cavouco stream had been previously observed.
Araujo and Oliveira (2013) analyzed Cavouco stream
water, and found changes in the levels of dissolved
oxygen, ions and ammonia, as well as values of the
Index of Water Quality for the Protection of Aquatic Life
(IQAPVA) indicating low capacity for the maintenance of
aquatic life.

Enterobacteria were present at all sampling points in
the present study. Several studies have shown that most
enterobacteria can cause infections because of their

ability to survive in hostile environments and their ability
to develop resistance to antimicrobial drugs (Irenge et al.,
2015; Tajbakhsh et al,, 2015; Patel et al., 2016).

Several pipes located along the margins of the
Cavouco stream discharge residential, hospital, and
laboratory effluents into the stream, which explains the
presence of bacteria of fecal origin. In addition, the
existence of pastures for animal grazing and the
development of other activities, together with the poor
conservation state of the local riparian forest, could
contribute to this microbiological water pollution.

Previous studies of affected environments have reported
similar results, Rodrigues et al. (2009), evaluated the
water quality of the Piracuama River, located in the state
of Sao Paulo (SP), Brazil, and identified enterobacteria of



genera  Citrobacter,  Edwardsiella,  Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Morganella, Salmonella and
Shigella. A study performed on a contaminated river in
India also identified the presence of important pathogens
for public health, namely Edwardsiella spp., Enterobacter
spp.. E. coli Morganella spp., Proteus spp.,
Pseudomonas spp., Serratia spp. and Staphylococcus
spp. (Skariyachan et al., 2013), with fecal coliforms being
the most common pathogens in contaminated rivers and
streams (Kim et al., 2013; Liu et al., 2015).

Escherichia coli was isolated from several sampling
points of stream, is used as a specific indicator of fecal
contamination in tropical and temperate regions (Pall et
al., 2013). This species is considered one of the main
causes of diarrhea in adults and children in developing
countries, infection most often occurring through contact
with contaminated water (Walker et al., 2007; Isidean et
al., 2011) and is an important cause of urinary tract and
wound infections and pneumonia in immunosuppressed
hospitalized patients, and meningitis in newborn children
(Wijetunge et al., 2015; Martelius et al., 2016).

Proteus spp. has been described as an important
infectious agent in hospital environments (Chen et al.,
2014; Murray et al., 2015). Bacteria from the genus, are
commonly found in the environment, especially in
locations with water pollution and soils with degraded
material (Drzewiecka, 2016). A study performed in
hospitals located in northeast Brazil, the same region as
the present study, isolated P. mirabilis, which produces
extended spectrum beta-lactamase (ESBL), have been
reported to be an important cause of nosocomial infection
in worldwide (Abreu et al., 2011). In the present study,
this species was isolated in an area where there is
discharge of hospital waste.

The genus Klebsiella is widely distributed in nature and
in the gastro intestinal tract of humans and animals.. K.
pneumonia can also be found in the oropharynx of
hospitalized patients, constituting a source of pulmonary
infections, and wusually occurring in patients with
debilitating conditions such as alcoholism and diabetes
(Distel et al., 2013). This species can also infect the
urinary tract, cutaneous wounds, and blood, causing
bacteremia, meningitis in infants, hepatic abscess, and
urinary tract infections (Siu et al., 2012). This species has
gained importance due to the development and inter-
species and intra-species dis-semination of several
antimicrobial resistance mechanisms, namely, the
production of beta-lactamases such as ESBLs and KPC
(K. pneumoniae Carbapenemase), which degrade beta-
lactam antibiotics, frequently detected in hospitalized
patients in Recife, PE, Brazil (Lopes et al., 2010; Cabral
et al., 2012; Melo et al., 2014).

The presence of the genus Bacillus in the Cavouco
stream is worrisome. The presence of Bacillus in food in
amounts higher than 10w cells per gram indicates
multiplication, and indicates a high health risk (Germano
and Germano, 2003). Another interesting aspect was the

36

da Purificacao Junior et al. 1147

observed diversity of Bacillus species. This might indicate
that the environmental conditions (nutrients, temperature,
humidity, oxygen concentration, and pH) were favorable
for the multiplication and maintenance of these species at
the studied site.

Bacillus species can sporulate, and the resistance
conferred by these spores constitutes an important
problem for the epidemiology of associated infections.
Because the Cavouco siream is a ftributary of the
Capibaribe River, which is used as a water source for
local agriculture and fishing, the presence of Bacillus
could contribute to food contamination.

Of the five sampling points, points 3 and 4 presented
the highest microbial diversity, whereas point 5 yielded
only one species, P. mirabilis. The absence of diversity at
point 5, which receives the discharge of effluents from a
morgue and hospital, may have been due to difficulty of
isolating Gram-positive bacteria and the lack of selectivity
of the blood agar used for bacterial cultures. Another
possible explanation for the difficulty in isolating Gram-
positive bacteria was the presence of high concentrations
of toxic substances in hospital effluents, such as
antibiotics, cytostatic agents, heavy metals, disinfectants
and hormones, which could have a genotoxic effect on
these bacteria (Jean et al., 2012; Devarajan et al., 2015).

Molecular tools were used in the present study to
confirm the phenotypic identification of the 25 isolates.
The 16S rRNA gene is widely used as phylogenetic
marker, and it has been sequenced for a large number of
bacterial lineages (Srinivasan et al., 2015). Most of these
sequences are deposited in the GenBank database
(Benson et al., 2012), and can therefore be compared
with sequences of new isolates.

For isolates belonging to different species, their 165
rRNA gene sequences must share less than 97%
similarity (Goebel and Stackebrant, 1994). The
sequences obtained in the present study shared 98% or
higher similarity with sequences deposited in the
GenBank database, confirming the phenotypic
identification of all isolates, except for S. hominis, which
presented 98% similarity with genus Exiguobacterium.
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et al. (2015), who observed a divergence in identification
at the species level for 53.3% (81/152) of the tested lactic
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ABSTRACT
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The increase in urbanization and industrialization has contributed to the contamination of different environ-
ments by means of xenobiotic compounds, such as heavy metals, causing changes in microbial communities,
Among these metals, the Mercury (Hg® * ) is one the most prevalent toxic metals for the environment The present
stisdy aimed to evalusate the effect of mercury on the formation of biofilm by environmental (collected from
urban stream water) and clinical isolates of Klebsiella pneumoniae. In additton, antibiotic resistance, vinilence
factors, and genetic diversity were investigated, Taxonomic identity of eight isolates (one reference, two clinical,
and five environmental isolates) was performed by MALDETOFE-MS, while the antibiotic susceptibility profile
was assessed by the disc diffusion method. The ability to form biofilms was evahtated by culture on Congo red
agar and by erystal violet staining. Biofilm structure was analyzed by scanning electron microscopy. The hy-
drophobicity profile and the presence of the virulence genes cps, fimH, and mrkD was investigated. The presence
of merdA and its relationship with antimicrobial resistance were also assessed. The identity of all isolates was
confirmed by MALDI-TOF-MS, and different profiles of resistance to mercury and antibiotics as well as of biofilm
formaton were identified for the clinical and environmental isolates, All isolates were hydrophilic and positive
for the virulence genes cps, fimH, and mrkD; only the clinical isolate K36-A2 was positive for merA, The diversity
of the isolates was confirmed by ERIC-PCR, which revealed high heterogeneity among the isolates. In conclusion,
the data demonstrate that the investigated isolates present different responses Lo exposure to Hg®™ and come-
spond to distinet populations of K. preumonioe disseminated in the investigated environment. The data obtained
in this work will aid in understanding the mechanisms of survival of this pathogen under adverse conditions.

1. Introduction

et al., 2015; Fashola et al., 2016; Mahbub et al., 2017a, 2017b, 2017c).
The survival of bacteria in the presence of heavy metals is linked to the

Heavy metals derived from numercus sources participate in the
global ecological cycle and can be transported dynamically through the
atmosphere, soil, and water. Because they are not biodegradable, these
minerals can remain in the environment for long periods of time (Linde
et al., 1996). In the last decades, the increase in urbanization and in-
dustrialization has contributed to the presence and permanence of these
contaminants in the environment. This increase may lead to modifica-
tions in the structure and function of miaobial communities, (Dixit
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E-mail address: maria bmoliveira@ufe br (M.BM. de Oliveira).
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ability of developing mechanisms that neutralize the toxicity by cross-
resistance and/or co-regulation of resistance pathways (Aslam et al.,
2018; Li et al, 2017; Martins et al., 2014; Yamnina et al., 2012).
Mercury (Hg**) is one the most prevalent toxic metals for the en-
vironment. It may be emitted by several natural and anthropogenic
sources and is recalcitrant to biodegradation, thus impacting the eco-
system and human health (Barkay et al., 2003; Jan et al,, 2016; Mahbub
et al, 2016; Mahbub et al., 2018). Bacteria resistant to mercury have
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been found in different environments such as soils (Mahbub et al.,
2017a, 2017b, 2017c), sediments (Wu et al., 2016), water (Jan et al.,
2016), and, more recently, in dinical samples (Pérez-Valdespino et al.,
2013 Yang et al, 2018).

Klebsiella pneumonize is a Gram-negative bacterium associated with
numerous cases of opportunistic respiratory and urinary tract infections
in immunocompromised patients (Ahmad and Abulhamd, 2015; Li
et al, 2014). In contrast to other bacterial pathogens, this spedes is
ubiquitous and occupies a diversity of niches in nature, including en-
vironmental sources (e.g. vegetation, soil, and water), as well as mu-
cosal surfaces and the intestinal tract of humans and animals (Barad
et al., 201&; Struve; Krogfelt, 2004).

Some studies have shown that K. pneumoniae isolates of environ-
mental origin are highly similar to clinical isolates regarding pheno-
typic and some genetic features (Barati et al., 2016; Podshun Ullmann,
1993). On the other hand, other studies demonstrate differences be-
tween these two groups in relation to virulence factors (Davis et al.,
2015; Runchamen et al., 2017).

Several factors are associated with the vinulence of K. pneumoniae
isolates: lipopolysaccharides, iron uptake system, fimbrial and non-
fimbrial adhesins, and polysaccharide capsules (Brisse et al, 2009;
Podschun and Ullmann, 1998). Maost of them are related to bacterial
adhesion to various biotic and abiotic surfaces and, consequently, to the
ability of isolates to form biofilms (Murphy et al., 2013; Stahlhur et al.,
2012).

Microbial biofilms are complex structures formed by aggregates of
microorganisms adhering to a surface, surrounded by a matrix of exo-
polysaccharides (EPS). Biofilm formation is an effective strategy for
microbial survival and persistence under different physicochemical
stress and may involve regulatory processes that indirectly activate
genetic and biochemical pathways related to the response to exposure
to antibiotics and heavy metals (Azevedo and Cerca, 2012). Smudies
have shown that sub-inhibitory concentrations of antimicrobials may
induce biofilm formation (Kaplan et al., 2012; Hennequin et al,, 2012).
Similarly, several studies have reported the increase in biofilm forma-
tion in the presence of different metals, such as lead (Giovanella et al.,
2017), cadium (Wu et.al, 2015}, nickel (Pemrin et al., 20093).

Yang et al (2018) have emphasized the effect of heavy metals on
biofilm formation by bacteria of environmental and/or clinical origin.
The aim of this study was to evaluate the effect of ng+ on biofilm
formation by clinical and environmental isolates of K. pneumoniae, as
well as to verify their resistance, virulence characteristics, and genetic
diversity.

2. Materials and methods
2.1. K. pnevmoniae isolates and culture conditions

Eight isolates were used in the present study, five of which were
isolated from water samples collected at different points along an urban
stream at Recife, Pemambuco, Brazil (Purificag@o-Junior et al., 2017),
and two of which were clinical isolates (K5-A2 and K36-A2), according
Melo et al. (2014), obtained from the Bacterial Culture Collection of the
Laboratiric de Bocteriologia e Biologia Molecular, Departamente de Medi-
cina Tropical, Universidade Federal de Pemambuco (UFPE). In addition,
one isolate (UFPEDA396) obtained from the Microorganism Culture
Collection of the Departamento de Antbidticos of UFPE was used as a
reference. All isolates were stored in glycerol broth at —80°C and re-
activated in brain heart infusion (BHI) medium (Difeo, Difco Labor-
atérios Ltda, Brazil) at 37 °C for 24 h.

2.2, dentfication by MALDI-TOF
Bacterial cultures grown in BHI medium for 24 h were resuspended

in deionized water and inactivated, and proteins were extracted as
described by Starcstin et al. (2015). For mass spectra analysis, 1pL of
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the protein extract was placed on a plate (96 MSP, Bruker Daltonics,
Billerica, MA USA), followed by drying at room temperature. The
alpha-cyano-<4-hydroxycinnamic acid (10mg,/mL) matrix in 50% (v,/v)
acetonitrile and 0.3% (v/v) trifluoracetic acid was applied to the plate
containing the samples for crystallization. Spectra were read in positive
linear mode {acceleration voltage of 20kV and m/z detection range of
2.000-20.000) using the software Flex Control, version 3.0, and a
MALDI-TOF Autoflex I spectrometer (Bruker Daltonies). The spectra
obtained were compared with those in the MALDI Biotyper database,
version 3.1,

2.3. Antibiotic resistance profile

The bacterial isolates were tested for susceptibility to fifteen ant-
microbial agents: ampicillin (10pg), cefazolin (30pg), cefepime
(30 pg), cefotaxime (30pg), cefoxitin (30pg), cefuroxime (30 pgl,
meropenem (10 pg), imipenem (10pg). gentamicin (10pg), amikacin
(30 pg), cprofloxacin (5 pg), nalidixic acid (30 pg). tetracycline (30 pg).
chloramphenicol (30pg), and nitrofurantoin (300 pg), trimethoprim
(5pg). The experiments were performed in triplicate using the Kirby-
Bauer method (disc diffuson), as recommended by the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2017

2.4. Evaluation of biofilm formation by Congo red agar assay

The ability to produce biofilms was analyzed by the method de-
scribed by Freeman et al. (1989} In this assay, the behavior of colonies
in sterle Congo red agar (CRA) medium, composed of 37 g/L of BHI
medium, 50 g/L of sucrose, 15g/L of base agar, and 0.8 g/L of Congo
red {all purchased from Difco, Difco Laboratdrios Lida, Brasil), was
analyzed. The isclates were seeded onto the CRA medium by sireaking
technique, incubated at 37 °C for 24h, and then left at room tempera-
ture for another 18 h. The results were interpreted according to the
staining presented by the colonies after the incubation period: biofilm-
producing colonies showed black coloration, while non-biofilm produ-
cers showed red coloration. The experiment was performed in tripli-
cate, and three independent assays were performed.

2.5. Biofilm quantfication assay

Biofilm quantification was performed in 96-well polystyrene flat-
bottom microtiter plates (Costar, Corning, NY, USA) tryptose soy broth
{TSB) medium, and incubation at 37 °C for 24 h. The plates were in-
cubated at 37 °C, and, after 24 h, the supernatants were discarded and
the wells washed three times with 0.85% saline. The biofilm formed
was stained by crystal violet and quantified by reading the OD at
570 nm.

The mean absorbance value of each sample (ODs) was determined
in comparison with the absorbance of the sterility control (ODc). The
samples were classified as strong (4 % ODc < ODs), moderate
(2 x0ODc =< ODs = 4 x0Dc) or weak (ODc = ODs = 2 xODc) biofilm
formers, The isclates that presented absorbance wvalues equal to or
lower than the control value were classified as non-biofilm producers.

2.6. Hydrophobicity profile

Cell surface hydrophobicity (CSH) was evaluated based on the hy-
drocarbon binding method of the Tendolkar et al. (2004), substituting
the hydrocarbon hexadecane for xylene. Isolates grown in BHI broth at
37°C for 18 h were transferred to microtubes and centrifuged for
10min at 7000 rpm. The supernatant was discarded, and the pellet was
resuspended in PUM buffer (rihydrate and monobasic potassium
phosphate, urea, and heptahydrate magnesium sulphate), adjusted to
0.5 the initial reading (ODi) at 600 nm was recorded. Subsequently,
para-xylene was added to the bacterial suspensions, followed by vor-
texing for 2min. After separation of the phases at room temperature,
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Table 1
Primers used for PCR and DNA sequencing.
Geng Primer Sequence Annealing temperature Amplicon size (bp) References
cpE o SCTCOCAATIGTCGACCGAAATC 37 617 435 Hennequin et sl (2012}
ey SGCTCGCGOCACCAGCTCA 37
SmH fmTI-F SCOGTTATATTTCACGGTGCC 3 L 1200 Abou-Shanab et al. (2007)
fmTI-R 5" TCTACGTTAACCTGACCCCG &
D nrkD-2F SCCACCAACTATTICCCTOGAA 3 62°C 226 Chang et al. (2006]
okl 2R S'ATGGAACCCACATCGACATT 3
merd merA-F S'GAGATCTAAAGCACGCTAAGGE 3 57 °C 1011 Mizra et al. (1984)
merA-R S'GGAATCTTGACTGTGATOGGG 37
ERIC ERIC-R1 5" ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC 3° 36°C - Duan et al. (2009)
ERIC-RZ SAAGTAAGTGACTGGGGTGAGOG 27

the final optical density (ODf) at 600 nm of the lower phase of each
microtube was read. To determine the CSH (%), the following formula
was used: CSH (%) = (0Di - ODf) / ODi x 100. Bacteria that hada CSH
(%) lower than 30% were considered hydrophilic, and those with a CGSH
higher than 70% were considered hydrophobic. Samples that had a CHS
between 30% and 70% were classified as moderately hydrophobic.

2.7. Quantification of mercury in the enviromment

To verify the presence or absence of the metal in the investigated
environment samples of water and sediment were collected and ana-
lyzed according to the recommendations of the Standard Methods for
the Examination of Water and Wasterwater (APHA, 2012). The results
were interpreted according to the concentration limits set forth in
Conselho Nacional do Meiy Ambiente [CONAMA)Resolution No. 454
(BRASIL, 2012).

2.8. Determination of the minimal inhibitory concemtration (MIC) of
nmercury

The determination of the minimal inhibitory concentration (MIC) of
I-[g2+ was performed by the microdilution technique in 96-well mi-
croplates, as recommended by the CLSI (CLSL, 2017). The isolates were
inoculated in Tryptic Soy Broth (TSB) medium containing mercury
chloride (HgCl,), at concentration of 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50
and100 pg/ml. Plates were incubated at 37 °C for 24 h, and growth was
assessed by reading the OD at 600 nm. The experiment was performed
in quadruplicate, and three independent assays were performed.

2.9, Effect of mercury on biofilm formation

The effect of I-[g2+ on biofilm formation was evaluated by the
method described by Wu et al. (2015), with some modifications. The
bacterial suspension (10% CFU/mL) was transferred to a 96-well poly-
styrene microplate, into which TSB medium containing mercury at sub-
inhibitory concentrations was added. The incubation and the steps
occurred according to the topic 2.5,

2.10. Scanning electron microscopy (SEM) studies

For analyzing the storucture of the biofilm in the presence and ab-
sence of mercury, the isolates were submitted to the same conditions
mentioned in Section 2.8 bur including catheter fragments in the wells
of the microplate. The samples were washed in 0.1 M phosphate buffer,
pH 7.4, and fixed in 0.1 M phosphate buffer containing 2.5% (v/v)
glutaraldehyde. Post-fixation was performed in 1% osmium tetroxide,
in 0.1 M phosphate buffer, for 90min. Three washes were then per-
formed in 0.1 M phosphate buffer for dehydration using increasing
ethanol dilutions: 30%, 50%, 70%, 90%, and three times in 100%,
10 min for each step. After the dehydraton, the critical point for the
substitution of ethanol with carbon dioxide was obtained, drying the
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material for assembly in metallic stubs using a double carbon tape. The
metallization was performed by covering the material with a thin layer
of gold for visualization under the scanning electron microscope JEOL
JEM-5600 LV.

2.11. DNA extraction and amplification of the genes cps, fimH, mrkD, and
merA

Total DNA extraction was pefformed using the Purelink” kit
{Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. The amplifi-
cation reactions were performed using a total volume of 25 pL per tube,
each containing 20ng genomic DNA, 1 U Tag DNA polymerase
{Invitrogen), 200 pM of each dNTP (Invitrogen), 1.5 mM MgCl;, 15
pmol of the primers, and 1 x PCR buffer (Invitrogen). The amplifica-
tions were performed in a thermal cycler (C1000 Thermal Cycler -

BioRad) using the following program: 5min at 96 °C for initial de-
naturation, followed by 35 cyeles, each consisting of 1 min at 96 °C for
denaturation, 1 min at a specific temperature for each primer (Table 1)
and 1 min at 72 °C for extension. Next, a final, stretching step of 10 min
at 72°C was performed. Amplification products were analyzed by 1%
agarose gel electrophoresis in TBE buffer.

2,12 Purification and sequencing of ops, fimH, mrkD, and merA

The amplified gene products were purified following the PureLink
purification kit protocol (Invitrogen) and then sequenced in an ABI
3100 automatic DNA sequencer, in Sequencing Platform of the Federal
University of Pemmambuco. The obtained sequences were processed by
Staden and MEGA 5.0 programs and compared to other sequences de-
posited in the NCBI GenBank database using the tool Standard
Nucleotide BLAST (BLASTN) (https://blast.nchi. nlm. nih. gov/Blast.cgi?
PAGE TYPE=BlastSearch).

2.13. ERIC-PCR

For amplification of ERIC sequences by PCR. the oligonucleotide
primer ERIC-R1 (Duan et al., 2009) was used. The reaction mixtures
contained 1.52 mM MgCls, 200 mM dNTPs, 40 pmol,/pL of each primer,
1 U Tag DNA Polymerase, 1 % reaction buffer, and 100 ng DNA, in final
volume of 25 pl. The amplification was performed in a thermal cycler,
programmed with an initial cycle of 3min at 95°C, followed by 40
cycles of 1 min at 92 *C, 1 min at 36°C, and 8 min at 72 °C and by a final
extension step of 16 min at 72°C. The quality of the amplified products
was analyzed on 1.5% agarose gel using the 1kb Plus DNA Ladder
marker. The dendrogram was constructed by the NTSYS-pc software
(Numerical Taxonomy System, Version 2.0) from a binary matrix, based
on the presence or absence of bands.

2.14. Smtistical analysis

The experiments to determine the minimum inhibitory
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concentration of the mercury and formation of biofilm in the absence
and presence of this metal were performed in quadmplicate and in
three independent assays. The results were presented as mean va-
lues + the standard deviations (SD). Statistical analyses were per-
formed by the ANOVA test and Student’s t-test, using GraphPad Prism
software.

3. Results

The identity of all isolates was confirmed as belonging to K. preu-
maoniae by MALDI-TOF. Score values varied between 2.104 and 2.410,
indicating & high species compatbility level (Table 2). All environ-
mental isolates were obtained from an impacted urban stream that
presented values of 0.24 mg/kg of mercury in previous analyses (un-
published data).

Distinct resistance profiles were observed between the environ-
mental and clinical isolates. Among the environmental isolates, two
(FZP3C and F2ZP4A) presented resistance only to ampicillin, similar to
that observed for the reference isolate UFPEDA396. The others (F2P24,
F1P3C, and F2P3A) were resistant to this antimicrobial as well as to
tetracycline and trimethoprim. The clinical isolates presented a broader
resistance profile, being resistant to multiple antibiotics of different
classes. K5-A2 was resistant to 10 antimicrobials, while K36-A2 was
resistant to 12 of the 15 antimicrobials tested (Table 2).

All isolates were able to form biofilms on Congo red agar. According
to crystal violet staining, the environmental isolates F2P2A, F1P3C, and
F2P3C and the clinical isolate K5-A2 were classified as moderate bio-
film formers, while the others were strong biofilm formers. In addition,
all isolates were considered hydrophilic, with CSH values of = 30%,
and were positive for cps, fimH, and mrkD (Table 2); only the clinical
isolate K36-A2 was positive for merA.

To assess the tolerance of the isolates to mercury, the MICs were
determined. Mercury chloride presented a MIC value of 125 pg/mL for
UFPEDA396, F2P4A, and F2P3A and 25pg/mlL for FZP2A, F1P3C
F2P3C, and K5-A2. A MIC value of 50 pg/mL was found obtained for the
clinical isolate K36-A2 (Table 2).

In addition, biofilm formation in the absence and presence of mer-
cury was evaluated. All isolates showed different responses at sub-in-
hibitory concentrations (Fig. 1). An increase in biofilm formation of
70% and 42% was observed in treatments of UFPEDA396 with 6.25 and
3.125pg/mL of mercury chloride, respectively. Biofilm formation by
F1P3C increased by 79%, 62%, and 53% at mercury chloride con-
centrations of 12.5, 6.25, and 3.125 pg/mL, respectively. However, the
presence of mercury chloride did not significantly alter the biofilm
formation of F2P2A and F2P3A. On the other hand, there was a 26%
reduction in biofilm formation by F2P4A in the presence of 6.25 pg/mL
of mercury chloride, differentiating this isolate from the other en-
vironmental isolates. Among the clinical isolates, K36-A2 presented a
20% increase in biofilm formation after treatment with 125pg/mL of
mercury chloride, whereas the biofilm formation by the K5-A2 suffered
a 35% reduction at this same concentration of mercury chloride.

Amaong the isolates studied, three (UFPEDA396, F2P3A, and K36-
A2) were selected for evaluation of biofilm structure by SEM in the
absence (control) and in the presence of mercury at the concentration of
1/2 MIC (Fig. Z). Among the isolates investigated, it was observed that
in the absence of the metal, the clinical isolate was the largest biofilm
producer (Fig. ZE), while in the control presence (UFPEDA396), Fig. 2B.
The results demonstrate that, in the absence of the metal, UFPEDA396
cells adhered strongly, with little extracellular matrix being observed
(Fig. 2A). After exposure to mercury, the production of intense amounts
of matrix was observed, indicating an increase in biofilm formation
(Fig. 2B). No morphological changes in the cells were detected when
treating the environmental isolate F2P3A with the metal; however, an
increased amount of matrx was observed (Fig. 2D). The clinical isolate
K36-A2 formed biofilm in the absence of mercury, with cells adhering
to the surface and producing matrix; in the presence of mercury, a
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Fig. 1. Biofilm formation in the presence of mercury by reference (UFPEDA396), envirommental (F2P2A, FIP3C, F2PAC, F2PIA, and F2P4A), and clinical (K5-A2 and
K36-A2) isolates of K. pneumorniae. C: Conitrol (absence of metal). # p < 0,05 compared to control.
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Fig. & Scanning electron microscopy image of biofilm formed in the presence and absence of mercury [Eng" 1 by tsolates of K. pneumoniae. & — UFPEDAZSS in
absence of mercury (control); B - UFFEDA3%6 exposed to mercury at 6.25 ug/ml. € — F2ZF3A control; D — F2P3A exposed to mercury at 12.5 pg/mi; E - K36-A2

control; F — K36-A2 exposed to mercury at 25.0 jg/ml.,

significant increase in extracellular matrix production was observed
(Fig. 2E, F).

Using ERIC-PCR, different profiles were verified for all the isolates
investigated, and the results showed a maximum simiarity of ap-
proximately 50%, confirming the diversity among the isolates (Fig. 3).

4. Discussion

Confirmation of the taxonomic identity is often used to characterize
microorganisms. The MALDI-TOF technique is a viable altemative for
this purpose, since it is capable of generating single mass spectra for
each microorganism analyzed and, therefore, it is considered reliable
for the distinction of bacteria at the level of genus and species (Croxatto
et al., 2012 Wattal et al., 2016; Sharma et al., 2017).

674

Distinct resistance profiles were observed for clinical and environ-
mental isolates. Similar data are found in the literature and demon-
strate that these profiles are related to the selective pressure in each
environment (Runcharen et al, 2017). The aquatic environment is
considered efficient for the establishment of resistant bacterial popu-
lations, since it is prone to changes that exert a selective pressure, as
well as constituting a medium for the dissemination of antimicrobial
resistance genes (Woodford et al., 2014). However, the selective pres-
sure seems to be lower than that found in hospital environments due to
the therapeutic practice performed in clinics

(Runcharoen et al., 2017). It is possible to observe intrinsic re-
sistance, which is present in bacteria independent of the selection
pressure suffered or the environment. In the present work, all the
clinical and environmental isolates were redstant to ampicilling
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Fig. 3. Genetic diversity of K. preimaniae isolated by ERIC-PCR. (A) Electrophoresis of PCR products, (B) Dendrogram of similarity generated by the NTSYS 2.0
software, M: Molecular marker; 1: FIP3C; 2: F2P3A: 3 F2P4A: 4 F2P2A; 5: F2PAC; 6: UFPEDARGS; 7 KI6-A2: B: K5-AZ

corroborating data from the literature, indicating that this is an intrinsic
characteristic of the genus Klebsiella, linked to the expression of B-lac-
tamases encoded by chromosomal DNA (Strave et al., 2004; Melo et al.,
2014). Resistance to tetracycline and trimethoprim was observed in the
environmental isolates, which they possibly acguired in the impacted
environment. Therefore, it can be conduded that the impacted en-
vironment also exerts a selective pressure on environmental bacterial
isclates.

All K. pneumonice isolates were classified as hydrophilic and showed
to be moderate or strong biofilm formers. These data corroborate the
study by Czerwonka et al. (2016), in which the authors correlate a low
CSH with high capacity of biofilm production. External bacterial
structures such as flagella, fimbriae, and capsules, are also important
factors for the formation of biofilms (Ribeiro et al., 2016; Murphy et al.,
2013). In K. pneumonice, the polysaccharide capsule and fimbriae are
structural components of the cell surface that play important roles in
the survival and pathogenicity of this species, being related to adhesion
to varous surfaces and biofilm formation (Ribeiro et al., 2016). In the
present study, the presence of the virdence genes ¢ps, fimH, and mrkD,
which codify the polysaccharide capsule and fimbriae types 1 and 3,
was identified in all isolates, confirming their potential for biofilm
formation, as well as their pathogenic potential.

The relationship between resistance to antimicrobials and heavy
metals has been extensively discussed in the literature (Hahn et al.,
2015; He et al., 2017). Bacteria develop some mechanisms to neutralize
the toxicity of mercury, such as the enzymatic reduction of the mercuric
ion (Hf*,‘l to the volatile and less toxic elemental mercury (Hg"). This
reduction is catalyzed by the emzyme cytosolic mercury reductase
(MerA), encoded by a mer A gene belonging to the mer operon.

Studies have shown a frequent association between the mer operon
and antimicrobial resistance {Baker-Austin et al., 2006; Mathema etal.,
20111). Yang et al. (2018), when evaluating the association between
heavy metal resistance genes and antimicrobial resistance genes in
Enterobacteriaceae, found that MIC values of mercury showed were
higher for clinical isolates of K. pneumonice positive for merA. In ad-
dition, a high frequency of antimicrobial resistance genes in these iso-
lates was observed Pérez-Valdespino et al. (2013) demonstrated that
several clinical isolates of Aeromonas sp. that presented merA were re-
sistant to different antibiotics such as tetracycline, trimethoprim, nali-
dixic acid, and streptomycin. Among the isolates tested in the present
study, the clinical isolate K36-A2 was resistant to the highest number of
antimicrobials, and the MIC value of mercury was four times higher
than that of other isolates. In addition, this isolate was identified as the
only carrier of merA, being in accordance with data from the literature
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and suggesting a common mechanism of resistance to mercury and the
antimicrobials tested.

Some studies have reported an increase in biofilm formation in the
presence of different metals, such as nickel (Perrin et al, 2009), cad-
mium (Wu et al,, 2015), and lead (Giovanella et al, 2017), among
others. Giovanella et al. (2017) evidenced an increase in biofilm for-
mation by a Pseudomonas sp. isclate in the presence of mercury (Hg” ),
being in line with our results, which showed a significant increase in
biofilm production by maost of the isolates at different sub-inhibitory
concentrations of mercury. However, other studies have shown that,
depending on the metal and its concentration, biofilm formation may
be reduced (Conibe et al., 2013; Navarrete and De La Fuente, 2014),
which we also observed in the case of isolates F2P4A and K5-A2 at
concentrations of mercury of 6.25 and 125 pg/mL, respectively. These
differences may be related to the fact that the effects of metals depend
on their concentration and speciation (Jomowva, Valko, 2011; Lemire
et al, 2013;: Wu et al, 2015), growth conditions, and intrinsic char-
acteristics of the bactedal isolate (Booth et al,, 2013; Tremarolli et al.,
2008), demonstrating the bacteria response to stress. In Pseudomonas
pseudoalcaligenes it was observed a divergence in the capacity of biofilm
formation in different specimens (Booth et al., 2013).

A bacterial biofilm is usually embedded in a matrix of extracellular
polymeric substance (EPS) (Flemming and Wingender, 2010;
Sutherland, 1990), whose production is influenced by environmental
factors, such as temperature, pH, medium composition, and con-
centration of heavy metals, among other factors (Mohite et al., 2017).
Microorganisms respond to the presence of metals through several in-
trinsic mechanisms, among them the production of EPS. EPS acts as a
protective laver against heavy metals either by binding metal ions or by
delaying their diffusion into the biofilm (Pal and Paul, 2008). Sheng
et al. (2010 demonstrated that heavy metals stimulate the production
of EPS by Rhodopsendomonas acidophila, which is in line with our re-
sults, wherein an increase of EPS in biofilm formation was observed
when exposing the bacteria to the action of Hg® *, as visualized by SEM.

To prove the genetic diversity amaong the different isolates of K
pneumoniae, ERIC-PCR was used. ERIC sequences are located in extra
genic regions of the bacterial genome and have been used for the
characterization of bacteria because they are highly conserved. El
Badawy et al. (2017) demonstrated the efficacy of this technique for
genotyping dinical isolates of K. pnenmonice obtained from different
sowurces. Wasfi et al. (2016) compared this technique with RAPD and
indicated that ERIC-PCR was more effective in the differentiation of the
isolates and correlation with resistance profiles and virulence factors of
K. pneumoniae. Additionally, Seifi er al. (2016) showed that ERIC-PCR

44



LCA de Armijo et al

was efficient in detecting heterogeneity among isolates of this species.
These works support our findings, confirming the genetic diversity
detected for the isolates studied.

The ability of microorganisms to survive under stress conditions,
such as the presence of heavy metals, depends on structural and bio-
chemical attributes, as well as on physiological and/or genetic adap-
tations (Abou-Shanab et al., 2007). The results described in this study
demonstrated the potential for adaptation and survival of K. pneumoniae
isolates and demonstrate the importance of monitoring impacted
aquatic environments, as they may harbor and disseminate bacterial
pathogens.

5. Conclusion

The present study revealed that Hg** can act as a stress factor for
clinical and environmental isolates of K. pneumonize, stimulating bio-
film formation. The observed phenotypic differences are supported by
the different genetic profiles, indicating the presence of distinct bac-
terial populations in the analyzed ecosystem. These are the first data on
the effect of mercury on clinical and environmental isolates of K.
pneumoniae and will aid in understanding the mechanisms of survival of
this pathogen under adverse conditions.
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RESUMO

O crescente processo de urbanizacdo e seus impactos ambientais tém interferido na dindmica
dos ecossistemas aquaticos, modificando a estrutura e funcdo das comunidades microbianas.
A rapida e acurada identificagdo de microrganismos presentes nesses ambientes ¢ necessaria
para o monitoramento de mudangas dessas comunidades e para identificar possiveis riscos a
saude publica. O objetivo do presente estudo foi avaliar a aplicabilidade de técnicas na
identificacdo de bactérias isoladas de um riacho urbano contaminado. Amostras de agua
foram coletadas de cinco pontos estratégicos (P1-P5) do riacho Cavouco onde 50 isolados
foram obtidos e caracterizados morfologicamente por meio de caracteristicas fenotipicas e
moleculares através das técnicas de MALDI-TOF-MS e sequenciamento do gene /6S rRNA.
As analises morfologicas revelaram uma uniformidade no formato das coldnias e
caracteristicas distintas para os demais parametros analisados, ndo sendo possivel, portanto,
identifica-las a nivel taxonomico, diferentemente das analises moleculares onde 86% dos
isolados (n=43) foram identificados ao nivel de espécie e 12% (n=7) ao nivel de género.
Nessa caracterizacao foi verificada uma elevada concordancia entre a identifica¢do realizada
pelo MALDI-TOF-MS e pelo sequenciamento do gene /6S rRNA, onde 13 géneros foram
detectados, 4 gram-positivos (Bacillus, Staphylococcus, Brachybacterium, Exiguobacterium)
e 9 gram-negativos (Acinetobacter, Enterobacter, Brevundiomonas, Alcaligenes, Klebsiella,
Proteus, Escherichia, Pseudomonas, Providencia); alguns de origem ambiental, outros de
origem hospitalar, evidenciando a importancia de um constante ¢ eficaz monitoramento da
microbiota local. Os resultados obtidos confirmam a eficiéncia das técnicas moleculares na
identificagdo de microrganismos e sugerem que, apesar de ser direcionada para bactérias de
interesse clinico, a técnica MALDI-TOF-MS ¢ uma alternativa rapida e eficaz na
identificacao de microrganismos de ambiente impactado.

Palavras-chaves: Fendtipo, técnicas moleculares, diversidade.
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1. Introducio

Os microrganismos s3o essenciais para o meio ambiente, pois contribuem para a
estabilidade dos ecossistemas, participando de varios ciclos biogeoquimicos. No ecossistema
aquatico, esses organismos participam da decomposi¢do de matéria organica em nutrientes e
do controle da qualidade da 4agua (Newton et al., 2011; Bronmark; Lansson, 2005). Nas
ultimas décadas, esse ambiente tem sido alterado de maneira significativa em funcdo do
crescente processo de urbanizacdo, modificando a estrutura e a diversidade dos
microrganismos ali presente (Freitas et al., 2011; Purificagdo-Junior et al., 2016).

A identificagdo e caracterizacao desses microrganismos sao necessarias para entender o
impacto ambiental e sua influéncia na composi¢ao e dindmica da microbiota local (Hemme et
al., 2015; Trexler et al., 2014), além de identificar bactérias patogénicas de importancia para
saude publica (Martin et al., 2017).

Tradicionalmente, as técnicas de identificacdo bacteriana sdo baseadas nas
caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas e sdo utilizadas como primeira diferenciacao entre
as amostras. Contudo, essas técnicas convencionais sao, muitas vezes, limitadas por sua baixa
capacidade de diferenciacdo de espécies e pelo custo, além de consumirem tempo e serem
laboriosas (Woo et al., 2008; Santos et al. 2016).

Com o surgimento da Biologia Molecular, diversas técnicas foram desenvolvidas,
contribuindo significativamente para um grande avango do conhecimento da diversidade
microbiana. Dentre essas técnicas, a analise comparativa de sequéncias nucleotidicas do gene
16S rRNA tem sido considerada como “padrao ouro” em estudos taxonomicos e filogenéticas
(Srinivasan et al., 2015).

Recentemente novas tecnologias tém sido desenvolvidas, como a Matrix-assisted Laser
Desorption/ionization-time-of-flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS), que vem sendo

utilizada como uma técnica simples, confiavel e rapida (De Bruyne et al., 2011; Martin et al.,



50

2017; Starostin et al., 2017). Esta técnica ¢ baseada na analise de um fingerprint de proteinas
ribossomais e outras proteinas basicas que sdao especificas para cada espécie microbiana
(Wilkins et al., 2006; Giebel et al., 2010). Dentre suas diversas vantagens, destacam-se:
utilizacao de células intactas de microrganismos que podem ser obtidas diretamente do meio
de cultivo, custo-beneficio (U$2/amostra), curto tempo de processamento e analise, e alto
rendimento (o consumo de material biologico ¢ insignificante) (Allen et al., 2015; Avanzi et
al., 2017).

Varios estudos tém demonstrado a eficiéncia e a alta reprodutibilidade desse método,
entretanto, a maioria ¢ direcionado para microrganismos de interesse clinico, como
Escherichia coli e outros membros da familia FEnterobacteriacea (Yu et al, 2018),
Staphylococcus aureus (Zhang et al., 2015) e Streptococcus pneumoniae (Nakano et al.,
2015), com numero reduzido de estudos voltados para identificacao de bactérias de origem
ambiental (Viver et al., 2015; Martin, et al., 2017; Timperio et al., 2017).

O riacho Cavouco corresponde a um riacho urbano impactado o qual recebe um aporte
de carga poluidora de residuos provenientes de laboratérios de ensino e pesquisa, residuo
hospitalar, além de despejo doméstico oriundos da populagdo circunvizinha. O efeito
cumulativo desses residuos vem provocando mudangas na dinamica desse ecossistema,
alterando de forma expressiva a qualidade da 4gua e contribuindo para a ocorréncia e
disseminagdo de bactérias patogé€nicas (Araujo; Oliveira, 2013; Freitas et al., 2016;
Purificag@o-Junior et al., 2016).

O presente estudo tem como objetivo avaliar a aplicabilidade de diferentes técnicas para
analisar e monitorar um ambiente aquatico impactado por meio da identificagdo da sua

populacao microbiana.
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2. Materiais e Métodos
2.1 Isolamento e caracteriza¢do morfologica

Foram realizadas coletas de dgua (superficie e a 30 cm de profundidade) em cinco
pontos estratégicos do riacho Cavouco de acordo com Purificagdo-Junior et al. (2016). Para o
isolamento bacteriano, foi retirado 50 pl da 4gua coletada e com auxilio de uma al¢a Drigalski
foram semeadas em 4gar eosina azul de metileno (EMB) e 4gar nutriente (AN). As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 e 48 horas e apds esse periodo foi realizada a andlise
morfoldgica das coldnias isoladas, avaliando as seguintes caracteristicas: forma, borda,
superficie, transparéncia, colora¢do, presenca de muco e brilho. Os isolados foram
identificados com a denominagdo de P (ponto) com nimero do local da coleta, S (superficie)
ou P (profundidade), seguido de letra referente as colonias isoladas de cada placa.

2.2 Identificag¢dao por MALDI-TOF-MS

Apo6s 24h de crescimento em meio Brain Heart Infusion (BHI), colonias bacterianas
foram ressuspendidas em agua deionizada e em seguida realizada a inativagdo das células e a
extracdo de proteinas pelo método descrito por Starostin et. al. (2015), com algumas
modificagdes. Para andlise dos espectros de massa, 1ul de extrato de proteina foi colocado em
placa (96 MSP, Bruker Daltonics, EUA), seguida de secagem ao ambiente. A matriz foi
preparada com acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (10 mg/mL) em acetonitrila 50% e acido
trifluoroacético 0,3% e aplicada na placa sobre as amostras para cristalizacdo. A aquisi¢ao dos
espectros de MS em modo linear positivo (Voltagem de aceleragdo: 20 kV e Faixa de
deteccao - m/z: 2.000 — 20.000) foi realizada pelo Programa Flex Control Version 3.0 em
Espectrometro de Massa MALDI-TOF Autoflex III (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA).

Cada isolado foi analisado em triplicata, em dois experimentos independentes. Os
espectros obtidos foram comparados com o Banco de Dados MALDI Biotyper Version 3.1 e

o resultado expresso em valores de similaridades como um “log score”, seguindo os critérios:
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scores maiores que 2.000 indicaram alta probabilidade de identificacdo de espécie; scores
maiores que 1.700 identificagao em nivel de género; scores menores que 1.700 identificagao
nao confiavel (Ng et al., 2012; Schulthess et al., 2013).

2.3 Extragdo de DNA genomico

A extracdo do DNA cromossomico foi realizada por meio da técnica descrita por
Sambrook et al. (2001), com algumas modificagdes. A qualidade e a concentragdo do DNA
extraido foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%, em tampao TBE 0,5x,
a 100V por 1h, utilizando o marcador DNA Ladder 100 pb (Invitrogen). Em seguida, o gel foi
analisado em transiluminador ultravioleta e fotodocumentado.

2.4 Amplificagdo e Sequenciamento do gene 16S rRNA por PCR

O gene 16S rRNA foi amplificado utilizando os oligonucleotideos iniciadores: fD1 (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e D1 (5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3") ( Weisburg
et al.,1991). A amplificacdo das amostras foi efetuada em volume final de 25 uL contendo
tampao 10X, dNTPs (10mM.), MgCl2 (50mM.) e Taq polimerase (2,5 U/ul) (Invitrogen),
iniciadores (15 pmol/ ul) e DNA (20 ng/ pl). As reagdes foram realizadas em termociclador
(C1000 Thermal Cycler — BioRad), programado com um ciclo inicial de 5 minutos a 95°C,
seguido de 30 ciclos, cada ciclo consistindo de uma etapa de desnaturacdo (95°C por 45
segundos), uma etapa de anelamento (60,0°C por 45 segundos) e uma etapa de extensdo
(72°C por 2 minutos) e, por fim, uma etapa de extensao final a 72°C por 5 minutos.

Os produtos de PCR foram purificados seguindo o protocolo do kit de purificagdo
PureLink (Invitrogen) e em seguida sequenciados em sequenciador automatico de DNA ABI
3100. As sequéncias obtidas foram comparadas com linhagens padrdo de colecgdes
internacionais depositadas no banco de dados Genbank do NCBI usando a ferramenta

BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e alinhadas multiplamente com os software
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Mega 5.2. O programa ClustalW foi utilizado para a constru¢do de um dendograma pelo

método neighbor-joining.

3. Resultados

Foi observado crescimento de coldnias bacterianas nos cinco pontos (superficie e
profundidade), sendo obtido um total de 50 isolados. As caracteristicas morfoldgicas, em
geral, apresentaram pequena variagdo para a forma das colonias (Tabela 1), porem
diversidade para os demais parametros investigados. Dentre os isolados, 92% (n=46)
apresentaram forma circular, 6% (n=3) filamentosa e apenas o isolado P5SPAb forma rizoide.
Quanto a borda da coldnia, foi verificado que 54% (n=27) apresentaram borda inteira, 18%
(n=9) lobulada, enquanto que para borda ondulada e filamentosa foram 16% e 12%,
respectivamente. Para a superficie da colonia, 74% (n=37) dos isolados apresentaram
superficie lisa e os demais, superficie rugosa. Quanto a transparéncia da coldnia, 86% (n=43)
apresentaram-se opacas e 14% (n=7) transparentes. Para a cor da col6nia, em 84% (n=42) foi
observada a coloracdo creme e 16% (n=8) amarelada. Quanto a produ¢do de muco, verificou-
se que 84% (n=42) foram capazes de produzir muco e os demais ndo, sendo considerados
secos. Dentre os isolados, 56% (n=28) apresentaram colonias brilhosas (Tabela 1). Apesar da
importancia desse método para o isolamento e purificagdo dos isolados o mesmo nao foi
eficiente para identifica-los ao nivel taxondmico.

Na técnica MALDI-TOF-MS todos os isolados foram identificados com valores de
score entre 1.718 e 2.415, exceto o isolado P3PAh que apresentou um score menor (1.518).
Dentre esses isolados, 86% (n=43) apresentaram valores maior que 2.000, sendo identificados
ao nivel de espécie com alta confiabilidade, e 12% (n=7) com valores maiores que 1.700,

possibilitando a identificagdo confidvel de género (Tabela 2).
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A partir dos resultados obtidos, foram identificados 13 géneros bacterianos divididos
entre quatro gram-positivos (Bacillus, Staphylococcus, Brachybacterium, Exiguobacterium) e
nove gram-negativos (Acinetobacter, Enterobacter, Brevundiomonas, Alcaligenes, Klebsiella,
Proteus, Escherichia, Pseudomonas, Providencia), nos diferentes pontos investigados. Entre
0s gram-positivos, o género Bacillus esteve presente em todos os pontos e foi o mais
prevalente, com 18 isolados representados pelas espécies B. cereus (n=14), B. pumulis (n=2) ¢
B. altitunidis (n=1). Outro género predominante foi Staphylococcus com cinco isolados
pertencentes as espécies S. saprophyticus (n=2) e S. sciuri (n=3). Outras espécies gram-
positivas identificadas foram Brachybacterium faecium (n=1) e Exigubacterium sp. (n=1), nos
pontos 2 e 3, respectivamente.

Membros da familia Enterobacteriacea foram obtidos em todos os pontos, exceto no
ponto 1. Entre as gram-negativas, destaca-se a presenca do género Enterobacter representado
pelas espécies E. clocae (n=2; pontos 2 e 4), E. kobei (n=2; pontos 2 ¢ 3) e E. asburiae (n=1;
ponto 3). Além dessas, outras espécies apresentaram alta prevaléncia como os isolados
Escherichia coli (n=5; pontos 2, 3, 4 e 5), Klebsiella pneumoniae (n=4; pontos 2, 3 ¢ 4),
Acinetobacter radioresistens (n=3, pontos 2 e 3) e Proteus mirabilis (n=3; pontos 4 ¢ 5). Com
menor frequéncia foram identificados isolados pertencentes as espécies Brevundiomonas
diminuta (n=2; pontos 3 e 5), Providencia rettgeri (n=2; ponto 4), Alcaligenes faecalis (n=1;
ponto 4) e Pseudomonas putida (n=1; ponto 3). A partir dessas andlises, verificou-se que o
ponto 2 apresentou maior diversidade microbiana, com nove espécies diferentes enquanto no
ponto 1 foi observado a menor diversidade, representado com apenas trés espécies (Figura 1).

As sequencias do gene /6S rRNA (aproximadamente 1.500 pb) foram alinhadas e
comparadas com sequencias previamente depositadas no banco de dados GenBank, e
apresentaram valores de similaridade entre 97-99%, revelando alto grau de similaridade

genética e possibilitando a confirmagao da identidade de todos os isolados obtida pela técnica
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MALDI-TOF-MS (Tabela 2). O isolado P3PAh, ndo identificado pelo MALDI-TOF-MS,
apresentou 99% de similaridade com a sequencia da espécie Exiguobacterium sp. A partir do
dendograma, observou-se o agrupamento entre as sequencias obtidas nesse estudo com as do
banco de dados, confirmando a identificacdo molecular (Figura 2).

4. Discussao

A diversidade microbiana nos ecossistemas aquaticos ¢ determinada por vdrias
caracteristicas ambientais como temperatura, salinidade, pH, entre outras (Zhang; Zhang,
2009). Nas tultimas décadas, o processo de urbanizagdo e seus impactos ambientais tém
interferido na dinamica desses ecossistemas, modificando a estrutura e fun¢do das
comunidades microbianas (Freitas et al, 2011). A rapida identificagdo de microrganismos
presentes em ambientes aquaticos impactados ¢ necessaria para o monitoramento de
mudancgas na comunidade bacteriana e para identificar possiveis riscos a satde publica. Diante
desse fato, o presente estudo se prop0s a avaliar a aplicabilidade de técnicas que possibilitem
uma rapida e confiavel identificagdo de microrganismos provenientes de um riacho urbano
impactado.

A partir da caracterizagao morfologica dos 50 isolados, obtidos dos diferentes pontos do
riacho Cavouco, verificou-se uma pequena variacdo entre as caracteristicas morfologicas
analisadas, apresentando baixo poder discriminatorio. Tradicionalmente, os métodos
fenotipicos incluindo analises morfologicas e fisiologicas, vem sendo amplamente utilizados
como primeira diferenciagdo dos isolados. Contudo, esses métodos apresentam uma baixa
reprodutibilidade e nem sempre permitem uma identificagdo precisa ao nivel de espécie
(Elmaci et al., 2015; Markiewicz et al., 2010) e por isso outros métodos complementares sao
recomendados para uma confiavel identificagao.

Recentemente, 0o MALDI-TOF-MS tem sido amplamente utilizado na investigacao e

identificacdao de proteinas e peptideos que permitem a identificacdo de espécies microbianas.
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Varios estudos tém demonstrado a alta reprodutibilidade deste método quando comparado
com outros considerados “padrao-ouro” (Bruyne et al., 2011; Lo et al., 2015; Sharma et al.,
2017). Sua efetiva aplicagdo requer a utilizacdo de bancos de dados comerciais, além de
softwares especificos para comparagao dos espectros proteicos. Vdrias plataformas comerciais
foram desenvolvidas para essas analises, entretanto, sdo direcionadas para microrganismos de
interesse clinico (Carbonnelle et al., 2011). Diante desse fato, para microbiologia ambiental,
essa técnica ainda ¢ pouco explorada, sendo mais utilizada para investigar espécie Unica ou
grupos microbianos selecionados. Estudos sobre comunidades microbianas ambientais sdo
limitados e, geralmente, necessitam da validagdo de outros métodos de identificagdao (Koubek
etal.,2012; Viver et al., 2015; Avanzi et al., 2017).

No presente trabalho, os isolados foram identificados por meio da técnica de MALDI-
TOF-MS, no qual 86% foram identificados ao nivel de espécie e 12% de géneros com alta
confiabilidade, dentre eles, os isolados pertencentes a Enterobacter, Bacillus ¢ Providencia.
Os espectros bacterianos obtidos podem ser influenciados pelas mudangas ambientais,
alterando processos celulares, consequentemente, modificando o perfil protéico e dificultando
a identificac¢do das espécies dos microrganismos (Lay, 2001; Martin et al., 2017). No estudo
realizado por Avazi et al. (2016) os autores identificaram bactérias isoladas de uma mina de
cobre por meio do MALDI-TOF-MS e relataram a dificuldade de identificar os géneros
Bacillus e Enterobacter. Segundo eles, apesar desses isolados serem representados no banco
de dados, hd uma ampla diversidade genética desses géneros dificultando sua identificagdo.

Dentre os isolados estudados, apenas P3PAh ndo teve sua identidade confirmada por
essa técnica, sendo posteriormente identificado como pertencente a espécie Exiguobacterium
sp. por meio do sequenciamento do gene /6S rRNA. Esse dado corrobora com o resultado
obtido por Timperio et al. (2017), no qual um isolado pertencente a espécie Exiguobacterium

oxidotolerans nao foi identificado devido a auséncia de um espectro de referéncia no banco de
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dados. Curiosamente, Purificagao-Junior et al. (2016) apresentou dificuldade na identificagdo
desse género no mesmo ambiente, sendo fenotipicamente identificado como pertencente a
espécie Staphylococcus hominis. Essa divergéncia foi justificada pelo fato de que ambos os
géneros apresentam caracteristicas morfologicas e bioquimicas bastante semelhantes.

O sequenciamento do gene /6S rRNA foi utilizado para confirmar a acurdcia dos
resultados obtidos pelo MALDI-TOF-MS. O gene /6S rRNA ¢ amplamente utilizado como
marcador filogenético, pois apresenta sequéncias altamente conservadas entre regides
variaveis, esta presente e desempenha a mesma fungao em todos os organismos, ndo ¢ afetado
por mudangas ambientais e apresenta um tamanho suficiente para ser utilizado em inferéncias
taxondmicas (Srinivasan et al., 2015). As sequéncias desse gene ja foram determinadas para
um numero grande de linhagens bacterianas e estdo, em sua maioria, depositadas no GenBank
(Clarridge, 2004; Benson et al., 2012), e por isso, esta técnica ¢ considerada padrao ouro para
identificacao microbiana.

De acordo com Stackebrant e Goebel (1994), para considerar que isolados pertencem a
mesma espécies € necessario que ela possua uma homologia na sequéncia do gene /6S rRNA
maior que 97%. As sequencias obtidas no presente estudo apresentaram valores de
similaridade entre 97-99%, permitindo a confirma¢do da identidade dos isolados.

Foi observada uma concordancia de 100% entre os dois métodos moleculares testados,
demonstrando a confiabilidade do MALDI-TOF-MS para a identificagdo de microrganismos
de um ambiente impactado. Alguns trabalhados vém comparando a aplicabilidade desses dois
métodos para este fim, obtendo concordancia entre 50-100%, dependendo dos géneros
estudados (Avanzi et al. 2017; Emami et al., 2016; Santos et al., 2017). Timperio et al. (2017)
avaliaram os dois métodos para identificar bactérias isoladas do oceano Artico e obtiveram

concordancia de 100% a nivel de género. Resultado semelhante foi obtido por Avanzi et al.
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(2017) ao investigar a eficiéncia do MALDI-TOF-MS na identificacao de bactérias resistentes
ao cobre isoladas de minera¢ao ambiental.

Em controvérsia, Oberbeckman et al. (2011), obteve apenas 43% de concordancia ao
analisar isolados de Vibrio obtidos de aguas temperadas. Essa diferenca nas taxas de
concordancia ocorre, principalmente, devido a limita¢do do banco de dados (Kopcakova et al.,
2014), revelando a necessidade de mais estudos na area de microbiologia ambiental, com o
objetivo de adicionar novos espectros proteicos no banco de dados para consultas futuras.

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel ampliar a
caracterizacdo da microbiota do ecossistema investigado inicialmente ocorrida por
Purificacao-Junior et al., (2016). No presente trabalho, o género Bacillus foi o mais
prevalente, sendo encontrado em todos os pontos. Esse género ¢ ubiquo na natureza, podendo
ser encontrado na agua, solo, sedimentos e plantas (Ceuppens, et al, 2013; Brillard et al, 2014;
Larrea-Murrel, 2018). Em condigdes de estresse ambiental, como contaminagdo, essa bactéria
pode produzir endésporos e se manter dormente por um longo periodo de tempo (Gosh;
Setlow, 2009). Das espécies identificadas, Bacillus cereus é conhecida por ser um patdgeno
humano, podendo ser responsavel por varias infec¢cdes (Han et al., 2006; Stenfors Arnesen et
al, 2008). Além de Bacillus cereus, outras espécies isoladas do ambiente estudado, sdo
descritas na literatura como potenciais patdégenos humanos Staphylococcus saprophyticus
(Paiva-Santos et al., 2018), Brevundiomonas diminuta (Ryan; Pembroke, 2018),
Acinetobacter radioresistents (Visca et al., 2001).

Membros da familia Enterobacteriacea foram obtidos na maioria dos pontos do riacho
Cavouco, representados por espécies como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Enterobacter clocae e Providencia rettgeri. A maioria dessas espécies ¢
comumente encontrada no trato intestinal de seres humanos e animais, e sua presen¢a em

ambientes aquaticos indica a contaminagdo de origem fecal (Liu et al., 2015; Pall et al., 2015).
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Purificagao-Junior et al. (2016) realizaram a analise da qualidade da 4gua e
caracterizaram a microbiota amostral do riacho Cavouco, observando a presenga de
coliformes totais e termotolerantes e identificando espécies de enterobactérias semelhantes ao
encontrado no presente estudo. Este fato confirma a importancia do monitoramento desse
ambiente e a necessidade de uma técnica de identificacdo microbiana rapida e confiavel, a fim

de avaliar o nivel de contaminacao e os possiveis riscos a saude publica.

5. Conclusao

O presente estudo revelou que o0 MALDI-TOF-MS foi eficiente para identificacdo de
microrganismos isolados de um ambiente impactado. Apesar da limitagdo dos bancos de
dados, essa técnica apresentou alta taxa de identificagdo e corroborou com os resultados
obtidos pelo sequenciamento do gene /6S rRNA. Esses resultados sugerem que o MALDI-
TOF-MS ¢ uma técnica rapida, confidvel e de baixo-custo para caracterizar comunidades
microbianas em ambientes aquaticos impactados. Contudo, para uma identificacio mais
acurada de espécies, os bancos de dados necessitam ser expandidos com espectros proteicos
de um maior niumero de isolados ambientais. A partir dos resultados obtidos, verificou-se a
presenca de microrganismos patogénicos no riacho Cavouco, configurando esse ambiente
como um risco potencial de transmissao de doengas de veiculagao hidrica e evidenciando a

importancia de um constante e eficaz monitoramento da microbiota local.
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Tabela 1: Caracteristicas morfologicas de isolados bacterianos obtidos de um riacho urbano impactado em
Pernambuco, Brasil.

Pontos Isolados Forma Borda  Superficie Transparéncia Coloracio Muco Brilho
P1 P1PAa Circular Inteira Lisa Opaca Creme - -
P1PAc Circular Inteira Lisa Opaca Amarela - -
P1PAd Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -
P1PAe Circular Inteira Lisa Opaca Amarela - -
P1PAh Circular Ondulada Lisa Opaca Creme +
P1SBf Circular Ondulada Lisa Opaca Creme - -
P1SBg Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -
P2 P2PBa Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -
P2PBb Circular Inteira Lisa Opaca Creme + +
P2PBc Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -
P2SAb Circular Inteira Lisa Opaca Creme - +
P2SAc Circular Inteira Lisa Transparente Creme - +
P2SAd Circular Ondulada Lisa Opaca Creme + +
P2SBa Circular Filamentosa Lisa Opaca Amarela - +
P2SBc Circular Inteira Lisa Opaca Creme - +
P2SBd Circular Inteira Lisa Transparente Creme + +
P2SBe Circular Inteira Lisa Opaca Amarela - -
P2SBf Circular Inteira Lisa Opaca Amarela + +
P2SBg Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -
P3 P3PAc Circular Inteira Lisa Opaca Creme - +
P3PAd Circular Inteira Lisa Opaca Creme - +
P3PAe Circular Inteira Lisa Transparente Creme - +
P3PAf Circular Inteira Lisa Opaca Creme - -
P3PAg Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -
P3SAa Circular Inteira Lisa Opaca Creme - -
P3SAb Circular Inteira Lisa Opaca Creme - -
P3SAc Circular Inteira Lisa Opaca Creme - -
P3SAd Filamentosa Filamentosa Rugosa Opaca Creme - -
P3SAe Circular Inteira Rugosa Opaca Creme - -
P3SAf Circular Inteira Lisa Opaca Creme - -
P3SAg Circular Inteira Lisa Opaca Amarela - -
P3SAi Circular Filamentosa Lisa Opaca Creme - -
P4 P4PAb Rizoide Ondulada Lisa Opaca Creme - +
P4PAc Circular Inteira Lisa Opaca Creme - +
P4PAd Circular Ondulada Lisa Transparente Creme + +
P4SAa Circular Inteira Lisa Opaca Amarela - +
P4SAb Filamentosa Filamentosa Rugosa Opaca Creme - -
P4SAc Circular Inteira Lisa Opaca Creme - -
P4SAd Filamentosa  Filamentos Rugosa Opaca Creme - -
P4SAe Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -
P4SAf Circular Lobulada Rugosa Opaca Creme - -
P4SAg Circular Inteira Lisa Transparente Creme +
P5 P5PAa Circular Inteira Lisa Opaca Creme - +
P5PADb Rizoide Ondulada Lisa Opaca Creme - -
P5PAc Circular Ondulada Lisa Transparente Creme + +
P5PAd Circular Inteira Lisa Opaca Creme - +
P5PAe Circular Ondulada Lisa Transparente Creme + +
PSPAf Circular Inteira Lisa Opaca Amarela - -
P5SAa Circular Inteira Lisa Opaca Amarela -
P5SAg Circular Filamentosa Lisa Opaca Creme - -
P5SAg Circular Lobular Rugosa Opaca Creme - -
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Tabela 2: Caracterizagdo molecular (MALDI-TOF-MS e sequenciamento do gene /6S rRNA) de isolados
bacterianos obtidos de um riacho urbano impactado em Pernambuco, Brasil.

MALDI-TOF-MS

16S rRNA gene sequencing

Points Isolates Species Score Species Similarity Acession
Pl P1SBf Bacillus cereus 2.281 Bacillus cereus 99% HBUO7116
P1SBg Bacillus cereus 2.144 Bacillus cereus 98% HBUO07116
PIPAa Staphyloco'ccus 2977 Staphylocogcus 99% KM37850
saprophyticus saprophyticus
P1PAd Bacillus cereus 2.134 Bacillus cereus 99% HBUO7116
P1PAQ Bacillus pumulis 2.019 Bacillus pumulis 99% MF662817
P2 P2SAb Enterobacter clocae 1.818 Enterobacter clocae 99% HBUO7116
P2SAc Escherichia coli 2.231 Escherichia coli 99% MH532537
P2SAd Bacillus pumulis 2.028 Bacillus pumulis 99% MF662817
P2SBa Brachychtermm 2036 Brachychtermm 99% NR_119205
faecium faecium
P2SBc Staphylococcus sciuri 2.008 Staphylococcus sciuri 99% MG517422
P2SBd Staphyloco'ccus 2002 Staphyloco?cus 99% KM37850
saprophyticus saprophyticus
P2SBe Bacillus cereus 2.150 Bacillus cereus 99% HBUO7116
P2SBf Enterobacter kobei 2.279 Enterobacter kobei 99% MF953259
P2SBg Bacillus cereus 2.115 Bacillus cereus 99% HBUO7116
P2PBa Bacillus cereus 1.997 Bacillus cereus 98% HBUO7116
P2PBb Klebsiella pneumoniae 2415  Klebsiella pneumoniae 99% KU254764
P2PBc Acil?etobflcter 2311 Acii?etob.acter 98% KF963620
radioresistens radioresistens
P3 P3SAa Aczz?etobgcter 2369 Aczi?etob.acter 97% KF963620
radioresistens radioresistens
P3SAD Aczi?etobgcter 2913 Aczr.zetob.acter 98% KF963620
radioresistens radioresistens
P3SAc Klebsiella pneumoniae 2.365  Klebsiella pneumoniae 99% JX435602
P3SAd Bacillus cereus 2.180 Bacillus cereus 99% HBUO7116
P3SAe Escherichia coli 2.340 Escherichia coli 99% MH532537
P3SAf Pseudomonas sp. 2.063 Pseudomonas sp. 99% JQ994361
P3SAg Enterobacter asburiae 2.096  Enterobacter asburiae 99% JQ579638
P3SAi Bacillus cereus 2.196 Bacillus cereus 99% HBUO7116
P3PAc Escherichia coli 2.267 Escherichia coli 99% MH532537
P3PAd Klebsiella pneumoniae 2.159  Klebsiella pneumoniae 99% LC141104
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P3PAe
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P3PAg
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P4Sab
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Figura 1: Andlise comparativa de métodos moleculares (MALDI-TOF-MS e sequenciamento do gene 16S
rRNA) na identificagdo e distribuicdo de isolados bacterianos em um ambiente aquatico impactado.
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Figura 2: Dendograma gerado a partir das sequéncias do gene /6S rRNA de isolados bacterianos obtidos do
riacho Cavouco e sequencias referéncias depositadas no GenBank.
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85 Bacillus cereus P5SAgl

Bacillus cereus P2SBg

Bacillus cereus P1PAd

Bacillus cereus P3SAd

Bacillus cereus P5PAb

100 | Bacillus cereus P3SAi

Bacillus cereus P4PADbII

Bacillus cereus P2SBe

Bacillus cereus P4SAf

Bacillus cereus P3PAg

Bacillus cereus P1SBg

Bacillus cereus P1SBf

97
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CONCLUSAO

O riacho Cavouco ¢ um reservatorio de bactérias ambientais e de importancia clinica,
uma vez que foram detectadas espécies de origem ambiental e hospitalar;

A técnica fenotipica foi eficiente para o isolamento das bactérias, porém nao
possibilitou a identificacdo taxondmica dos isolados;

As técnicas moleculares, sequenciamento do gene /6SrDNA e MALDI-TOF-MS,
foram eficientes para caracterizar a identidade molecular dos isolados;

A técnica MALDI-TOF-MS apresenta-se como uma alternativa viavel na
caracterizagcdo microbioldgica de ambientes aquaticos impactados;

O acervo de bactérias (bacterioteca) de ambientes impactados corresponde a um local
alternativo de material bioldgico e/ou genético que pode ser utilizado como recurso
para monitorar um ambiente possivelmente impactado e identificar a disseminacao de
patdgenos.

O Hg’" pode atuar como um fator de stress para a maioria dos isolados de K.
pneumoniae, estimulando a formacao de biofilme e consequentemente aumentando a
estratégia de sobrevivéncia;

Os isolados de K. pneumoniae investigados correspondem a clones distintos
evidenciados inicialmente pela diferenga na capacidade de formacao de biofilme e
confirmados pela técnica de tipagem ERIC-PCR, correspondendo, portanto a
populagdes distintas no ecossistema analisado;

Os resultados da identificagdo fenotipica e molecular revelam a diversidade
microbiana do ambiente investigado e demonstra a necessidade da implantagdo de um
programa de gestdo de residuos e efluentes na instituicdo, visando a diminuicdo e

disseminagdo do impacto ambiental e o risco a saude publica.
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RESUMO

Os ecossistemas aquaticos tém sido alterados de maneira significativa em funcdo do lancamento de
grandes quantidades de efluentes sem tratamento prévio adequado, afetando diretamente
microbiota ali presente. O presente estudo teve como objetivo realizar a identificacdo molecular,
avaliar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e o potencial de formacio de biofilme de
amostras de E. coli 1soladas no riacho urbano intensamente impactado, localizado na cidade do
Recife-PE. A identificagdo molecular foi realizada pelo sequenciamento do gene 16S:RNA. Os
isolados foram testados quanto & susceptibilidade pelo método de difusdo em disco, conforme as
normas CSLI (2014). para quinze antimicrobianos. A formacdo de biofilme foi avaliada em placas
de microtitulacio, pelo método de Cristal Violeta em diferentes meios de cultura: Luria Bertani
Miller (LB Miller), Brain Heart Infusion (BHI) Tryptose Soy Broth (TSB). Todos os isoladoes
foram identificados como Escherichia coli e apresentam a capacidade de formar biofilme,
entretanto, com intensidades diferentes nos meios testados. Além disso, alguns deles apresentaram
resisténeia aos antibidticos cefotaxima e tefraciclina. A resisténecia a antimicrobianos e a
capacidade de formacdo de biofilme das amostras de E. coli isolados em um riacho urbano
impactado indicam que este ambiente representa um risco potencial a sande humana.

Palavras-chaves: ecossistemas, impacto ambiental. resisténcia bacteriana.

ABSTRACT

Aquatic ecosystems have been altered significantly due to the release of large amounts of

wastewater without adequate pre-treatment, directly affecting microbiota present there. This study
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aimed to carry out the molecular identification, assess the susceptibility profile to antimicrobials
and the potential of E. coli biofilm formation isolated in heavily impacted urban stream located in
the city of Recife-PE. Molecular identification was performed by sequencing of 16S rRNA gene.
The isolates were tested for susceptibility using the disk diffusion method, according to CSLI
(2014) standards for fifteen antimicrobials. Biofilm formation was assessed in microtiter plates, the
Crystal Violet method in different culture media: Luria Bertani Miller (Miller LB}, Brain Heart
Infusion (BHI) broth Tryptose Soy Broth (TSB). All isolates were identified as Escherichia coli and
have the ability to form biofilm, however, with different intensities in the tested media. Moreover,
some of them were resistant to cefotaxime and tetracycline antibioties. The antimicrobial resistance
and the ability to form biofilms of E. coli strains isolated in an impacted urban stream indicate that
this environment is a potential risk to human health.

Keywords: ecosystems. environmental impact, bacterial resistance

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os ecossistemas aquaticos tém sido alterados de maneira significativa
em fungio de multiplos impactos ambientais advindos do lancamento de grandes quantidades de
efluentes sem tratamento prévio adequado. resultando na escassez dos recursos naturais ainda
existentes ¢ afetando diretamente a qualidade de wida dos seres vivos que habitam nesses
ecossistemas (FREITAS. et al.. 2011; FAGUNDES, 2009).

Outro problema que atinge o ambiente aquatico ¢ a contaminagdo por bactérias resistentes.
Essas bactérias vém sendo observada em varios ambientes aquaticos incluindo rios. dreas costeiras,
esgoto doméstico, esgoto hospitalar, sedimentos, aguas superficiais, lagos, oceanos e dgua potavel
(BAQUERO. 2008) alterando significativamente a microbiota ambiental (CAUMO et. al., 2010).

Entre as bactérias resistentes comumente presentes nesses ambientes, destaca-se a
Escherichia eoli que € o indicador de contaminagdo de origem fecal mais utilizade (DANELUZ;
TESSARO, 2014). E. coli ¢ um patogeno que apresenta uma grande variedade de linhagens e
fatores de viruléncia. A grande diversidade genética desse micro-organismo estd associada a
diferentes mecanismos de adesdo e colonizagdo bacteriana (CROXEN E FINLAY, 2010), tornando-
0s capazes de aderir ¢ interagir com superficies vivas ou inertes ¢ de formar biofilmes (BOLL et al.,
2013: PEIRANO et al., 2013).

Biofilmes sdo estruturas compostas principalmente de células microbianas ¢ de uma matriz
formada por um aglomerado de substincias poliméricas extracelulares (EPS). Células crescidas em
biofilme apresentam algumas propriedades distintas das células planctonicas, uma delas € a

resisténcia aumentada aos antumicrobianos. A estrutura quimica ¢ fisica dos biofilmes ou outros
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aspectos da sua arquitetura podem ser responsaveis por conferir essa resisténcia elevada, ja que as
células no centro de biofilmes ficam protegidas de forcas quimicas e fisicas tais como de
antibioticos e de descamacio (FLEMMING E WINGENDER, 2010).

Atualmente. as técnicas moleculares fornecem informacdes que permitem compreender as
interagdes entre os seres vivos e o ambiente (SILVA, et al., 2014). Sendo assim, a identificacio de
perfis genotipicos distintos pode servir como indicativo da suposta exposi¢do de micro-organismos
aos agentes poluidores, que podem alterar as condigdes normais do meio e influenciar diretamente
na dindmica de sobrevivéncia desses seres em seus respectivos ecossistemas,

Segundo Araijo e Olivewra (2013) o efeito cumulativo dos residuos descartados
inadequadamente vem provocando mudancas na dindmica de um rnacho urbano da regido
metropolitana do Recife, afetando a qualidade da agua e organismos vivos existentes. Esse riacho
desdgua no Rio Capibaribe, importante fonte hidrica da maioria das indistrias ¢ de areas irrigadas
para a produgdo de alimentos no estado de Pernambuco, demonstrando a relevincia do tema
abordado.

Diante desse contexto, o presente estudo avaliou o perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos e determinou o potencial de formacio de biofilme de amostras de E. coli 1soladas e
identificadas molecularmente de riacho urbano impactado. localizado na cidade do Recife em

Pernambuco.

2. METODOLOGIA

2.1 Material biolégico e Condigdes de cultivo
Foram avaliados seis isolados de E. coli provenientes de trés pontos distintos do riacho:
Ponte do Centro de Tecnologia e Geociéncias — CTG; Ponte da Biblioteca Central — BC ¢ Ponte
do laboratério de Imunopatologia Keizo Asami — LIKA. Esses isolados encontravam-se
conservados em glicerol -80°C e foram reativados em meio Brain Heart Infusion (BHI) e
incubados a 37°C por 24h, para analises posteriores.
2.2 Identificacdo molecular pelo sequenciamento do gene 16S rRNA
A extracio do DNA total dos isolados de E. coli foi realizada mediante a técnica descrita
por Sambrook et al (2001). A qualidade do DNA gendmico foi avaliada por meio de eletroforese
em gel de agarose a 1%. visualizado em transiluminador U.V. ¢ fotodocumentado. O gene do
RNA ribossomal 165 (16S rDNA) foi amplificado utilizando os seguintes oligonucleotideos
iniciadores: D1 (5 -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e D1 (5-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3. A purificacio dos produtos seguiu o protocolo do kit de

purificacdo PureLink (Invitrogen) e os amplicons purificados foram sequenciados em aparelho

]
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automatico de DNA ABI 3100. Os dados obtidos pelo sequenciamento foram analisados e
comparados no banco de dados Genbank do National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

2.3 Andlise do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os isolados bacterianos foram testados quanto a susceptibilidade a quinze
antimicrobianos, de acordo com suas classes ¢ espectro de agdo: Ampicilina (10pg). Cefazolina
(30pg), Cefepima (30pg), Cefotaxima (30pug) Cefoxitina (30pg). Cefuroxima (30pg),
Meropenem (10pg), Imipenem (10ng), Gentamicina (10ug). Amicacina (30ug), Ciprofloxacina
(5pg). Acido Nalidixico (30pg). Tetraciclina (30pug). Cloranfenicol (30ng) e Nitrofurantoina
(300png). Os experimentos foram realizados em triplicata por meio do antibiograma. pelo método
de difusdo em discos, conforme as normas do CLSI (2014) ¢ a cepa Escherichia coli UFPEDA
224 foi utilizada como controle de qualidade.

2.4 Avaliag¢do da formagdo de biofilme

A formacdo de biofilme dos isolados de E. coli (n=6) foi avaliada em placas de
microtitulacdo. pelo método de Cristal Violeta deserito por Stepanovic et al. (2007) em diferentes
meios de cultura: Luria Bertani Miller (LB Miller). BHI ¢ Tryptose Soy Broth (TSB). A partir das
leituras de densidade optica (OD), foi determinada a média dos valores da absorbéncia de cada
amostra (ODa) em comparagio com a absorbdncia do controle de esterilidade (ODc). As
amostras foram classificadas como fortemente (4x ODc < ODa), moderadamente (2x ODc < ODa
< 4x ODc¢) ¢ fracamente (ODec < ODa < 2x ODc) formadoras de biofilme. Os isolados que
apresentaram valores de absorbéncia igual ou inferior ao controle foram classificados como nio

produtores de biofilme.
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

No presente estudo, primeiramente. foi realizada a identificaciio molecular dos isolados de
E. coli por meio do sequenciamento do gene 165 rRNA. Esse gene € amplamente utilizado como
marcador filogenético, pois apresenta sequéncias altamente conservadas entre regides variaveis, esta
presente ¢ desempenha a mesma funcdo em todos os organismos, nio ¢ afetado por mudancas
ambientais e apresenta um tamanho suficiente para ser utilizado em inferéncias taxondmicas
(SRINIVASAN et al., 2015). As sequéncias de 16S ja foram determinadas para um numero grande
de linhagens bacterianas e estio. em sua maioria. depositadas no GenBank (BENSON et al.. 2012).
Com iss0. as sequéncias previamente depositadas podem ser utilizadas para a comparacio com as
sequéncias dos 1solados em estudo.

A partir dos resultados obtidos, foi verificado que todos os isolados apresentaram 98-99%
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RESUMO

O mimero de bactérias resistentes vem aumentando consideravelmente nos tltimos anos. O
objetivo do presente trabalho foi confirmar a identidade fenotipica de dois isolados bacterianos:
Escherichia coli e Pseudomonas putida obtidos de um ambiente aquatico impactado em Recife-
PE, Brasil e avaliar seu perfil de resisténcia, capacidade de formacao de biofilme e implicacdes
na saiude publica. Para confirmar a identidade dos 1solados fo1 amplificado e sequenciado o gene
16S rRNA por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). O perfil de resisténcia foi
avaliado para 17 antimicrobianos e a capacidade para formacéio de biofilmes fo1 mvestigada em
seis meios de cultura. Os resultados confirmaram a identidade molecular das espéeies estudadas
e mostraram perfis de resisténcia distintos enfre essas. P. putida foi resistente a quatro
antimicrobianos (Ampicilina, Cefalotina, Tetraciclina e Trimetropim) e apresentou resisténcia
intermediaria a Cefazolina e Acido nalidixico. E. cofi foi resistente apenas a tetraciclina e
apresentou resisténcia intermedidria a cefazolina. Os dois 1solados foram fracos formadores de
biofilme, exceto P. putida no meio Brain Heart Infusion (BHI), onde se apresentou como
moderado formador. Em conclusio, os dados revelam que o ambiente mvestigado pode atuar
como um reservatério e disseminador de bactérias patogénicas, configurando assim um
problema de satde ptiblica.

Palavras-chave: Resisténcia; Cavouco: Patdgeno; Identidade Molecular.

INTRODUCAO

A selecao de bactérias resistentes vem se destacando como um dos principais problemas
de saide publica em todo o mundo. A velocidade de disseminacao dos genes de
resisténcia, aliado a administracao mecoireta no uso dos antimicrobianos tem contribuido

para o aumento no niimero de casos (ROCA et al., 2015).

O principal ponto de selecdo dessas bactérias corresponde ao ambiente hospitalar

(PICAO et al,, 2013) e, sua disseminacdo deve-se, em parte, ao lancamento de dejetos
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que podem corroborar para o impacto ambiental de rios e dreas costeiras, esgoto
domeéstico, esgoto hospitalar, sedimentos, aguas superficiais. lagos, riachos, oceanos e
solo (MONTEZZI et al., 2015). Nessa ocasido, a agua constitui nao somente um meio
de disseminacao desses micro-organismos, mas também a via pela qual genes de
resisténcias podem ser introduzidos em bactérias naturais alterando a microbiota
ambiental. Além disso, nesses ambientes pode ser observada a formacao de biofiline
bacteriano estimulada por condicdes de estresse do ambiente, devido a presenca de

antibidticos e metais pesados (WU et al.. 2015).

Rios e riachos sdo os ecossistemas de dgua doce que mais tém sido influenciados pela
poluicao ambiental. Varios autores véin alertando para os $€rios 1iscos e consequencias
da contamina¢ao desses ecossistemas. Algumas pesquisas abordam os impactos sobre
a fauna aquatica, enquanto outras avaliam a carga poluidora e determinam as
concentracgoes letais e subletais de diferentes substancias, bem como suas alteragdes na
dinamica das cadeias alimentares aquaticas (PENATTI; GUIMARAES, 2011) ¢ a
disseminacdo de micro-organismos resistentes (MONTEZZI et al., 2015).

O riacho urbano “Cavouco™ é um dos afluentes do rio Capibaribe, um dos principais
rios do estado de Pernambuco. Em seu trajeto, esse riacho recebe um aporte de carga
poluidora de residuos e efluentes domésticos, clinicos e laboratoriais. Em pesquisas
anteriores, Araijo e Oliveira (2013) identificaram uma significativa carga de poluicao
ao longo do seu percurso. Recentemente, Freitas et al. (2016), verificaram que o uso
combinado de sulfato de aluminio com lectinas de sementes de Moringa oleifera
(Wsmol) é um método eficiente para reducdo da turbidez e ecotoxicidade nesse
ambiente sem resultar em uma elevada concentracao residual de aluminio.

O presente estudo confirmou a identidade molecular de dois isolados bacterianos
previamente obtidos do riacho Cavouco, verificou o perfil de sensibilidade/resisténcia a
17 antimicrobianos e avaliou a capacidade de formagao de biofiline em diferentes meios

de cultura, além de relacionar com suas implicagdes na saude priblica.
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METODOLOGIA

Isolados Bacterianos e Condig¢oes de Cultivo

Foram utilizados dois isolados bacterianos (Eschericia coli e Pseudomonas putida)
previamente obtidos e caracterizados fenotipicamente. A Figura 1 mostra a localizacao
de isolamento das bactérias conforme descrigao de Arajo e Oliveira (2013).

Os isolados mantidos em glicerol (25 %) - 80 °C, foram reativados em caldo Brain
Heart Infusion (BHI - Difco). plaqueados em Agar Miller Hilton e incubados a 37 °C
por 24 h

Figura 1 - Localizacao do riacho Cavouco (afluente do rio Capibaribe) e distribuicao

dos isolados bacterianos por pontos analisados

et

Confirmacao Molecular dos Isolados

Para confirmar a identidade molecular de E. coli e P. putida foi extraido o DNA
cromossomico pelo método fenol-cloroformio (SAMBROOK et al., 2001). O produto
de amplificacdo do gene 765 rRNA foi obtido por PCR, utilizando os seguintes
oligonucleotideos: D1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 1Dl (5-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3") (WEISBURG et al,1991). A amplificacdo das
amosiras fo1 efetuada em volume final de 25 uL contendo tampao 1X, dNTPs (200 pM),
MgCI2 (1.5 mM) e Taq DNA-polimerase (1U/uL) (Invitrogen), iniciadores (10
pmol/cada) e DNA (10 ng). As reagdes foram realizadas em termociclador (C1000
ThermalCycler - BioRad), programado com umn ciclo inicial de 5 min a 95 °C, seguido
de 30 ciclos consistindo em desnaturacdo a 95 °C por 45 segundos, anelamento a 54 °C
por 45 s, e extensao 72 °C por 2 min, finalizando com uma extensao a 72 °C por 5 min.
Os produtos de PCR foram purificados seguindo o protocolo do kit de purificacao

PureLink (Invitrogen) e sequenciados em sequenciador automatico de DNA ABI 3100
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utilizando o BigDye Kit (AppliedBiosystems). As sequéncias do gene 765 rRNA obtidas
foram comparadas com sequencias depositadas no banco de dados Genbank (NCBI).
Por meio do alinhamento multiplo, foi gerada uma arvore filogenética baseada em
relacoes de distancia. mdaxima parcimonia e maxima verossimilhanga, utilizando o

programa MEGAS — Molecular EvolutionaryGeneticAnalysis, versao 5.2.

Perfil de Suscetibilidade

Todos os isolados foram testados quanto a susceptibilidade a nove antimicrobianos
beta-lactamicos, da classe penicilina: Ampicilina — AMP (10 pg); cefalosporina:
Cefalotina — CFL (30 pg), Cefazolina — CFZ (30 pg), Cefotaxima — CTX (30 pg),
Cefoxitina — CFO (30 pg), Cefuroxima - CRX (30 pg). Cefepima — CPM (30 pg):
carbapenémicos: Imipenem — IPM (10 pg), Meropenem - MER (10 pg) e oito
antimicrobianos pertencentes as outras classes de antimicrobianos, de acordo com suas
classes e espectro de agdo: Acido Nalidixico - (NAL 30 pg), Ciprofloxacina — CIP (5
ug), Gentamicina — GEN (10 pg), Amicacina — AMI (30 pg), Cloranfenicol — CLO (30
ug), Nitrofurantoina - NIT (300 pg), Tetraciclina — TET (30 pg) e Trimetoprim - TRI (5
1g). Os testes foram realizados em triplicata por meio do antibiograma, pelo método de
difusdo em discos, conforme as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute -

CLSI (2015).

Determinacio da Concentracio Inibitoria Minima — CIM

A determinagao da Concentragao Inibitoria Minima (CIM) dos antimicrobianos para os
quais as bactérias apresentaram resisténcia foi realizada segundo a técnica de
microdiluicao em caldo. de acordo com as recomendagoes do CLSI (2014). As
medi¢oes basicas quantitativas da atividade in virre foram obtidas a partir da leitura de

densidade optica (DO) com auxilio de um leitor de microplacas a 600 nm.
Formaciao de Biofilme

Para avaliar o potencial de formacao de biofilme foram realizados experimentos em
placas de microtitulagdo, pelo método de Cristal Violeta descrito por Stepanovicet al.
(2007), em diferentes meios de cultura: Luria Bertani Miller (LB), TryptoseSoyBroth

(TSB), Brain Heart Infusion (BHI), além de todos os meios suplementados com 1% de
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glicose. A partir das leituras de densidade optica (DO), foi determinado a média dos
valores da absorbancia de cada amostra (DO,) em comparagdo com a absorbancia do
controle de esterilidade (DO.). As amostras foram classificadas como fortemente (4x
DO.<DO0,), moderadamente (2x DO.<DO,< 4x DQ,) e fracamente (DO <DO,< 2x DO,)

formadoras de biofilme.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias do gene I16S rRNA (aproximadamente 1.500 bp) para os isolados
investigados foram alinhadas e comparadas com as sequéncias depositadas na base de
dados GenBank. Verificou-se que essas sequéncias apresentam um elevado grau de
similaridade genética (98-99%) com as ja depositadas, confirmando a identificacdo
fenotipica das espécies (Figura 2). De acordo com Stackebrant e Goebel (1994), para
confirmar a identidade molecular de uma espécie a sequéncia de /65 devera apresentar

similaridade igual ou superior a 97 %.

Figura 2 - Dendograma comparativo entre as sequencias de /65 rRNA dos isolados

obtidos no riacho cavouco e as sequéncias depositadas no GenBank

100 | Escherichia coli RC2.EC
| Escherichia coli (KX789532.1)
| Pseudomonas putida RC3.PP
| Pseudomonas sp. (JQ994361.1)

—_—
n0:

Uma vez confirmada a identidade bacteriana, os isolados foram avaliados quanto ao
perfil de suscetibilidade/resisténcia e mostraram respostas distintas aos antimicrobianos.
P. putida apresentou resisténcia a Ampicilina, Cefalotina, Tetraciclina e Trimetoprim, e
resisténcia intermedidria a Cefazolina e Acido Nalidixico, sendo encontrados nessa
espécie os resultados mais expressivos no teste de determinagdo da CIM. E. coli foi
resistente apenas a Tetraciclina e apresentou resisténcia intermediaria a cefazolina.
Esses resultados encontram-se na Tabela 1 e a CIM para os antimicrobianos aos quais

os isolados se mostraram resistentes encontra-se na Figura 3.
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Tabela 1 - Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados de Pseudomonas

puttida e Escherichia coli

Agente Antimicrobiano Pseudomonas putida Escherichia coli

AMP RESISTENTE SENSIVEL

CLO SENSIVEL SENSIVEL

IMP SENSIVEL SENSIVEL

CRX SENSIVEL SENSIVEL

NIT SENSIVEL SENSIVEL

GEN SENSIVEL SENSIVEL

CFZ INTERMEDIARIO SENSIVEL

CFL RESISTENTE SENSIVEL

NAL INTERMEDIARIO SENSIVEL

CIP SENSIVEL SENSIVEL

CFO SENSIVEL SENSIVEL

TRI RESISTENTE SENSIVEL

TET RESISTENTE RESISTENTE
COM SENSIVEL SENSIVEL

MER SENSIVEL SENSIVEL

AMI SENSIVEL SENSIVEL

CTX SENSIVEL INTERMEDIARIO

i
AMP({Ampicilina), CLO(Cloranfenicol).  IMP{Imipenem).  CRX(Ciprofloxacina).  NIT(Nitrofurantoina).
GEN(Gentamicina). CFZ(Cefazolina). NAL(Acido Nalidixico), CIP(Ciprofloxacina). CFO(Cefoxitina).

TRI({Trimetoprim), TET(Tetraciclina), CPM(Cefepime). MER(Meropenem). AMI{ Amicacina), CTX(Cefotaxima).

Figura 3 - Determinacdo da Concentracao Minima Inibitéria (CIM) nos isolados

resistentes de Pseudomonasputida (Pp) e Escherichia coli (EC). A: Pp resistente a

ampicilina; B: Pp resistente a cefalotina; C: Pp resistente a tetraciclina: D: Pp resistente

a trimetropim. E: Ec resistente a tetraciclina

MiC (%)

W)

100,0
#0,0
60,0
40,0
200

00

1000
60,3

200
a0

]

[

o

=

we

1000
= 000
£ 800
= a0
2 00
00 T
Sl T CR ]
oA
= 8
rp o
1000
80.0
£ o0
;mo
200
o0 L
N .| 22
A K a
54
P D e
100,0
. #00
£ oo |
§ 00
00 |
on | -
R awmunmn
o ~ e
=1
E |cc Ec

25
5
[].7=1

175 —

0625

94



9° ENCONTRO INTERNACIONAL DAS AGUAS

A diferenca no perfil de resisténcia entre diferentes espécies bacterianas € um evento
comum descrito na literatura. O potencial dos antimicrobianos pode variar frente aos
micro-organismos devido, entre outros fatores, as caracteristicas estruturais e
fisiologicas das espécies, além de fatores como pH, oxigénio do meio e condigdes de
incubacao (OSTROKY et al.,, 2008;: MARINS et al., 2011). Outro fator que também
pode justificar a diferenca no perfil de resisténcia corresponde ao local de isolamento.
No presente estudo, por exemplo, a bactéria mais resistente foi P. putida. Esse patogeno
foi obtido do ponto 3 do riacho Cavouco. Esse dado € interessante, porque esse local
recebe um aporte elevado de residuos e efluentes provenientes de atividades de ensino e
pesquisas nas areas de Saude e Bioldgicas, o que justificaria a maior resisténcia do
1solado, diferentemente do observado para E. coli obtido do ponto 2 que apresentou um
baixo perfil de resisténcia justificado, possivelmente, pelas condigoes ambientais e a
tipologia dos residuos descartados naquele local, sobretudo residuos domeésticos. Esse
resultado confirma a utilidade dessa bactéria (E. coli) como indicador—de contaminacéo
fecal.

Relatos similares foram encontrados por Baquero (2008), onde os isolados mais
resistentes do género Pseudomonas foram obtidos nos locais mais impactados por
residuos das areas de saude. indicando que a resisténcia observada nessa espécie nao
depende apenas das caracteristicas do micro-organismo, mas também do local em que o
mesmo foi obtido. Segundo o autor, a introdugao e progressiva acumulagao no ambiente
de agentes antimicrobianos, detergentes, desinfetantes e residuos de atividades clinicas e
laboratoriais podem ter contribuido com a evolugdo e dispersdao de organismos
resistentes no local.

A resisténcia a multiplas drogas em P. putida pode ser explicada pela combinagao de
diferentes mecanismos agindo de forma conjunta em um mesmo isolado ou, as vezes, a
acdo de um Unico e potente mecanismo de resisténcia. Dados similares ja foram
descritos para outras espeécies, a exemplo do que se encontra em Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii (ZAVASCKI et al., 2010). Este achado ¢ um
mdicativo de que o riacho Cavouco esta sendo reservatorio de micro-organismos
patogénicos e que agodes de monitoramento e intervencdes no lancamento de dejetos
urbanos nesse ambiente sao necessarias, uma vez que o impacto de bactérias resistentes

em ambientes impactados representa um grave problema de saide publica de grande
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amplitude médico-socioambiental. Porém, a resisténcia ndo ¢ um fator determinante ou
exclusivo para a sobreviveéncia da bactéria nesses ambientes. Outros mecanisios
alternativos. como: a capacidade de aderéncia em superficies de contato, facilitando a
formagdo de biofilme pode ser utilizada como estratégia de sobrevivéncia
(DOUTERELO et al., 2016).

No presente estudo, foi avaliada a capacidade dos isolados bacterianos de formar
biofilmes em diferentes meios de cultura. De acordo com os resultados obtidos, ambas
as espécies foram fracas formadoras de biofilime, com leve formacdo observada apenas

em P. putida com maior intensidade no meio BHI (Figura 4).

Figura 4 - Formacao de biofilme em diferentes meios. CE (Controle de esterilidade); Pp
(Pseudomonas putida); Ec (Escherichia coli); TSB (Tryptose Soy Broth): TSBG
(Tryptose Soy Broth + 1 % de glicose): LB (Luria Bertani Miller): LBG (Luria Bertani
Miller + 1 % de glicose ) BHI (Brain Heart Infusion); BHIG (Brain Heart Infusion+ 1 %

de glicose). IG (Brain Heart Infusion + 1 % de glicose)
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Formacio de Biofilme

Esse dado corrobora com dados descritos na literatura de que a capacidade de formar
biofilmes possibilita a bactéria um arcabougo de prote¢do a agdo dos antimicrobianos
tornando-as mais resistentes (TRENTIN:; GIORDANI: MACEDO, 2013), pois além de
garantitr a sobrevivéncia do micro-organismo facilita sua disseminagdo no meio
(KRAGH et al., 2016). Estudos adicionais sdo necessarios para melhor compreender a

dinamica de sobrevivéncia e permaneéncia desses isolados no ambiente investigado.
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CONCLUSAO
1. Em conclusdo, apesar das espécies investigadas apresentarem uma baixa ou
moderada capacidade de formar biofilme, os resultados aqui apresentados ainda
sdo preocupantes, uma vez que aponta o riachoCavouco como um disseminador

de bactérias patogénicas configurando, portanto, um problema de saude publica.
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