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RESUMO 
 
O riacho Cavouco corresponde a um riacho urbano que deságua 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 extensão de aproximadamente 6 

Km. O presente estudo objetivou avaliar a qualidade da água e verificar a eficiência de 

diferentes técnicas para identificação microbiana nesse ambiente, além de comparar perfis 

fenotípicos e genéticos de isolados ambientais e clínicos de Klebsiella  pneumonie e avaliar o 

efeito do mercúrio (Hg+2) na formação de biofilme. Foram realizadas coletas de água em 

cinco pontos estratégicos do riacho Cavouco e as espécies bacterianas foram identificadas 

usando métodos bioquímicos 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 foi verificado por meio do método de difusão 

em disco. A resistência ao Hg+2 foi determinada pela concentração mínima inibitória (CMB) e 

pela presença do gene merA. A capacidade de formação de biofilme e sua resposta à presença 

e ausência do Hg2+ foram avaliadas utilizando os seguintes procedimentos: crescimento em 

Vermelho Agar Congo, método do Cristal de Violeta, análise de hidrofobicidade, presença 

dos genes cps, fimH e mrkD, e Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). Todas as 

amostras coletadas foram positivas para coliformes totais e termotolerantes indicando que o 

ambiente estudado encontra-se impactado. Em relação a caracterização da microbiota local 

foram identificados fenotípica e confirmados molecularmente 75  isolados bacterianos, 

pertencentes a 14 gêneros incluindo gram-positivos (Bacillus, Staphylococcus, 

Brachybacterium, Exiguobacterium) e gram-negativos (Acinetobacter, Enterobacter, 

Brevundiomonas, Alcaligenes, Klebsiella, Proteus, Escherichia, Pseudomonas, Providencia), 

os quais correspondem aos primeiros representantes da Bacterioteca de Ambientes Aquáticos 

Impactados da UFPE. As análises revelaram perfis distintos de resistência ao metal e 

antimicrobianos, bem como nas respostas as diferentes concentrações do metal na formação 

de biofilme, entre os isolados clínicos 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 eficiência da técnica MALDI-TOF-

MS na identificação de isolados de ambientes aquáticos impactados. Os dados demonstram 

que o “Cavouco” encontra-se poluído, albergando e disseminando bactérias patogênicas sendo 



necessário um constante monitoramento desse ecossistema visando a diminuição do impacto 

ambiental e a qualidade à saúde pública. 

  
Palavras-chave: MALDI-TOF-MS. Gene 16s rRNA. Metais pesados. Biofilme. Saúde 
Pública. 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



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+ 2) 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 + 2 was 

determined by the minimal inhibitory concentration (MIC) and the presence of the merA gene. 

The ability of biofilm formation and its response to the presence and absence of Hg2 + 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 INTRODUÇÃO 
 

O ambiente aquático é altamente complexo e diversificado, compreendendo vários 

tipos de ecossistemas que são produtos dinâmicos de interações complexas entre componentes 

bióticos e abióticos característicos de cada um deles. Alterações nas propriedades físicas e 

químicas desses ecossistemas podem afetar significativamente o equilíbrio das formas de vida 

ali presentes (RAND; WELLS; MCCARTY, 1995; ZHANG; ZHANG; FANG, 2009). 

Nas últimas décadas esses ecossistemas têm sido alterados de maneira significativa em 

função de múltiplos impactos ambientais advindos do lançamento 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 às formas de vida destacam-se os metais pesados. A 

presença desses contaminantes pode causar modificações na estrutura e na função das 

comunidades microbianas (DIXIT et al., 2015), as quais podem desenvolver vários 

mecanismos de resistência que possibilitem sua sobrevivência (ADARSH et al., 2007). Além 

disso, a resistência a metais pesados pode contribuir para a evolução de genes de resistência 

aos diferentes tipos de antimicrobianos devido ao aumento da pressão seletiva no ambiente 

(SARMA et al., 2010).  

 Dentre os metais tóxicos mais prevalentes no ambiente, destaca-se o mercúrio (Hg+2). 

Esse metal pode ser emitido por inúmeras fontes naturais e antropogênica e, por ser 

recalcitrante à biodegradação frequentemente ele persiste no meio (JAN et al., 2009; 

BARKAY et al., 2005). Bactérias resistentes ao mercúrio têm sido encontradas em diferentes 

ambientes incluindo solos (MAHBUB et al., 2017), sedimentos (WU et al., 2016), água (JAN 

et al., 2016) e, recentemente em amostras clínicas (PÉREZ-VALDESPINO et al., 2013; 

YANG et al, 2018).  

A capacidade de adaptação, bem como as diferenças metabólicas e fisiológicas são 

características essenciais para que microorganismos permaneçam nesses locais. Um dos 

mecanismos adaptativos presentes em bactérias que vem sendo frequentemente investigado é 

a formação de biofilme (CHOUDURI; WADUD, 2014).   Biofilmes são estruturas compostas 

principalmente de células microbianas e de uma matriz formada por um aglomerado de 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS) (TRENTIN et al., 2013). Células crescidas em 

biofilme apresentam algumas propriedades distintas das células planctônicas, uma delas é a 

resistência aumentada aos antimicrobianos e metais pesados (FLEMMING; WINGENDER, 

2010). 
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Diante desse contexto, diferentes tipos de análises e monitoramentos são necessários 

para avaliar as comunidades microbianas provenientes de ambientes impactados. Vários 

estudos têm utilizado métodos tradicionais de isolamento seletivo e cultivo de 

microrganismos para caracterização desses ambientes. Contudo, esses métodos possuem 

limitações devido às variações das características fenotípicas das bacterias (WOO et al., 

2008). Por esta razão, outras técnicas, como o sequenciamento do gene 16S rRNA e  a matrix-

assisted laser desorption/ionization-time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS), são 

propostas por serem capazes de fornecer informações de forma rápida e confiável, permitindo 

compreender a dinâmica e distribuição de bactérias no ambiente (SILVA, et al., 2014).  

O riacho Cavouco é um afluente da bacia hidrográfica 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 resíduos provenientes de laboratórios de ensino e pesquisa; resíduo hospitalar, 

além de despejo doméstico oriundos da população circunvizinha. O efeito cumulativo dos 

resíduos descartados inadequadamente vem provocando mudanças na dinâmica desse 

ecossistema, afetando a qualidade da água, a micro e macro fauna e flora existentes 

(ARAÚJO; OLIVEIRA, 2013; FREITAS et al., 2016). 

O presente estudo tem como objetivo caracterizar a microbiota do Riacho Cavouco por 

meio de diferentes técnicas de identificação, e comparar os perfis fenotípicos e genéticos de 

isolados clínicos e ambientais de Klebsiella pneumoniae, além de avaliar o efeito do mercúrio 

na formação de biofilme nessa espécie. 
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1 OBJETIVOS 
 
1.1 GERAL 

 
 Avaliar a qualidade da água e caracterizar a microbiota do riacho Cavouco por meio 

de diferentes técnicas, além de comparar perfis genotípicos e fenotípicos de isolados 

clínicos e ambientais de Klebsiella pneumoniae e avaliar o efeito do mercúrio (Hg2+) 

sobre a formação de biofilme.  

 

1.2 ESPECÍFICOS 

 

 Realizar o isolamento e a caracterização bacteriana em diferentes pontos do riacho 

Cavouco; 

 Avaliar e comparar a eficiencia das diferentes tecnica utilizadas na diferenciação das 

especies investigadas; 

 Avaliar a qualidade da água por quantificação de coliformes totais e termotolerantes; 

 Analisar e comparar isolados clínicos e ambientais de K. pneumoniae quanto ao perfil 

de susceptibilidade a antimicrobianos e a capacidade de formação de biofilmes na 

presença e ausência do mercúrio; 

 Avaliar a hidrofobicidade da superfície celular dos isolado de K. pneumoniae;  

 Pesquisar a presença dos genes cps, fimH, mrkD e merA em isolados clínicos e 

ambientais de K. pneumoniae; 

 Analisar a diversidade genética entre isolados de K. pneumoniae. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
 

2.1 AMBIENTE AQUÁTICO IMPACTADO 
 

A água é um recurso natural indispensável à sobrevivência do homem e dos demais 

seres vivos (ANA, 2012; PAZ et. al., 2000). Segundo Raucci (2001), 97% da água do planeta 

encontram-se nos oceanos, e dos 3% restantes, apenas 0,3% está disponível para o consumo 

humano, sendo armazenada em mananciais, lagos, rios e lençóis subterrâneos. 

A água destinada para o consumo humano deve obedecer aos padrões de potabilidade, 

ou seja, deve estar livre de qualquer contaminação, seja esta de origem química, física, 

radioativa ou microbiológica, não devendo oferecer riscos à saúde humana (CONAMA, 

2011). 

Segundo a Organização das Nações Unidas (ONU), o acesso ao abastecimento de água 

e saneamento é um direito humano, sendo vital para a dignidade e saúde de todas as pessoas. 

Entretanto, ainda existe cerca de 1,1 bilhões de pessoas sem acesso a água potável e 2,4 

bilhões de pessoas sem acesso a serviços de saneamento básico (WHO, 2014). 

A diminuição da qualidade da água tornou-se um dos mais graves problemas 

mundiais, fato que vem sendo intensificado pelo aumento da população e à ausência de 

políticas públicas destinadas para a preservação dos recursos hídricos. Segundo a Organização 

Mundial da Saúde - OMS (2016), aproximadamente, metade da população mundial em 

desenvolvimento será acometida por doenças diretamente relacionadas com a água fora dos 

padrões de qualidade e/ou com falta de saneamento adequado ou mesmo inexistente.   

A contaminação das águas naturais representa um dos principais riscos à saúde 

pública, fato que está diretamente relacionado com a descarga de efluentes domésticos, 

hospitalares e industriais não tratados, que provocam a contaminação dos corpos aquáticos 

por microrganismos patogênicos, como bactérias, vírus, protozoários e ovos de helmintos 

(GELDREICH, 1998).  

 

2.2 MICRORGANISMOS EM AMBIENTES AQUÁTICOS IMPACTADOS 
 

O ambiente aquático é altamente complexo e diversificado, compreendendo vários 

tipos de ecossistemas como os rios, lagos, riachos, estuários mares e oceanos. Todos esses 

ecossistemas são produtos dinâmicos de interações complexas entre componentes bióticos e 

abióticos característicos de cada um deles. Alterações nas propriedades físicas e químicas 
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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 população e da urbanização tem gerado grandes mudanças 

nesse ambiente, tais como: desvio do curso natural de rios, lançamentos de efluentes 

domésticos e industriais não tratados, desmatamentos, mineração, eutrofização artificial e 

outros (GOURLART; CALLISTO, 2003), trazendo consequências diretas e indiretas para os 

ecossistemas.  

No ambiente aquático, o principal fator que põe em risco a saúde pública é a 

ocorrência de poluição de origem fecal, pela presença de diversos microrganismos 

patogênicos (GELDREICH, 1998). Segundo a Organização Mundial da Saúde - OMS (2016), 

a água contaminada por esses microrganismos é responsável por 80% das doenças nos países 

em desenvolvimento. 

Outro problema que atinge o ambiente aquático é a contaminação por bactérias 

resistentes provenientes dos seres humanos e animais expostos a antimicrobianos 

(SKAKIBAIE et al., 2009; AL-BAHRY et al., 2009; GUSATTI et al., 2009; PRADO, et al., 

2008), bem como pela eliminação de resíduos antimicrobianos provenientes de efluentes 

domésticos e hospitalares. 

Os antimicrobianos são a principal fonte de mudanças em microambientes naturais e 

estudos vêm demonstrando que estes representam um risco ao ambiente e à saúde humana, 

mesmo em baixas concentrações (KUMMERER, 2009), podendo persistir no ambiente 

aquático por vários meses após a administração (POULIQUEN; LE, 1996; HIRSCH et al., 

1999), afetando a comunidade microbiana e introduzindo a resistência bacteriana ao ambiente 

(TENDENCIA; DE LA PENA, 2002). 

 Dentre diferentes nichos ecológicos, o ambiente aquático é considerado o mais 

eficiente para a seleção de populações bacterianas resistentes. Este ambiente é propenso a 

constantes mudanças que podem exercer uma pressão seletiva, favorecendo a evolução destes 

microrganismos com relação ao processo de adaptação a diversos agentes antimicrobianos 

(WOODFORD et al., 2014). 

As bactérias possuem a capacidade de se multiplicar em curto espaço de tempo, sofrer 

mutação e trocar seu material genético entre linhagens da mesma espécie ou até entre gêneros 

(CARATTOLI, 2009). Estudos sugerem que o aumento da frequência de bactérias resistentes 

na água é influenciado pela troca de genes de resistência, por meio de elementos genéticos 

móveis, como plasmídeos e transposons codificadores de resistência 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 às 

formas de vida presentes nesse ambiente. Dentre os principais poluentes, destacam-se os 

metais pesados que ao serem introduzidos no ambiente também podem causar modificações 

na estrutura e na função das comunidades microbianas (DOELMAN et al., 1994).  

Diante do aumento da concentração de metais pesados no ambiente, em grande parte 

devido às atividades humanas, microrganismos vêm desenvolvendo vários mecanismos de 

resistência que permitam sua sobrevivência (ADARSH et al. 2007). Entretanto, esses 

mecanismos podem desencadear sérias implicações, visto que, podem contribuir para a 

evolução de genes de resistência a antimicrobianos devido ao aumento da pressão seletiva no 

ambiente (SARMA et al., 2010).   

 
 
2.3 CARACTERÍSTICAS GERAIS DOS METAIS PESADOS 

 
O termo “metais pesados” é utilizado para identificar um grupo de elementos químicos 

que apresentam densidade atômica maior que 5g cm-3 ou que possuem número atômico maior 

que 20 (MARQUES et al., 2002). Alguns desses elementos, como Sódio (Na), Magnésio 

(Mg), Potássio (K), Cálcio (Ca),  Zinco (Zn) e Cobre (Cu), são microelementos essenciais 

para várias formas de vida, pois são necessários para o funcionamento de algumas rotas 

metabólicas (AGUIAR et al., 2002). Entretanto, o excesso ou carência desses elementos pode 

levar a distúrbios nos organismos, e em casos extremos, até a morte (VIRGA et al., 2007).  Já 

outros elementos como mercúrio (Hg), chumbo (Pb), cádmio (Cd) e arsênio (As), são 

altamente tóxicos mesmo quando presentes em baixas concentrações, e respondem pela 

maioria dos problemas de saúde devido à poluição ambiental (WHO, 1996). 

Os metais pesados participam do ciclo ecobiológico global, derivam de inúmeras 

fontes e são transportados dinamicamente através da atmosfera, solo e águas e por não serem 

biodegradáveis, podem permanecer no ambiente por longos períodos (LINDE et al., 1996). 

Nos sistemas aquáticos podem ser introduzidos como resultado de processos naturais, como 

intemperismo, erosão e erupções vulcânicas (FOSTER; CHARLESWORTH, 1996). 

Entretanto, nas últimas décadas, o aumento da urbanização e industrialização tem contribuído 

para o grande aumento desses contaminantes no meio ambiente, em todo o mundo 

(FASHOLA et al., 2016). 

Dentre os vários metais, mercúrio, cádmio e chumbo destacam-se por estarem 

associados a contaminações do ambiente aquático, podendo causar problemas de intoxicação 

ao homem e demais organismos. Estes elementos são capazes de reagir com moléculas e com 
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ligantes presentes nas membranas celulares, conferindo-os as propriedades de bioacumulação, 

biomagnificação na cadeia alimentar, persistência no ambiente e distúrbios metabólicos dos 

seres vivos (TAVARES; CARVALHO, 1992). 

 

2.3.1 Características Gerais do Mercúrio  
 
O mercúrio (Hg) é um elemento químico de massa atômica 200,5 e pontos de fusão 

igual a -38,87° C e de ebulição 356,9° C, sendo o único metal que se apresenta no estado 

líquido à temperatura ambiente (25° C) (HOBMAN; BROWN, 1997). Pode ser encontrado 

em diferentes espécies químicas com solubilidade, reatividade e toxicidade distintas. No 

ambiente pode apresentar-se como um composto inorgânico e/ou orgânico. Na forma 

inorgânica pode ser encontrado sob três diferentes estados de oxidação: o Hg elementar (Hg0), 

o qual se encontra principalmente na forma de gás, o íon mercuroso (Hg+), forma pouco 

estável em sistemas naturais, e o íon mercúrico (Hg+2).  Na forma orgânica, o íon mercúrico 

apresenta-se ligado covalentemente a um radical orgânico, sendo o metilmercúrico (CH3Hg+) 

e o dimetilmercúrico ((CH3)2Hg) os mais comuns (CANELA, 1995; HORVAT et al., 1996; 

JARDIM, 1988). 

Este metal é emitido para o ambiente por fontes naturais (erupções vulcânicas e 

presença em sedimentos) e antropogênicas, como o processamento de minérios, fabricação de 

cloro/soda-cáustica, tintas, pesticidas, fungicidas, produtos odontológicos, entre outros 

(CANELA, 1995; CLARKSON, 1990; MAXSON, 2005). Não apresenta função biológica 

estabelecida, podendo ser altamente tóxico dependendo da sua forma química, causando 

diferentes impactos no ecossistema e na saúde humana (JAN, et. al., 2009; MAXSON, 2005).   

Nos ambientes aquáticos, a especiação do mercúrio é influenciada pela interação com 

a biota e complexos orgânicos e inorgânicos presentes na coluna d’água e sedimentos 

(RAVICHANDRAN, 2004). Nesses ambientes, a emissão de mercúrio representa um sério 

risco ambiental devido à possibilidade de biotransformação do mercúrio inorgânico em 

metilmercúrio pela ação de bactérias, principalmente nos sedimentos.  

O metilmercúrio é um composto lipossolúvel, e por isso, é facilmente absorvido pelas 

membranas biológicas. Possui a capacidade de permanecer por longos períodos nos tecidos 

dos organismos, acelerando a bioacumulação e a biomagnificação nas cadeias alimentares e, 

portanto, maximizando seus efeitos na saúde humana (INTERNATIONAL PROGRAMME 

ON CHEMICAL SAFETY – IPCS, 1990; PORCELLA, 1994; ROULERT et. al., 1998a; LIN; 

PEHKONEN, 1999; BOENING, 2000; AMORIM et al., 2000). 



21 
 
 

2.4 RESISTÊNCIA A METAIS PESADOS 
 

A contaminação ambiental por metais pesados vem aumentando nos últimos anos, em 

virtude das mais diversas atividades antropogênicas. Os metais pesados por não serem 

biodegradáveis, apresentam a tendência a biomagnificação e bioacumulação e são 

extremamente tóxicos a várias funções biológicas, causando sérios impactos ao meio 

ambiente e à saúde humana (LI et al., 2013).  

Microrganismos presentes em ambientes contaminados desenvolveram diferentes 

mecanismos de resistência para se adaptarem ao estresse causado por metais pesados. A 

capacidade de sobreviver nessas condições extremas depende de atributos bioquímicos e 

fisiológicos adquiridos, além de adaptações genéticas (ABOU-SHANAB et al., 2007). 

Dentre os vários mecanismos, intra e extra-celulares, destacam-se: bioacumulação 

(BLINDAUER et al., 2002), biossorção (QUINTELAS et al., 2013), biomineralização e 

precipitação (PODDA et al., 2000; MIRE et al., 2004), oxidação e redução enzimática do 

metal para a forma menos tóxica (SILVER, 1996), produção de sideróforos (SCHALK et al., 

2011) e formação de biofilme (TAGA; BASSLER, 2003; VON BODMAN et al., 2003). 

Vários estudos sugerem que a contaminação por metais no ambiente natural pode ter 

um papel importante na manutenção e proliferação da resistência aos antimicrobianos (Tabela 

1), (SUMMERS, 2002; SUMMER et al., 1993; ALONSO et al., 2001). No meio ambiente, a 

pressão seletiva exercida pelos metais podem selecionar isolados resistentes de maneira 

semelhante aos antibióticos, uma vez que ambos os genes de resistência estão frequentemente 

localizados nos mesmos elementos móveis (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 plasmídeo conjugativo com co-

resistência a tetraciclina e cobre, reforçando que a resistência aos antibióticos pode ser 

induzida pela pressão seletiva de metais pesados no ambiente. Caille et al. (2007) 

demonstraram que em Pseudomonas aeruginosa, o cobre pode induzir a resistência ao 

imipenem pelo mecanismo de sistema regulatório de dois componentes CopR-CopS. Ghosh et 

al. (2000) verificaram a resistência a ampicilina, arsênio, cromo, cádmio e mercúrio em 

plasmídeos de isolados de  Salmonella abortus equi e observaram que  após a remoção dos 

plasmídeos os isolados tornaram-se sensíveis a esses compostos.  
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Tabela 1: Exemplos de características estruturais e funcionais compartilhadas em mecanismos de resistência a 
metais e antibióticos  

Mecanismos de 
resistência 

Metais pesados Antibióticos Referências 

Redução na 
permeabilidade 

As, Cu, Zn, Mn,    
Co, Ag 

Cip, Tet, Cholr, β-
lactâmicos 

Silver (1996), Ruiz (2003) 

Alteração da droga e do 
metal 

As, Hg β-lactâmicos, Chlor 
Mukhopadhyay et al. 
(2002), Wright (2005) 

Efluxo da droga e do metal 
Cu, Co, Zn, 
Cd, Ni, As 

Tet, Chlor, 
β-lactâmicos 

Nies (2003), Levy (2002) 

Alteração da sinalização 
celular 

Hg, Zn, Cu 
Cip, β-lactâmicos, 

Trim, Rif 
Barkay et al. (2003), 

Roberts (2005) 
Abreviações: 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 evidência da co-resistência de metais e antibióticos, 

alguns estudos compararam os perfis de resistência de bactérias coletadas em ambientes 

contaminados e não contaminados. Rasmussen e Sorensen (1998) demonstraram um aumento 

na ocorrência de plasmídeos conjugativos em locais contaminados e observaram que os genes 

de resistência a mercúrio e a tetraciclina estavam localizados no mesmo plasmídeo. 

MacArthur e Tuckfield (2000) examinaram perfis de resistência a metais e antibióticos, em 

sedimentos de riacho contaminados e não contaminados, e observaram que os isolados 

obtidos do sedimento contaminado apresentaram-se mais resistentes a canamicina e 

estreptomicina que os demais. 

Desse modo, não apenas o uso indiscriminado de antibióticos, mas também a 

contaminação ambiental por metais pesados podem oferecer riscos e danos à saúde humana, 

visto que os genes de resistência podem ser transferidos horizontalmente dos microrganismos 

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

 
2.5 CARACTERÍSTICAS GERAIS DA Klebsiella pneumoniae 

 
Klebsiella pneumoniae é uma espécie do gênero Klebsiella, pertencente à família 

Enterobacteriaceae, apresenta-se como um bacilo Gram-negativo, aeróbio facultativo, imóvel 

e não esporulado. É envolvido por cápsulas mucoides polissacarídicas que têm como função 

proteção contra ação bactericida e fagocitose, além de auxiliar na aderência celular 

(MARTINEZ et al., 2004). Como características bioquímicas, são Voges-Proskauer positivo, 

produção de indol e H2S negativos, arginina e ornitina negativos e mobilidade negativo, 

utilização de citrato positivo e produção de uréase positivo (MURRAY et al., 2005). 
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Em contraste a outros patógenos bacterianos, K. pneumoniae é ubíqua na natureza. Os 

seus habitats não clínicos incluem fontes ambientais como águas de superfície, solo, 

vegetação, esgotos e efluentes industriais, bem como a colonização comensal de superfícies 

mucosas em humanos e outros animais (BARATI et al., 2016; STAHLHUT et al., 2009). 

Alguns estudos vêm demonstrando que K. pneumoniae de origem ambiental são altamente 

similares a isolados clínicos, compartilhando características fenotípicas e genéticas 

(MATSEN et al., 1974; PDSCHUN et al., 2000; BARATI et al., 2016). 

É considerado um patógeno oportunista por acometer pacientes imunocomprometidos 

hospitalizados e em condições debilitantes, sendo responsável por uma variedade de 

infecções, tais como pneumonia, septicemia, infecções urinárias e pulmonares (TRABULSI et 

al., 2008). Em indivíduos sadios, esta bactéria é encontrada com frequência de 19% nas fezes 

e de 1 a 6% na orofaringe. Em pacientes hospitalizados pode haver um aumento dessa 

frequência para 77% nas fezes e 19% na orofaringe (PODSCHUN; ULLMANN, 1998). 

A importância dessa espécie bacteriana no ambiente hospitalar está relacionada com a 

capacidade de desenvolver mecanismos de resistência aos antimicrobianos, principalmente 

aos β-lactâmicos, o que pode ser explicado pela facilidade na aquisição de plasmídeos de 

resistência (TRABULSI et al., 2008; FATIMA et al., 2018). A multirresistência apresentada 

por K. pneumoniae está se tornando um problema de saúde pública, sendo em grande parte 

relacionada com os isolados que expressam enzimas beta-lactamases de espectro estendido 

ESBLs que hidrolisam um amplo espectro de β-lactâmicos (MILLIS et al., 2016; 

MOGHADAMPOUR et al., 2018). 

A resistência a outras classes de antimicrobianos entre isolados produtores de ESBL 

limita as opções terapêuticas, tornando os carbapenêmicos os agentes mais eficientes 

(SCHWABER et al., 2005; TUMBARELLO et al., 2007). Entretanto, esta espécie apresenta 

um eficiente mecanismo de resistência aos carbapenêmicos, conhecido como Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase (KPC) (NORDMANN et al., 2009). Vários estudos têm 

reportado a frequência 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 índices de morbidade e mortalidade produzida por 

essa bactéria (KANWAR et al, 2018). 

A patogênese e a capacidade de persistência em diferentes ambientes por K. 

pneumoniae está relacionada com sua capacidade de formar biofilmes (BARRETO et al, 

2009) e regular a expressão de vários fatores de virulência (DAVIS et al, 2015; 

RUNCHAROEN et al. 2017). Alguns estudos têm analisado a relação entre a formação de 
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biofilme e a susceptibilidade e penetração de antimicrobianos. Ander et al. (2000) 

evidenciaram a limitada capacidade de penetração dos antimicrobianos ampicilina e 

ciprofloxacina em biofilmes formados por K. pneumoniae. Bellifa et al. (2013) reportaram a 

resistência de isolados formadores de biofilme, obtidos de dispositivos médicos,  a outros 

antimicrobianos como gentamicina, cefotaxima e ciprofloxacina. 

A formação de biofilme por esta bactéria está relacionada também a fatores de 

virulência. K. pneumoniae produz vários fatores de virulência, como as adesinas fimbriais, 

sideróforos, antígenos S e antígenos capsulares (PODSCHUN; ULLMANN, 1998; MELO et 

al., 2014; LOPES et al, 2016). Dentre esses fatores, a produção de cápsula polissacarídica e as 

fímbrias tipo 1 e tipo 3 predominam em K. pneumoniae e contribuem para a formação dessas 

estruturas (LI et al., 2014). 

 
2.6 CARACTERÍSTICAS GERAIS DOS BIOFILMES 

 

Biofilme é uma estrutura porosa e complexa, formado por uma ou mais espécies de 

microrganismos, organizada em várias camadas aderidas de modo irreversível a uma 

superfície biótica ou abiótica e envolvidas numa matriz composta por substâncias poliméricas 

extracelulares (EPS) (TRENTIN et al., 2013). São formados de maneira dinâmica e gradual, 

envolvendo várias etapas. A primeira é a adesão bacteriana reversível que pode ocorrer em 

superfícies bióticas, mediadas por interações moleculares ou em superfícies abióticas, por 

meio de interações físico-químicas. A segunda consiste na adesão irreversível, onde ocorre a 

consolidação do processo de adesão por meio da produção de EPS. Após o estabelecimento e 

amadurecimento da matriz protetora na fase irreversível, o ciclo é finalizado com a ruptura do 

biofilme e a liberação das células bacterianas (Figura 1) (TRENTIN et al., 2013; MONROE, 

2007).  

Figura 1: Representação das etapas da adesão e formação de biofilme bacteriano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Monroe (2007). 
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As bactérias na forma de células livre (planctônicas) não são frequentemente 

encontradas na natureza, a maioria delas vive em comunidades ou aderidas a diversas 

superfícies bióticas ou abióticas, como por exemplo, equipamentos clínicos e industriais. 

Vários fatores podem contribuir para a adesão bacteriana como: flagelos, fímbrias, adesinas e 

polímeros, além de forças de adesão como atração eletrostática e hidrofóbica, interações de 

var der Waals, pontes de hidrogênio e ligações covalentes (FLEMMING; WINGENDER, 

2010).    

A formação de biofilme é uma estratégia eficaz para a sobrevivência e persistência 

microbiana em condições de estresse, como por exemplo, na presença de antimicrobianos e 

metais pesados (AZEVEDO; CERCA, 2012). Estudos têm demonstrado que concentrações 

sub-inibitórias de antimicrobianos podem induzir a formação de biofilme (KAPLAN et. al, 

2012; HENNEQUIN et al., 2012). De forma semelhante, diversos trabalhos têm reportado o 

aumento na formação de biofilme na presença de diferentes metais, como níquel (PERRIN et 

al., 2009), cádmio (WU et al., 2015), chumbo (GIOVANELLA et al., 2017), entre outros. 

Além disso, devido à proximidade de bactérias no estado de biofilme, pode ocorrer 

troca de material genético através de elementos genéticos móveis (MADSEN et al., 2012). 

Desse modo, essa estrutura pode permitir a transferência de genes de resistência, facilitando o 

surgimento de cepas multirresistentes que são rapidamente disseminadas no meio ambiente 

(KRAGH et al., 2016).   

 
2.7 MÉTODOS DE IDENTIFICAÇÃO MICROBIANA 

 
Tradicionalmente, as técnicas de identificação e diferenciação de linhagens bacterianas 

são baseadas nas características morfológicas e fenotípicas das amostras. Contudo, essas 

técnicas convencionais são, muitas vezes, limitadas por sua baixa capacidade de diferenciação 

entre linhagens de uma determinada espécie e também devido, muitas vezes, à baixa 

reprodutibilidade dos testes (OLIVE; BEAN, 1999). 

Com o avanço da biologia molecular, diversas técnicas foram desenvolvidas para a 

identificação e caracterização de microrganismos, contribuindo significativamente para um 

grande avanço do conhecimento da diversidade microbiana. Em geral, essas técnicas baseiam-

se na análise das proteínas e principalmente dos ácidos nucleicos, apresentando diferentes 

níveis de resolução para a detecção da variabilidade genética entre linhagens bacterianas 

(PALLERONI, 1993) 
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2.7.1 Gene 16S rDNA 
 

O ribossomo das células procarióticas é constituído pelo RNA ribossomal e por várias 

proteínas. Ele é composto de duas subunidades principais, a 40S (subunidade maior) e a 30S 

(subunidade menor). Na subunidade maior estão as moléculas de 23S, 5S rRNA e mais 31 

proteínas. Na subunidade menor estão o 16S rRNA e mais 21 proteínas (WOODSON; 

LEONTIS, 1998). 

Os genes que codificam os rRNAs procarióticos são organizados em operons (rrn 

operon) formados pelos três genes que codificam os rRNA: 16S rDNA, 23S rDNA e 5S rDNA. 

Cada um desses genes é separado por uma região espaçadora intergênica (ISRs), que contém 

um ou mais genes de RNA transportador (tRNA) (CLARRIDGE, 2004) 

Esses genes correspondentes aos RNAs ribossômicos são utilizados para as 

determinações filogenéticas, pois apresentam todas as características que definem um 

marcador molecular, tais como: a) estão universalmente distribuídos e têm a mesma função 

em todos os organismos; b) originaram-se de genes ancestrais comuns, portanto são 

homólogos; c) possuem regiões bastante conservadas e outras mais variáveis, onde a taxa de 

variação nucleotídica pode ser estatisticamente correlacionada com a distância entre gêneros e 

espécies (CLARRIDGE, 2004) e d) os rRNAs 16S e 23S são moléculas razoavelmente 

grandes, tendo portanto informações suficientes para comparações estatisticamente 

significativas (ROSADO et. al., 1997). 

O gene 16S rDNA possui aproximadamente 1500 nucleotídeos e geram grande 

quantidade de informações úteis para inferências filogenéticas. O gene 23S rDNA tem 

aproximadamente 3000 nucleotídeos e contem duas vezes mais informações que o gene 16S 

rDNA. Apesar disso, esta região por ser menor, tem maior facilidade de sequenciamento, 

sendo assim a mais utilizada para propósitos taxonômicos. Contudo, o 23S rDNA tem sido 

utilizado como suplemento para os dados gerados pelo estudo do 16S rDNA em organismos 

intimamente relacionados (STAHL, 1997). 

A análise comparativa de sequências nucleotídicas do gene 16S rDNA tem sido 

largamente utilizada em estudos taxonômicos e de identificação de bactérias. A vantagem de 

utilizar essa técnica é a disponibilidade de um grande número de sequências desse gene 

depositadas em bancos de dados como Gen-Bank, RDP, EMBL, possibilitando a comparação 

de novas sequências obtidas com as sequências presentes nessas bases (COUTINHO et al., 

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

Em microbiologia, a técnica de MALDI-TOF-MS (Figura 3) é utilizada para 

identificar uma diversidade de microorganismos incluindo bactérias, fungos e vírus. Devido à 

capacidade para caracterizar microrganismos, essa técnica tem sido amplamente aplicada em 

diagnósticos clínicos, e em menor proporção em trabalhos de monitoramento ambiental e 

controle da qualidade de alimentos. Além disso, os materias utilizados em experimentos por 

esse método são de baixo custo financeiro (SANTOS et al., 2013; NOWAKIEWICZ et al, 

2017).   

 
Figura 2: Representação esquemática das etapas de análise por MALDI-TOF-MS. 

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

 

O processo de identificação por meio dessa tecnologia baseia-se na análise de 

impressões digitais de proteínas ribossômicas, bem como de proteínas básicas. Como a massa 

proteíca é representada por aproxidamente 20% de proteínas ribossômicas, que representam 

3% da massa celular total, o MALDI-TOF-MS pode ser um método rápido para identificar 

uma grande variedade de isolados, independentemente do microorganismo (AVANZI et al., 

2017).  
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A identificação rápida e precisa de agentes patogênicos, do ponto de vista clínico, é 

essencial para os tratamentos antimicrobianos adequados. Além de ser comparada com a 

caracterização fenotípica quanto ao baixo custo, essa tecnologia também se apresenta tão 

precisa quanto o sequenciação do gene 16S rDNA (WATTAL et al., 2017). O MALDI-TOF-

MS compara por meio de softwares específicos os resultados obtidos com os espectros de 

referência armazenados em bancos de dados. Apesar de, inicialmente, ter sido desenvolvido 

para a identificação de microrganismos de importância clínica, novas informações podem ser 

acrescentadas na base de dados (AVANZI et al., 2017). Desse modo, essa tecnologia vem 

sendo integrada ao contidiano de profissionais em laboratórios, bem como complementando 

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

 
2.8 TIPAGEM MOLECULAR DE MICRORGANISMOS 

 
Nos últimos anos, muitas técnicas moleculares têm 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 famílias de sequencias intergênicas repetitivas (30-150pb), descritas em enterobactérias, 

conhecidas como Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC) (SHARPLES; 

LLOYD, 1990; VERSALOSVIC et al., 1991; WILSON; SHARP, 2006). 

Esses elementos ERIC contêm uma região central altamente conservada e localizada 

em regiões intergênicas não codificantes do genoma bacteriano e suas sequencias têm sido 

utilizadas como base para essa técnica de tipagem bacteriana (WILSON; SHARP, 2006). Essa 

metodologia utiliza uma reação de polimerase em cadeia (PCR), com primers consenso, para 

amplificar regiões entre sequencias ERIC, que são reveladas por perfis eletroforéticos. A 

comparação 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 satisfatório 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 eficácia 

desta técnica para genotipagem de isolados clínicos de K. pneumoniae obtidos de diferentes 

fontes. WASFI et al. (2016) compararam essa técnica com a RAPD e indicaram que a ERIC-

PCR como mais eficaz na diferenciação dos isolados e correlação com perfis de resistência e 

fatores de virulência de K. penumoniae. Adicionalmente, Seifi et al. (2016) evidenciaram que 

a ERIC-PCR foi eficiente na detecção de heterogeneidade entre isolados dessa espécie.   
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2.9 CARACTERÍSTICAS GERAIS DO RIACHO CAVOUCO 
 

O riacho Cavouco é um afluente da margem direta da bacia hidrográfica do rio 

Capibaribe (Figura 3), fonte de recursos hídricos para a maioria das indústrias e áreas de 

irrigação 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 adição de água nos 

períodos de seca na região (ESPINDULA; SANTOS, 2004).     

Esse riacho perfaz um percurso de aproximadamente 6 km, no trecho que percorre 

dentro dos limites da Universidade, recebendo uma contribuição significativa de resíduos 

poluidores provenientes dos laboratórios de ensino e pesquisa, além de resíduos hospitalares e 

efluentes domésticos derivados da população adjacente (ARAÚJO; OLIVEIRA, 2013; 

FREITAS et al., 2016). Consequentemente, o lançamento inapropriado desses resíduos pode 

causar desequilíbrios ecológicos nesse ambiente, alterar de forma expressiva a qualidade da 

água e contribuir para a ocorrência e disseminação de bactérias resistentes no meio ambiente.   

 

Figura 3: Localização do riacho Cavouco no estado de Pernambuco, no Nordeste do Brasil. 

 

 

Fonte: Freitas et al. (2016) 

 

 

O grupo de pesquisa Núcleo de Biossegurança e Meio Ambiente da Universidade 

Federal de Pernambuco (NuBIOMA), em parceria com a Superintendência de Infraestrutura 

da UFPE vem desenvolvendo diferentes projetos de pesquisa e extensão visando contribuir 

com a implementação de um plano de gerenciamento de resíduos na instituição. 
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Araujo e Oliveira (2013) avaliaram as características físicas e químicas desse ambiente 

e detectaram condições inadequadas para sobrevivência de vida aquática. Assis e 

colaboradores (2014) identificaram alterações enzimáticas na espécie Oreochromis niloticus 

(tilapia) coletada nesse riacho. Em seu trabalho esses autores revelaram que todas as 

atividades enzimáticas avaliadas se mostraram afetadas de modo negativo nessa espécie pelas 

condições ambientais de seu habitat quando comparadas a uma população controle. Esses 

resultados apresentam indícios de contaminação a nível bioquímico, sendo necessário o 

monitoramento e maiores investigações 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 combinação de 

sulfato de alumínio e de uma lectina (WSMoL), extraída de Moringa oleifera foi satisfatória 

na redução da turbidez e da ecotoxicidade de uma amostra de água poluída desse riacho. 

Trabalhos paralelos vêm sendo desenvolvidos pelo grupo NuBioma neste e em outros 

ambientes impactados. 
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3. Resultados 
 
3.1 MICROBIOTA SAMPLES FROM A POLLUTED STREAM IN RECIE-PE, BRAZIL 
AND IMPORTANCE TO PUBLIC HEALTH. 
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3.2 IN VITRO EVALUATION OF MERCURY (HG2+) EFFECTS ON BIOFILM 
FORMATION BY CLINICAL AND ENVIRONMENTAL ISOLATES OF 
Klebsiella pneumoniae 
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3.3 APLICABILIDADE DE TÉCNICAS PARA IDENTIFICAÇÃO MICROBIANA EM UM 

RIACHO URBANO IMPACTADO 
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RESUMO 
 

O crescente processo de urbanização e seus impactos ambientais têm interferido na dinâmica 

dos ecossistemas aquáticos, modificando a estrutura e função das comunidades microbianas. 

A rápida e acurada identificação de microrganismos presentes nesses ambientes é necessária 

para o monitoramento de mudanças dessas comunidades e para identificar possíveis riscos à 

saúde pública. O objetivo do presente estudo foi avaliar a aplicabilidade de técnicas na 

identificação de bactérias isoladas de um riacho urbano contaminado. Amostras de água 

foram coletadas de cinco pontos estratégicos (P1-P5) do riacho Cavouco onde 50 isolados 

foram obtidos e caracterizados morfologicamente por meio de características fenotípicas e 

moleculares através das técnicas de MALDI-TOF-MS e sequenciamento do gene 16S rRNA. 

As análises morfológicas revelaram uma uniformidade no formato das colônias e 

características distintas para os demais parâmetros analisados, não sendo possível, portanto, 

identificá-las a nível taxonômico, diferentemente das analises moleculares onde 86% dos 

isolados (n=43) foram identificados ao nível de espécie e 12% (n=7) ao nível de gênero. 

Nessa caracterização foi verificada uma elevada concordância entre a identificação realizada 

pelo MALDI-TOF-MS e pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, onde 13 gêneros 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 importância de um constante e eficaz monitoramento da 

microbiota local. Os resultados obtidos confirmam a eficiência das técnicas moleculares na 

identificação de microrganismos e sugerem que, apesar de ser direcionada para bactérias de 

interesse clínico, a técnica MALDI-TOF-MS é uma alternativa rápida e eficaz na 

identificação de microrganismos de ambiente impactado. 

Palavras-chaves: Fenótipo, técnicas moleculares, diversidade. 
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1. Introdução 
 

Os microrganismos são essenciais para o meio ambiente, pois contribuem para a 

estabilidade dos ecossistemas, participando de vários ciclos biogeoquímicos. No ecossistema 

aquático, esses organismos participam da decomposição de matéria orgânica em nutrientes e 

do controle da qualidade da água (Newton et al., 2011; Bronmark; Lansson, 2005).  Nas 

últimas décadas, esse ambiente tem sido alterado de maneira significativa em função do 

crescente processo de urbanização, modificando a estrutura e a diversidade dos 

microrganismos ali presente (Freitas et al., 2011; Purificação-Junior et al., 2016).  

A identificação e caracterização desses microrganismos são necessárias para entender o 

impacto ambiental e sua influência na composição e dinâmica da microbiota local (Hemme et 

al., 2015; Trexler et al., 2014), além de identificar bactérias patogênicas de importância para 

saúde pública (Martin et al., 2017).  

Tradicionalmente, as técnicas de identificação bacteriana são baseadas nas 

características morfológicas e fenotípicas e são utilizadas como primeira diferenciação entre 

as amostras. Contudo, essas técnicas convencionais são, muitas vezes, limitadas por sua baixa 

capacidade de diferenciação 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 avanço do conhecimento da diversidade 

microbiana. Dentre essas técnicas, a análise comparativa de sequências nucleotídicas do gene 

16S rRNA tem sido considerada como “padrão ouro” em estudos taxonômicos e filogenéticas 

(Srinivasan et al., 2015).  

Recentemente novas tecnologias têm 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, confiável e rápida (De Bruyne et al., 2011; Martin et al., 
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2017; Starostin et al., 2017). Esta técnica é baseada na análise de um fingerprint de proteínas 

ribossomais e outras proteínas básicas que são específicas para cada espécie microbiana 

(Wilkins et al., 2006; Giebel et al., 2010). Dentre suas diversas vantagens, destacam-se: 

utilização de células intactas de microrganismos que podem ser obtidas diretamente do meio 

de cultivo, custo-benefício (U$2/amostra), curto tempo de processamento e análise, e alto 

rendimento (o consumo de material biológico é insignificante) (Allen et al., 2015; Avanzi et 

al., 2017). 

Vários estudos têm demonstrado a eficiência e a alta reprodutibilidade desse método, 

entretanto, a maioria é direcionado para microrganismos de interesse clínico, como 

Escherichia coli e outros membros da família Enterobacteriacea (Yu et al, 2018), 

Staphylococcus aureus (Zhang et al., 2015) e Streptococcus pneumoniae (Nakano et al., 

2015), com número reduzido de estudos voltados para identificação 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 resíduos provenientes de laboratórios de ensino e pesquisa, resíduo 

hospitalar, além de despejo doméstico oriundos da população circunvizinha. O efeito 

cumulativo desses resíduos vem provocando mudanças na dinâmica desse ecossistema, 

alterando de forma expressiva a qualidade da água e contribuindo para a ocorrência e 

disseminação de bactérias patogênicas (Araújo; Oliveira, 2013; Freitas et al., 2016; 

Purificação-Junior et al., 2016). 

O presente estudo tem como objetivo avaliar a aplicabilidade de diferentes técnicas para 

analisar e monitorar um ambiente aquático impactado por meio da identificação da sua 

população microbiana. 

 

 



51 
 
 

2. Materiais e Métodos 
 

2.1 Isolamento e caracterização morfológica  
 

Foram realizadas coletas de água (superfície e a 30 cm de profundidade) em cinco 

pontos estratégicos do riacho Cavouco de acordo com Purificação-Junior et al. (2016). Para o 

isolamento bacteriano, foi retirado 50 µl da água coletada e com auxílio de uma alça Drigalski 

foram semeadas em ágar eosina azul de metileno (EMB) e ágar nutriente (AN). As placas 

foram incubadas a 37 ºC por 24 e 48 horas e após esse período foi realizada a análise 

morfológica das colônias isoladas, avaliando as seguintes características: forma, borda, 

superfície, transparência, coloração, presença de muco e brilho. Os isolados foram 

identificados com a denominação de P (ponto) com número do local da coleta, S (superfície) 

ou P (profundidade), seguido de letra referente as colônias isoladas de cada placa.  

2.2 Identificação por MALDI-TOF-MS 

Após 24h de crescimento em meio Brain Heart Infusion (BHI), colônias bacterianas 

foram ressuspendidas em água deionizada e em seguida realizada a inativação das células e a 

extração de proteínas pelo método descrito por Starostin et. al. (2015), com algumas 

modificações. Para análise dos espectros de massa, 1µl de extrato de proteína foi colocado em 

placa (96 MSP, Bruker Daltonics, EUA), seguida de secagem ao ambiente. A matriz foi 

preparada com ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (10 mg/mL) em acetonitrila 50% e ácido 

trifluoroacético 0,3% e aplicada na placa sobre as amostras para cristalização. A aquisição dos 

espectros de MS em modo linear positivo (Voltagem de aceleração: 20 kV e Faixa de 

detecção - m/z: 2.000 – 20.000) foi realizada pelo Programa Flex Control Version 3.0 em 

Espectrômetro 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 identificação de espécie; scores 

maiores que 1.700 identificação em nível de gênero; scores menores que 1.700 identificação 

não confiável (Ng et al., 2012; Schulthess et al., 2013). 

2.3 Extração de DNA genômico 

A extração do DNA cromossômico foi realizada por meio da técnica descrita por 

Sambrook et al. (2001), com algumas modificações. A qualidade e a concentração do DNA 

extraído foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%, em tampão 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 Amplificação e Sequenciamento do gene 16S rRNA por PCR 

O gene 16S rRNA foi amplificado utilizando os oligonucleotídeos iniciadores: fD1 (5´-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´) e rD1 (5´-AAGGAGGTGATCCAGCC-3´) ( Weisburg 

et al.,1991). A amplificação das amostras foi efetuada em volume final de 25 uL contendo 

tampão 10X, dNTPs (10mM.), MgCl2 (50mM.) e Taq polimerase (2,5 U/µl) (Invitrogen), 

iniciadores (15 pmol/ μl) e DNA (20 ng/ μl). As reações 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 desnaturação (95°C por 45 

segundos), uma etapa de anelamento (60,0°C por 45 segundos) e uma etapa de extensão 

(72°C por 2 minutos) e, por fim, uma etapa de extensão final a 72°C por 5 minutos. 

Os produtos de PCR foram purificados seguindo o protocolo do kit de purificação 

PureLink (Invitrogen) e em seguida sequenciados em sequenciador automático de DNA ABI 

3100. As sequências obtidas foram comparadas com linhagens padrão de coleções 

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 construção de um dendograma pelo 

método neighbor-joining. 

 

3. Resultados 
 

Foi observado crescimento de colônias bacterianas nos cinco pontos (superfície e 

profundidade), sendo obtido um total de 50 isolados. As características morfológicas, em 

geral, apresentaram pequena variação para a forma das colônias (Tabela 1), porem 

diversidade para os demais parâmetros investigados. Dentre os isolados, 92% (n=46) 

apresentaram forma circular, 6% (n=3) filamentosa e apenas o isolado P5PAb forma rizoide. 

Quanto à borda da colônia, 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 superfície da colônia, 74% (n=37) dos isolados apresentaram 

superfície lisa e os demais, superfície rugosa. Quanto à transparência da colônia, 86% (n=43) 

apresentaram-se opacas e 14% (n=7) transparentes. Para a cor da colônia, em 84% (n=42) foi 

observada a coloração creme e 16% (n=8) amarelada. Quanto à produção de muco, verificou-

se que 84% (n=42) foram capazes de produzir muco e os demais não, sendo considerados 

secos. Dentre os isolados, 56% (n=28) apresentaram colônias brilhosas (Tabela 1). Apesar da 

importância desse método para o isolamento e purificação dos isolados o mesmo não foi 

eficiente para identificá-los ao nível taxonômico.   

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 nível de espécie com alta confiabilidade, e 12% (n=7) com valores maiores que 1.700, 

possibilitando a identificação confiável de gênero (Tabela 2). 
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 A partir dos resultados obtidos, foram identificados 13 gêneros 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 

os gram-positivos, o gênero 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) e 

B. altitunidis (n=1). Outro gênero 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 família Enterobacteriacea foram obtidos em todos os pontos, exceto no 

ponto 1. Entre as gram-negativas, destaca-se a presença do gênero Enterobacter representado 

pelas espécies E. clocae (n=2; pontos 2 e 4), E. kobei (n=2; pontos 2 e 3) e E. asburiae (n=1; 

ponto 3). Além dessas, outras espécies apresentaram alta prevalência como os isolados 

Escherichia coli (n=5; pontos 2, 3, 4 e 5), Klebsiella pneumoniae (n=4; pontos 2, 3 e 4), 

Acinetobacter radioresistens (n=3, pontos 2 e 3) e Proteus mirabilis (n=3; pontos 4 e 5). Com 

menor frequência 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 análises, 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 três espécies (Figura 1). 

As sequencias do gene 16S 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 confirmação da identidade de todos os isolados obtida pela técnica 
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MALDI-TOF-MS (Tabela  2). O isolado P3PAh, não 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 identificação molecular (Figura 2). 

4. Discussão 
 

A diversidade microbiana nos ecossistemas aquáticos é determinada por várias 

características ambientais como temperatura, salinidade, pH, entre outras (Zhang; Zhang, 

2009). Nas últimas décadas, o processo de urbanização e seus impactos ambientais têm 

interferido na dinâmica desses ecossistemas, modificando a estrutura e função das 

comunidades microbianas (Freitas et al, 2011). A rápida identificação de microrganismos 

presentes em ambientes aquáticos impactados é necessária para o monitoramento de 

mudanças na comunidade bacteriana e para identificar possíveis riscos à saúde pública. Diante 

desse fato, o presente estudo se propôs a avaliar a aplicabilidade de técnicas que possibilitem 

uma rápida e confiável identificação de microrganismos provenientes de um riacho urbano 

impactado. 

A partir da caracterização morfológica dos 50 isolados, obtidos dos diferentes pontos do 

riacho Cavouco, verificou-se uma pequena variação entre as características morfológicas 

analisadas, apresentando baixo poder discriminatório. Tradicionalmente, os métodos 

fenotípicos incluindo analises morfológicas e fisiológicas, vem sendo amplamente utilizados 

como primeira diferenciação dos isolados. Contudo, esses métodos apresentam uma baixa 

reprodutibilidade e nem sempre permitem uma identificação precisa ao nível de espécie 

(Elmaci et al., 2015; Markiewicz et al., 2010) e por isso outros métodos complementares são 

recomendados para uma confiável identificação.  

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

identificação de proteínas e peptídeos que permitem a identificação de espécies microbianas. 
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Vários estudos têm demonstrado a alta reprodutibilidade deste método quando comparado 

com outros considerados “padrão-ouro” (Bruyne et al., 2011; Lo et al., 2015; Sharma et al., 

2017). Sua efetiva aplicação requer a utilização de bancos de dados comerciais, além de 

softwares específicos para comparação dos espectros proteicos. Várias plataformas comerciais 

foram desenvolvidas para essas análises, entretanto, são direcionadas para microrganismos de 

interesse clínico (Carbonnelle et al., 2011). Diante desse fato, para microbiologia ambiental, 

essa técnica ainda é pouco explorada, sendo mais utilizada para investigar espécie única ou 

grupos microbianos selecionados. Estudos sobre comunidades microbianas ambientais são 

limitados e, geralmente, necessitam da validação de outros métodos de identificação (Koubek 

et al.,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 nível de espécie e 12% de gêneros com alta 

confiabilidade, dentre eles, os isolados pertencentes a Enterobacter, Bacillus e Providencia. 

Os espectros bacterianos obtidos podem ser influenciados pelas mudanças ambientais, 

alterando processos celulares, consequentemente, modificando o perfil protéico e dificultando 

a identificação 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 gêneros 

Bacillus e Enterobacter. Segundo eles, apesar desses isolados serem representados no banco 

de dados, há uma ampla diversidade genética desses gêneros dificultando sua identificação. 

Dentre os isolados estudados, apenas P3PAh não teve sua identidade confirmada por 

essa técnica, sendo posteriormente identificado como pertencente à espécie Exiguobacterium 

sp. por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA. Esse dado corrobora com o resultado 

obtido por Timperio et al. (2017), no qual um isolado pertencente a espécie Exiguobacterium 

oxidotolerans não foi identificado devido a ausência de um espectro de referência no banco de 
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dados. Curiosamente, Purificação-Junior et al. (2016) apresentou dificuldade na identificação 

desse gênero no mesmo ambiente, sendo fenotipicamente identificado como pertencente a 

espécie Staphylococcus hominis. Essa divergência foi justificada pelo fato de que ambos os 

gêneros apresentam características morfológicas e bioquímicas bastante semelhantes. 

O sequenciamento do gene 16S rRNA foi utilizado para confirmar a acurácia dos 

resultados obtidos pelo MALDI-TOF-MS. O gene 16S rRNA é amplamente utilizado como 

marcador filogenético, pois apresenta sequências altamente conservadas entre regiões 

variáveis, está presente e desempenha a mesma função em todos os organismos, não é afetado 

por mudanças ambientais e apresenta um tamanho suficiente para ser utilizado em inferências 

taxonômicas (Srinivasan et al., 2015). As sequências desse gene já foram determinadas para 

um número grande de linhagens bacterianas e estão, em sua maioria, depositadas no GenBank 

(Clarridge, 2004; Benson et al., 2012), e por isso, esta técnica é considerada padrão ouro para 

identificação microbiana.  

De acordo com Stackebrant e Goebel (1994), para considerar que isolados pertencem a 

mesma espécies é necessário que ela possua uma homologia na sequência do gene 16S rRNA 

maior que 97%. As sequencias obtidas no presente estudo apresentaram valores de 

similaridade entre 97-99%, permitindo a confirmação da identidade dos isolados. 

Foi observada uma concordância de 100% entre os dois métodos moleculares testados, 

demonstrando a confiabilidade do MALDI-TOF-MS para a identificação de microrganismos 

de um ambiente impactado. Alguns trabalhados vêm comparando a aplicabilidade desses dois 

métodos para este fim, obtendo concordância entre 50-100%, dependendo dos gêneros 

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 Ártico e obtiveram 

concordância de 100% a nível de gênero. Resultado semelhante foi obtido por Avanzi et al. 
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(2017) ao investigar a eficiência do MALDI-TOF-MS na identificação de bactérias resistentes 

ao cobre isoladas de mineração ambiental.  

Em controvérsia, Oberbeckman et al. (2011), obteve apenas 43% de concordância ao 

analisar isolados de Vibrio obtidos de águas temperadas. Essa diferença nas taxas de 

concordância ocorre, principalmente, devido à limitação do banco de dados (Kopcakova et al., 

2014), revelando a necessidade de mais estudos na área 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 possível ampliar a 

caracterização da microbiota do ecossistema investigado inicialmente ocorrida por 

Purificação-Junior et al., (2016). No presente trabalho, o gênero Bacillus foi o mais 

prevalente, sendo encontrado em todos os pontos. Esse gênero é ubíquo na natureza, podendo 

ser encontrado na água, solo, sedimentos e plantas (Ceuppens, et al, 2013; Brillard et al, 2014; 

Larrea-Murrel, 2018). Em condições de estresse ambiental, como contaminação, essa bactéria 

pode produzir endósporos e se manter dormente por um longo período de tempo (Gosh; 

Setlow, 2009). Das espécies identificadas, Bacillus cereus é conhecida por ser um patógeno 

humano, podendo ser responsável por várias infecções (Han et al., 2006; Stenfors Arnesen et 

al, 2008).  Além de Bacillus cereus, outras espécies isoladas do ambiente estudado, são 

descritas na literatura como potenciais patógenos humanos Staphylococcus saprophyticus 

(Paiva-Santos et al., 2018), Brevundiomonas diminuta (Ryan; Pembroke, 2018), 

Acinetobacter radioresistents (Visca et al., 2001). 

Membros da família 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 é 

comumente encontrada no trato intestinal de seres humanos e animais, e sua presença em 

ambientes aquáticos indica a contaminação de origem fecal (Liu et al., 2015; Pall et al., 2015). 
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Purificação-Junior et al. (2016) realizaram a análise da qualidade da água e 

caracterizaram a microbiota amostral do riacho Cavouco, observando a presença de 

coliformes totais e termotolerantes e identificando espécies de enterobactérias semelhantes ao 

encontrado no presente estudo. Este fato confirma a importância do monitoramento desse 

ambiente e a necessidade de uma técnica de identificação microbiana rápida e confiável, a fim 

de avaliar o nível de contaminação e os possíveis riscos à saúde pública. 

 
 

5. Conclusão 
 

O presente estudo revelou que o MALDI-TOF-MS foi eficiente para identificação de 

microrganismos isolados de um ambiente impactado. Apesar da limitação dos bancos de 

dados, essa técnica apresentou alta taxa de identificação e corroborou com os resultados 

obtidos pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. Esses resultados sugerem que o MALDI-

TOF-MS é uma técnica rápida, confiável e de baixo-custo para caracterizar comunidades 

microbianas em ambientes aquáticos impactados. Contudo, para uma identificação mais 

acurada de espécies, os bancos de dados necessitam ser expandidos com espectros proteicos 

de um maior número de isolados ambientais. A partir dos resultados obtidos, verificou-se a 

presença de microrganismos patogênicos no riacho Cavouco, configurando esse ambiente 

como um risco potencial de transmissão de doenças de veiculação hídrica e evidenciando a 

importância de um constante e eficaz monitoramento da microbiota local. 
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FIGURAS E TABELAS 
 
Tabela 1: Características morfológicas de isolados bacterianos obtidos de um riacho urbano impactado em 
Pernambuco, Brasil. 

Pontos Isolados Forma Borda Superfície Transparência Coloração 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 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
P4 

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 - - 
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 - + 
 

 
 
 
 
 
 

P5PAb Rizoide Ondulada Lisa Opaca Creme - - 
P5PAc Circular Ondulada Lisa Transparente Creme + + 
P5PAd Circular Inteira Lisa Opaca Creme - + 
P5PAe Circular Ondulada Lisa Transparente Creme + + 
P5PAf Circular Inteira Lisa Opaca Amarela - - 
P5SAa Circular Inteira Lisa Opaca Amarela - + 
P5SAg Circular Filamentosa Lisa Opaca Creme - - 
P5SAgI Circular Lobular Rugosa Opaca Creme - - 
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Tabela 2: Caracterização molecular (MALDI-TOF-MS e sequenciamento do gene 16S 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 

P1 P1SBf Bacillus cereus 2.281 Bacillus cereus 99% HBU07116 

 P1SBg Bacillus cereus 2.144 Bacillus cereus 98% HBU07116 

 
P1PAa 

Staphylococcus 
saprophyticus 

2.277 
Staphylococcus 
saprophyticus 

99% KM37850 

 P1PAd Bacillus cereus 2.134 Bacillus cereus 99% HBU07116 

 P1PAh Bacillus pumulis 2.019 Bacillus pumulis 99% MF662817 

P2 P2SAb Enterobacter clocae 1.818 Enterobacter clocae 99% HBU07116 

 
P2SAc Escherichia coli 2.231 Escherichia coli 99% MH532537 

 
P2SAd Bacillus pumulis 2.028 Bacillus pumulis 99% MF662817 

 
P2SBa 

Brachybacterium 
faecium 

2.036 
Brachybacterium 

faecium 
99% NR_119205 

 
P2SBc Staphylococcus sciuri 2.008 Staphylococcus sciuri 99% MG517422 

 
P2SBd 

Staphylococcus 
saprophyticus 

2.002 
Staphylococcus 
saprophyticus 

99% KM37850 

 
P2SBe Bacillus cereus 2.150 Bacillus cereus 99% HBU07116 

 
P2SBf Enterobacter kobei 2.279 Enterobacter kobei 99% MF953259 

 
P2SBg Bacillus cereus 2.115 Bacillus cereus 99% HBU07116 

 
P2PBa Bacillus cereus 1.997 Bacillus cereus 98% HBU07116 

 
P2PBb Klebsiella pneumoniae 2.415 Klebsiella pneumoniae 99% KU254764 

 
P2PBc 

Acinetobacter 
radioresistens 

2.311 
Acinetobacter 
radioresistens 

98% KF963620 

P3 
P3SAa 

Acinetobacter 
radioresistens 

2.369 
Acinetobacter 
radioresistens 

97% KF963620 

 
P3SAb 

Acinetobacter 
radioresistens 

2.213 
Acinetobacter 
radioresistens 

98% KF963620 

 
P3SAc Klebsiella pneumoniae 2.365 Klebsiella pneumoniae 99% JX435602 

 
P3SAd Bacillus cereus 2.180 Bacillus cereus 99% HBU07116 

 
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% HBU07116 

 
P3PAc Escherichia coli 2.267 Escherichia coli 99% MH532537 

 
P3PAd Klebsiella pneumoniae 2.159 Klebsiella pneumoniae 99% LC141104 
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P3PAe Enterobacter kobei        2.381 Enterobacter kobei             99% MF953259 

 
P3PAf Brevundiomonas 

diminuta 
2.236 

Brevundiomonas 
diminuta 

98% MH211324 

 
P3PAg Bacillus cereus 2.227 Bacillus cereus 99% HBU07116 

 
P3PAh -- - Exiquobacterium sp. 99% MG757525 

P4 
P4SAa Alcaligenes faecalis 2.185 Alcaligenes faecalis 99% KY357285 

 
P4Sab Bacillus pumulis 1.880 Bacillus pumulis 99% MF662817 

 
P4SAc Enterobacter clocae 1.718 Enterobacter clocae 99% KX036856 

 
P4Sad Klebsiella pneumoniae 2.114 Klebsiella pneumoniae 99% FJ828890 

 
P4SAe Bacillus sp. 1.970 Bacillus sp. 99% AB841264 

 
P4SAf Bacillus cereus 2.201 Bacillus cereus 99% HBU07116 

 
P4SAg Escherichia coli 2.328 Escherichia coli 99% MH532537 

 
P4PAbI Providencia rettgeri 1.928 Providencia rettgeri 99% KX289656 

 
P4PAbII Bacillus cereus 2.329 Bacillus cereus 99% HBU07116 

 
P4PAc Providencia rettgeri 2.381 Providencia rettgeri 99% KX289656 

 
P4PAd Proteus mirabilis 2.167 Proteus mirabilis 99% MH532480 

P5 
P5SAe Proteus mirabilis 2.003 Proteus mirabilis 99% MH532480 

 
P5SAg Bacillus cereus 2.135 Bacillus cereus 98% HBU07116 

 
P5SAgI Bacillus cereus 2.051 Bacillus cereus 99% HBU07116 

 
P5SAGII 

Brevundiomonas 
diminuta 

2.389 
Brevundiomonas 

diminuta 
98% MH211324 

 
P5PAa Staphylococcus sciuri 1.967 Staphylococcus sciuri 99% MG517422 

 
P5PAb Bacillus cereus 2.165 Bacillus cereus 99% HBU07116 

 
P5PAc Proteus mirabilis 2.171 Proteus mirabilis 99% KX275402 

 
P5PAe Escherichia coli 2.173 Escherichia coli 99% MH532537 

 
P5PAf Staphylococcus sciuri 2.185 Staphylococcus sciuri 98% MG517422 
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Figura 1: Análise comparativa de métodos moleculares (MALDI-TOF-MS e sequenciamento do gene 16S 
rRNA) na identificação e distribuição de isolados bacterianos em  um ambiente aquático impactado.  
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Figura 2: Dendograma gerado a partir das sequências do gene 16S rRNA de isolados bacterianos obtidos do 
riacho Cavouco e sequencias referências depositadas no GenBank. 
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4 CONCLUSÃO 
 

 O riacho Cavouco é um reservatório de bactérias ambientais e de importância clínica, 

uma vez que foram detectadas espécies de origem ambiental e hospitalar; 

 A técnica fenotípica foi eficiente para o isolamento das bactérias, porém não 

possibilitou a identificação taxonômica dos isolados; 

 As técnicas moleculares, sequenciamento do gene 16SrDNA e MALDI-TOF-MS,  

foram eficientes para caracterizar a identidade molecular dos isolados;  

 A técnica MALDI-TOF-MS apresenta-se como uma alternativa viável na 

caracterização microbiológica de ambientes aquaticos impactados; 

 O acervo de bactérias (bacterioteca) de ambientes impactados corresponde a um local 

alternativo de material biológico e/ou genético que pode ser utilizado como recurso 

para monitorar um ambiente possivelmente impactado e identificar a disseminação de 

patógenos. 

 O Hg2+ pode atuar como um fator de stress para a maioria dos isolados de K. 

pneumoniae, estimulando a formação de biofilme e consequentemente aumentando a 

estratégia de sobrevivência; 

 Os isolados de K. pneumoniae investigados correspondem a clones distintos 

evidenciados inicialmente pela diferença na capacidade de formação de biofilme e 

confirmados pela técnica de tipagem ERIC-PCR, correspondendo, portanto a 

populações distintas no ecossistema analisado; 

 Os resultados da identificação fenotípica e molecular revelam a diversidade 

microbiana do ambiente investigado e demonstra a necessidade da implantação de um 

programa de gestão de resíduos e efluentes na instituição, visando a diminuição e 

disseminação do impacto ambiental e o risco à saúde pública. 
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APÊNDICES 
 

APÊNDICE A - SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS E FORMAÇÃO DE 
BIFIOLME EM Escherichia coli ISOLADAS DE UM RIACHO URBANO – 
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APÊNDICE B - ECOSSISTEMA AQUÁTICO IMPACTADO: UM AMBIENTE 
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