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RESUMO

As bactérias estdo presentes nos mais diversos ambientes, tais como a dgua, os alimentos,
plantas, animais e também no solo. O solo atua como como um sistema de abrigo para diversos
microrganismos, proporcionando um habitat natural, ja os antibidticos estdo entre as classes
farmacoldgicas mais importantes. O objetivo geral foi realizar um estudo de identificacdo de
microrganismos bacterianos presentes em solo da caatinga e analisar a presenca de linhagens e
genes que conferem resisténcia a antibidticos nessa populacdo. A metodologia foi baseada na
utilizacdo de técnicas da biologia molecular e da bioinformética como dilui¢des seriadas,
plaqueamento e contagem, extracdo, Reacdo em Cadeia da Polimerase, Eletroforese em Gel
com Gradiente de Desnaturacdo e sequenciamento, com o propdsito inicial de prospectar
populagdes presentes em trés amostras de solo da caatinga. Como resultados, foram observadas
populacdes microbianas patogénicas e ndo patogénicas, similaridades e dissimilaridades entre
locais de amostras, além da presenca evidente de resisténcia aos antimicrobianos, convergindo
para preocupacdes com relagdo ao uso indiscriminado de antibidticos e sobre sua resisténcia. O
isolamento e a identificacdo de microrganismos presentes no solo da caatinga sdo de grande
importancia cientifica, social e econdmica, pois auxiliam na busca por mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos € em como encontrar solugdes para essa problematica.

Palavras-chave: Bactérias resistentes, Andlise genética, Sequenciamento.



ABSTRACT

Bacteria are present in the most diverse environments, such as water, food, plants, animals and
also in the soil. The soil acts as a shelter system for various microorganisms, providing a natural
habitat, while antibiotics are among the most important pharmacological classes. The objective
was to carry out a study of identification of bacterial microorganisms present in caatinga soil
and to analyze the presence of strains and genes that confer resistance to antibiotics in this
population. The methodology was based on the use of molecular biology and bioinformatics
techniques such as serial dilutions, plating and counting, extraction, Polymerase Chain
Reaction, Denaturation Gradient Gel Electrophoresis and sequencing, with the initial purpose
of prospecting populations present in three caatinga soil samples. As a result, pathogenic and
non-pathogenic microbial populations were observed, similarities and dissimilarities between
sample sites, as well as the evident presence of antimicrobial resistance, converging to concerns
regarding the indiscriminate use of antibiotics and their resistance. The isolation and
identification of microorganisms present in the caatinga soil are of great scientific, social and
economic importance, as they help in the search for mechanisms of antimicrobial resistance and
how to find solutions to this problem.

Keywords: Resistant bacteria, Genetic analysis, Sequencing.
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1. INTRODUCAO

As bactérias estdo presentes nos lugares mais variados como o ar, a 4gua, em humanos
ou animais, plantas, até mesmo no solo, e possuindo um curto tempo de reproducao sao capazes
de responder de maneira rdpida as mudancas e condi¢des ambientais (GUIMARAES, 2010;
FRACAROLLI, OLIVEIRA e MARZIALE, 2017).

Contemplando uma imensa e diversificada variedade microbiana o solo é um sistema
complexo portador de diversas caracteristicas quimicas e bioldgicas, sendo considerado alvo de
véarios estudos relacionados a acdo e resisténcia microbiana sendo bastante estudado nas
andlises de determinagdo da diversidade e de genes de resisténcia bidtica. Além de atuar como
habitat, o solo atua favorecendo a troca de material genético e consequentemente favorece a
disseminacdo dos genes entre as populacdes bacterianas (MINOTTO, 2014; NESME &
SIMONET, 2015).

Sendo assim, estruturas de comunidades bacterianas presentes no solo podem ser
medidas de modo tradicional a partir de perfis de dcidos graxos fosfolipidicos — PLFA. Porém,
atualmente o sequenciamento combinado as técnicas de metabarcodificagdo possibilitaram
novos estudos dessas estruturas independentes de cultivo. Esses estudos podem contar com o
auxilio da andlise do gene 16S rDNA que € estruturalmente diferente entre os microrganismos

possibilitando sua identificagdo em nivel molecular (ORWIN et al., 2018).

Devido possuirem uma notével plasticidade genética, as bactérias conseguem responder
a uma ampla gama de ameacas ambientais, incluindo a presenca de moléculas de antibidticos
que podem comprometer sua existéncia (MUNITA e ARIAS, 2016). Os antibidticos por sua
vez causam efeitos quando introduzidos no meio, pois sua presenca permite a obtencdo de
respostas rapidas pelas bactérias e consequentemente adaptacdes que resultam em mecanismos
de resisténcia as drogas, a partir de mutacdes ou assimilacao de alteracOes genéticas dos mais
diversos tipos propiciando a multiplicacdo dessas bactérias agora resistentes (GUIMARAES,

2010; FRACAROLLI, OLIVEIRA e MARZIALE, 2017).

De modo que, tal classe farmacoldgica € considerada a revolucao médica do século XX,
pois os antibidticos representam uma das classes mais importantes no contexto histérico de
reducdo de vitimas de patologias infecciosas (BERDY, 2005; NESME e SIMONET, 2015).
Sendo clara a observacao que seu uso indevido apresenta riscos a satde populacional de modo

geral humana, animal e vegetal, bem como ao meio ambiente e em alguns casos a economia
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(DA COSTA e JUNIOR, 2017). A prevaléncia de resisténcia aos antibidticos € intimamente
dependente de seu uso e consumo indiscriminado no cotidiano humano, podendo possibilitar a
presenca de organismos resistentes individualmente, ou seja, no paciente, mas também pode
estimular maior resisténcia presente na comunidade microbioldégica global, onde neste caso

considera-se uma grande ameaca a saide publica (BOADA, 2018; ROUSHAM, 2018).

Tal fato é explicado, onde:

“O mau uso desses farmacos acelera o processo natural de resisténcia das
bactérias contra os antibidticos, devido ao fato de que no ambiente natural esses
antimicrobianos sdo produzidos por populacdes microbianas como ferramenta de
competicdo por recursos nutricionais e espaco dentro do micro-habitat que ocupam”

(DA COSTA e JUNIOR, 2017, p. 45-57).

Um fato incontestivel € que o crescimento da resisténcia bacteriana € diretamente
proporcional aos gastos com tratamentos de satide e internacdes. A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) passou a considerar a resisténcia bacteriana atualmente como um problema
mundial (SAMPAIO et al., 2018). Esse problema é ampliado pela dificuldade para reproduzir
a diversidade microbiana em escala laboratorial e assim poder estudad-la. Sendo assim, sdo
necessdrias técnicas baseadas ou ndo no cultivo para posterior anédlise de modificacdes genéticas
nas populacdes microbianas, isto resultard em informacdes e conhecimentos sobre o
comportamento ambiental e populacional desses microrganismos (SANTOS et al., 2009). Com
relac@o ao bioma Caatinga, 0 mesmo abrange uma drea que representa 10,7% da drea do Brasil,
sendo composta por florestas tropicais sazonalmente secas da regido neotropical. A
biodiversidade desse bioma sempre foi dita como pobre e repleta de baixos niveis de
endemismo, porém mudangas sobre esse pensamento t€ém sido vistas progressivamente ao
longo dos anos. Tais pensamentos em conjunto implicam no interesse em buscar novos estudos
relacionados as populagdes microbianas do solo deste bioma (ERNESTO et al.,, 2018;

ROTHEA et al., 2019).

O isolamento ou identificagdo dos microrganismos do solo deste bioma € de grande
importancia cientifica, social econdmica, auxiliando assim na busca por mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos e em como resolver tal demanda. O objetivo geral da pesquisa
foi realizar um estudo inicial de identifica¢do de microrganismos bacterianos presentes em solo

da caatinga e analisar a presenca de genes que conferem resisténcia aos antibidticos nessa
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populacdo utilizando e otimizando técnicas e processos da biologia molecular para alcancar

esses objetivos.
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2. JUSTIFICATIVA

Diversas espécies bacterianas tém apresentado resisténcia a algum tipo de antibidtico e
isso € de conhecimento e preocupacdo global. Acredita-se que entre dez bactérias isoladas pelo
menos oito apresentam resisténcia, pelos mais diversos mecanismos, a algum tipo de antibidtico
conhecido. Atualmente, tem se notado um grande esfor¢co dos cientistas no interesse em
descobrir tais mecanismos de atuagdo e elucidacio de genes e vias bioquimicas responsaveis
por esta resisténcia.

A pressdo evolutiva e a selecao imposta pelo meio sofrida por esses organismos desde
as épocas ancestrais tornaram-nos possuidores de um armamento bioquimico eficiente,
permitindo sua sobrevivéncia devido a sua capacidade adaptativa extremamente rapida. A
descoberta do ultimo antibidtico descrito, a ceftarolina, ocorreu em 2010 e em 2011 ja foi
identificada uma linhagem de Staphylococcus resistente a este tipo de cefalosporina. Nesse
contexto, é de suma importancia a busca do entendimento dos mecanismos de adaptacdo das
bactérias.

O bioma caatinga entra na questdo por ser pouco estudado e os organismos nele
presentes podem possuir novas estratégias de sobrevivéncia. E possivel que nesse importante
bioma as bactérias presentes também estejam sofrendo alguma pressao seletiva obrigando-as a
se adaptar utilizando toda maquinaria molecular disponivel para sua sobrevivéncia, como a
captacao de DNA exdgeno e a guerra bioldgica responsdvel muitas vezes pela resisténcia aos
antimicrobianos.

Dito isto, é de extrema importancia a anélise coordenada das populagdes presentes neste
solo e também as possiveis fontes para o surgimento e a transmissao de genes que conferem
resisténcia aos antibidticos conhecidos. Pesquisas dessa natureza permitem um maior
entendimento de como a resisténcia aos antimicrobianos € transmitida entre diferentes classes
de microrganismos. Isto pode possibilitar a obtencao de informacdes enderecadas as agéncias
governamentais para focalizar em estudos que revelem tais mecanismos € que possam
contribuir para o controle desenfreado do aparecimento de microrganismos resistentes que
afetam a sadde humana nos mais diversos locais ou at€ mesmo monitora-los. Além disso, esta
pesquisa permitird o desenvolvimento de recursos humanos especializados da universidade para
o mundo focados em encontrar meios para minimizar estes problemas atuais que afetam a
sociedade global. A exemplo de um caso de bactéria resistente descrito agora em agosto de
2019 na cidade de Currais Novos-RN, bem como, uma nao bactéria, mas um parasita resistente

aos tratamentos anti-leishmaniose tem ocorrido em Sergipe com 150 novos casos tratando-se
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de um novo organismo identificado por andlise genética molecular. As pesquisas nesta drea
auxiliardo no engrandecimento ndo s6 do meio académico, mas também da sociedade de modo
geral, procurando estabelecer técnicas para entender e identificar com eficiéncia formas de

resolver ou minimizar tais problemas objetivando a aplicabilidade.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral
e Realizar um estudo de identificacdo de microrganismos bacterianos presentes em solo
da caatinga e analisar a presenca de genes que conferem resisténcia aos antibidticos

nessa populagdo.

3.2.  Objetivos Especificos
e Desenvolver um estudo populacional molecular das bactérias presentes no solo do

bioma caatinga;
e Realizar um estudo de genética molecular para identificacdo das espécies presentes;

e Identificar possiveis bactérias resistentes aos antibidticos neste solo.
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4. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 Importancia das Bactérias

As bactérias podem ser consideradas como repositorios naturais de substancias com
elevado valor biotecnoldgico. No Brasil, diversos esfor¢os significativos foram feitos na
pesquisa de toxinas bacterianas por instituicdes cientificas de renome, como o Instituto
Butantan, a Fundacio Ezequiel Dias e os centros localizados nas Universidades de Sdo Paulo,
Campinas, Federal do Rio de Janeiro e Estadual de Londrina. Nesse contexto, essas instituigdes
contribuiram para o progresso nesse campo da ci€ncia e para o estabelecimento da Sociedade
Brasileira de Toxinologia, institui¢do dedicada a aquisi¢do de conhecimentos sobre toxinas
animais, vegetais e microbianas (LOPES, 1997).

A exemplo disso estdo a aplicacdo das reagdes anaerdbias da fermentacdo do aguicar por
vdrias bactérias e a conversdo do leite, onde ambas produzem diferentes produtos finais. Da
mesma forma, a producdo de etanol por leveduras é explorada pela industria cervejeira ha
milhares de anos e € usada na produg¢do de combustiveis. Bactérias especificas realizam a
oxidac¢do do dlcool em 4cido acético na produgio de vinagre. Outros processos de fermentagcao
geram produtos ainda mais valiosos. Compostos organicos, como acetona, isopropanol e dcido
butilico, sdo produzidos na fermentacao por vérios Clostridiumespécies e pode ser preparado
em escala industrial. Outros produtos e reagcdes bacterianas foram descobertos em organismos
de ambientes extremos. Atualmente existe um interesse considerdvel nas enzimas isoladas de
bactérias termofilicas, nas quais as reacdes podem ser realizadas a taxas mais altas devido as
temperaturas mais altas nas quais elas podem ocorrer (KARA e KADNER, 2019).

Além das aplicagdes citadas, uma das principais € a que diz respeito aos estudos para
criacdo de novos antibidticos, a exemplo primordial da penicilina. Onde, a partir dos estudos
de colonias estafilocdcicas Fleming fez tal descoberta, sendo tal fato considerado o marco
inicial para um ripido crescimento na descoberta e desenvolvimento de novos antibidticos

(GUIMARAES; MOMESSO e PUPO, 2010; PEREIRA e PITA, 2018).

Ja no que diz respeito as bactérias patogénicas que invadem a corrente sanguinea, estas
podem usar varios mecanismos para evitar o sistema imunoldgico do hospedeiro, incluindo a
formacdo de longas cadeias lipopolissacaridicas para fornecer resisténcia a um grupo de
proteinas imunes séricas, chamadas complemento, que normalmente retardam a bactéria. A

reestruturacdo patogénica das proteinas da superficie bacteriana impede que os anticorpos
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produzidos pelo animal reconhecam o patégeno e, em alguns casos, d4 ao patdégeno a
capacidade de sobreviver e crescer nos glébulos brancos fagocitdrios. Muitas bactérias
patogénicas produzem toxinas que as ajudam a invadir o hospedeiro. Entre essas toxinas estdo
proteases, enzimas que quebram as proteinas dos tecidos e lipases, enzimas que
quebram lipidios (gordura) e danificam as células, rompendo suas membranas. Outras toxinas
interrompem as membranas celulares, formando um poro ou canal. Algumas toxinas sdao
enzimas que modificam proteinas especificas envolvidas na sintese de proteinas ou no controle
do metabolismo das células hospedeiras; exemplos incluem toxinas da difteria, cdlera

e coqueluche (LOPES, 1997).

Comumente sdo listados na literatura que alguns microrganismos importantes na
infeccdo humana, como os bacilos Gram-negativos (GNB), incluindo enterobactérias
como Enterobacter sp. e outros GNBs, como os fermentadores sem glicose, por exemplo, P.
aeruginosa, podem persistir por longos periodos no ambiente. Os coliformes fecais (E. coli)
tém sua resisténcia em condicdes extra intestinais menor quando comparada com o trato
intestinal, portanto, sua presenca pode ser tomada como indica¢do a contaminagdo fecal recente.
Outras enterobactérias, incluindo coliformes ndo fecais e outros grupos de BNGs (ndo
fermentadores e grupos nutricionalmente pouco exigentes), além dos enterococos
(especialmente agentes importantes de infeccdes hospitalares), podem manter-se por periodos
prolongados em ambientes como corpos d'dgua, instituindo vias de contamina¢do (LOPES,
1997).

O ambiente natural é reconhecido como um importante reservatério de bactérias
resistentes a antibidticos, as atividades antropogé€nicas como a agricultura, residuos de
antibioticos e eliminag@o de dguas residuais potencializam a transferéncia horizontal de genes
de resisténcia (ROUSHAN et al., 2018). A diversidade microbiana tem papel fundamental na
manutencao da qualidade dos solos (LOOD et al., 2018).

Apesar dessa imensa diversidade microbiana a maioria dos microrganismos ndo pode
ser cultivada nos meios de cultura convencionais sua identificacdo sé serd possivel utilizando
técnicas avangadas de biologia molecular, associadas as técnicas de bio e eco informatica, para

andlise de grandes bancos de dados (WANG et al., 2018).
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4.2 Técnicas Moleculares para Identificacdo Bacteriana

Para entender melhor a fun¢do de uma populacao bacteriana é necessaria uma descri¢ao
detalhada do ecossistema microbiano por métodos e técnicas de biologia molecular. Avancos
recentes na andlise molecular de ecossistemas bacterianos permitiram uma melhor
compreensdo dos microrganismos especificos (HOU et al., 2015). Por exemplo, a clonagem e
o sequenciamento dos fragmentos do gene 16S rDNA fornecem informacdes sobre a filogenia
dos microrganismos.

Juntamente com a bioinformética as andlises estatisticas e filogenéticas sdo vistas como
as mais promissoras ferramentas nos estudos visando a caracterizagdo das comunidades
microbianas e como elas estdo se comportando em diferentes condi¢cdes ambientais (JAKA et
al., 2018). Além dessa, o DGGE — Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturagdo e o
SSCP - Polimorfismo de conformacao de fita simples oferecem possibilidades simples, baratas
e sensiveis para detectar se os fragmentos de DNA s3o ou ndo idénticos em sequéncia e pode
reduzir significativamente a quantidade de sequenciamentos de DNA necessdrios para
identificacdo molecular tornando o processo menos oneroso (GHAI et al., 2018).

Associado a estas dreas o estudo da microbiota do solo tem sido realizado por diferentes
técnicas dentre elas podemos citar: PLFA (ORWIN et al.,, 2018), FAME, SSCP
(MACGREGOR e AMANN, 2006), ARDRA, T-RFLP (POLYMENAKOU et al., 2005),
RAPD (EFTEKHAR e NOURI, 2015; FARIVAR et al., 2018), RISA (BORIN et al., 2006),
SARST, sequenciamento de clones de rDNA e hibridizagdo em micro arranjos (NEUFELD et
al., 2006), PFGE (ABDALRAHMAN et al., 2015; VITALE et al., 2018), PCR-DGGE (LIU et
al., 2017).

Justamente pela existéncia de inumeras técnicas disponivels que existe um crescente
interesse no estudo de um grande nimero de comunidades de microrganismos de forma
independente de cultura, através do metagenoma (VENTOSA et al., 2015; HOVER et al., 2018;
HULTMAN et al., 2018). Técnicas metagendmicas permitem a investigacao da biodiversidade
evitando a grande contagem de placas e extensas reacdes de PCR (VERA-GARGALLO e
VENTOSA, 2018). Sequéncias de DNA gendmico (DNAg) e DNA metagendmico (DNAm)
provenientes de populacdes bacterianas nativas presentes no solo, sedimento e areia podem ser
amplificadas pelo uso da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (POPOWSKA et al., 2011).
Essas reacdes de PCR, tendo como alvo a regido 16S rDNA, sdo direcionadas e tém sido

utilizadas extensivamente para estudar a diversidade procaridtica permitindo sua identificagdo
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bem como a predicao de relagdes filogenéticas. O produto de PCR resultante pode ser separado
por diferentes metodologias dentre as quais 0 DGGE (VERA-GARGALLO et al., 2018).

O DGGE foi primeiramente utilizado para a identificacao de mutagdes pontuais tendo o
seu uso posteriormente expandido para o estudo da diversidade genética microbioldgica em
amostras ambientais sem necessidade de cultura (MUYZER et al., 1993). No entanto, com a
introducdo e o avanco em tecnologias de sequenciamento e estudos gendmicos, a andlise da
comunidade microbiana atingiu uma nova era com o auxilio de técnicas independentes de
cultura (VALASKOVA e BALDRIAN, 2009). Apesar disso, a eletroforese em gel de gradiente
desnaturante ou DGGE ainda é uma ferramenta poderosa e de baixo custo para estudos de
ecologia microbiana (LIU et al., 2017).

Até o momento ndo estd evidente a busca de estudos utilizando metodologias
moleculares com a finalidade de isolar e avaliar a dinAmica populacional microbiana com
perspectivas ao isolamento de potenciais alvos para producdo de agentes farmacéuticos ou

biotecnoldgicos em solo do bioma brasileiro caatinga.

4.3 Crise Mundial dos Antibioticos e Bactérias Resistentes

A poluicdo por antibidticos pode facilitar o desenvolvimento e a disseminacdo da
resisténcia a antibidticos (Martinez 2008). Os antibidticos usados na medicina humana e
veterindria podem entrar no ambiente por meio de efluentes de estagdes de tratamento de
efluentes, efluentes de hospitais e unidades de processamento, aplicagdo de residuos agricolas
e biossélidos nos campos e vazamentos de contéineres e aterros sanitdrios (KUMMERER,
2009; SARMAH et al., 2006). Uma das dificuldades de relacionar niveis aumentados de
resisténcia no ambiente a polui¢do por antibidticos, no entanto, € o fato de que genes de
resisténcia a antibidticos podem ser co-liberados no ambiente com compostos antibidticos
(KUMMERER, 2009). A questdo entfio é se um aumento observado na resisténcia emergiu
como resultado da pressdo seletiva do antibiético no ambiente ou se emergiu no hospedeiro

tratado.

Considera-se que nos encontramos na “Era pos-antibidtico”, pois no ano de 2014 a
Organizacdo Mundial de Sadde advertiu que a crise de resisténcia a antibidticos estd se tornando
bastante preocupante. A disseminagdo da resisténcia € global, incluindo Streptococcus

pneumoniae € Mycobacterium tuberculosis. Patdgenos Gram-negativos sdo particularmente
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preocupantes, pois estdo se tornando resistentes a vdrias classes de medicamentos disponiveis

(VENTOLA, 2015).

O amplo uso desses medicamentos, os antibidticos, nos campos da terapia médica,
pecudria e controle de doengas de plantas e animais durante os tltimos 65 anos resultaram no
rapido crescimento e prevaléncia global de microrganismos com multirresisténcia a antibidticos
carregando muitos genes com esta finalidade (RAFRAF et al., 2016; SELVARAJ et al., 2018;
BARANCHESHME e MUNIR, 2018). A resisténcia aos antibidticos contra as drogas
disponiveis € uma das principais razdes para procurar drogas novas como antibiéticos de origem
natural para combater patégenos multirresistentes (BERDY et al., 2005). E amplamente aceito
que novas drogas, especialmente antibidticos, sdo urgentemente necessidrias € que OS
microrganismos sdo a fonte mais propicia desse produto (MIYAZAKI e KITAHARA, 2018).

Para Wu et al. (2018) trés caminhos existem para a resisténcia dos organismos primeiro,
a liberacao de antibidticos na dose de sub-inibi¢do resultante de atividades antrépicas exercendo
uma pressao seletiva de longa duragdo sobre a comunidade microbiana ambiental. Em segundo
lugar, bactérias resistentes podem continuar proliferando, disseminando e persistindo no meio
ambiente. Em terceiro lugar, o transporte de genes de resisténcia aos antibidticos (ARGs) entre
bactérias de diferentes espécies via transferéncia génica horizontal (HGT) persistindo na
comunidade microbiana ambiental. Coutinho et al. (1999) encontraram plasmideos presentes
em microrganismos de solo no estado da Paraiba com resisténcia a metais pesados, este € um
dos unicos relatos deste tipo para este estado, ainda assim ndo se fala sobre resisténcia
bacteriana.

O aparecimento de resisténcia as drogas, em especifico, aos antibidticos é um dos
grandes problemas da medicina, pois € causada a partir da mutacio espontinea juntamente com
os mecanismos de recombinagdo genética, criando assim uma variabilidade genética onde se
faz presente a atuacdo da selecdo natural. Com relacdo ao termo “resistente” este estd
relacionado aos microrganismos que ndo se inibem pelas concentracdes plasmaticas
normalmente alcancadas, ou ainda, aqueles que apresentam mecanismos de resisténcia
especificos para determinado agente (MOTA et al., 2005).

Dentre os principais dados disponiveis ficou evidente que existe uma maior preocupacio
da resisténcia a carbapenémicos pelas Enterobacteriaceaes, uma grande presenca de
colonizagOes por S. aureus também € preocupante havendo a necessidade de medidas de
controles de infec¢des hospitalares mais adequadas e minuciosas (BECKETT; HARBARTH;

HUTTNER, 2015). Delcaru et al. (2017) relatam que os organismos mais comumente isolados
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nesses casos sao E. coli (60%), seguida por Enterococcus spp. (15%)
e Klebsiella spp. (8,2%). Outros estudos corroboram esses achados identificando a presenca
das mesmas espécies em 50-60% dessas infecgdes. Outras espécies enterobacterianas
como Proteus spp., Enterobacter spp., Serratia marcescens € Morganella morganii também
foram registradas. Organismos Gram-positivos, como Enterococcus spp., S0 menos comuns
no geral, mas sdo vistos com frequéncia crescente em ambientes de satde e em adultos com
cateteres nos quais Pseudomonas spp., com sua resisténcia intrinseca, também é problemaética
(DELCARU et al., 2017).

Clemens et al (2016) revelaram em seus estudos que a resisténcia mais comum de
espécies de Pseudomonas foi contra meropenem (30,4% / 158 isolados) piperacilina /
tazobactam (10,6% / 55 isolados) e ceftazidima (4,2% / 22 isolados), além disso, 16 isolados
(3,1% / 16 isolados) foram multirresistentes.

Estudos recentes destacam o surgimento de cepas de K. prneumoniae
multirresistentes com resisténcia a colistina, antibiético de dltima linha, e tal processo acontece
através da inativagdo mutacional do gene regulador mgrB (TIMOTHY et al., 2017).

A resisténcia bacteriana pode ser transferida por diversos mecanismos, podendo
estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma populacdo, bem como entre
microrganismos de diferentes populacdes. Tal processo aparece, pois, o conjunto de genes das
bactérias, ou seja, 0 genoma bacteriano € dinamico, mesmo sendo também bastante pequeno e
econdmico, quando comparado ao genoma humano. A resisténcia antimicrobiana pode ser de
origem genética ou ndo. Onde, quando se d4 por origem ndo genética a bactéria adquire
resisténcia a determinada droga momentaneamente ndo conseguindo transmiti-la para os
individuos de sua progénie. J4 a do tipo cromossdmica ou de origem genética, surge através de
mutacOes espontineas, por exemplo, trocas simples de nucleotideo, pela alteracdo ou
superproducdo do alvo, mudangas na sintese proteica ligadas a permeabilidade, sendo de
extrema importancia que tal processo ndo a torne invidvel (MOTA et al., 2005).

Alguns exemplos de resisténcia surgem o tempo todo como a Enterococcus resistente a
vancomicina (VRE), a Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), bactérias gram-
negativas produtoras de resisténcia do tipo PB-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) sdo casos significativos (EFTEKHAR e NOURI,
2015; HOU et al., 2015; BOADA et al., 2018; SIMNER et al., 2018; UZ ZAMAM et al., 2018).
Além de tantos outros com resisténcia beta lactimica também encontrada em Haemophilus
influenza, Neisseria gonorrhoeae, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa e Moraxella spp.

(YANG et al., 2011). Organismos anaerébios também apresentam resisténcia tais como as
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espécies do grupo Bacteroides fragilis, cepas de Prevotella, Porphyromonas spp., Bilophila
wadsworthia, Fusobacterium spp. e Clostridium spp. (GHAI e GHAI 2018; PALMER et al.,
2018; ZOTHANPUIA et al., 2018).

Dentre todos os organismos vivos, o filo Actinobacteria representa atualmente o grupo
mais prospectivo de microrganismos para a descoberta de compostos bioativos, como
antimicrobianos, agentes antitumorais, antiparasitarios, agentes anticancerigenos e enzimas.
Foi demonstrado que 45% de todos os compostos bioativos de origem microbiana sdo
produzidos por actinobactérias, mais de 70% dos quais sdo produzidos pelo maior género do
Filo as Streptomyces (BULL et al., 2007; NESME et al., 2015; XIE et al., 2018; ZOTHANPUIA
et al., 2018). Desde a descoberta do primeiro antibidtico a partir de actinobactérias em 1940, a
actinomicina, a exploracdo destes microrganismos resultou no isolamento de antibidticos
naturais até hoje. Actinobactérias foram extensivamente relatadas em solo, d4gua doce, marinha
e endofiticos de plantas e foram investigadas por suas possiveis contribui¢des para a indudstria
farmaceéutica, demonstrando assim a importancia em estudos e isolamentos de novos géneros
de interesse biotecnoldgico nos mais diversos ambientes (NESME et al., 2015). Bactérias
predominantes de solo alcalino e seco estdo sendo exploradas para vérias aplicacOes
biomédicas, ambientais e com fins industriais. Os diferentes biomas mostram um potencial
recurso natural para descoberta de novas bactérias devido a sua alta diversidade de espécies
(ARUMUGAM et al., 2017).

Apesar dessas observacdes, houve um sério declinio significativo na taxa da descoberta
de novas substincias ou processos antimicrobianos nos ultimos anos. Portanto, a exploracao de
potenciais fontes em habitats inexplorados € uma abordagem importante para descobrir novos
antibidticos para atender a atual e necessdria demanda da sociedade na busca por solu¢des para
tais problemas. Devido a isto hd uma exigéncia incessante na busca por novos compostos

bioativos em ambientes inexplorados como € o caso da caatinga.

4.4 MetagenOomica

A metagendmica é uma ciéncia estratégica que surgiu como um novo ramo das ciéncias
genOmicas, referente ao estudo do metagenoma de um nicho especifico, pode ser definido como
o DNA total de uma amostra ambiental. Dados atuais denotam que diversos metagenomas de
varios ambientes foram investigados, o que inclui ecossistemas aquaticos, minas, solos
agricolas e florestais. Cada estudo demonstrou diferentes aspectos para estudar e analisar,

incluindo a descoberta de novos elementos genéticos que poderia ter aplicacdo na inddstria, e a
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contribuicdo de novos aspectos da ecologia microbiana em um ecossistema em particular

(MARTINT, 2012).

O DNA metagendmico pode ser clonado em vetores e expresso em variados hospedeiros
procariéticos, dependendo dos objetivos de cada estudo. O material genético pode codificar
atividades metabdlicas novas ou promover melhoamentos, bem como serem utilizados em

andlises de sequenciamento em massa (FAORO, 2010).

A Metagendmica possibilitou o acesso a essa vasta diversidade genética permitindo a
andlise direta do DNA de comunidades bacterianas. Sendo capaz também de atuar na superacdo
de seus limites, uma vez que o DNA extraido diretamente de uma amostra ambiental, como
solos, sem a necessidade de isolamento e cultivo, ampliando as chances de obter de novas e
melhores enzimas, com caracteristicas desejdveis para aplicacdo em biocatalise

(HERNANDEZ-LEON ET AL., 2010).

4.5 Caatinga

A Caatinga é um bioma brasileiro localizado na regido nordeste do pais, ocupando cerca
de 800.000 km2. Limitado a leste e noroeste pelo Atlantico e Amazdnia, e ao sul pelas savanas

do Cerrado (CALDAS et al., 2016).

Caracterizada por sofrer influéncia do clima semidrido e coberta por vegetacao xeréfila,
a regido € composta por arvores e arbustos adaptados a grandes periodos de estiagem,
apresentando caracteristicas Unicas que o tornam um bioma exclusivamente brasileiro
(RIBEIRO, 2017). Extensos periodos de secas naturais promovem impactos socioecondmicos
significativos para a populacdo. As chuvas se concentram entre trés a quatro meses do ano,
resultando em um balanco hidrico negativo e alta aridez em regides altamente adensadas,

possuindo um solo com caracteristicas particulares (RIBEIRO, 2017).

Apesar das condicdes estressantes presentes nas regides componentes deste bioma
limitarem o crescimento populacional microbiano, alguns microrganismos a exemplo das
actinobactérias compdem um grupo significativo com relagdo a riqueza e diversidade nestes
solos. As actinobactérias estdo, portanto, presentes em abundincia e de forma bastante
diversificada (LIMA et al., 2014; BRITO et al., 2015; SILVA et al., 2015; MEDEIROS et al.,
2018).
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5. METODOLOGIA
5.1.  Coletas e locais de amostragem

As amostras de solo utilizadas neste trabalho foram coletadas a 15 cm de profundidade
com as maos protegidas por luvas de latex em tubos de 50 mL. As coletas foram realizadas no
municipio de Cuité-PB, cidade com coordenadas de 6°29'43.8"S 36°09'33.8"W, em trés pontos
distintos com coordenadas 6°29'07.6"S 36°09'06.8"W, 6°29'01.8"S 36°09'02.5"W e
6°28'42.0"S 36°10'10.2"W. O municipio de Cuité situa-se na regido centro-oeste do Estado da
Paraiba, mesorregido do Agreste Paraibano e microrregido do Curimatati Ocidental. Os trés
locais de amostragens sio de regido de caatinga: P1 e P3 sdo de 4reas antropizadas enquanto a
P2 é de uma 4rea mais afastada do centro urbano e preservada sem agdo antrdpica aparente,
como mostra a Figura 1.

Figura 1: Mapa da cidade de Cuité-PB evidenciando os pontos de coleta das amostras: P1 — Proximidades do

hospital municipal de Cuité-PB; P2 — Saida para Nova Floresta-PB; P3 — Proximidades da escola Orlando
Venancio.

Fonte: Google Maps
5.2.  Contagem e cultivo de microorganismos

As comunidades microbianas gerais foram quantificadas pelo procedimento de
diluicoes seriadas em placas de petri contendo meio de cultivo rico LB (Luria Bertani)
composto de 10g de Bacto Triptona, 5g de Extrato de Levedura, 10g NaCl e 1ml de NaOH 1N
(Opcional), quando sélido foi utilizado 15g de Agar Bacteriolégico para 1L.
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Para o crescimento das bactérias resistentes foi utilizado o mesmo meio de cultivo
acrescido do antibidtico especifico. Os antibidticos e suas concentracdes de teste foram
definidos a partir do momento que foram realizados os isolamentos e as identifica¢des
moleculares das espécies, sendo utilizados no estudo os respectivos antibidticos, Kanamicina,
Higromicina, Ampicilina, Azitromicina, Rifampicina e Tetraciclina, os quais foram utilizados

nas concentragdes finais de 10ug/mL, 150ug/mL, 100ug/mL, 100ug/mL, 50ug/mL e 100ug/mL.

Finalmente os cdlculos necessarios foram realizados para obter o valor final das
unidades formadoras de coldnias (UFCs/g de solo), a partir da média das coldnias obtidas
através das triplicatas de cada amostra. Sempre sendo realizado o controle negativo para cada

plaqueamento todos os meios de cultivo foram autoclavados a 121°C por 20 minutos.

5.3. Extracio de DNA Metagenomico (DNAm)

O DNA metagenomico foi extraido em triplicata utilizando a metodologia com uso do
CTAB - Brometo de Cetil Trimetili Amonio. O DNA extraido foi quantificado por
espectrofotometria observando-se a OD260280nm para uso nas reacoes de PCR para os genes 16S

rDNA, ap6s isso os DNAs foram diluidos para uma concentragao final de 40ng/pl.

5.4. Construcao dos Primers para PCR

Construiu-se uma base de dados composta por centenas de seqiiéncias 16S rDNA dos
Bancos de Dados GenBank (NCBI — National Center for Biotechnology Information)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e do (RDP-II — Ribosomal Database Project (release-11)
(http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) (COLE et al., 2014).

Ap6s alinhadas pelo programa Clustal-Omega (THOMPSON et al., 1994)
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) foram visualizadas pelo programa BioEdit v7.0.4
(Tom Hall, Ibis Therapeutics, Carslbad, CA, USA) (HALL, 1999)
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Posteriormente, as sequéncias foram

submetidas aos programas para a constru¢ao dos primers do NCBI (Pick Primers) e também

pelo Primrose (ASHELFORD et al., 2002).

Os pares de oligonucleotideos gerados foram confrontados com o banco de dados do
release-11 do RDP-II através da ferramenta probe match permitindo a escolha dos que melhor

se adequariam aos testes in vitro. Nas reacdes de PCR foram utilizados os primers 16S rDNA.

Ap6s a confirmacdo in vitro da eficiéncia dos primers desenvolvidos, estes foram

modificados para poder realizar as andlises por PCR-DGGE. Assim, sintetizou-se um grampo
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de GC com 40 nucleotideos no primer forward para servir de ancoragem para a migragdo em
gel de poliacrilamida com gradiente de desnaturacdo Uréia-Formamida 5° CGC CCG CCG
CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G 3° (NAKATSU et al., 2000).

5.5. Reacoes de PCR

As reacoes de PCR foram realizadas no termociclador (Life Eco - Bioer) contendo as
seguintes concentracdes 2,5mM de MgCl>, 10nmole de DNTPs, 40ng de DNA molde, 40pmole
de cada Primer, 2,5U de Taq DNA Polimerase (TagLudwing) e 2ul de Tampao de Enzima 10x,
para um volume final de 20ul. O programa utilizado para as amplificagdes dos DNAs consistiu
em ciclos sucessivos de: desnaturacdo inicial de 94°C por Smin, seguida de 35 ciclos de 94°C
por 1min, 56°C por 30s, 72°C por 1min, e uma extensao final de 72°C por 10 min. Os dmplicons
foram analisados em gel de agarose (Amershan Biosciences, Submarine Eletrophoresis Unit) a
1,0% durante 1 hora a 80V e 80mA, corados com corante sybr gold, submetidos ao
transiluminador de UV e foto documentados com o aparato da Loccus (L-Pix, Biotecnologia,

Brasil).

5.6. PCR-DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturaciao)

Apo6s a confirmacgdo da especificidade das amplificagdes os produtos de PCR foram
analisados pela técnica de PCR-DGGE utilizando o aparelho DGGE-1001, C.B.S., Scientific
Company em parceria com Universidade Federal de Pernambuco no Laboratério FAMA
(Fisiologia Animal Molecular Aplicada). A PCR-DGGE foi realizada em poliacrilamida a 8%
durante 16 horas a 75V e 75SmA, com gradiente de desnaturacdo Uréia-Formamida de 40% a
70%, considerando uma solucdo 100% desnaturante aquela possuindo 40% vol/vol de
formamida e 7M de Uréia, com a temperatura do tampao de corrida TAE 1x (40mM Tris, 20mM
Acido Acético, ImM EDTA e pH 8.0) a 60°C. Foi inserido 10ul das reacdes de PCR em cada
canaleta do DGGE corada com Syber Gold e foto documentados de modo similar aos géis de
agarose. Com isso foi possivel calcular as similaridades filogenéticas com matrizes bindrias de
presenca ou auséncia utilizando o Coeficiente de Jaccard, e em seguida agrupadas com o
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages) utilizando o programam
DARW:in 6.0.

A Figura 2 expressa a formula para realizacao do calculo do indice de Jaccard, que tem
como o objetivo indicar a propor¢do de similaridades compartilhadas entre as amostras numa

anéalise multivariada.
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Figura 2 — Figura que expressa a formula para o célculo do coeficiente de Jaccard.

b+c
a + (h+c)

Fonte: Préprio autor, 2019

di=

5.7. Sequenciamento de DNA

Todos os genes amplificados neste trabalho dos organismos isolados foram submetidos
ao sequenciamento de DNA pelo método de Sanger utilizando nucleotideos didesoxi
terminadores de cadeia em equipamento MegaBace 1000 (Amershan Bioscience) em parceria
com Universidade Federal Rural de Pernambuco no laboratério LGBS (Genoma-Laboratério
de Genética, Bioquimica e Sequenciamento de DNA). As sequéncias obtidas foram analisadas
e confrontadas com bancos de dados para identificacdo das espécies de microrganismos
existentes nas amostras por homologia molecular. Adicionalmente dependendo da
disponibilidade orcamentdria poderd ser realizado um sequenciamento nucleotidico
metagenOmico em larga escala para acessar de modo global todos os possiveis genes presentes
nas amostras ambientais analisadas e também dos isolados encontrados como resistentes pelo

cultivo.

5.8.  Viabilidade

Este trabalho estd em acordo com a Lei N° 13.123, de 20 de maio de 2015 que define
“patrimonio genético” como “informacdo de origem genética de espécies vegetais, animais,
microbianas ou espécies de outra natureza, incluindo substancias oriundas do metabolismo
destes seres vivos” e “conhecimento tradicional associado” como “informag¢do ou pratica de
populacdo indigena, comunidade tradicional ou agricultor tradicional sobre as propriedades ou
usos diretos ou indiretos associada ao patrimonio genético”. Este trabalho segue as normas do
CGEN - Conselho de Gestao do Patrimdnio Genético. Dito isto, a presente pesquisa cumpre
todos os requisitos estabelecidos pela referida lei, bem como ja estd cadastrada no acesso ao

patrimdnio genético do SISGen.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Cultivo microbiano

O cultivo microbiano apresentou uma grande heterogeneidade no crescimento em meio
LB para todas as amostras analisadas. Isto denota o grande potencial para o reconhecimento de
linhagens resistentes a antibidticos presentes no meio, apesar das técnicas baseadas em cultivo
celular serem limitadas devido as alteragdes metabdlicas e nutricionais entre as diferentes
populagdes de bactérias presentes no solo. Neste contexto € onde reside a importancia da
utilizacdo de técnicas moleculares mais efetivas para um maior escaneamento e prospeccao dos
microrganismos resistentes e genes responsaveis por conferir resisténcia aos antibiéticos em
amostras ambientais. A Figura 3 mostra as amostras de solo coletadas de trés pontos diferentes

do municipio de Cuité-PB.
Figura 3 - Amostras de solo coletadas de trés pontos do municipio de Cuité-PB. Amostra 01: Hospital Municipal
Nossa Senhora das Mercés. Amostra 02: Proximidades da estrada que d4 acesso ao municipio de Nova Floresta-;

Amostra 03: Proximidades da escola Orlandio Venancio PB.

Fonte: Préprio autor, 2019

A Figura 4 mostra as bactérias de solo crescendo em meio de cultivo rico sem pressao
seletiva e formando colonias facilmente observdveis a olho nu com as mais diversas

caracteristicas morfoldgicas.
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Figura 4 - Amostras de bactérias de pontos de coleta da caatinga crescendo em meio de cultivo LB ap6s

inoculagdo com dgua diluida do solo.

rd

SOLO02 _

Fonte: Proprio autor, 2019.

Com o cultivo foi possivel observar a complexa gama de bactérias presentes no solo.
Importante notar no cultivo com antibiético no Figura 5, em uma concentra¢do recomendada
pela comunidade cientifica como selecionadora de bactérias resistentes 100ug/mL
(HAUHNAR et al., 2018), foi possivel perceber uma diminui¢do do nimero de coldnias
disponiveis além da sua reduzida variabilidade morfoldgica, algumas apresentando tonalidades

transldcidas, brancas, amareladas, avermelhadas e marrons.

Figura 5 - Amostras isoladas de bactérias dos trés pontos de coleta da caatinga crescendo em meio de cultivo LB

adicionado de 100pug/mL do antibiético Ampicilina.

SOLO 01 s SOLO uzfi“;"‘ s SOLO03 s

Fonte: Préprio autor, 2019.

A Figura 6 demonstra a andlise em destaque da amostra de solo 03 exposta aos
antibidticos Ampicilina - 100pg/mL, Higromicina - 150pug/mL e Kanamicina - 10pg/mL em
concentragdo recomendada pela comunidade cientifica como selecionadora de bactérias

resistentes 100ug/mL (HAUHNAR et al., 2018),
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Figura 6 - Amostras isoladas de bactérias do ponto 3 de coleta da caatinga crescendo em meio de cultivo LB

adicionado dos antibiéticos Ampicilina - 100pug/mL, Higromicina - 150pug/mL e Kanamicina - 10pg/mL.

Fonte: Proprio autor, 2019.

Jinior et al. (2019) citam em sua pesquisa a recém atencdo dada ao cultivo e
caracterizacdo dos microrganismos presentes em solos da caatinga, e explicam tal fato devido
as caracteristicas Unicas e bioldgicas de tal bioma, permitindo assim a sobrevivéncia sob

condig¢des climéticas severas, como escassez de dgua e elevadas temperaturas.

Guennadi, Joseleau-Petit e D'Ari (2007) citam que o meio Luria-Bertani é popularmente
usado entre os bacteriologistas pois permite um crescimento rapido, além de bons rendimentos
de crescimento para diversas espécies de bactérias encontradas em amostras de solo, por
exemplo.

J4 Carattoli et al. (2017), utilizaram em seu estudo amostras plaqueadas em dilui¢cdes
seriadas em meio sélido Luria-Bertani agar contendo 2 mg / L de sulfato de colistina e 100
mg/L de rifampicina, como marcadores de resisténcia para pMCR e CSH26 em

Enterobacteriaceae, respectivamente.

6.2 Extracio de DNA Metagenomico

O protocolo de extracio de DNA metagendmico das amostras utilizando CTAB apds
enriquecimento do solo com meio de cultivo se mostrou eficiente em obter o DNA para as
posteriores andlises conforme mostrado na Figura 7. Apesar dos rastros observados abaixo das
amostras as mesmas se mostraram promissoras nas amplificagdes dos genes 16S rDNA. Esses
rastros podem ser provenientes da propria composicdo do solo contendo 4dcidos humicos e
outras substancias aromaticas dificilmente separadas no protocolo de extracio do DNA por

CTAB.
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Figura 7 - Extracdo de DNA das amostras ambientais e de E. coli isolada como controle positivo. CP: E. coli;

P1: Ponto 1; P2: Ponto 2; P3: Ponto 3.

CP P1 P2 P3

 AEee

Fonte: Préprio autor, 2019.

Segundo Liu et al. (2018), em seu estudo envolvendo o género Bacillus, foi observada
relagdo direta da dinamica populacional com a composi¢do da comunidade resistente em 13
genes de resisténcia a antibidticos e oito elementos genéticos méveis, analisados durante um
processo de co-compostagem com gentamicina e residuos de fermentacao de lovastatina. Isso
indica que a pressdo seletiva gerada por processos de compostagem como temperatura e
metabdlitos secunddrios podem tornar mais fortes bactérias ali presentes que sobrevivam ao

processo favorecendo também a sua resisténcia aos antibioticos.
6.3 Reacoes de PCR com o Gene 16S rDNA

Para as reacdes com o gene 16S rDNA foram utilizados conjuntos de primers especificos
para esse gene. Os genes foram amplificados simultaneamente com os primers desenvolvidos
e com os primers ja descritos na literatura para o gene 16S rDNA. Os primers universais ja
descritos para o Dominio Bactéria possuem a sequéncia: WABI-341f 5° CCT ACG GGN GGC
NGC AG 3 e WABI-926r 55 CCN TNA ATT NNT TTN AGT TT 3%, modificado de
WATANABE et al., (2001). Os primers desenvolvidos pelo grupo de pesquisa ndo serdo
descritos devido a uma possivel patente com os mesmos, estes foram denominados de ISBAf e
ISBAr. Estes primers foram desenvolvidos utilizando milhares de sequéncias disponiveis nos
bancos de dados do NCBI e do RDP-II e seus resultados tém se mostrado bastante promissores
conforme Figura 5. Nesta figura € possivel observar a clareza na distribuicao dos amplicons
com esse primer quando comparado ao conjunto de primer universal WABI. Isto € importante
para as posteriores andlises por DGGE e também por sequenciamento nucleotidico das
linhagens isoladas dos respectivos pontos de coleta.

A andlise da Figura 8 mostra que os amplicons possuem os tamanhos esperados para a

amplificacdo do fragmento 16S rDNA pretendido que para os primers WABI é de 585pb,
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enquanto que para os primers ISBA € de 536pb, isto é facilmente observavel com a utilizagdo
do marcador molecular na canaleta central do gel de agarose e com as bandas referentes ao
ISBA um pouco mais abaixo que as bandas do WABI conforme indicadas pelas setas.

Dias (2015) em seus estudos também desenvolveu primers utilizando as sequéncias
correspondentes aos genes 16S rDNA provenientes de bancos de dados e em seguida submeteu
aos alinhamentos multiplos, utilizando o programa Clustal-Omega e entdo, o resultado do
alinhamento foi editado manualmente com o auxilio do programa BioEdit para a constru¢ao
final dos primers.

Por outro lado, Silveira (2004) obteve em seu estudo DNAs que foram utilizados para a
reacdo da PCR com oligonucleotideos especificos para regido 16S rDNA que resultavam na
amplificacdo de um fragmento em 1500 pb apropriados para a constru¢do de bibliotecas
gendmicas, a partir de amostras retiradas do solo.

Sendo assim, a metodologia utilizada para a constru¢dao dos primers bem como para sua
aplicagdo, seja para sequenciamento direto ou para construcdo de bibliotecas gendmicas, se
mostrou efetiva podendo contribuir substancialmente para o isolamento identificacdo e andlise
global de populagdes microbianas ndo s6 no bioma caatinga mas nos diversos tipos de amostras

dentre elas hospitalares.

Figura 8 - Ponto 1 amplificado com WABI; 2: Ponto 2 amplificado com WABI; 3: Ponto 3 amplificado com
WABI; 4: Marcador de Peso Molecular 100pb; 5: Ponto 1 amplificado com ISBA; 6: Ponto 2 amplificado com
ISBA; 7: Ponto 3 amplificado com ISBA.

PL P2 P3 M P1 P2 P3
Wa Wa Wa 100pbIs Is s

Fonte: Préprio autor, 2019.
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O gene 16S rDNA foi usado nos estudos de Kavamura et al. (2013) com a finalidade de
quantificar a abundancia da comunidade bacteriana. A especificidade dos amplicons

purificados foi confirmada no referido estudo sendo em geral o filo Actinobacteria dominante.

6.4 PCR-DGGE

Para a realizacio do DGGE foi sintetizado um grampo de nucleotideos conforme
descrito na metodologia no primer forward da série ISBA. Utilizando esse conjunto para
amplificacio por PCR e depois corrida em DGGE foi possivel observar a variabilidade genética
presente nas amostras analisadas como demonstrado na Figura 9. Essas amostras indicam uma
alta conservacdo de sequéncias entre os trés diferentes pontos analisados. Isto pode ser devido
a propria pressdo seletiva imposta e caracteristica intrinseca deste ecossistema em si
favorecendo mais alguns individuos em detrimento de outros. Até mesmo a propria resolucao
e limitagdo da técnica que ndo demonstraria toda a comunidade microbiana presente no solo
em apenas uma corrida ou mostraria apenas as que mais estdo presentes devido a amplificacdo
por PCR. De todo modo, esses dados podem ser utilizados para as mais diversas finalidades
como ecoldgicas, de preservagdo, satde publica entre tantas outras, mostrando possivelmente
os organismos mais abundantes no solo e se dentre estes existe algum de interesse médico ou

biotecnolégico.

Figura 9 - DGGE das amostras analisadas dos trés pontos. CN: Canaleta sem Amostra; P1: Amostra do Ponto 1;

P2: Amostra do Ponto 2; P3: Amostra do Ponto 3.

CN P1 P2 P3 CN
s A&t

Fonte: Préprio autor, 2019.
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Os resultados do DGGE mostraram um total de 11 bandas diferentes presentes nas trés
amostras. Com a andlise dos fragmentos observados no DGGE foi possivel construir uma matriz
bindria de presenca e auséncia de bandas que foi utilizada para construir um dendograma de
similaridade entre as amostras observadas, como mostra a Tabela 1 e a Figura 10. Foi possivel
perceber que as maiores similaridades estdo entre as amostras P1 e P3. Talvez pelo fato de
serem provenientes de ambientes proximos e urbanos no entorno da cidade de Cuité-PB. Isto
pode favorecer a similaridade observada nos fragmentos estudados. Um passo importante seria
no futuro utilizar esses experimentos como base para a aquisicao de informagdes a respeito de
bactérias resistentes em ambientes publicos como hospitais e escolas, propiciando assim a
melhor tomada de decisdes do poder publico frente a essas possibilidades antes que elas

acontecam.

Tabela 1 - Matriz de presenca e auséncia dos fragmentos observados no DGGE.

Bandas P1 P2 P3
1 1 1 1
2 0 1 0
3 1 0 1
4 1 1 1
5 1 1 1
6 0 1 0
7 1 1 1
8 0 1 0
9 1 1 1
10 1 1 1
11 1 1 1

Fonte: Préprio autor, 2019

Figura 10 - Dendograma de similaridade entre as amostras P1, P2 e P3.

[paondo]

002

Fonte: Préprio autor, 2019
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A Tabela 2 mostra os coeficientes gerados a partir do coeficiente de dissimilaridade de
Jaccard. Tal propriedade permite comparacdo simultanea entre todas as amostras, sendo a 4
representativa de um controle negativo, isento de bandas. Através dos dados representados na
tabela, observa-se maior similaridade entre as amostras de solo 1 e 3 (coeficiente préximo a
1), diferentemente da amostra 2 (coeficiente menor que 1). Essas semelhangas também podem

ser verificadas no dendograma de similaridade das amostras na Figura 10.

Tabela 2 - Coeficientes das trés amostras analisadas, sendo o 4 um controle negativo.

SOLOS 1 2 3 4
1 1
2 0.636363636363636 1
3 1.000000000000000 0.636363636363636 1
4 0.000000000000000 0.000000000000000 0.000000000000000 1

Fonte: Préprio autor, 2019

Os estudos de Videira e Cunha (2017) mostraram-se mais efetivos em uma de suas
amostras (regido V3 do gene 16S rDNA) o que implica que os dados da literatura que relatam
os iniciadores para a regido V3 sdo mais promissores para as andlises de comunidades
bacterianas em amostras ambientais, pois demostram maior eficiéncia na amplificacdo por
PCR, vasta cobertura taxondmica, além de diversidade e reprodutibilidade das andlises. O
primer desenhado para estes estudos denominado de ISBA compreende as regides V3 a V6 do

gene 16S rDNA.

6.5 Analise populacional

Foi possivel observar a partir da andlise populacional das Unidades Formadoras de
colonia por grama de solo, utilizando uma dilui¢io de 10 e a média das triplicatas de cada
amostra, onde as amostras 01 e 02 apresentaram maiores quantidades de coldnias, enquanto a

amostra 03 expressou o menor valor, como mostra o grafico 1.

Grifico 1 — Médias dos valores de unidades formadoras de colonia (UFC/g de solo) apds 48 horas de incubagio

em meio nutriente LB das amostras P1, P2 e P3.
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Fonte: Proprio autor, 2019

Os estudos de Bueno et al. (2018) também mostrou similaridades em duas dreas quando
comparadas a uma terceira. Os autores justificaram tal resultado devido a regido possuir uma
agroflorestal mais recente, refletindo uma menor atividade e composicio microbiana.
Representagdo essa da diversidade que pode ser vislumbrada também nas amostras em questao

onde sdo provenientes de ambientes com atividades humanas diversas.

6.6 Analise das bactérias resistentes

ApOs a extragdao de DNA e as reacoes de PCR com os primers ISBA de dez bactérias
isoladas os fragmentos de PCR foram submetidos a técnica de sequenciamento nucleotidico
visando a identificagdo molecular desses organismos presentes no solo. Os resultados estdo

indicados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Identificagdo bacteriana com base na sequéncia 16S rDNA utilizando os primers ISBA das amostras

do ponto de coleta 3.

Espécie Quercy E-Value Identity
Coverage

Bacillus thuringiensis stramn VEE-AG-1 165 90% 0 96,24%

nibosomal EINA gene, partial sequence

Bacillus cereus strain CaGe 165 ribosomal RINA - B3% 0 96_04%

gene, partial sequence

Bacillus sp. ME81 165 nbosomal RNA gene, 88% 5.,00E-175 93,93%

partial sequence

Klebsiella aesrogenes strain DAS50 165 rnbosomal 89% 0 100,00%

ENA gene, partial sequence

Klebsiella acsrogenes strain DAS50 165 ribosomal E9% 0 100%

FMNA gene, partial sequence

Staphylococcus epidermidis strain 4502 165 02% 0 98.76%

ribosomal ENA gene, partial sequence

Klebsiella acrogenes strain DAS50 165 ribosomal E9% 0 99 57%

EMNA gene, partial sequence

Acinetobacter calcoaceticus strain C10 165 Q8% 0 95.66%

ribosomal ENA gene, partial sequence

Moellerella wisconsensis JCM 5896 gene for 165 92% 0 05.96%

ribosomal ENA | partial sequence

Providencia alcalifaciens strain Sald 165 Q2% 2-e56 T7.34%

ribosomal ENA gene, partial sequence

Fonte: Préprio autor, 2019.

Esta tabela mostra a existéncia de microrganismos potencialmente patogé€nicos para a
sociedade como € o caso de linhagens dos géneros Staphylococcus e Klebsiella que podem
causar transtornos patoldgicos sérios na populagdo. Com isso fica evidente que os
microrganismos estdo dispersos nas mais diversas partes do mundo sé esperando o momento
de serem expostos as condi¢des favordveis para assim expressarem todo seu potencial
patogénico, principalmente quando as pressoes seletivas sdo impostas artificialmente no meio

tornando-os resistentes aos antibioticos.

Aliciei, Gelinski e Minotto (2016) mostraram um perfil de bactérias resistentes a
Ampicilina (73,92%). Enquanto Da Silva et al. (2018) revelaram em seu antibiograma que as
bactérias obtidas a partir de amostras do solo da caatinga foram consideradas resistentes a pelo
menos quatro antibidticos testados pelo grupo (ampicilina, cloranfenicol, gentamicina,
neomicina, estreptomicina, eritromicina, rifampicina, vancomicina e acido nalidixico), sendo o

género Bacillus resistente a ampicilina.
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Estudos de Faganello (2019) em testes de triagem para a producdo de B-lactamase de
espectro estendido, 30,4% das amostras apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiotico.

Sendo 10,7% a ceftazidima, 25% a cefotaxima, 8,9% a ceftriaxona e 23,2% ao aztreonam.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados observados, conclui-se que as técnicas utilizadas se mostraram
bastante eficazes na identificacio metagendmica das populacdes microbianas presentes nas

amostras coletadas, bem como na analise da resisténcia aos antimicrobianos.

Além disso, observaram-se fatores preocupantes no ambito comunitdrio, uma vez que
foram encontradas diversos géneros e variadas espécies de bactérias, sendo estas patogé€nicas
e ndo patogénicas de um modo geral resistentes aos meios contendo antibidticos e algumas
como Moellerella wisconsensis, por exemplo, normalmente se encontram relacionadas a

presenca de fezes, além de 4dgua e alimentos contaminados.

Também ficou evidente a similaridade dos solos nos pontos P1 e P3, diferindo do P2
provavelmente devido a acd@o antrdpica e isto ja indica que a sociedade afeta sobremaneira os

microrganismos presentes no solo.

Adicionalmente € possivel imaginar que tendo em vista que no municipio de Cuité-PB
existe um alto consumo de 4gua obtida através de pocos perfurados no solo e alimentos
cultivados na regido, podem existir dividas com relagdo a seguranca dos consumidores,
gerando grande preocupagdo quanto ao estado e manutencio da saide desses individuos, mas

isso requer estudos complementares.

Nesse sentido, também se faz importante a preocupagdo com relacdo ao uso
indiscriminado de antibidticos pela sociedade, uma vez que é clara a presenca de
microrganismos resistentes no meio ambiente contra os mais diversos medicamentos dessa

classe farmacoldgica.
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8. PERSPECTIVAS

Dentre as perspectivas esperadas para continuagdo deste trabalho estdo a amplia¢io do
conhecimento e treinamento para as mais diversas dreas como hospitais, feiras e ambientes
publicos através do novo PIBIC. Além disso, também serdo realizadas as anédlises de outras
10 amostras coletas no municipio de Cuité em pontos distintos, resultado sempre na
continuacdo das produgdes bibliogrificas envolvendo os componentes do grupo de

Biotecnologia Aplicada a Saide e Educacio.
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