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1 RESUMO GERAL

Poluição ambiental  pode ser  compreendida como o espalhamento de um material  em um

ambiente, de forma que esse tenha efeitos nocivos à biota que lá existe ou interage. Dentre os

tipos de poluente, é possível se listar os poluentes convencionais, de origem natural e finitos,

tais  como  hidrocarbonetos  oriundos do  petróleo;  os  poluentes  xenobióticos,  artificiais  e

finitos, tais como fármacos e agrotóxicos e os elementos xenogenéticos, gerados a partir de

ações  antrópicas  e  capazes  de  se  reproduzir  em seus  hospedeiros,  tais  como  plasmídeos

epidêmicos. Em uma perspectiva de saúde única, a saúde humana é dependente e relacional

com a saúde de animais domésticos e do meio ambiente como um todo, de forma que se faz

necessário entender e mitigar as ações antrópicas nocivas ao meio ambiente. Em uma primeira

etapa  do  presente  estudo,  foi  feita  a  prospecção  de  microrganismos  capazes  de  degradar

cafeína e paracetamol, dois dos poluentes mais comuns em ambientes aquáticos, a partir de

uma amostra de água superficial do lago Paranoá. Ao final da prospecção por enriquecimento,

foi isolada uma colônia de bactérias, as quais eram capazes de crescer em meios mínimos

contendo  apenas  um  dos  fármacos  como  fonte  única  de  carbono  e  energia.  Análises

bioquímicas e genômicas identificaram a espécie do isolado como  Klebsiella pneumoniae.

Curiosamente,  esse  isolado  produz  um  pigmento  marrom  apenas  em  culturas  com

paracetamol e análises espectroscópicas em ultravioleta, luz visível e infravermelho sugerem

tratar-se de uma melanina, o que pode levar futuramente a aplicações biotecnológicas, tais

como o uso dessas na remoção de novos poluentes, em uma segunda ordem de despoluição.

Análises genômicas indicam a presença de genes e vias metabólicas de degradação desses

fármacos, porém a ainda é necessária sua comprovação experimental. Em uma segunda etapa,

foram  avaliadas  características  de  interesse  médico  do  isolado,  com  foco  em  análises

genômicas.  Análises de  average nucleotide identity (ANI) e  in  silico Multilocus sequence

typing(MLST) revelam o isolado como pertencente a uma nova linhagem de K. pneumoniae,

cujo número de linhagem tipo (strain type) foi depositado em banco de dados da espécie. O

antibiograma do isolado mostra que esse possui o fenótipo de multirresistência a antibióticos,

dentre eles quinolonas, cefalosporinas e carbapenems. Análises genômicas apontaram para

poucas  evidências  relacionadas  à  hipervirulência  do  isolado,  no  entanto  foram detectados

grupos de genes relacionados à virulência e foram encontrados genes de resistência, incluindo



genes de beta-lactacamase de espectro estendido e de carbapenemase, esse último associado a

um  transposon  não  descrito  na  literatura.  O  isolado  também  possui  um  contig

extracromossômico idêntico  a  uma sequência  observada em uma cepa  de  K. pneumoniae

hospitalar, o que indica a presença de um fluxo de genes entre a rede de hospitais do Distrito

Federal e o lago Paranoá, com novos estudos sendo necessários para um melhor entendimento

deste fluxo. O achado de uma cepa bacteriana multirresistente no lago Paranoá é preocupante,

uma vez que esse é utilizado para fins recreativos pela população local, bem como fonte de

captação de água potável, ainda que existam processos a jusantes de tratamento desta. Por

fim,  estudos  na  literatura  indicam  a  correlação  no  aumento  de  temperatura  ambiental  e

aumento  no  número  de  infecções  com  bactérias  multirresistentes  a  antibacterianos  em

humanos.  Fatores bioquímicos de bactérias a mudanças nas sociedades humanas têm sido

apontados como possíveis hipóteses para essa correlação e o reuso de água com bactérias

multirresistentes pode ser um fator a contribuir com esta.

Palavras-chave: Poluição, biorremediação, melanina, Klebsiella pneumoniae, resistência

a antimicrobianos.



2 ABSTRACT

Environmental  pollution  can  be  understood  as  the  spread  of  a  material  in  an

environment, such that it causes harmful effects in its existing or interacting biotia. Among

the different types of pollution, there are the conventional, of natural sources and finite, such

as oil borne hydrocarbons; the xenobiotic, generated as a result of anthropic activities and

finite, such as pharmaceuticals and agrotoxics and the xenogeneic, also resulted from human

activities, but with the capacity of replication in their hosts, such as epidemic plasmids. Under

the One Health perspective, human health depends on and relates with the health of domestic

animals and the environment as a whole,  so that it  becomes necessary to understand and

mitigate harmful effects of human actions in the environment. In the first part of the present

study, microbes were prospected in function of their capacity for biodegrading caffeine and

acetoaminophen, two of the most common xenobiotics in water bodies. This prospection was

based on water samples from the local Paranoá lake. By the end of the prospection, a colony

of bacteria was isolated, which was capable of growth in M9 minimal medium supplemented

with either caffeine or acetoaminophen as sole carbon and energy sources. Biochemical and

genomic analyses identified these bacteria as belonging to the Klebsiella pneumoniae species.

Curiously,  these  bacteria  were  able  to  produce  a  brown  pigment  when  in  contact  with

acetoaminophen. Spectroscopic analyses in ultraviolet, visible and infrared light indicate that

this pigment is a melanin, which may lead to future biotechnological applications, such as its

use to remove new pollutants in an environment,  as a second-order depollution.  Genomic

analysis of the isolate point towards the presence of metabolic pathways potentially involved

in  the  biodegradation  of  these  drugs;  however  further  experimental  assays  are  needed  to

demonstrate this capacity. In the second part of the study, medically relevant features of the

bacterial  isolate  were  analyzed,  with  a  focus  on  genomic  analysis.  Average  Nucleotide

Identity (ANI) and Multilocus Sequence Typing indicate that this isolate represents a novel

strain for the species, whose Strain Type was deposited in a database of K. pneumoniae. The

antibiogram of the isolate shows that it possesses the multidrug resistance phenotype which

comprehends resistance to quinolones, cephalosporins and carbapenems. Genomic analysis

found little evidence related to the hypervirulent phenotype, though genes clusters related to

virulence  and  related  to  drug  resistance  have  been  found,  including  genes  of  extended-



spectrum  beta-lactamase  and  carbapenemase,  the  latter  of  which  associated  with  an

undescribed transposon in the literature. The isolate also has an extrachromossomal contig

that  is  identical  to  a  sequence  found  in  a  local  hospital  strain,  which  points  toward  the

presence of a gene flow from local hospitals into the lake, with further studies necessary to

test this possibility. This hypothesis is concerning, given that the lake is used for recreational

purposes  by the  local  population  and it  is  used  as  a  reservoir  for  water  reuse,  including

drinking water, even though there are downstream water treatment processes. Finally, there

are studies in the literature which present a correlation between increases in environmental

temperature  and  number  of  antibacterial-resistant  bacterial  infections  in  humans.  Factors

ranging  from  biochemical  pathways  to  human  societal  changes  have  been  attributed  as

possible causes for this correlation and water reuse with antimicrobial resistant bacteria may

be one contributing factor.

Keywords:  Pollution,  bioremediation,  melanin,  Klebsiella  pneumoniae,  antibiotic

resistance.



CAPÍTULO 1 – PROSPECÇÃO DE MICRORGANISMOS PARA A DEGRADAÇÃO 

DE XENOBIÓTICOS EM AMBIENTES AQUÁTICOS



3 RESUMO DO CAPÍTULO 1

A água é um bem fundamental à vida na Terra e ao bem-estar social. No entanto, o acesso à

água  para  fins  diversos  tem se  tornado  mais  restrito,  dadas  as  mudanças  climáticas  e  a

poluição  de  origem humana.  Além dos  poluentes  derivados  diretamente  do  petróleo,  nas

últimas décadas têm se dado mais atenção às moléculas xenobióticas, as quais não ocorrem

naturalmente,  mas dependem da  ação humana para  existir,  como agrotóxicos,  inseticidas,

fármacos, dentre outros. Tais moléculas podem afetar os ciclos de vida de biotas que entrem

em contato com essas, bem como prejudicar a saúde humana. Em colaboração com um grupo

de  pesquisa  do  Instituto  de  Química  da  UnB,  buscou-se  por  microrganismos  capazes  de

executar  dois  propósitos:  degradar  cafeína  e/ou  paracetamol,  dois  dos  xenobióticos  mais

abundantes em corpos aquáticos, além de colonizar partículas de carvão feitas para a adsorção

dessas moléculas. A associação de microrganismos ao carvão permitiria em tese a regeneração

do  sistema,  prolongando  o  seu  tempo  útil  de  biorremediação.  Foram  feitos  cultivos  de

enriquecimento utilizando água do Lago Paranoá, coletada próxima à estação de tratamento

de  esgoto  da  Asa  Norte,  nos  quais  paracetamol  era  a  única  fonte  de  carbono  e  energia

disponível. Ao final da prospecção, foi obtido um isolado bacteriano,  capaz de crescer em

meios  com cafeína  ou  paracetamol  como  fontesde  carbono.  No  entanto,  a  demonstração

experimental da degradação desses fármacos por técnicas de química analítica resta  a  ser

demonstrada. Esse isolado foi identificado por PCR e métodos bioquímicos como pertencente

ao gênero Klebsiella. Curiosamente, essa linhagem produz um pigmento marrom quando em

cultivo com paracetamol. Esse pigmento foi enriquecido a partir de culturas da linhagem e

teve  suas  propriedades  físico-químicas  analisadas  para  sua  identificação.  O  pigmento  se

mostrou insolúvel para a maioria dos solventes testados; possui ampla faixa de absorção de

luz  no  espectro  ultravioleta-visível,  com decaimento  progressivo da  absorção conforme o

espectro  aumenta  em  comprimento  de  onda  e  se  mostrou  altamente  termoestável.  Tais

características  são  típicas  de  melaninas.  A  identificação  de  grupos  funcionais  por

espectroscopia em infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) também é compatível

para este tipo de molécula. A transformação de um poluente em uma melanina é de interesse

biotecnológico,  visto que melaninas possuem a capacidade de coordenar  íons metálicos  e

adsorver moléculas orgânicas. Dessa forma, essa conversão pode promover uma remoção de



poluentes em uma segunda ordem, além de ser a primeira descrição de síntese de melanina

obtida a partir de um precursor xenobiótico. O sequenciamento do genoma da linhagem KpV3

permitiu  a  identificação  de  genes  e  vias  metabólicas  possivelmente  relacionadas  à

biodegradação de paracetamol, tais como a via de beta-cetoadipato e vias de degradação de

xilenos, trans-cinamatos e fenilpropanoatos.
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4 INTRODUÇÃO

4.1 ÁGUA E SUA PROTEÇÃO

O acesso à água é fundamental para o desenvolvimento sustentável, erradicação da

pobreza,  fome  e  para  o  bem-estar  humano.  Diretrizes  tomadas  em  recentes  tratados

internacionais, como a Estrutura de Sendai para a Redução de Riscos associados a Desastres e

o Acordo de Clima de Paris têm a água como um dos principais pontos (1). Desde 2015, o

Fórum Econômico de  Davos  tem listado “crise  hídrica”,  entendida  como um decréscimo

significativo  em quantidade  e  qualidade  de  água  potável,  dentre  os  cinco  maiores  riscos

globais  em  termos  de  impacto  social  para  os  próximos  dez  anos (2).  Em  resposta  às

preocupações globais acerca dos riscos associados aos recursos hídricos, a assembleia geral da

Organização das Nações Unidas, por meio da resolução 71/222, proclamou o período de 2018

a 2028 como a Década de Ação pela Água. Essa resolução busca fomentar a colaboração

internacional  em  termos  de  ciência,  pesquisa  e  inovação  dos  recursos  hídricos  para  o

desenvolvimento  sustentável  e  estimular  a  execução de programas já  existentes,  como os

dirigidos  para  alcançar  as  metas  estabelecidas  pelo  objetivo  seis  dos  Objetivos  de

Desenvolvimento  Sustentável  (Garantir  disponibilidade  e  gestão  sustentável  de  água  e

saneamento para todos). A resolução visa ainda a criação de novos programas para o alcance

do Objetivo seis de Desenvolvimento sustentável e sub-objetivos relacionados à gestão dos

recursos hídricos (3). Outras manifestações de encontros internacionais vêm ocorrendo como

uma forma de conscientizar e estimular ações acerca do uso sustentável da água.

O segundo Fórum Mundial da Água, que ocorreu no ano 2000 em Haia, definiu um

conceito  para  a  proteção  da  água  mundial,  a  seguridade  da  água,  em  sua  declaração

ministerial (3) como:

Garantir que água doce, costal e seus ecossistemas associados sejam protegidos e

melhorados;  que  o  desenvolvimento  sustentável  e  estabilidade  política  sejam

promovidos, que cada pessoa tenha acesso à água limpa o suficiente por um preço

acessível, de forma a levar a uma vida saudável e produtiva e que os vulneráveis

sejam protegidos dos riscos relativos aos perigos à água.
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Já o oitavo Fórum Mundial da água, que ocorreu no ano 2018 em Brasília, definiu dez

princípios para a promoção da justiça da água, isso é, o acesso de todas as pessoas à água

limpa,  independente  de  condição  financeira  ou  localização  geográfica.  Dentre  esses

princípios, escritos em sua Declaração de juízes (4), estão:

Princípio 1 – Água como um bem de interesse público.

O Estado  deve  exercitar  sua  administração  sobre  todos  os  recursos  aquáticos,  e

protegê-los, em conjunção com suas funções ecológicas associadas, para o benefício

de gerações atuais e futuras, e para a comunidade da vida na Terra.

Princípio 2 – Justiça da água, uso da terra e a função ecológica da propriedade.

Por causa das inter-relações próximas entre terra e água e as funções ecológicas dos

recursos aquáticos, qualquer pessoa com o direito ou o interesse em usar recursos

aquáticos ou terrestres tem o dever em manter as funções ecológicas e a integridade

dos recursos hídricos e seus ecossistemas associados.

Sob a perspectiva brasileira, o Artigo 225 da Constituição Federal de 1988 afirma que:

Todos  têm  direito  ao  meio  ambiente  ecologicamente  equilibrado,  bem  de  uso

comum do povo e essencial à sadia qualidade de vida, impondo-se ao poder público

e à coletividade o dever de defendê-lo e preservá-lo para as presentes e futuras

gerações.

O parágrafo primeiro desse mesmo artigo, inciso quinto diz ainda que o poder público

deve:

Controlar  a  produção,  a  comercialização  e  o  emprego  de  técnicas,  métodos  e

substâncias que comportem risco para a vida, a qualidade de vida e o meio ambiente.

Já a Lei 9433 de 1997, que criou a Política Nacional de Recursos Hídricos, diz em seu

Artigo primeiro, incisos primeiro e segundo:

I - A água é um bem de domínio público;

II - A água é um recurso natural limitado, dotado de valor econômico;

Portanto,  mesmo  uma  exposição  breve  de  tratados  internacionais  e  leis  nacionais

revela que existe uma preocupação de diferentes países em relação aos recursos hídricos.

A Organização Mundial da Saúde (OMS) recomenda que cada pessoa possa usar 7,5

litros de água por dia para fazer sua higiene. Considerando uma população de 7,5 bilhões de
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pessoas, seriam necessários 150 bilhões de litros de água limpa e acessível por dia. Dessa

forma, a provisão de água de forma segura não apenas é o objetivo seis de desenvolvimento

sustentável  da Organização das Nações Unidas (ONU), mas perpassa pelos objetivos  sete

(energia  limpa  e  acessível)  e  doze  (consumo  e  produção  responsáveis),  o  que  demanda

consumo responsável da água e redução na poluição dos recursos aquáticos (5).

4.2 POLUIÇÃO E XENOBIÓTICOS

A noção do ser humano como agente de mudança no meio ambiente não é recente. O

geólogo  Antonio  Stoppani,  em  1873 (6),  descreveu  “Uma  força  telúrica,  cujo  poder  e

universalidade  eram  comparáveis  com  as  maiores  forças  da  terra”,  ao  se  referir  a  “Era

antropozoica”. Em 1926, Vernasdky (7) afirma que os processos de aumento na capacidade de

pensamento do ser humano vinham ganhando cada vez mais influência sobre seu ambiente.

Crutzen em 2002 (8) propõe a época geológica do “Antropoceno”, na qual os seres humanos

seriam uma força crucial  para a mudança geofísica na Terra. Essa época foi proposta por

Crutzen com início na metade do século 18,  quando foram registrados pela  primeira  vez

aumentos nas concentrações de gás carbônico e metano em ar preso em gelo polar, bem como

quando  ocorreu,  em  1784,  o  desenvolvimento  do  motor  a  vapor  por  James  Watt.  O

antropoceno  foi  definido  principalmente  pelas  mudanças  antrópicas  nas  concentrações  de

gases da atmosfera, mas também inclui outras mudanças ambientais, como aumento no uso de

solo  e  água  potável,  aumento  no  consumo de  energia  elétrica,  crescimento  da  população

humana e aumento no uso de fertilizantes Em 2010, Dachs e Méjanelle (9) propõem de forma

mais  explícita  também  a  contribuição  de  poluentes  orgânicos,  particularmente  poluentes

sintéticos, como fator de mudanças na biosfera durante o antropoceno.

Seres  humanos  sempre  modificaram a  composição  da  biosfera,  ao  menos  desde  a

liberação  de  compostos  policíclicos  aromáticos  com a  invenção  do  fogo ou  pelo  uso  de

pigmentos  na  fabricação  de  produtos  têxteis.  Concomitantemente,  ambientes  costeiros,

estuários e rios também estiveram sobre forte pressão antrópica, uma vez que as civilizações

humanas  se desenvolveram ao redor  desses  corpos  aquáticos  (9).  Atualmente,  em termos

volumétricos,  o  derramamento  de  óleo  nos  oceanos  ainda  representa  a  maior  fonte  de

poluentes orgânicos em ambientes aquáticos (10). No entanto, desde a segunda metade do
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século 20, a diversidade de poluentes no meio ambiente tem aumentado significativamente,

com  a  introdução   de  moléculas  geradas  pelas  indústrias.  Essas  moléculas  que  não  são

sintetizadas na natureza ou cujas  concentrações  aumentam drasticamente no ambiente por

ação antrópica são chamadas de xenobióticos (9, 11). Muitos desses xenobióticos vem sendo

recentemente descritos como poluentes, assim também podendo ser chamados de poluentes

emergentes (12).  Os  aspectos  de  degradação,  dispersão  e  toxicidade  desses  compostos

começaram a ganhar importância a partir do trabalho de Halling-Sorensen e colaboradores,

apenas ao final da década de 1990, sendo assim um campo relativamente novo no estudo de

poluentes (13).

Petrie e colegas (12) abordam uma série de fatores para a mudança nas concentrações

de xenobióticos em corpos aquáticos. Segundo os autores, globalmente, a presença de mais de

200  xenobióticos  diferentes  têm  sido  relatada  em  rios  e  lagos.  No  Reino  Unido,  70

xenobióticos foram encontrados em águas superficiais, dentre eles estão os Anti-inflamatórios

não-esteroidais, betabloqueadores e antidepressivos. A remoção dessas moléculas dos corpos

aquáticos varia conforme suas propriedades físico-químicas e degradação pelos organismos

presentes no ambiente. Geralmente, essa remoção é incompleta, de forma que os xenobióticos

costumam  ser  encontrados  no  ambiente  em  concentrações  de  ng.L-1 a  μg.L-1.  Essas

concentrações podem variar drasticamente com base em muitos fatores. Alguns desses são a

recalcitrância da molécula, por exemp lo ciprofloxacina,  um antibacteriano que, já foi

detectado em concentrações de mg.L-1, em parte por conta de sua atividade antimicrobiana.

Outros  fatores  são  temporais,  como  é  o  uso  da  molécula  pela  população,  uma  vez  que

moléculas  associadas  a  fármacos  lícitos,  como  protetores  solares,  são  encontradas  em

quantidades maiores do que as oriúndas de drogas ilícitas, como cocaína. Benzolecgonina,

principal metabólito da cocaína, costuma ser detectado em níveis mais elevados durante os

fins  de  semana,  assim  como  a  presença  de  anti-histamínicos  na  água  está  relacionada  à

estação de pólen no Reino Unido. Os índices pluviométricos também afetam a concentração

ambiental de moléculas de xenobióticos. Por fim, outros fatores determinam a distribuição

espacial  de poluentes em corpos aquáticos.  A superfície desses costuma ter concentrações

maiores de poluentes cuja entrada é atmosférica, como aerossóis, enquanto a coluna d’água

apresenta  maiores  concentrações  de  moléculas  hidrofílicas  e  os  sedimentos  costumam

apresentar  maiores  concentrações  de  moléculas  hidrofóbicas,  de  tal  forma  que  uma

distribuição homogênea de moléculas se dá apenas se o corpo aquático for raso e com alta

turbulência.  Já Dachs e Mejanelle (9) relatam que a fonte desses poluentes também pode

variar,  poluentes emergentes costumam vir a partir de fontes primárias,  como indústrias e
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esgoto municipal ou domiciliar, enquanto que poluentes orgânicos persistentes (POPs) podem

ter como principal fonte outros ambientes naturais previamente poluídos, como solos, dada

sua recalcitrância.

Embora  existam  diversos  estudos  sobre  a  ecotoxicidade  de  xenobióticos  para

organismos aquáticos, esses testes costumam ser feitos em laboratório e relacionando um tipo

de molécula para uma espécie de organismo, de forma aguda e determinística. Dessa forma,

existem testes padronizados para a determinação da toxicidade de diversos compostos. O mais

comum  está  preconizado  pelas  diretrizes  de  testes  químicos  da  Organização  para  a

Cooperação  e  Desenvolvimento  Econômico  (OCDE),  no  qual  se  avalia  a  curva  de  dose

resposta e dose EC50 de um determinado fármaco na inibição de movimentação de crustáceos

do gênero Daphnia (14). Com base nesse teste, um fármaco é classificado como nocivo se a

EC50 for entre 100 mg.L-1 e 10 mg.L-1, tóxico se a EC50 for entre 10 mg.L-1 e 1 mg.L-1 e

muito tóxico se a EC50 for menor que 1 mg.L-1  (Como exemplo, a figura 1). Existem ainda

outros testes como ensaios de toxicidade em peixes da espécie Danio rerio (15). Embora esse

tipo  de  teste  seja  útil  para  comparar  a  toxicidade  de  diversas  moléculas,  esses  aferem a

toxicidade para espécies-modelo apenas, sem levar em consideração a toxicidade em nível de

comunidades de organismos ou potenciais sinergismos de toxicidade entre moléculas (12).

Esse  tipo  de  ensaio  também  é  mais  adequado  para  a  medição  de  toxicidade  aguda  de

moléculas, a qual depende de concentrações relativamente altas no ambiente, em contraste

com a  toxicidade  de  exposição  crônica,  porém em concentrações  menores  (16).  Um dos

fatores que tornou o estudo de poluentes xenobióticos um assunto recente é a concentração

desses no ambiente e sua diversidade de moléculas, de forma que muitos poluentes podem

não  ser  analisados  em um dado  estudo  de  ocorrência  ou  toxicidade  porque  ocorrem em

concentrações  indetectáveis  metodologicamente ou possuem estrutura tal  que não existem

métodos  para  sua  análise,  o  que  predispõe  tais  estudos  para  a  análise  de  um ou poucos

poluentes, representativos em sua dispersão ou toxicidade de uma classe de poluentes, e em

concentrações altas. Uma alternativa a esses estudos é o fracionamento de poluentes in loco e

sua testagem sobre organismos, mas ainda são necessários avanços em técnicas analíticas para

uma compreensão mais realista sobre a presença e efeito de poluentes sobre organismos (9).
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4.3 CAFEÍNA E PARACETAMOL

Os fármacos  paracetamol  e  cafeína  são  tidos  como de  toxicidade  baixa,  por  isso

atualmente não são inclusos nas diretrizes atuais de vigilância da União Europeia. Nunes e

colaboradores  (17) observaram que  ensaios  de  toxicidade  de  paracetamol  para  diferentes

organismos aquáticos mostraram doses de tóxicas EC50 menores para crustáceos, como do

gênero Daphnia (Entre 5,0 a 70,0 mg.L-1), doses intermediárias para bactérias como do gênero

Vibrio  (Entre 70,0 a 120,0 mg.L-1) e a cianobactéria  Cylindrospermopsis raciborskii  (Entre

170,0 a 215 mg.L-1) e doses altas para plantas, como a alga Pseudokirchneriella subcapitata

Figura 1. Toxicidade comparativa de diferentes xenobióticos. A comparação se dá com base no 
teste de EC50 de mobilidade de Daphnia. Retirado de Patrie et al, 2015.
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(Entre 350 a 550,0 mg.L-1) e macrófitas do gênero  Lemna  (Toxicidade não observada para

doses menores que 1.000,0 mg.L-1). No entanto, a dose EC50 teve ampla variedade mesmo ao

se comparar organismos do mesmo gênero, da ordem de dez vezes ou mais. De acordo com os

autores,  a  metabolização  intracelular  de  paracetamol  pode  levar  à  produção  de  espécies

reativas de oxigênio, que por sua vez poderia levar a danos em polímeros de ácidos nucleicos

(DNA e  RNA),  oxidação  de  membranas  lipídicas  e  desnaturação  de  proteínas.  Ainda  de

acordo  com  os  autores,  paracetamol  possui  semelhanças  estruturais  com  disruptores

endócrinos de crustáceos,  o que poderia interferir  com a muda desses e ajudar a explicar

porquê esse grupo de organismos foi mais sensível à presença do fármaco. De todo modo,

essa variedade na toxicidade para diferentes organismos torna difícil a previsão do impacto

ecotoxicológico desses fármacos em rios e lagos. No entanto, de Voogt e colaboradores (18)

classificam paracetamol como um fármaco de controle prioritário em manejo de água, por

conta de seu consumo elevado por humanos, toxicidade, ocorrência em rios e lagos e sua

persistência.

Embora  o  estudo  de  contaminantes  emergentes  em  corpos  aquáticos  tenha  se

intensificado a partir dos anos 2000, existem relatos para a presença de cafeína como poluente

destes desde 1968 (19), de forma que esse poluente é um dos que mais possui registros em

número de estudos, em anos analisados e ensaios de toxicidade descritos para organismos

aquáticos  (20). Em uma meta-análise de 522 estudos, Rodríguez-Gil e colaboradores  (20)

estimaram a concentração de cafeína encontrada globalmente em diferentes corpos aquáticos

(figura 2). Além destes dados, também foi encontrado um artigo no qual foram determinadas

as concentrações de cafeína em água de chuva na Itália (21). De acordo com os autores, dada

a distribuição de casos de detecção de cafeína em corpos aquáticos, esse poluente é ubíquo no

planeta. Ainda para entender como esse poluente é distribuído no mundo, foram feitas análises

probabilísticas para a presença de cafeína em diferentes regiões geográficas (figura 2). Os

autores notam que há uma sobreposição nos valores de concentração de cafeína para influente

e  efluente  de  esgoto  na  região  da  América  do  Sul,  o  que  segundo  eles,  poderia  ser  um

indicativo de que podem ser necessárias melhorias nos sistemas de tratamento de esgoto dessa

região  para  a  remoção  desse  fármaco.  Ainda,  dentre  os  dez  estudos  analisados  por  estes

autores com maiores concentrações de cafeína para águas superficiais, quatro são de estudos

brasileiros.
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Além disso, em uma revisão bibliográfica contendo estudos de 2012 a 2017, Sousa e

colaboradores (16) observaram que essas moléculas estão dentre as encontradas em maiores

concentrações em corpos aquáticos pelo mundo (figura 3). Essas concentrações se devem ao

despejo relativamente constante e elevado dessas moléculas em corpos aquáticos; seja pelo

consumo da cafeína em cafés, chás, chocolates e medicamentos (22); seja pelo uso elevado de

paracetamol como fármaco, com ou sem prescrição (23), ambos sendo liberados inalterados

para os sistemas de tratamento de esgoto por meio da urina dos consumidores.  Fármacos

como os supracitados podem ainda ter contribuições a sua concentração em corpos aquáticos

por meio de seu uso medicamentoso para animais domésticos e em efluentes industriais (17).

Uma  vez  que  o  despejo  dessas  moléculas  faz  com  que  suas  concentrações  sejam  altas

constantemente em rios e lagos, sendo assim denominados pseudo-persistentes, estas podem

representar potenciais fontes de toxicidade crônica em ecossistemas aquáticos (16).

Figura  2: Curvas de probabilidade de exposição ambiental de cafeína por estudo analisado
em meta-análise. Os ambientes aquáticos de Influente de esgoto, efluente de esgoto, águas
superficiais,  águas estuarinas,  água de oceanos,  água potável  e águas subterrrâneas estão
representados. A área ao redor das curvas representa o intervalo de confiança de 95% para as
distribuições. Modificado de Rodríguez-Gil et al, 2018
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 4.4 BIORREMEDIAÇÃO

A biorremediação, se concebida como o uso de organismos vivos para a degradação de

dejetos,  vem sendo  utilizada  inconscientemente  desde  o  início  das  civilizações  humanas,

quando essas  precisavam se  livrar  de  seu  lixo.  Muitas  vezes  sem saber  da  presença  dos

microrganismos,  os  seres  humanos vêm dependendo destes  para a  degradação de rejeitos

domésticos,  da  agricultura  e  da  indústria.  Todavia,  nos  últimos  séculos,  o  uso  de

microrganismos  tem  se  tornado  menos  intuitivo  e  mais  afeito  ao  conhecimento  técnico,

científico e à engenharia (24). Desde meados do século XIX na Inglaterra, filtros baseados em

bancos de areia vêm sendo usados para a remoção de turbidez e poluentes biológicos, como

protistas e vírus, com a participação de bactérias em sua superfície. Estes filtros têm sido

aplicados desde 1892 na Alemanha e desde a década de 1930 na China (25). Ainda em 1930,

Figura 3. Concentração de Moléculas poluentes não-monitoradas pela legislação europeia, 
mas para as quais existem ao menos dez estudos entre 2012 e 2017. Os círculos negros 
representam a média das concentrações encontradas nos artigos e os triângulos brancos, a 
mediana. Retirado de Sousa et al, 2017.
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Tausz e Donath (26) propõem o uso de bactérias para a degradação de moléculas derivadas de

petróleo, como hexano, heptano e decano. Já a primeira aplicação da biorremediação como

ciência  em  um  local  poluído  foi  feita  por  Raymond  e  colegas  em  1975 (27),  os  quais

observaram  que  a  adição  de  nutrientes  em solos  contaminados  com petróleo  permitia  o

aumento no número de bactérias capazes de degradar hidrocarbonetos e, portanto, permitia

um aumento na degradação dos poluentes derivados do petróleo.  Atualmente,  sabe-se que

microrganismos  possuem  ampla  distribuição  em  habitats  do  planeta,  como  consequência

possuem ampla diversidade  metabólica,  além de participarem de processos  de  fixação de

carbono,  fixação  de  nitrogênio  e  contribuírem  para  geração  e  consumo  de  metano  e

compostos  sulfurados,  sendo  parte  importante  dos  ciclos  geoquímicos  globais (10).  Ao

considerar essas características, fica evidente o potencial no uso de microrganismos para a

biorremediação.

Na  despoluição  aquática,  particularmente  para  água  potável,  o  uso  de  agentes

biológicos  possui  uma série  de  vantagens  sobre  tratamentos  exclusivamente  químicos  ou

físicos, tais como serem de possível utilização para uma ampla diversidade de poluentes; são

menos custosos e requerem menos energia; podem ser utilizados de forma robusta em várias

condições  operacionais  de  tratamento  e  tipicamente  causam a  mineralização  completa  de

poluentes  não-metálicos,  isso  é,  promovem  a  conversão  desses  poluentes  em  seus

constituintes inorgânicos fundamentais, como H2O e CO2 (5).

Garbisu et al (2017) (28) classificam as estratégias de biorremediação de compostos

orgânicos como bioatenuação,  bioestimulação e bioaumento.  Esse último poderia  ser sub-

dividido  entre  bioaumento  celular  e  bioaumento  genético.  Na  bioatenuação,  nenhuma

intervenção  humana  é  feita  sobre  o  ambiente  afetado,  de  forma  que  os  microrganismos

nativos  despoluam o ambiente  naturalmente.  Nessa  estratégia,  a  intervenção humana está

limitada  a  monitorar  parâmetros  do  ambiente  afetado relacionados  à  poluição,  como pH,

medidas  de  turbidez  aquática,  dentre  outros.  Na  bioestimulação,  condições  abióticas  do

ambiente são modificadas, como temperatura, umidade, pH, dentre outros ou são inseridas

fontes de carbono ou nitrogênio ou ainda aceptores de elétrons para microrganismos nativos

se encontrarem em condições  favoráveis  para  a  remoção do poluente,  ou  seja,  são feitas

modificações no ambiente de forma a se estimular a degradação do poluente por populações

ou  comunidades  nativas  de  microrganismos.  Já  no  bioaumento,  informação  exógena  ao

ambiente é introduzida nesse para a remoção do poluente. Isso pode se dar pelo bioaumento

celular,  onde microrganismos exógenos capazes de degradar  ou imobilizar  o poluente são

introduzidos no ambiente. E também pode ser feito por meio do bioaumento genético, onde
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microrganismos exógenos são introduzidos no ambiente para transmitir genes relacionados à

remoção do poluente para microrganismos nativos,  geralmente por conjugação plasmidial.

Enzimas exógenas, como peroxidases, laccases e tirosinases ainda podem ser alternativas para

a biorremediação, em sistemas livres de células (29). Também podem ser implementadas as

chamadas células de combustível  microbianas  (Em inglês,  Microbial  fuel  cells),  onde um

cátodo  e  um ânodo  são  introduzidos  no  sistema  de  biorremediação  de  forma  a  conferir

elétrons necessários para a biorremediação dos microrganismos circundantes, pelo cátodo, ou

remover elétrons gerados a partir desta atividade, pelo ânodo. De todo modo, há a geração de

corrente elétrica, que pode ser um subproduto benéfico do processo. Há também as células de

eletrólise microbiana, onde é fornecida energia pelo cátodo, necessária para a conversão de

uma molécula recalcitrante à biorremediação em um produto passível de mineralização pela

microbiota presente. Ambas as células de combustível microbiana e de eletrólise microbiana

podem  ser  utilizadas  para  acelerar  a  cinética  de  degradação  de  um  dado  poluente,  sem

necessitar  da introdução de moléculas exógenas como fontes de elétrons, como ocorre na

bioestimulação (30) (Figura 4).

Figura  4. Esquema geral de funcionamento de uma célula de combustível microbiana.
No  ânodo,  podem  ser  coletados  elétrons  vindos  da  oxidação  de  um  composto  de
interesse por microrganismos, sejam esses compostos de natureza mineral ou orgânica.
Estes elétrons podem ser transferidos ao ânodo por sistemas redox dos microrganismos
ou por mediadores solúveis. No cátodo, o contrário acontece, são expelidos elétrons que
podem ser  utilizados por  microrganismos para  reduzir  compostos  de  interesse,  esses
sendo minerais ou orgânicos. Retirado de Wang et al, 2020
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Como um breve adendo, até sistemas de corrente elétrica separados espacialmente em

cátodo e ânodo não foram invenções originais dos seres humanos. As ditas bactérias de cabo

(cable bacteria) conseguem formar cabos multicelulares através de centímetros em substratos

marinhos,  conectando reações de oxidação de sulfeto de hidrogênio (ânodo) a reações de

redução de oxigênio (cátodo) (31) (Figura 5).

Para a introdução de microrganismos exógenos em um ambiente a fim de se propiciar

biorremediação,  esses  podem  ser  introduzidos  como  células  livres,  sistemas  de

aprisionamento em uma matriz ou de adsorção sobre uma superfície carreadora, sendo esses

sistemas  detalhados  por  Lin  e  colegas  (2010)  (32).  Ao  se  introduzir  microrganismos  em

associação com algum sistema de transporte, em vez de células livres, é possível se obter

maior tolerância dos microrganismos contra a toxicidade do poluente, bem como se ter maior

controle  da  dispersão  desses  no ambiente  e  de  proteger  os  microrganismos  contra  outros

fatores  prejudiciais,  como  predadores  e  demais  toxinas  do  sistema.  Nas  estratégias  de

Figura  5.Oxídação clássica de sulfeto de hidrogênio por microrganismos terrestres versus
oxidação  eletrogênica.  Em  reações  clássicas  de  oxidação  de  enxofre,  tanto  moléculas
contendo  enxofre,  como  H2S,  são  oxidadas  quanto  gás  O2  é  reduzido  por  uma mesma
população  bacteriana.  Na  oxidação  eletrogênica,  bactérias  em camadas  anóxicas  oxidam
moléculas  com  enxofre  e  carream  elétrons  por  cabos  bacterianos  até  as  bactérias  na
superfície, o que permite usar camadas mais profundas de substrato para obtenção de energia.
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aprisionamento,  os  microrganismos  são  contidos  dentro  de  matrizes,  podendo  ser  de

carboidratos  como  alginato;  ágar;  goma  gelana;  dentre  outros  ou  sintéticos  como  álcool

polivinílico. Já nas estratégias de adsorção, podem ser usadas diversas superfícies, contanto

que essas sejam colonizáveis  pelo microrganismo em questão,  como compostos silicados,

cerâmicas  e  carvões.  Enquanto  as  estratégias  de  aprisionamento  proporcionam  maior

contenção dos microrganismos no ambiente, essas estratégias também oferecem mais estresse

para o crescimento dos microrganismos, em relação às estratégias de adsorção. Dentre os

carreadores  por  adsorção,  aqueles  feitos  a  partir  de  carvões  tem  sido  descritos  para  a

biorremediação de poluentes poliaromáticos de petróleo (33, 34) e poluentes sintéticos, como

piridina  (32) e  cipermetrina  (35),  dentre  outros.  Enquanto  a  superfície  carbonácea  pode

adsorver diretamente os poluentes  do ambiente,  ela  também pode carrear  microrganismos

exógenos para a biodegradação desses (bioaumento) e propiciar condições mais favoráveis

para a microbiota nativa também degradar o poluente, como fontes de carbono e nitrogênio

(bioestimulação)  (34).  Um  colega  do  instituto  de  química,  Carlos  Cardoso,  desenvolveu

partículas de carvão, a partir da pirólise de cascas de jatobá, capazes de adsorver cafeína e

paracetamol.  Ele  nos  procurou  para  prospectar  microrganismos  que  fossem  capazes  de

colonizar essas partículas e contribuir para a degradação desses fármacos. Como colaboração,

ele gostaria de aplicar microrganismos capazes de colonizar a superfície de carvão e degradar

os  xenobióticos.  Dessa  forma,  o  consumo  dos  xenobióticos  pelas  bactérias  aderidas  às

partículas de carvão poderia levar à regeneração da capacidade adsortiva deste, tornando o

sistema  mais  sustentável  a  longo  prazo.  Portanto,  a  motivação  original  para  o  presente

trabalho foi a prospecção de microrganismos capazes destas funções.

Além  das  estratégias  de  biorremediação,  algumas  técnicas  para  a  prospecção  de

microrganismos de interesse se tornaram características da área, como discutido por Haiser e

Turnbaugh (36). Dentre elas está o Isotope probing, no qual a molécula a ser degradada é

marcada  com  isótopos  de  carbono  e  se  monitora  no  ambiente  quais  microrganismos

incorporam esses isótopos em suas moléculas de DNA, RNA ou ácidos graxos. A molécula a

ser degradada também pode ser utilizada como única fonte de carbono e/ou nitrogênio e/ou

único  aceptor  final  de  elétrons  em  meios  de  cultura,  de  forma  que  a  degradação  desse

composto  se  torna  condição  sine  qua  non para  o  crescimento  do  microrganismo.  Essa

estratégia é conhecida como enriquecimento seletivo de microrganismos. Também é possível

construir  bibliotecas  metagenômicas  de  microrganismos  de um dado ambiente em células

hospedeiras, tais como Escherichia coli, e as colônias resultantes podem ser prospectadas pela

atividade de biorremediação de interesse, em vez de se prospectar pelos microrganismos do
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ambiente diretamente. Essa técnica recebe o nome de metagenômica funcional. Finalmente,

existe a técnica  substrate induced gene expression (SIGEX). Nessa, aproveita-se o fato que

genes relacionados ao catabolismo de moléculas orgânicas  comumente tem sua expressão

induzida pela presença dessas. Assim, são construídas bibliotecas genômicas  plasmídeos

de expressão de GFP, de forma que se buscam sequências promotoras da expressão deste

gene. Em seguida, as colônias resultantes são expostas à molécula de interesse e as células

fluorescentes são analisadas.

Até  o  presente,  a  biodegradação  de  paracetamol  (acetaminofeno  ou  N-acetil-p-

aminofenol) por microrganismos é pouco conhecida, por conta dos trabalhos que descrevem

essa atividade o fazerem exclusivamente por métodos de química analítica, como HPLC/MS.

O que se sabe (figura  6) é  que a forma de degradação mais observada é a  conversão de

paracetamol  em  4-aminofenol,  esse  sendo  um  agente  mutagênico  e  comumente  não  é

catabolizado posteriormente por microrganismos. Em condições nas quais 4-aminofenol foi

degradado, esse era transformado em hidroquinona. Na maioria dos estudos, a hidroquinona

tem seu anel aromático rompido, provavelmente por uma dioxigenase, em 4-hidroximucônico

semialdeído.  Foram também descritas  alternativas  para a  degradação de hidroquinona em

ácido  hexa-3-enedióico,  hidroxiquinol  ou  4-metoxífenol,  sendo  que  4-hidroximucônico

semialdeído e hidroxiquinol podem ser convertidos em ácido maleiacético.  Existe ainda a

degradação por metilação de paracetamol em p-acetonisídeo, hidroxilação de paracetamol em

3-hidroxiacetaminofeno  e  a  conversão  de  paracetamol  em  catecol,  por  passos  reacionais

desconhecidos (23).
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Até a década de 1970, a biodegradação de cafeína não era estudada, pois existiam

relatos  da  capacidade  antimicrobiana  da  molécula  isolada  ou  em  associação  com  outros

antimicrobianos  (37).  Até  que  em  1971,  Kurtzman  e  Schwimmer  demonstram  essa

biodegradação por microrganismos (38).

Desde então, em bactérias, três vias metabólicas estão descritas para o catabolismo de

cafeína (1,3,7-trimetilxantina). Essas vias são a N-demetilação (figura 7), via de oxidação C-8

(figura 8) e uma via onde metabólitos intermediários da N-demetilação sofrem oxidação em

C-8 (figura 9) (22, 37). Em todas as vias, as bactérias são capazes de mineralizar cafeína em

gás carbônico e amônia, de forma a obter energia,  carbono e nitrogênio.  A partir de cada

demetilação, com o uso também de oxigênio molecular como substrato reacional, são gerados

como produtos um aldeído e uma molécula de água (22).

Figura  6.Vias metabólicas para a biorremediação de paracetamol por microrganismos. As
setas  em  negrito  representam  os  passos  reacionais  encontrados  mais  comumente  em
diferentes estudos. Modificado de Żur et al, 2018.
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Na via de N-demetilação, como o nome sugere, grupos metil ligados a nitrogênio da

molécula são removidos sucessivamente. Essa via aparenta ser a principal via utilizada por

microrganismos para degradação de cafeína e é a melhor caracterizada em termos de enzimas

envolvidas. A principal via de N-demetilação, ao menos em Pseudomonas putida CBB5, se dá

pela  remoção  de  metil  nas  posições  1,  gerando  teobromina  e  em seguida  3,  gerando  7-

metilxantina, a qual é demetilada em xantina. Essa última pode ser degradada por meio da via

catabólica das purinas. De forma alternativa, o metil da posição 5 pode ser removido primeiro

a partir da cafeína, gerando paraxantina. Essa então é demetilada em sua posição 3, gerando

7-metilxantina.  Para  a  cepa  de  P.  putida CBB5,  a  proteína  NdmA  possui  atividade

monoxigenase e remove o metil do nitrogênio 1 e a proteína NdmB também possui atividade

monoxigenase e remove o metil do nitrogênio 3. Para a ação dessas enzimas, uma redutase,

NdmD, que promove o transporte de elétrons de NADH para a reação. Para a demetilação do

nitrogênio  7,  um complexo proteico,  chamado NdmCDE,  é  empregado.  Nesse  complexo,

NdmC possui atividade monoxigenase, porém, ao contrário de NdmA e NdmB, não possui

cluster férrico para atração do oxigênio, de forma que NdmE funciona como uma proteína

adaptadora entre NdmC e NdmD. Os genes correlatos a essas enzimas, ao menos nessa cepa,

se  encontram em  um grupo  relativamente  pequeno  de  14  kb.  Nesse  cluster,  encontra-se

também o gene frmA, que codifica uma enzima formaldeído desidrogenase, sendo, portanto,

capaz de reduzir NAD a NADH, o que dá continuidade à reação, e desprotonar formaldeído

em  ácido  fórmico,  de  tal  forma  que  os  prótons  podem  ser  usados  para  o  metabolismo

energético da célula (22).
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Já a  via  de oxidação C8,  como o nome sugere,  se  inicia  a  partir  da oxidação do

carbono 8 da cafeína, de forma a gerar ácido 1,3,7 trimetilúrico. Essa molécula é reduzida em

ácido  1,3,7-trimetil-5-hidroxioúrico  e  esta  é  clivada  em  3,6,8-trimetil-2-oxo-4-hidroxil-4-

carboxi-5-ureidoimidazolino. Por fim, essa última molécula é decarboxilada em 3,6,8-trimetil-

alantoína.  A partir  desse passo da reação, não existe validação dos passos reacionais com

enzimas isoladas, mas especula-se que esta molécula é convertida em ácido 3,6,8-trimetil-

alantóico. Por fim, essa molécula seria metabolizada após diversos passos em ácido glioxílico,

monometiluréia e dimetiluréia. Essas moléculas então poderiam entrar em vias centrais do

metabolismo, como ciclo da ureia e ciclo do ácido glioxílico. Para a cepa de Pseudomonas sp.

CBB1, por meio de busca em banco de dados  proteín do NCBI por xBLAST, vários genes

puderam ser sugeridos como participantes da via.  Porém, apenas  algumas enzimas da via

foram isoladas e caracterizadas, como o heterotrímero Cdh, que cataliza a oxidação da cafeína

e a monooxigenase TmuM, que catalisa a reação seguinte da via (22).

Figura 7. Via de N-demetilação da cafeína em P. putida CBB5. A- Metabólitos intermediários
da  via,  com  suas  reações  e  enzimas  respectivos.  B-Grupo  gênico  contendo  os  genes
responsáveis pela reação. C- Numeração dos átomos da molécula de cafeína. Retirado de
Summers et al, 2015.
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Por  fim,  metabólitos  da  via  de  N-demetilação,  como  teobromina,  paraxantina,  e

xantina  podem  sofrer  oxidação  em  C8.  Ocorrendo  nessa  última  molécula,  a  via  pode

convergir para degradação em alantoína e, por fim, em ácido glioxílico e ureia,  de forma

similar  à  via  de  oxidação  em  C8,  embora  não  estejam claros  quais  genes  possam estar

associados a essa confluência de vias (22,37).

 Figura 8. Via de oxidação em C8 de cafeína proposta para Pseudomonas sp. CBB1. Essa
via se dá com a oxidação em carbono 8 da cafeína, seguida de redução e clivagem do anel
hexamérico por hidrolase.  Após decarboxilação da molécula resultante,  a via converge
para a via de degradação de nucleotídeos, uma vez que os intermediários reacionais a
partir desse ponto são formas modificadas de alantoína. Por fim, a degradação resulta em
moléculas pequenas como ácido glioxílico e formas alternativas de ureia,  as quais são
assimiladas por vias centrais de metabolismo carbônico da célula Retirado de Summers et
al, 2015.
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Dentre as bactérias capazes de degradar paracetamol, encontram-se espécies do gênero

Pseudomonas,  como  P. aeruginosa e  P. moorei,  além de  Stenotrophomonas e  as  espécies

Delftia tsuruhatensis e Rhodococcus ruber (23). Já em relação à cafeína, a maioria dos relatos

é de  Pseudomonas, particularmente P. putida, com outras espécies descritas raramente (22)

(tabela 1).

Figura 9. Oxidação em C8 de metabólitos oriundos da via de demetilação. O início da
via de demetilação tem a maioria de seus intermediários reacionais convergindo para
ácido 7-metilúrico, o qual pode ser convertido em alantoína e convergir para a via de
catabolismo de nucleotídeos. Retirado de Gummadi et al, 2012.



Tabela 1. Cepas bacterianas relatadas na literatura científica capazes de degradar 
cafeína, seus locais de isolamento e suas vias de degradação.

 
N,R significa "não-relatado". Retirado de Summers et al, 2015.
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5 JUSTIFICATIVA

Dada  a  alta  prevalência  de  paracetamol  e  cafeína  em  corpos  aquáticos  como

decorrência  de  poluição  antrópica,  torna-se  necessário  o  melhor  conhecimento  acerca  de

como  esses  fármacos  podem  ser  biodegradados  do  meio  ambiente,  visando  aplicações

biotecnológicas para tal.
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

-Isolar e caracterizar microrganismos do Lago Paranoá capazes de biodegradar cafeína

e/ou paracetamol e colonização sobre partículas de carvão para o desenvolvimento de um

sistema de remoção destes poluentes em ambientes aquáticos. 

6.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

-Isolar e cultivar microrganismos do Lago Paranoá capazes de utilizar paracetamol ou

cafeína como fontes únicas de carbono e energia em meio mínimo de sais;

-Identificar  em  nível  de  espécie  o  isolado  microbiano,  com  base  em  técnicas

bioquímicas e moleculares, como genômica;

-Caracterizar o potencial de colonização do isolado microbiano sobre as partículas de

carvão desenvolvidas no LMC/IQ;

-Identificar os metabólitos intermediários da degradação dos xenobióticos por meio de

técnicas de química analítica, como HPLC-MS ou RMN;

-Identificar genes possivelmente relacionados à biodegradação dos xenobióticos por

análises genômicas;
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7 MATERIAL E MÉTODOS

7.1 PROSPECÇÃO E ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

Foram coletados aproximadamente 50 mL de água do lago Paranoá, nas coordenadas

geográficas  15,740962S  e  47,881235O.  A partir  desse  volume,  foi  inoculado  1  mL  em

profundidade e 50 μL em superfície em placas de petri contendo meio mínimo de sais M9

(90,0 mM Na2SO4; 22,0 mM KH2SO4; 18,0 mM NH4Cl; 2,0 mM MgSO4; 0,1 mM CaCl2; 15

g.L-1 ágar)  suplementado  com  3,3  mM  (0,5  g.L-1)  de  Paracetamol.  Essas  placas  foram

incubadas por 24h a 25°C. A partir do crescimento dessas placas, seis colônias de cada placa

foram repicadas em 5 mL de meio M9 líquido suplementado com 3,3 mM de Paracetamol.

Essas amostras foram incubadas por 72 h a 25°C e 180 RPM de agitação em shaker (6430B,

Thoth equipamentos). A partir do crescimento de microrganismos em duas amostras, foi feito

inóculo  em esgotamento em placas de meio M9 suplementado com 3,3 mM de Paracetamol,

as quais foram incubadas por 24 h a 25°C, para obtenção de culturas puros. Três colônias de

cada  placa  (A1,  A2,  A3,  V1,  V2 e  V3)  foram cultivadas  em 5 mL de  meio  M9 líquido

suplementado com 3,3 mM paracetamol por 24 h a 25°C e então estocadas em solução de

25% (v/v) de glicerol a -80°C. Os experimentos seguintes foram feitos com o isolado da placa

V3, o qual é referido ao longo do texto como KpV3.

7.2  AMPLIFICAÇÃO DE FRAGMENTO DO GENE CODIFICADOR DO RRNA 16S POR

PCR, SEQUENCIAMENTO E BUSCA EM BANCO DE DADOS.

 O DNA genômico do isolado foi obtido a partir do kit de extração Wizard® Genomic

DNA purification kit (Promega), de acordo com as instruções do fabricante a partir de culturas

em meio LB. A qualidade da extração foi  observada por meio de eletroforese em gel  de

agarose a 1% (p/v) com brometo de etídio em concentração de 0,5 μg.mL-1 e tampão SB (10

mM NaOH, 36 mM H3BO3). Em seguida, foi feita reação de PCR contendo tampão de reação

(20 mM Tris-Hcl, 50 mM Kcl, pH 8,4) (Ludwig Biotecnologia Ltda), 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM
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dNTPs (Ludwig Biotecnologia Ltda), 0,5 U de TaqDNA polimerase (Ludwig Biotecnologia

Ltda)  e  0,2  μM  dos  iniciadores  senso  RW01  (5'-AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3')  e

antisenso  DG74 (5'-AGGAGGTGATCCAACCGCA-3'),  descritos  em Greisen  et  al,  1994

(39).

O programa utilizado para as reações foi:

 

Onde X representa um gradiente de temperaturas de 50°C a 65°C (50,0°C; 53,9°C;

56,0°C; 58,5°C; 62,4°C; 65,0°C).

A reação foi feita em termociclador do modelo LifeTouch (Bioer). A observação das

amplificações foi feita por meio de eletroforese em gel de agarose, como foi feito após a

extração de DNA genômico. Após a obtenção dos amplicons desejados, as amostras oriundas

das  reações  de  PCR foram quantificadas  em aparelho  nanodrop (Nanodrop  lite,  Thermo

Scientific). Em seguida, foram feitas soluções contendo 10 ng dos amplicons e 0,2 μM de um

dos primers (RW01f ou RW01r), em um volume final de 7 μL. Essas soluções foram enviadas

para sequenciamento no Centro de Genômica de Alto Desempenho do DF, na Universidade

Católica de Brasília, em aparelho Sequence Scanner (Applied Biosystems). Para análise do

sequencimento,  foi  utilizado  o  software  Chromas  (disponível  para  download  em

https://technelysium.com.au/wp/chromas/). A partir desse software, foi obtida uma sequência

em formato FASTA para cada sequenciamento e essa foi comparada com outras sequências de

DNA  depositadas  no  banco  Nucleotide  do  site  NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide)  por  meio  do  software  nBLAST,  usado  em

parâmetros padrão.

7.3 SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E ANOTAÇÃO DO GENOMA BACTERIANO

O DNA genômico foi extraído seguindo o mesmo protocolo para extração de DNA

antes da PCR (seção 6.9). A integridade do genoma extraído foi verificada por eletroforese em

95°C – 4 minutos
95°C – 30 segundos
X°C – 30 segundos          30x
72°C – 30 segundos
72°C – 5 minutos
12°C – ad infinitum

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide
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gel de agarose a 1% e quantificação por Nanodrop Lite™ (Thermofisher). A biblioteca de

DNA foi  preparada  por  meio  do  kit  de  sequenciamento  rápido  (RAD004)  da  Oxford

Nanopore, conforme instruções do fabricante. O sequenciamento foi feito em flowcell R9.4.1

por  24h,  em  um  dispositivo  MinION.  A chamada  de  bases  (basecall)  foi  feita  usando

programa Guppy  4.4.2.  O genoma foi  montado  de  novo  com Flye  (40),  com o pipeline

MpGAP(https://github.com/fmalmeida/MpGAP),  com  parâmetros  padrão.  O  polimento  do

genoma foi feito com os programas Medaka (https://github.com/nanoporetech/medaka), com

o modelo r941_min_high_g344, e Homopolish (41), com os parâmetros para “flowcell R9.4”

e “bactéria”. A completude do genoma foi avaliada com o programa BUSCO V4.1.0  (42),

usando o banco de dados “enterobacteriales_odb10”. A identificação do isolado foi feita por

meio de análise ANI com o programa fastANI (43), contra os genomas do gênero Klebsiella

depositados no banco Genbank.  A anotação do genoma foi feita com os programas Prokka

(45) e barrnap (https://github.com/tseemann/barrnap).

7.4 QUANTIFICAÇÃO DE BIOFILME POR VIOLETA DE GENCIANA

A partir do estoque a -80°C, foi inoculado 10 μL em 5 mL de meio LB, o qual foi

incubado em temperatura ambiente a 180 RPM em agitador (NT-150, Kline). Um inóculo de

Escherichia coli J96 também foi feito em 5 mL de LB e esse foi incubado a 37°C e 180 RPM

em shaker (6430B, Thoth equipamentos). Ambas as culturas foram incubadas overnight. Em

seguida,  1  mL das  culturas  foi  coletado  e  sua  absorbância  foi  medida  em  600  nm  em

espectrofotômetro  (Spectramax  V5,  Molecular  devices)  e  volumes  de  cada  cultura  foram

inoculadas em placas de 96 poços de poliestireno (Cellstar, Grenier bio-one) contendo meio

LB e em triplicata, de forma que o volume final foi de 250 μL e a quantidade de bactérias

fosse aproximadamente igual, de acordo com a seguinte fórmula:

Onde Vmin corresponde ao volume de inóculo da cultura com menor densidade ótica

(20 μL);

Vmax corresponde ao volume de inóculo da cultura com maior densidade ótica;

Vmin (20μL) = (Vmax.ODmin) ODmáx-1

https://github.com/fmalmeida/MpGAP
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ODmin é a menor densidade ótica dentre as duas culturas;

ODmáx é a maior densidade ótica dentre as duas culturas.

Poços contendo apenas LB em triplicata foram feitos como controle negativo. Após

inóculo, a placa ficou por 24 h a 25°C. Após isso, o sobrenadante dos poços foi retirado, e

lavado três vezes com 250̮ μL de PBS. Em seguida, foram adicionados 250̮ μL de metanol e

os  poços  foram  incubados  por  15  minutos,  em  capela  de  exaustão.  Depois,  o  volume

resquicial  de  metanol  foi  removido  e  foram adicionados  250  μL de  violeta  de  genciana

(Renylab). Em seguida, o excesso de corante foi removido com água corrente e a placa foi

incubada a temperatura ambiente até secar. Em seguida, foi adicionado 250 μL de solução de

Ácido acético 33% (v/v) para a ressuspensão das células aderidas. Por fim, A absorbância dos

poços foi medida em espectrofotômetro (Spectramax V5, Molecular devices) em 570nm.

7.5 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA

A partir de pré-inóculo do isolado em LB, 10 μL foram inoculados em placas de 12

poços de poliestireno (Cellstar, Grenier bio-one), cujos poços continham 1 mL de LB. Essas

foram incubadas por 24 h a 25°C na presença de lamínulas estéreis para microscopia. Após

esse  período,  as  lamínulas  foram  retiradas  e  cobertas  em  solução  fixadora  PBS-PFA

(Paraformaldeído 4% (v/v), 137,0 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na2PO4, 1,5mM K2HPO4)

e incubadas a 4°C overnight. Em seguida, a solução foi retirada e as amostras foram pós-

fixadas ao adicionar uma gota de pipeta Pasteur de solução de tetróxido de ósmio (1% (v/v)

OsO4) e ao incubá-las por 30 minutos em ambiente ausente de luz. Em seguida, as amostras

foram  lavadas  com  água  destilada  três  vezes  e  então  desidratadas  ao  serem  cobertas  e

incubadas  serialmente por soluções de acetona (50%, 70%, 90%, 100% (v/v)  C3H6O) por

cinco minutos cada, sendo que a incubação com solução 100% acetona ocorreu duas vezes

seguidas. A secagem das amostras se deu em lavagem de solução de CO2 a ponto crítico

(Balzers CPD 030, Balzers Union AG) e a metalização ocorreu em seguida em metalizador

com vapor  de  ouro  (Balzers  SCD 050,  Balzers  Union  AG).  Por  fim,  as  amostras  foram

submetidas  à análise em microscópio eletrônico de varredura (JEOL JSM -70001F, JEOL

Ltd.).



46

7.6  ENRIQUECIMENTO DE PIGMENTO MARROM E ANÁLISE DE SOLUBILIDADE

O enriquecimento do pigmento marrom foi feito ao assumir que se tratava de uma

melanina e seguiu de forma modificada do trabalho de Amin e colegas (39). Após 72 horas de

cultivo do isolado bacteriano em meio M9 com 0,5 g.L-1 de paracetamol, a cultura foi coletada

em tubos cônicos de 50 mL (Falcon)  e esses foram fervidos por uma hora,  para evitar  a

formação de complexos melanina-proteína. Em seguida, os tubos centrifugados a 1000xg por

2 minutos. O sobrenadante resultante foi descartado e o sedimentofoi lavado três vezes com

50 mL de solução 0,1 M de ácido clorídrico a 1000xg por 2 minutos. A lavagem foi feita uma

última  vez  com 10  mL de  etanol  absoluto  a  1000xg  por  2  minutos,  o  sobrenadante  foi

descartado e o sedimento foi deixado para secar ao longo da noite.

O  ensaio  de  solubilidade  em  diferentes  solventes  também  foi  feito  de  forma

modificada  à  relatada em Amin e colegas (39).  Um miligrama da  substância  marrom foi

adicionada a 1 mL de cada solvente e vortexada por 1 minuto. Os solventes testados foram

água deionizada, solução 0,1 M de ácido clorídrico em água, solução 0,4% de hidróxido de

sódio em meio aquoso, metanol absoluto, etanol absoluto, isopropanol absoluto, 2-butanol

absoluto, Hexano absoluto, clorofórmio absoluto e Dimetil sulfóxido (DMSO) absoluto. Caso

fosse possível a visualização da substância em agregados, a solução era caracterizada como

incapaz de solubilizá-la.

7.7  ESPECTROSCOPIA EM ESPECTRO DE LUZ ULTRAVIOLETA E VISÍVEL

Foi dissolvido 1 mg da substância marrom em 1 mL de DMSO e a solução resultante

foi introduzida em cubeta de quartzo (Perkin Elmer). A partir desse material, foi feita leitura

em modo de espectro no espectrofotômetro Spectramax V5, nos comprimentos de onda de

200 nm a 700 nm, com intervalo de medida a cada 10 nm. A mesma leitura foi feita para

cubeta contendo apenas 1 mL de DMSO, a título de comparação.
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7.8  ESPECTROSCOPIA EM INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER 

(FTIR)

A amostra marrom foi triturada com gral e pistilo em presença de pó de brometo de

potássio grau FTIR (KBr, Sigma Aldrich) na proporção 1:100 mg. O material resultante foi

prensado em formato de pastilha por prensa hidráulica manual.  A pastilha então teve seu

espectro de absorbância em infravermelho lido pelo espectrômetro de infravermelho (Varian

640) na faixa de 400 a 4000 cm-1 e em atmosfera de ar. 

7.9  ANÁLISE DE TERMOGRAVIMETRIA

A análise  de  termogravimetria  foi  feita  em  aparelho  DTG  60H  (Shimadzu).  As

condições do experimento foram de atmosfera inerte de N2, fluxo de gás de 50 mL.min-1,

rampa de aquecimento de 10°C.min-1, varredura da temperatura ambiente a 1000°C e com

12,89 mg da substância marrom em cadinho de platina.

7.10 CURVA DE CRESCIMENTO DO ISOLADO KPV3

Foram coletados 200μL de uma cultura overnight em meio de lisogenia LB (10 g.L-1 triptona,

,5 g.L-1 extrato de levedura, 5 g.L-1 NaCl) e a esses foram adicionados 800 μL de meio LB e

teve  sua  densidade  óptica  aferida  em  600  nm  em  espectrofotômetro  (Spectramax  V5,

Molecular devices), a qual resultou em valor de 0,324, de forma que a OD da cultura sem

diluição  foi  de  1,620.  Em seguida,  1  mL da  cultura  foi  centrifugado  a  10.000xg por  10

minutos  em  centrífuga  (8R  Megafuge,  ThermoFisher  Scientific),  o  sobrenadante  foi

descartado e o sedimento foi suspendido em solução de sais M9. Em seguida, essa suspensão

foi  novamente  centrifugada,  o  sedimento  descartado  e  o  corpo  de  fundo  suspendido  em

solução de sais M9. A partir dessa suspensão, 10 μL foram coletados e inoculados em 100 mL

de  meio  de  sais  M9  suplementado  com  3,3  mM  de  Paracetamol  e  outros  10  μL foram
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inoculados em 100 mL de meio de sais M9 suplementado com 2,6 mM (0,5 g.L -1) de Cafeína.

Essas  culturas  foram incubadas  por  72  h  a  25°C e  180  RPM em shaker  (6430B,  Thoth

equipamentos). Durante os tempos de 0 h, 24 h, 48 h e 72 h de incubação, foram coletadas

amostras para diluição em série de 100 a 10-5 e plaqueamento de 50 μL destas diluições em

meio LB sólido em triplicata. As placas de LB inoculadas com diluições foram incubadas a

25°C por 24 h e então foram contadas as colônias. As culturas selecionadas para contagem

foram aquelas as quais obtiveram entre 30 e 300 colônias.

7.11 ANÁLISE DOS GENES POTENCIALMENTE ENVOLVIDOS NA DEGRADAÇÃO 

DE PARACETAMOL

A designação  de  ortologias  KEGG foi  feita  por  meio  dos  programas  KofamScan

(https://github.com/takaram/kofam_scan)  e  KEGGDecoder

(https://github.com/bjtully/BioData/tree/master/KEGGDecoder).  A  comparação  do  gene

codificador da enzima ácido 4-hidroxifenilacético 3-hidroxilase de E.coli  (código de acesso

em banco  Protein  DataBank PDB6EB0) com o gene  de  KpV3 foi  feita  ao  alinhar  essas

sequências com o programa tBLASTn, em parâmetros padrão.

https://github.com/bjtully/BioData/tree/master/KEGGDecoder
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8 RESULTADOS E DISCUSSÃO

8.1 PROSPECÇÃO DE MICRORGANISMOS PARA A DEGRADAÇÃO DE 

XENOBIÓTICOS

Uma amostra de cerca de 50 mL de água foi coletada a partir do lago Paranoá. O local

de coleta está descrito conforme a figura 10. O local de coleta foi escolhido pois, ao receber

efluente tratado da estação de tratamento de esgoto, é um local com uma concentração de

xenobióticos  potencialmente  maior  que  em  demais  pontos  do  lago.  Esse  local  de  coleta

também pode ter  propiciado a  descoberta  de bactérias  com resistência  a  antimicrobianos,

como discutido no capítulo 2.

Embora não estejam disponíveis na literatura científica dados acerca de concentrações

de paracetamol no lago Paranoá, da Costa et al (2016) (46) quantificaram as concentrações de

outros xenobióticos presentes no lago: nonilfenol, bisfenol A, Ftalato de dietila, bezafibrato e

Figura  10. Imagem de satélite da estação de tratamento de esgoto norte da CAESB.A estrela
amarela  indica  o  ponto  de  coleta  de  amostra,  nas  coordenadas  geográficas  15,740962S e
47,881235O. O ponto vermelho denota a estação de tratamento de esgoto da Asa norte, cujo
efluente tratado é liberado no lago. Fonte: Google maps.
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cafeína.  Os  autores  encontraram  dentre  suas  amostras  a  variação,  das  concentrações  de

cafeína observadas entre 67,9 ng.L-1 a 211,9 ng.L-1.  As concentrações desse fármaco dentro

das unidades de tratamento Sul e Norte da CAESB foram de 1056,7 ng.L -1  e 3190,9   ng.L-1

respectivamente. A cafeína foi o xenobiótico com maior concentração observada dentre os

poluentes  analisados.  De acordo com os  autores,  esses  dados indicam que o processo de

tratamento de esgoto das unidades é capaz de reduzir significativamente as concentrações de

cafeína do esgoto, porém as concentrações deste fármaco encontradas no lago provavelmente

se devem a pontos difusos de poluição doméstica. Além dos dados de concentração de cafeína

do estudo, as propriedades dos fármacos de interesse justificam o local de coleta, arredores da

estação  de  esgoto,  e  a  coleta  de  amostras  da  coluna  d´água.  Essas  propriedades  são  a

hidrofilicidade  razoável  das  moléculas,  bem  como  sua  baixa  recalcitrância,  dependendo,

portanto, de fontes primárias de poluição para manter concentrações maiores na água. Dessa

forma, nesse ambiente de coleta é onde se espera, teoricamente, que exista maior pressão

seletiva em microrganismos capazes de degradar tais moléculas.

A partir dos inóculos da água do lago coletada, foram obtidas culturas em placas de

meio M9 suplementadas com 500 mg.L-1 de paracetamol, ao serem inoculadas por superfície e

profundidade. Após 24 h de incubação a 25°C, foram observadas colônias transparentes nas

placas (figura  11 A e B), enquanto que após 48 h de crescimento, manchas marrons foram

observadas ao redor de algumas colônias (figura 11 C e D). A estratégia de prospecção se dá

pelo  isolamento  de  colônias  de  microrganismos  capazes  de  usar  paracetamol  como fonte

única de carbono. 
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No entanto, nessa primeira cultura, as colônias observadas podem ter crescido no meio

ao utilizar nutrientes vindos com o inóculo do lago Paranoá. Dessa forma, seis colônias da

placa inoculada em superfície e da placa inoculada em profundidade foram inoculadas em

meio  M9 líquido  suplementadas  com 500  mg.L-1 de  paracetamol  e  essas  culturas  foram

incubadas  a  25°C  por  72  h.  Após  esse  período,  dois  tubos  apresentaram  crescimento  e

precipitado  marrom.  A partir  das  culturas  líquidas,  foram  feitos  inóculos,  por  estria  em

esgotamento, em placa de meios sólidos M9 suplementado com paracetamol, as quais foram

incubadas a 25°C por 24 h (figura 20) e uma dessas colônias, referida daqui em diante como

isolado KpV3, foi selecionada para o prosseguimento do trabalho. Tal isolado encontra-se

cadastrado na plataforma Sisgen (Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado) conforme anexo A. Outros meios estão descritos para

permitir também o cultivo de microrganismos fastidiosos a partir  de rios e lagos,  como o

Reasoner’s  2A (47),  o  que  seria  mais  adequado  para  a  caracterização  de  comunidades

Figura 11. Placas de meio M9 suplementados com de paracetamol. As placas foram incubadas após 24 h (A
e B) e 48 h com inóculo de água do lago Paranoá (C e D).
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microbianas  do  lago  capazes  de  degradar  os  fármacos.  Porém,  o  presente  estudo  visa  a

caracterização de microrganismos utilizáveis em aplicações tecnológicas para a remoção dos

fármacos em sistemas de tratamento de esgoto ou de efluentes industriais, de forma que o

isolamento de microrganismos capazes de crescer em meio nutricionalmente simples, como o

M9,  é  de  maior  interesse,  por  selecionar  microrganismos  com  necessidades  nutricionais

menores e, assim serem de maior adaptabilidade em ambientes diversos para biorremediação.

Esse  tipo  de  prospecção  não  é  adequado  ainda  para  se  caracterizar  a  comunidade  de

microrganismos capazes de consumir xenobióticos devido à baixa capacidade de cultivo de

microrganismos  potencialmente  relevantes  e  pelo  viés  de  seleção  de  microrganismos  de

crescimento  rápido (11).  Por  fim,  a  prospecção  de  microrganismos  autóctones  do  lago

Paranoá  permite  a  eles  uma  adaptação  mais  eficiente  às  condições  abióticas  desse  e  à

competição com outros microrganismos do lago. 

8.2 IDENTIFICAÇÃO TAXONÔMICA DO ISOLADO

 Para começar as análises, foi feita a extração de DNA genômico da bactéria, seguida

de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificação de fragmento do gene 16S da

bactéria  e  sequenciamento desse.  Em um ensaio piloto,  amplificações  inespecíficas foram

observadas  em  reações  cuja  temperatura  de  anelamento  de  50°C.  Assim,  diferentes

temperaturas de anelamento, entre 50°C e 65°C foram testadas para a reação, conforme figura

12. 
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Reações  feitas  com temperaturas  de  anelamento  entre  50°C  e  56°C  apresentaram

amplificações inespecíficas acima do tamanho esperado de 319 pb. Já aquelas  feitas com

temperaturas  acima  destas  não  aparentaram  ter  estas  amplificações.  Dessa  forma,  os

amplicons correspondentes  à  reação  cuja  temperatura  de  anelamento  foi  de  65°C  foram

enviados para sequenciamento. O resultado do sequenciamento, tanto para o iniciador RW01F

(forward) quanto para o iniciador RW01R (reverse), após busca no banco Nucleotide (NCBI)

por meio de BLASTn indica que o isolado V3 pertence ao gênero Klebsiella (figuras 13 e 14).

A busca em BLASTn gerou resultados de mesma qualidade (identidade de 99% e cobertura de

100%) para diferentes espécies, como K. pneumoniae, K. varicola, K. quasipneumoniae e K.

aerogenes, não sendo possível assim a identificação em nível de espécie. A taxonomia deste

gênero  vem mudando nos  últimos  15 anos,  com a descrição  de  novas  espécies  como  K.

varicola (64) e K. africana (65). Desse modo, alguns autores (66) consideram análises como

fingerprint  proteômico  por  MALDI-TOF/MS,  PCR  multiplex  e  identidade  média  de

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 1% dos  amplicons obtidos a partir de PCR em
gradiente  feito  a  partir  do  DNA genômico  extraído  da  cepa  KpV3.  1-  Ladder  1Kb Plus
(Invitrogen), 2- PCR com temperatura de anelamento de 50,0°C, 3- PCR com temperatura de
anelamento  de  53,9°C,  4-PCR  com  temperatura  de  anelamento  de  56,0°C,  5-PCR  com
temperatura de anelamento de 58,5°C,      6- PCR com temperatura de anelamento de 62,4°C,
7- PCR com temperatura de anelamento de 65,0°C, 8- Controle negativo.
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nucleotídeos entre genomas (do inglês,  average nucleotide identity) são as melhores formas

para  a  identificação de  espécies  do  gênero  (figura  15).  Uma discussão  mais  aprofundada

acerca da identificação de espécies no gênero Klebsiella se dá na introdução do capítulo 2.

Figura 13. Alinhamento entre a sequência obtida a partir do sequenciamento do iniciador
senso do amplicon da PCR contra fragmento do gene codificador para rRNA 16S (Query)
e o melhor hit encontrado no banco Nucleotide para essa sequência (Sbjct). A identidade
entre as sequências é de 99%, com uma deleção ocorrendo na sequência Query. 
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Figura  14. Alinhamento entre a sequência obtida a partir do sequenciamento do iniciador
antisenso  do  amplicon  da  PCR contra  fragmento  do  gene  codificador  para  rRNA 16S
(Query)  e  o  melhor  hit encontrado no banco  Nucleotide para  essa sequência  (Sbjct).  A
identidade entre as sequências é de 99%, com uma mutação mismatch ocorrendo entre as
sequências.
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A identificação do isolado como Klebsiella sp. leva a algumas considerações. Trata-se

de um gênero com exemplares encontrados em solo, água doce e em associação com plantas e

animais invertebrados e vertebrados (67) e até mesmo na estação espacial internacional (68).

Higgins e Hohn (69) testaram a influência de poluentes comuns de sistemas aquáticos em

concentrações de parte por milhão e parte por bilhão em uma linhagem de K. pneumoniae.

Eles  observaram  que  análogos  de  hormônios  como  estrona  e  estradiol,  herbicidas  como

atrazina e simazina, o inseticida diazinon e cafeína não afetaram o crescimento da linhagem.

Já Blin e colaboradores (70) caracterizaram a diversidade de compostos que três espécies de

Klebsiella (K. pneumoniae, K. varicola e K. quasipneumoniae), distribuidas em 36 linhagens,

podem usar como fontes de carbono e energia. Em média, cada linhagem foi capaz de utilizar

110 compostos como fontes únicas de carbono e 72 como fontes únicas de nitrogênio em

meios de cultura. A linhagem capaz de usar a menor quantidade de compostos, denominada

CIP 52.145, foi isolada em 1935 e vem sendo usada desde então em estudos laboratoriais. Os

Figura  15. Capacidade de diferenciação de K. pneumoniae e espécies recentemente
descritas  para  o  gênero  Klebsiella em  diferentes  métodos.  Aqueles  descritos  em
barras  negras  conseguem  discernir  entre  as  espécies  indicadas,  enquanto  os
representados  por  barras  cinzas  não.  Dentre  os  métodos  de  identificação  estão
métodos  microbiológicos  (ex:  série  bioquímica),  PCR  de  genes  únicos  ou  de
resistência  a  lactamases,  filogenia  por  genes  de  manutenção,  análises  genômicas
como sequenciamento de genes característicos (Klebseq) e análises de identidade e
polimorfismos  de  base  única  e  análises  de  fingerprint  proteômico
(MALDI-TOF/MS).  Os  asteriscos  denotam  inclusão  de  sub-espécies  na
diferenteciação. Retirado de Rodríguez-Medina et al, 2019.
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autores  sugerem  que  após  décadas  de  cultivos  em  laboratório,  essa  linhagem  acumulou

mutações em genes importantes para o consumo de determinados compostos. Ainda assim,

eles sugerem que a capacidade de degradar diferentes compostos para servirem como fontes

de nutrientes e energia é alta. Existem ainda descrições de bactérias desse gênero participando

na degradação de xenobióticos orgânicos, como nitroglicerina (71) e dodecil sulfato de sódio

(72). Além disso, um estudo descreve a degradação de pigmentos industriais e a produção de

gás hidrogênio simultaneamente por K. oxytoca (73). Dada e colaboradores (74) compararam

por  metagenômica  a  composição  da  microbiota  bacteriana  de  mosquitos  Anopheles

albimanus, principais vetores costais da malária na América Latina, suscetíveis e resistantes a

inseticidas organofosfatados. A espécie que apresentou maior diferença em predominância de

reads de sequenciamento entre esses grupos de mosquitos foi K. pneumoniae (49% dos reads

do metagenoma em mosquitos suscetíveis e 74% dos reads do metagenoma em mosquitos

resistentes), além de ser a espécie mais prevalente em ambas as condições. Embora essa seja

uma correlação e possam existir vieses quanto à coleta de DNA da microbiota, os autores

ainda destacam que isolados de K. pneumoniae já foram descritos na degradação de pesticidas

organofosfatados, DDTs, triazinas, endosulfano, dentre outros. Considerando a distribuição

ambiental  abrangente  desse  gênero  no  ambiente  e  sua  capacidade  de  degradar  diversos

compostos  orgânicos,  esse  se  torna  atrativo  para  estudos  de  degradação  de  xenobióticos.

Finalmente,  é  importante  destacar  que uma linhagem de  Klebsiella  sp.  já  foi descrita  em

associação com partículas de carvão para a biorremediação de acrilamida em solos (75), assim

se demonstra a possibilidade de se usar uma linhagem ou isolado desse gênero em sistemas de

carreamento por carvão.

Em relação às moléculas poluentes do presente trabalho, existe uma descrição de um

consórcio  de Klebsiella sp  e  Rhodococcus sp.  capaz  de  degradar  cafeína.  A partir  desse

consórcio, os autores conseguiram isolar uma cafeína oxidase, o que seria indicativo de que a

molécula  foi  degradada  por  meio  de  oxidação  C8 (76).  Summers et  al  (2015) (22)

encontraram genes relacionados a ambas as vias metabólicas de degradação de cafeína (via de

demetilação e via de oxidação C8) em genomas de Klebsiella, por meio de nBLAST destes

contra  o  banco nucleotide.  No entanto,  não encontramos  trabalhos  na  literatura  científica

relacionando  a  biodegradação  de  cafeína  e  potenciais  genes  envolvidos  em  uma  mesma

linhagem de  Klebsiella. Já para o paracetamol, não pudemos encontrar registros prévios de

degradação desse fármaco por Klebsiella na literatura científica, o que indica que o presente

trabalho pode representar um registro inédito também nesse aspecto.
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Como  citado  anteriormente,  Klebsiella spp.  são  capazes  de  ocorrer  em  diversos

ambientes e de catabolizar vários compostos orgânicos distintos. Assim, é razoável se supor

que esse gênero de bactérias corresponde a organismos generalistas para ocupação de nichos e

que,  ao  ocupar  tais  nichos,  sejam possíveis  várias  interações  diferentes  nas  comunidades

microbianas presentes. Essas duas características promovem a geração de genomas acessórios

grandes,  por  mecanismos  de  transmissão  horizontal  de  genes (77).  Dados  genômicos

coletados para o gênero apoiam essas suposições. Holt e colaboradores (2015) (78) analisaram

328 genomas de três espécies filogeneticamente próximas de Klebsiella (K. pneumoniae,  K.

quasipneumoniae e  K.  varicola),  os  quais  foram obtidos  a  partir  de  cepas  de  diferentes

continentes  e  nichos  ambientais  (infecções  em  humanos  adquiridas  em  hospitais  ou  em

comunidade,  infecções  em  demais  mamíferos  ou  isolados  a  partir  de  carcaças).  Nesse

trabalho, os autores observaram o compartilhamento de 1888 genes em comum aos genomas.

A mediana de genes em cada genoma foi de 5705 genes e a mediana de genes “acessórios”

por genoma, isso é, genes que não foram encontrados em todos os genomas, foi de 3817.

Sessenta e seis por cento dos genes acessórios foram encontrados em <5%, sendo um terço

dos genes acessórios encontrados em apenas um genoma. Os genomas analisados e a análise

do conteúdo G+C indica que os genes acessórios podem ter origens filogenéticas diversas,

como a partir de enterobacteriales, Vibrio e Acinetobacter. Assim, os autores argumentam que

a plasticidade genômica do gênero Klebsiella é alta.

Em relação ao genoma do isolado KpV3, a análise de ortólogos simples por BUSCO

demonstra que a estratégia de se montar e polir o genoma com os programas Flye, Medaka e

Homopolish resultou em uma completude de genoma de aproximadamente 97,9% para esse

grupo de genes. Outras estratégias utilizando o programa montador Canu ou menos passos de

polimento renderam resultados piores de completude, com frações maiores desses genes não

sendo encontrados ou encontrados de forma fragmentada (Figura 16). Dessa forma, a versão

do genoma obtida a partir destes três programas foi utilizada para as demais análises.
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Após  os  passos  de  montagem e  anotação  do  genoma,  esse  se  encontra  com sete

sequências contíguas (contigs), tamanho de aproximadamente 5.4 Mb, cerca de 5000 genes,

25 sequências relacionadas a rRNA e 86 sequências relacionadas a tRNA (Tabela 2)

Tabela 2. Sumário das características do genoma de KpV3 após montagem e anotação.
Estatísticas genéricas do genoma polido da KpV3

Programa Contigs
Tamanho 
Total N50 GC % N. genes

N. genes 
(>300bp) rRNA tRNA

Flye 7 5.445.572 5.363.194 57,36 5132 4656 25 86

Já a análise de Average Nucleotide Identity (do inglês, Identidade Média de 

Nucleotídeos) contra os genomas de Klebsiella disponíveis no Genbank mostra que há 

genomas com índice >99,5% da espécie K. pneumoniae, sendo, portanto, o isolado V3 

pertencente a essa espécie (Tabela 3)

Figura 16. Análise de completude do genoma do isolado KpV3. Foram utilizadas diferentes
estratégias de montagem e polimento e a avaliação de completude se deu por meio da busca
de ortólogos únicos em Enterobacteriales no programa BUSCO.



60

Tabela 3. Valores de ANI referentes aos quatro genomas depositados em Genbank com maior 
similaridade em relação ao genoma de KpV3.
Valores ANI (Average Nucleotide Identity) entre o genoma deste estudo e os depositados no

NCBI.
Genoma ANI
Klebsiella/pneumoniae/2504/
GCF_011044895.1_ASM1104489v1_genomic.fna.gz 99,7129
Klebsiella/pneumoniae/VRES1229/
GCF_900172825.1_20794_7_119_genomic.fna.gz 99,7004
Klebsiella/pneumoniae/k1766/
GCF_900084565.1_11983_8_78_genomic.fna.gz 99,6998
Klebsiella/pneumoniae/2471/
GCF_011044835.1_ASM1104483v1_genomic.fna.gz 99,6986

8.3 COLONIZAÇÃO SOBRE PARTÍCULAS DE CARVÃO PELO ISOLADO KPV3

Um dos interesses do trabalho era se obter bactérias capazes de colonizar as partículas

de carvão geradas no instituto de química. Para tal, foram feitos ensaio de biofilme, como

uma  aproximação  da  capacidade  de  colonização  da  bactéria  em  superfícies  sólidas  e

micrografias de microscopia eletrônica, para se observar a associação das bactérias com as

partículas de carvão. O ensaio de biofilme com violeta de genciana mostra que a bactéria é

capaz  de  produzir  biofilme  em temperatura  ambiente,  o  que  é  desejável  uma  vez  que  a

aplicação dos carvões também se daria nessa temperatura (figura 17).
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Micrografias  obtidas  a  partir  de  microscopia  eletrônica  de  varredura  (MEV)  de

lamínulas  colonizadas  pela  bactéria  (figura  18) confirmam que essa possui  morfologia de

cocobacilo, de aproximadamente 1 μm a 2 μm de comprimento.

Figura  17. Produção de biofilme pelo Isolado KpV3 em quantificação
de biofilme por cristal violeta.Os controles foram linhagem de E. coli
J96 como controle positivo e apenas meio como controle negativo. A
análise estatística se deu com teste-T seguido de pós-teste de Tukey.
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Após 24 horas de associação das bactérias com as partículas de carvão em meio LB,

observa-se que essas foram capazes de se espalhar pela superfície do material, o que sugere

seu potencial como colonizadores desse. (figura 19). Porém, algo que nos chamou a atenção e

foi  inesperado  foi  a  produção  de  precipitado  marrom a  partir  das  culturas  do  isolado na

presença de paracetamol.

Figura 18. Microscopia Eletrônica de Varredura  do isolado KpV3 sobre 
lamínula de vidro em aumento de 5000x. 

Figura  19.Microscopia  eletrônica  de  varredura   do  isolado  V3  sobre
partículas de carvão. Observação após 24 h de cultivo em meio LB.
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8.4 ANÁLISES FISICO-QUÍMICAS DO PIGMENTO MARROM OBTIDO A PARTIR DE 

CULTURAS MICROBIANAS COM PARACETAMOL.

 O isolado KpV3 apresentou a produção de pigmento marrom quando em cultura com

paracetamol. De gusseme et al (2011) (48) observaram a formação de pigmento marrom em

seu  sistema  de  degradação  de  paracetamol  com  as  bactérias  Delftia tsuruhatensis e

Pseudomonas aeruginosa. Embora os autores não tenham caracterizado a estrutura molecular

desse precipitado, eles apenas o observaram quando paracetamol era incluído nas culturas e

eles especulam que o precipitado seja um polímero de catecol feito a partir da degradação do

fármaco.

Considerando a hipótese de de Gusseme et al (2011) (48) para a natureza do composto

marrom,  bem  como  outras  evidências,  nós  hipotetizamos  que  tal  composto  seria  uma

Figura  19.Microscopia  eletrônica  de  varredura   do  isolado  V3  sobre
partículas de carvão. Observação após 24 h de cultivo em meio LB.

Figura  20.  Isolado  kpV3  crescido  em  meio  M9
suplementado com 500 mg.L-1 de paracetamol  
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melanina. Segundo Solano (2014) (49), a palavra melanina vem do grego antigo,  melanos,

que  significa  “escuro”  e  esta  classe  de  moléculas  pode  ser  definida  como  “polímeros

heterogêneos derivados da oxidação de fenóis e subsequente polimerização de intermediários

fenólicos  e  quinonas”.  Já  quinonas  são  atualmente  definidas  pela  União  Internacional  de

Química Pura e  aplicada (do inglês,  International  Union of  Pure and Applied Chemistry,

IUPAC) como “compostos contendo uma estrutura diona completamente conjugada, como,

por  exemplo,  benzoquinonas,  derivados  de  compostos  aromáticos  pela  conversão  de  um

número par de grupos -CH= em grupos -C(=O)-, sem qualquer rearranjo de ligações duplas,

incluindo análogos policíclicos e heterocíclicos” (50) (Figura 21).

Desde a década de 1980, estudos de hepatotoxicidade do paracetamol (51,52) apontam

para a formação de melaninas a partir de sistemas in vitro, como a associação de peroxidase

alcalina  e  peróxido  de  hidrogênio  (H2O2)  ao  paracetamol,  cuja  detecção  como  melanina

ocorreu por Ressonância paramagnética eletrônica (RPE ou, do inglês, Electron Paramagnetic

Ressonance,  EPR).  Fischer  et  al (1985a) (51) relatam  ainda  que  o  uso  do  sistema

Peroxidase/peróxido  de  hidrogênio  é  aplicado  para  a  formação  de  melaninas  a  partir  de

diversos compostos fenólicos, como tirosina e serotonina. Atualmente, sabe-se que in vivo, a

maior parte do paracetamol metabolizada no fígado humano é convertida em compostos sem

toxicidade significativa,  por meio de reações de sulfonação e glucuronidação. No entanto,

cerca de 10% deste paracetamol é oxidado em N-acetil-p-benzo-quinona imina (NAPQI), a

qual é uma molécula tóxica, por possuir alta capacidade de oxidação em outras moléculas

(53). Teoricamente, a oxidação de paracetamol em NAPQI e a alta capacidade de reações

eletrofílicas de NAPQI poderia ser responsável pela reação de moléculas de NAPQI entre si e,

assim, pela geração de melaninas a partir de paracetamol.

Em relação à classificação de melaninas, essas podem ser classificadas em geral entre

alomelaninas,  eumelaninas  e  feomelaninas.  Alomelaninas  são  produzidas  por  bactérias,

Figura 21. Exemplos de estruturas moleculares 
contendo a função quinona. A molécula 1,4-
benzoquinona representa uma das estruturas mais 
simples contendo essa função
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fungos e plantas e são sintetizadas a partir de naftalenos ou catecois, além de geralmente não

possuírem  nitrogênio  em  sua  composição.  Eumelaninas  são  produzidas  por  animais  e

costumam  ter  tons  marrons  a  negros.  São  o  tipo  mais  estudado  de  melanina  e  cujos

precursores  são  5,6-dihidroxi-indol  (DHI)  e  5,6-dihidroxi-indol-2-Carboxílico  (DHICA),

Esses  precursores  estão  arranjados  em  oligômeros  de  13  a  20  Å  e  são  empilhados  em

estruturas lamerares, com espaçamento de cerca de 4 Å. Por fim, feomelaninas costumam ter

tons avermelhados e são sintetizadas a partir de benzotiazinas (54). Tanto eumelaninas quanto

feomelaninas são sintetizadas a partir  de L-tirosina  (64).  Embora exista essa classificação

geral, melaninas podem absorver comprimentos de onda entre o infravermelho e o ultravioleta

(54). Entre os precursores naturais de melanina, a molécula mais próxima ao paracetamol é a

N-acetil-dopamina.  Esse  precursor  é  feito  a  partir  de  L-tirosina  e  forma  eumelaninas,

utilizadas por insetos para o seu processo de esclerotização, grosso modo, endurecimento de

seu  exoesqueleto (49).

Dada a heterogeneidade de arranjos moleculares para as moléculas de melanina, não

existe consenso na literatura para quais parâmetros físico-químicos devam ser avaliados para

uma molécula ser definida como tal. Entretanto, algumas propriedades são mais comumente

analisadas  em trabalhos  de  caracterização  destas  moléculas,  tais  como a  insolubilidade  e

recalcitrância na maioria dos solventes, exceto em solventes básicos, nos quais há a quebra da

cadeia de melanina; a ampla faixa de absorção de comprimentos de onda na faixa UV-vis e a

detecção de radicais livres na molécula por meio de RPE (70).

Após o enriquecimento da substância marrom a partir do meio de cultura do isolado

bacteriano  em  meio  M9  suplementado  com  paracetamol,  foram  feitos  testes  para  a

caracterização desta.  O primeiro teste foi o de solubilidade em diferentes solventes, cujos

resultados  se  encontram  na  tabela  4.  A substância  marrom foi  insolúvel  na  maioria  dos

solventes,  com a exceção do DMSO. Na solução com o solvente  de hidróxido de sódio,

observou-se a mudança da solução para uma cor roxa, o que é indicativo de que houve uma

reação química. Esses resultados estão em consonância com trabalhos na literatura acerca de

melaninas,  dada  a  recalcitrância  dessa  à  maioria  dos  solventes (39,  56).  Dessa  forma,

avançou-se para o uso de técnicas espectroscópicas para a caracterização da substância.

Tabela 4. Solubilidade da substância marrom em diferentes solventes.
Solvente Solubilidade
Água deionizada insolúvel
0,1M NaCl insolúvel
0,4%NaOH Reação com cor roxa
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Metanol insolúvel
Etanol insolúvel
Isopropanol insolúvel
2-butanol insolúvel
Hexano insolúvel
clorofórmio insolúvel
DMSO solúvel

A espectroscopia,  ciência  que  estuda  as  interações  entre  luz  e  matéria,  tem dado

contribuições importantes para a ciência como um todo, desde a dispersão de luz visível em

prisma feita por Newton à suposta detecção de fosfina na atmosfera de Vênus (72). Seja no

espaço sideral ou na Terra, ensaios espectroscópicos podem ser muito informativos para se

entender a composição e organização de moléculas. E com melaninas, isso não é diferente

(58, 59).

No  ensaio  de  espectroscopia  em  luz  ultravioleta  e  visível,  a  substância  marrom

apresentou uma ampla faixa de absorção de luz, desde o ultravioleta próximo (~300 nm) até a

luz visível correspondente a 500 nm. A partir desse comprimento, a substância teve índices de

absorbância em decréscimo, até o comprimento de onda de 700nm (figura 16). Tanto uma

ampla faixa de absorção de luz nessa faixa de espectro, em contraste com picos discretos de

absorção de luz, quanto menores índices de absorção de luz em comprimentos de onda na luz

visível, com decaimento em log são característicos de eumelaninas (54, 60) (Figura 22).

Figura 22. Espectro de absorbância de luz nas faixas de ultravioleta
e visível do pigmento marrom. O controle negativo contém apenas
o solvente DMSO.
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Quase todas as substâncias que possuem ligações covalentes são capazes de absorver

radiação  eletromagnética  no  espectro  do  infravermelho.  Esse  processo  se  dá  quando  a

frequência da radiação é a mesma das frequências vibracionais das ligações da molécula e

essas possuem momento dipolo. Assim, diferentes ligações covalentes absorvem diferentes

comprimentos de onda no infravermelho, por exemplo na distenção ou contorção de ligações

O-H.  Portanto,  o  FTIR  (do  inglês,  fourier-transformed  infrared  spectroscopy)  pode  ser

utilizado para se investigar a maioria das ligações covalentes de uma dada substância (61). Ao

analisar o pigmento marrom por essa técnica, é possível notar diferentes picos de absorção

(figura  23).  Nesse  tipo  de  gráfico,  picos  entre  1500 a  4000 cm-1 correspondem a  região

diagnóstica do espectro, onde esses picos podem ser distintamente atribuídos a determinadas

ligações covalentes. Já para a picos em regiões com números de onda menores que 1500 cm-1,

essa interpretação é  menos direta.  No entanto,  essa região do espectro é  única para cada

molécula, sendo assim chamada de região de impressão digital. Aqui, a análise do espectro se

manterá a região diagnóstica. É possível observar um pico largo por volta de 3400 cm -1, além

de um pico discreto por volta de 3200 cm-1, ambos característicos de estiramento de ligações

O-H.  Também  são  possíveis  de  se  observar  três  picos,  entre  1450  e  1650  cm-1

aproximadamente. O pico por volta de 1650 cm-1 pode ser atribuído a distensões em ligações

C=C, embora não seja possível associar a uma ligação em cadeia alifática ou cadeia cíclica. O

pico por volta de 1550 cm-1 pode ser atribuído a estiramento de ligações N-O, o que indicaria

que  a  substância  em  questão  é  nitrogenada.  Por  fim,  o  pico  por  volta  de  1450  cm -1 é

compatível  com  dobramento  de  ligações  C-H,  associadas  a  grupos  metil.  Em  síntese,  a

molécula  em questão  possui  ligações  covalentes  compatíveis  com a  estrutura  de  cadeias

cíclicas e insaturadas, o que por sua vez condiz com a estrutura de melaninas (39,56).
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Também foi  empregado o uso da técnica  de termogravimetria  (TGA) (Figura 24).

Nesse  experimento,  a  massa  de  uma  dada  substância  é  monitorada  conforme  ocorre  o

aumento  de  temperatura  em uma câmara  atmosférica.  Mudanças  na  massa  da  substância

podem  ser  utilizadas  para  auxiliar  na  identificação  dessa,  uma  vez  que  a  dinâmica  na

composição  da  matéria  por  temperatura  pode  ser  característica  de  um  dado  grupo  de

compostos químicos. Portanto, essa técnica também pode ser utilizada para a avaliação de

composição de diferentes polímeros  em um material  plástico,  por exemplo.  Por fim, essa

técnica também permite a avaliação da termoestabilidade de uma substância,  embora essa

possa mudar seu arranjo molecular com aumento de temperatura e sem mudança de massa

(62).  A substância  apresenta  perda  de  massa significativa  apenas  no intervalo  de  25°C a

100°C, provavelmente devido a evaporação de moléculas de água adsorvidas (62). Se por um

lado,  a  ausência  de  mudanças  na  massa  da  substância  além  do  relatado  dificulta  a  sua

identificação, por outro é uma evidência de que a substância possui grande termoestabilidade,

outra  característica  associada  a  melaninas (55).  A  presente  molécula  apresenta

termoestabilidade maior que demais melaninas de origem bacteriana,  as quais apresentam

picos  de  perda  de  massa  significativos  até  600°C  (78).  Outros  ensaios  podem ser  feitos

Figura 23.Espectro de absorvância de luz na faixa de infravermelho obtido a partir da
análise de FTIR para o pigmento marrom.
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futuramente para a caracterização da substância. Em particular, está a ressonância magnética

eletrônica,  a  qual  é  capaz  de  detectar  elétrons  não  pareados  em  radicais.  Esse  ensaio  é

interessante,  ao  passo  que  melaninas  possuem a  propriedade  incomum de  possuírem tais

elétrons,  mas  serem moléculas  estáveis (54,60).  Ensaios  suplementares  de  caracterização

podem envolver  a  microscopia  eletrônica  de  varredura,  a  difração  de  raios  X(EDX)  e  a

caracterização  de  sub-unidades  da  molécula  por  espectrometria  de  massas  (MS)  ou

ressonância  nuclear  magnética  (RMN) (55).  Sendo  uma  melanina,  essa  molécula  possui

potenciais aplicações biotecnológicas interessantes, como discutido ao final do capítulo.

 

8.5 CRESCIMENTO DO ISOLADO KPV3 EM MEIO MÍNIMO M9 CONTENDO 

CAFEÍNA OU PARACETAMOL

O isolado KpV3 também foi capaz de crescer em meio M9 suplementado com 500

mg.L-1 de cafeína.  De forma a quantificar  o  crescimento do isolado em meios de cultura

líquidos com paracetamol ou cafeína, foi feita uma curva de crescimento por contagem de

unidades formadoras de colônia (U.F.Cs) a partir de culturas contendo paracetamol ou cafeína

(figura 25). Uma vez que os fármacos são a única fonte de carbono e energia disponível no

meio  de  cultura,  com  a  premissa  que  o  meio  não  recebeu  fonte  alguma  de  carbono

contaminante durante o seu preparo, é possível afirmar que o isolado V3 degrada os fármacos

para o seu crescimento.

Figura 24. Curva de oscilação de massa em função de temperatura 
obtido para o pigmento marrom em ensaio de termogravimetria. A 
curva da taxa de perda de massa foi omitida, uma vez que a perda 
de massa se dá apenas no intervalo 25°C a 100°C, provavelmente 
por perda de moléculas de água.
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As curvas de crescimento sugerem a degradação dos fármacos pelo microrganismo.

Outras  análises  são  necessárias  para  avaliar  em  quanto  tempo  a  cultura  do  isolado  V3

consegue degradar o fármaco e quais são as moléculas intermediárias de degradação. Tais

técnicas podem ser cromatografia de alto desempenho acoplada a espectrometria de massas

(HPLC-MS) ou técnicas de ressonância magnética nuclear (RMN)

No que diz respeito à lista de ortólogos do banco de dados KEGG, foi possível gerar

visualizações  para  diversas  vias  metabólicas  possíveis  para  o  isolado  V3.  Na  porção  do

KEGG dedicada ao catabolismo de moléculas aromáticas, algumas vias se destacam como

potencialmente  envolvidas  no  catabolismo  de  cafeína  ou  paracetamol.  Dentre  essas  vias,

destaca-se  a  via  de  beta-cetoadipato  (Figura  26,  via  acima)  e  a  via  de  dealquilação  e

monoxigenase que começa com 4-hidroximetilacetato (Figura 26, via abaixo).

Fi

Figura 25. Curva de crescimento do isolado V3 em meio contendo apenas Paracetamol 
ou cafeína como fontes de carbono ao longo de 72 h.

Figura  26.  Principais  vias  bioquímicas  potencialmente  relacionadas  à  degradação  de
paracetamol no isolado KpV3. As setas verdes denotam genes encontrados no genoma da
bactéria a partir da análise de KEGG.
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A via de beta-cetoadipato,  comentada em revisão por Wells  and Ragauskas (2012)

(79), já foi descrita para a degradação de outras moléculas xenobióticas aromáticas, tais como

de fertilizantes e pesticidas. Pode ainda apresentar, em bactérias gram negativas, metabólitos

intermediários já descritos para a biodegradação de paracetamol, como hidroquinona e ácido

maleiacético (23).

Para  a  biossíntese  de  melaninas  em  bactérias,  estão  descritos  dois  precursores

principais, a tirosina e o malonil-CoA. A partir da tirosina, algumas vias metabólicas distintas

podem ocorrer. A tirosina pode ser hidroxilada em L-2,3-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e

oxidada  em o-dopaquinona por  enzimas  monofenol  oxidase  do  tipo  tirosinase  ou  difenol

oxidase  do  tipo  laccase.  Ao  possuir  o  grupo  quinona,  essa  molécula  pode  sofrer

autopolimerizações oxidativas, dando origem a melaninas. Outras moléculas dihidroxiladas

também podem oxidar ocorrer espontaneamente, o que dá origem a quinonas e de forma que o

acúmulo dessas moléculas é propício para a formação de melaninas. Também é possível para

a  tirosina  perder  o  grupo  amino  por  aminoácido  aminotransferases  para  depois  sofrer

hidroxilação  por  diversas  enzimas  oxigenases,  o  que  resulta  nas  moléculas  2,5-

dihidroxifenilacetato  (homogentisato)  ou  3,4-dihidroxifenilacetato  (homoprotocateato).  Já

para o malonil-CoA, a condensação decarboxilativa de cinco dessas moléculas pela enzima

policetídeo sintase tipo 3 dá origem ao 1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno (THN). A condensação de

duas  THNs  por  citocromo  oxidases  da  família  P450  gera  o  hexahidroxiperilenoquinona,

também  é  capaz  de  dar  origem  a  melaninas (60).  Também  foi  descrita  a  formação  de

melaninas a partir de triptofano, embora os passos reacionais não estejam elucidados (80). Na

figura 26 abaixo, o primeiro passo reacional diz respeito a formação de homoprotocateato a

partir  de  4-hidroxifenilacetato  pela  enzima  4-hidroxifenilacetato  3-monooxigenase.  O

substrato  natural  dessa  enzima,  o  ácido  4-hidroxifenilacético  é  estruturalmente  similar  a

molécula de paracetamol, com a mudança da função ácido carboxílico desta sendo substituída

pela função amida (Figura 27). 
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A  enzima  4-hidroxifenilacetato  3-hidroxilase  já  foi  descrita  para  a  espécie

K.pneumoniae  (81) e  estudos  da  estrutura  terciária  dessa  proteína,  bem  como  estudos

bioquímicos e de engenharia metabólica envolvendo-a demonstram a sua versatilidade quanto

ao reconhecimento de diferentes substratos mono e difenólicos, como cresóis, clorofenóis,

ácido p-cumárico, umbeliferona, resveratrol, L-tirosina e Levodopa (82–86) (Figura 28). 

Figura 27. Estruturas moleculares do ácido 4-
hidroxifenilacético e do acetoaminofeno. A mudança 
entre as moléculas é a substituição entre a função 
ácido carboxílico pela função amida. Dada a 
semelhança estrutural entre essas moléculas, é 
plausível o reconhecimento do acetoaminofeno como
substrato da enzima 4-hidroxifenilacetato 3-
hidroxilase.

Figura 28.  Exemplos de estruturas moleculares para as quais há registro como substrato da
enzima 4-hidroxifenolacetato 3-hidroxilase de E.coli. Adaptado de Lin e Yan, 2014
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A  capacidade  ampla  desta  enzima  em  hidroxilar  cresóis  e  clorofenóis  já  foi

demonstrada como útil na degradação desses poluentes em processos de bioremediação (87).

Além disso, Prieto e colaboradores(82) relatam a produção de pigmentos negros ou marrons

em  microrganismos  modificados  geneticamente  para  a  produção  da  enzima  4-

hidroxifenilacetato  3-monooxigenase  de  E.coli a  partir  de  diversos  substratos,  como  L-

tirosina,  N-acetil-L-tirosina,  4-hidroxifenilacetato,  3-hidroxifenilacetato e fenol.  Caso esses

pigmentos sejam melaninas, como o pigmento do presente trabalho possui evidências para sê-

lo,  o  repertório  de  substratos  para  a  produção  de  melaninas  em microrganismos  torna-se

consideravelmente maior do que aquele reconhecido por Pavan e colegas(75). Após busca

pela sequência codificadora da enzima 4-hidroxifenilacetato 3-hidroxilase no cromossomo de

KpV3, utilizando a sequência primária  desse enzima para E.coli  e o programa tBLASTn,

observa-se que a proteína codificada no cromossomo de KpV3 possui sequência primária

consideravelmente próxima a de E.coli, com porcentagens de cobertura e identidade entre as

sequências de 98,0% e 95,9% respectivamente (Figura 29). 

Figura 29. Alinhamento por tBLASTn entre a sequência de 4-hidroxifenilacetato
3-hidroxilase de E.coli (Número de acesso PDB6EB0) e o cromossomo de 
KpV3.
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A enzima em E.coli teve sua estrutura terciária resolvida por cristalografia de raios-X

em  diferentes  estudos(85,88).  Os  resíduos  R113,  Y117  e  H155  são  importantes  para  a

formação de ligações não-covalentes e estabilização do grupo fenol nos substratos (88) e esses

resíduos estão também presentes na proteína codificada por KpV3.

Ainda, é possível levantar a hipótese de quais as reações químicas ocorrem no isolado KpV3

para a formação de melanina a partir de paracetamol, embora a validação experimental por

técnicas de química analítica permaneçam necessárias para sua corroboração (Figura 30).

Também  estão  presentes  vias  de  degradação  de  xilenos,  trans-cinamatos  e

fenilpropanoatos. A ausência de alguns genes ao se observar as vias de forma completa pode

ser resultado de variantes de base única ou artefatos do sequenciamento de nanoporos, os

quais diminuiriam a similaridade desses genes com os depositados em bancos, dificultando

Figura 30. Desenho esquemático das reações químicas hipotéticas para a formação de 
melaninas a partir de paracetamol no isolado KpV3. A enzima 4-hidroxifenil acetato 3-
hidroxilase permite a hidroxilação no carbono 3 do paracetamol, com esse produto se 
oxidando provavelmente de forma espontânea para sua quinona correspondente e essa, 
também mais provavelmente por reações de oxidação,  promoveria auto reações para a 
formação de melaninas. Esse braço de reações pode ser possível dada a baixa velocidade de 
reação da molécula dihidroxilada nos passos reacionais seguintes para o metabolismo 
bacteriano, como a fissão do anel aromático por quebra oxigenolítica por oxigenases.
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sua identificação. Ou, podem realmente indicar a ausência destes genes no isolado. Apesar das

semelhanças  entre  moléculas  intermediárias  na  formação  de  melaninas  e  degradação  de

paracetamol  descritos  na  literatura  ou  a  presença  de  genes  de  formação  de  melaninas

presentes  no isolado bacteriano,  mais  ensaios  são necessários  para  se  elucidar  as  vias  de

degradação  de  paracetamol  e  formação  de  melaninas,  como por  exemplo  a  formação  de

linhagens  nocaute  para  genes  de  interesse.  De  todo  modo,  o  paracetamol  pode  ser  um

precursor novo para a formação de melaninas a partir de bactérias e o primeiro xenobiótico a

agir como tal.

A melanina possui aplicações biotecnológicas interessantes. É uma molécula capaz de

auxiliar na proteção contra raios ultravioleta, dada a absorção desses e irradiação da energia

em calor. Também é capaz de possuir atividade antioxidativa, uma vez que possui elétrons

não-pareados que podem reagir com espécies reativas. A presença de grupos hidroxila em

diferentes orientações espaciais faz com que melaninas sejam capazes de fazer ligações de

coordenação com metais pesados e ter  interações não-covalentes com poluentes orgânicos

(60). De tal sorte, fungos com alta capacidade de melanização são encontrados em regiões

com altos  índices  de  radiação como Chernobyl (59) e  animais  que  vivem em ambientes

altamente poluídos tendem a produzir mais melanina, fenômeno conhecido como melanização

industrial (81). Caso se confirme esse processo de conversão de paracetamol em melanina,

seria possível a geração de um composto com capacidade de adsorção de poluentes a partir de

um poluente, o que poderia ser considerado como uma forma de biorremediação em uma

segunda ordem. Tal processo talvez possa contribuir para a geração de biofiltros na associação

de bactérias com carvões ativados.

9 CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 1

Foi possível o isolamento e identificação de uma bactéria nativa de ambiente aquático

para a potencial degradação de xenobióticos poluentes. Essa bactéria se mostrou capaz de

colonizar a superfície de carvão desenvolvido para adsorção de cafeína e paracetamol.

O isolado KpV3 foi identificado como da espécie  K. pneumoniae e essa linhagem

apresentou a produção de um pigmento marrom quando na presença de paracetamol. Esse

pigmento  possui  características  de  melanina  e  provavelmente  ocorre  como  produto  de

degradação do fármaco, o que pode propiciar aplicações biotecnológicas. 
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Diferentes genes e vias metabólicas puderam ser encontradas, pelo menos de forma

parcial, que podem estar relacionadas ao catabolismo de paracetamol, como as vias de beta-

cetoadipato,  via  contendo4-hidroxifenilacetato  3-monooxigenase  e,  vias  de  degradação  de

xilenos, trans-cinamatos e fenilpropanoatos.

Dadas as características de interesse médico do isolado (discutidas no capítulo 2), bem

como a ausência de parâmetros otimizados (temperatura,  inóculo,  pH, dentre  outros) para

degradação dos fármacos de interesse, o uso da cepa V3 em associação com carvões ativados

para a remoção de poluentes pode ser feita no máximo como prova de conceito, com uma

nova  prospecção  de  microrganismos  sendo  de  interesse  para,  ao  menos,  a  aplicação  de

bactérias em associação com carvões para remoção de poluentes.
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CAPÍTULO 2 – AVALIAÇÃO DAS CARACTÉRISTICAS DE INTERESSE MÉDICO 

DO ISOLADO KPV3
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10 RESUMO DO CAPÍTULO 2

Apesar dos registros na literatura acerca da aplicação de Klebsiella para fins tecnológicos, o

gênero  foi  descrito  originalmente  como capaz  de  causar  doenças  de  forma  oportunística.

Estudos do genoma desse gênero tem reavaliado a descrição de suas espécies. Dessa forma,

análises genômicas se tornaram a principal forma de identificação de espécies do gênero.

Além  da  patogenicidade  descrita  originalmente  para  a  espécie,  dois  fenótipos  têm  sido

observados  com  cada  vez  mais  frequência  para  K.  pneumoniae:  A  multirresistência  a

antimicrobianos e a hiperviulência,  essa última sendo a capacidade de causar doenças em

humanos sem morbidades. Assim sendo, embora não tenha sido o objeto inicial de estudo, a

melhor compreensão dos fatores de patogenicidade da linhagem KpV3 podem melhor auxiliar

estudos futuros de epidemiologia para a  espécie  no Distrito  Federal,  dado o seu local  de

isolamento. Ensaio de antibiograma demonstra que a linhagem referida é multirresistente a

antimicrobianos, incluindo cefalosporinas, carbapenems e quinolonas. Análises genômicas da

linhagem a apontam como uma nova linhagem para a espécie, sendo seu número de linhagem

tipo depositada em banco de dados da espécie. A árvore filogenética construída a partir de

genomas de K. pneumoniae depositadas em Genbank e com valores de ANI>99%. O genoma

da linhagem possui genes de virulência típicos para a espécie, como genes para a produção de

cápsula, fímbrias, lipopolissacarídeo e o sideróforo enterobactina. Também foi encontrada a

maioria dos genes responsáveis pela estrutura do sistema de secreção tipo 6, além de três

genes codificadores das toxinas VgrG, as quais podem desempenhar um papel na competição

da bactéria contra outras bactérias ou fungos em ambientes diversos. No entanto, praticamente

não foram encontrados genes relacionados à hipervirulência. Em conformidade com o ensaio

de antibiograma, foram encontrados genes de resistência a beta-lactâmicos, além de genes

codificadores  de bombas  de efluxo e genes  para  a  resistência  contra  acriflavina e  metais

pesados. Dentre esses genes, destaca-se a ocorrência do gene blaCTX-M-15, o qual codifica

uma  enzima  de  beta-lactamase  de  espectro  estendido.  Esse  gene  foi  encontrado  no

cromossomo bacteriano  próximo a uma sequência de profago de  Siphoviridae. Isso indica

que a  linhagem KpV3 esteve  em algum momento  de sua ancestralidade  em contato  com

microbiota  intestinal  de mamíferos.  Esse contato pode ocorrer dentro de algum mamífero

propriamente dito ou em efluente de esgoto. Também foi encontrado o gene blaKPC-2 em um
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contig extracromossomal, em associação com um transposon do tipo NTEKPC não descrito

na literatura. Por fim, um contig da linhagem KpV3 teve correspondência de quase 100% com

contigs de uma linhagem hospitalar de  K. pneumoniae, o que indica um possível fluxo de

genes entre hospitais do DF e o Lago Paranoá. Essa descoberta é alarmante, uma vez que o

lago é  de usufruto da  população local  para  fins  de  lazer,  bem como reuso  de  água para

potabilidade.  No entanto,  o estudo de mais isolados é necessário para se examinar qual a

potencial  dispersão  de  linhagens  de  relevância  médica  no  Lago  Paranoá.  Também  é

importante destacar que o reuso de água em cenários de secas prolongadas pelo aquecimento

global pode contribuir para a disseminação de linhagens resistentes a antimicrobianos.
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11 INTRODUÇÃO 

11.1KLEBSIELLA PNEUMONIAE

O gênero Klebsiella foi nomeado em 1885 por Trevisan (apud (51)), em homenagem a

Edwin Klebs, quem descreveu a espécie hoje conhecida como Corynebacterium diphteriae

(83). Neste trabalho, Trevisan descreve a espécie tipo do gênero,  K. pneumoniae, isolada a

partir de pacientes com pneumonia. Essa espécie possui como características gerais ser um

bacilo gram-negativo, anaeróbio facultativo, imóvel e produtor de cápsula mucoide. Na época

e  por  décadas  seguintes,  os  critérios  para  classificação  dos  microrganismos  eram

majoritariamente  morfológicos  e  bioquímicos.  Assim,  era  difícil  a  distinção  entre  K.

pneumoniae e  a  bactéria  descrita  por  Escherich  como “Bacterium lactis  aerogenes”,  hoje

espécie  descrita  como  K. aerogenes,  uma vez  que  ambas  as  espécies  possuíam perfis  de

fermentação de açúcares similar, bem como reagiam positivamente em ensaios de soro anti-

cápsula de Klebsiella  (51). A separação dessas espécies começou a se consolidar a partir de

Møller  (apud  (51)),  o  qual  introduziu  testes  de  descarboxilase,  onde  K.  pneumoniae era

negativa  para  descarboxilação  de  ornitina  e  motilidade  e  K.  aerogenes era  positiva  para

descarboxilação  e  poderia  apresentar  resultado  positivo  para  motilidade.  Também  era

questionada a separação entre K. pneumoniae e K. oxytoca, essa última positiva para testes de

indol. No entanto, testes genéticos demonstram a separação dessas espécies (51).

Curiosamente, as análises de genoma de diversas linhagens anteriormente pertencentes

a  K. pneumoniae as tem revelado como de espécies distintas, em anos mais recentes. Em

2004, Rosenblueth e colaboradores (64) descrevem K. variicola (epíteto que denota “habitante

de lugares diversos”), uma espécie isolada a partir de pacientes internados em hospitais e de

plantas, incapaz de fermentar adonitol e com hibridização DNA-DNA menor que 70% para K.

pneumoniae,  critério  esse  como  um dos  utilizados  para  a  delimitação  de  novas  espécies

bacterianas.  Duas doenças associadas ao gênero,  o rinoescleroma e a rinite atrófica,  eram

reconhecidas  como  causadas  por  duas  espécies  distintas,  mas  que  desde  2009,  são

reconhecidas como subespécies de K. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis e

K. pneumoniae subsp.  ozanae, respectivamente (83). Em 2014, Brisse e colaboradores (84)

descrevem  K. quasipneumoniae, espécie essa cujo genoma possui 94% de ANI (identidade



81

média  de  nucleotídeos,  do  inglês,  average  nucleotide  identity)  com  K.  pneumoniae  e  K.

varicola, de tal sorte que índices <95% são utilizados como critério para descrição de novas

espécies. Em 2017, Long e colaboradores (85) descrevem uma linhagem cujos polimorfismos

de base  única  delimitam sua  existência  como um ramo separado das  demais  espécies  de

Klebsiella  em cladogramas, sendo essa espécie então descrita como  K. quasivariicola. Por

fim, Rodrigues e colaboradores descrevem em 2019 K. africana (65), com valor de ANI<95%

para as demais espécies de  Klebsiella.  Wyres e colaboradores  (87) se referem às espécies

descritas nesse parágrafo como “complexo de espécies K. pneumoniae”. Esse complexo não

tem valor filogenético formal, porém é utilizado, pois ensaios bioquímicos não são capazes de

discernir entre essas espécies, com análises genéticas, como MLST, e genômicas sendo assim

mais  adequadas  para  identificação,  tais  como  ANI.  Identificação  por  proteômica  é

teoricamente possível, no entanto é necessário preparar os perfis proteicos de identificação

por cada laboratório, uma vez que esses não se encontram disponíveis ainda em bancos de

dados  públicos  ou  comerciais  (50).  Wyres  e  colaboradores  (87) ressaltam  ainda  que K.

pneumoniae é a espécie predominante do grupo em coleções clínicas e para qual se conhece

mais acerca de sua patogenicidade em relação às demais espécies do gênero.

Desde a descrição da espécie por Trevisan, K. pneumoniae está associada a infecções

oportunistas em humanos  (67,  86).  Nesse tipo de infecção, onde as cepas bacterianas são

referidas como “clássicas” pela literatura (do inglês, classic Klebsiella pneumoniae, cKp), as

manifestações clínicas se dão principalmente na forma de pneumonias,  infecções do trato

urinário  ou  infecções  por  feridas,  todas  as  quais  podem  evoluir  para  septicemias.  Estas

infecções ocorrem em ambientes nosocomiais e pacientes de risco incluem recém-nascidos,

idosos, convalescentes de cirurgias e portadores de imunodeficiências. Para esses pacientes, é

possível que as infecções ocorram pelo controle ineficiente do sistema imune em prevenir

crescimento exacerbado destas bactérias. Isso se dá pois embora K. pneumoniae possa ser um

membro comensal da microbiota intestinal, sua colonização no intestino aumenta as chances

de um dado portador desenvolver uma infecção (86). 

Após aproximadamente 100 anos da descrição de Trevisan, dois fenótipos emergentes

começaram  a  ser  descritos  para  cepas  de  K.  pneumoniae,  com  repercussões  clínicas

importantes:  As cepas  de  K. pneumoniae ditas  “hipervirulentas”  (do  inglês, hypervirulent

Klebsiella  pneumoniae,  HVkp)  e  cepas  da  espécie  resistentes  a  antimicrobianos

carbapenêmicos (do inglês, Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae CRkp), comumente

associadas  com  fenótipo  de  multiresistência  a  antimicrobianos  (87,  88).  As  descrições

moleculares  de  como  se  constituem  esses  fenótipos  ocorrem  nas  sessões  seguintes.  No
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entanto, as características gerais desses fenótipos e sua associação com linhagens específicas

ocorre a seguir.

Wyres e colaboradores (86) classificam cepas HVkps como patógenos “verdadeiros”,

diante da possibilidade de infecção dessas cepas em pessoas sem comorbidades aparentes.

Essas infecções também passam a ocorrer fora dos hospitais, de origem dita comunitária. Para

infecções por HVkps, manifestações clínicas comuns são endoftalmite, pneumonias, fascite

necrosante, meningite, abscesso piogênico do fígado, dentre outras. A maioria desses locais de

infecção, podendo ocorrer simultaneamente, são raras para cKps e isso se deve à capacidade

de HVkps promoverem infecções metastáticas. Isso significa a capacidade das bactérias de

sobreviver  na  circulação  sanguínea  do  hospedeiro  e  colonizar  locais  secundários  para

promoção de infecção. Linhagens específicas da espécie estão relacionadas ao fenótipo de

hipervirulência, notadamente o grupo clonal 23, o que inclui tipos clonais (do inglês, Strain

type, STs) ST23, ST 26, ST 57 e ST 163 (90). Já linhagens CRkp, para as quais há poucas

opções quimioterápicas, podem ser encontradas em diversas linhagens diferentes, uma vez

que os genes que permitem o surgimento deste fenótipo são frequentemente mobilizados por

transmissão  horizontal  de  genes,  fenômeno  detalhado  em  sessão  seguinte.  No  entanto,

linhagens dos grupos clonais CG 258 (incluindo STs 258, 11 e 512), CG 15 (incluindo STs 15

e  14),  além  das  STs  147,  37,  101  e  17  são  as  mais  comuns  em  surtos  envolvendo  K.

pneumoniae multiresistentes  (89). Por fim, um fenômeno particularmente preocupante que

tem sido relatado é a convergência dos fenótipos de hipervirulência e de multiresistência a

antimicrobianos para uma mesma linhagem de K. pneumoniae. Essa convergência pode se dar

quando uma bactéria HVkp recebe genes de resistência a antimicrobianos por transmissão

horizontal de genes ou o contrário ou ainda quando genes relativos a ambos os fenótipos

acabam  por  integrar  um  mesmo  elemento  genético  móvel,  como  um  plasmídeo.  Até  o

momento, a maioria destes casos de convergência de fenótipos tem ocorrido na Ásia, mas a

severidade de casos clínicos causados por bactérias com convergência desses fenótipos torna

importante o rastreamento dessas linhagens em ambientes hospitalares e na comunidade (87).
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11.2 RESISTÊNCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Durante seu discurso de posse do prêmio nobel de medicina ou fisiologia em 1945,

Alexander Fleming advertia (90): “Se você usa penicilina, use o suficiente”. Essa advertência

se dava às vistas de tanto o uso amplo do antibiótico pelas tropas aliadas na segunda guerra

mundial,  quanto  pelas  observações  de  Fleming,  que  observara  a  emergência  de  bactérias

resistentes  a  penicilina  em laboratório,  caso  essas  fossem expostas  a  concentrações  sub-

inibitórias. Nas décadas seguintes, até a década de 1980, novas classes de antimicrobianos

foram  descobertas  e  comercializadas,  como  aminoglicosídeos,  macrolídeos,  quinolonas,

dentre outros (92).

No entanto, poucos anos após a introdução de um novo antimicrobiano em regimes

terapêuticos, surgiam relatos de isolados bacterianos resistentes a cada um (92). Genes de

resistência a antibióticos já existiam antes de qualquer interferência humana, uma vez que

esses  eram  empregados  por  microrganismos  em  dinâmicas  de  competição  por  nichos

ambientais (92). No entanto, com o uso inadequado de antibióticos em diferentes esferas, a

mobilização desses genes a linhagens patogênicas humanas, o que será melhor discutido na

próxima  sessão.  Pior,  a  resistência  a  antimicrobianos  se  dá  como  um  problema  global

atualmente (93,  94).  Para  se  entender  como a  resistência  a  antimicrobianos  emerge  e  se

dissemina pelo planeta, um conceito útil é o de saúde única. Esse conceito foi cunhado em

2004 para denotar a dependência da saúde humana em relação a saúde dos demais animais,

domésticos ou selvagens, e em relação a “saúde” do meio ambiente (96). Sob esse conceito,

diferentes  entidades  de  saúde  humana,  veterinária  e  ambiental  se  unem  para  fomentar

discussões  e  elaborar  estudos  sobre  a  dependência  dessas  esferas

(https://onehealthinitiative.com/).  Para  Robinson  e  colegas (96),  a  resistência  a

antimicrobianos é o problema de saúde única mais típico. Como Baquero e colaboradores (98)

discutem, diferentes ações antrópicas tem elevado o contato de microbiotas humanas com

microbiotas  ambientais,  bem  como  a  seleção  nestas  pelo  fenótipo  de  resistência  a

antimicrobianos, seja por mutações ou por transferência horizontal de genes e sua seleção em

ambientes  com concentrações  relevantes  de antimicrobianos.  Ainda segundo os  autores,  a

interação entre microbiomas humanos e de outros animais aumentou progressivamente, das

caças  ao  período  neolítico,  com a  geração  da  agropecuária,  e  até  o  contexto  atual,  com

aumento nas populações humanas e de consumo de proteína animal gerada de forma intensiva

e  pouco  higienizada.  Um  exemplo  prático  desse  contexto  foi  a  emergência  do  gene  de

https://onehealthinitiative.com/
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resistência  mcr-1 a  colistina.  Esse  é  um  antimicrobiano  de  último  recurso  e  a  primeira

detecção de sua mobilização ocorreu em plasmídeos de linhagens de  E. coli, as quais eram

carreadas de porcos a humanos, uma vez que o uso do antimicrobiano era controlado apenas

em humanos  (99). Também se destaca o estudo de metagenomas microbianos associados a

cálculos dentários de ursos pardos na Suécia, onde a ocorrência de genes de resistência nesses

ambientes aumenta no período de aumento do consumo de antimicrobianos no país e diminui

quando medidas estatais restringem o uso destes. Os autores também não encontram uma

correlação entre proximidade destes animais com populações humanas e ocorrência de genes

de resistência a antimicrobianos, o que indica para a disseminação desses genes em ambientes

selvagens (99). Há ainda o caso para a disseminação de genes blaCTX dentre enterobactérias.

Originalmente, essa família de genes era encontrada em bactérias do gênero  Kluyvera. Um

dos fatores que contribuiu para a disseminação dos genes blaCTX a partir desse gênero para

enterobactérias foi a inserção de promotores mais fortes acima desses genes, por sequências

de inserção, de forma que as linhagens receptoras desses pudessem ter doses de MIC (do

inglês,  minimum  inhibitory  concentration)  maiores  e  se  tornassem  resistentes.  Em

experimentos  in vitro  em Kluyvera,  a mobilização da sequência ISEcp1B  carreando genes

blaCTX do cromossomo para plasmídeos ocorreu de forma mais frequente em situações de

presença de cefalosporinas e em temperaturas próximas a 40°C, em comparação à condição

controle  de  37°C.  Dessa  forma,  a  presença  desses  antimicrobianos  no  ambiente  ou  a

ocorrência  dessa  sequência  em  microbiotas  de  aves,  de  temperatura  corporal  próxima  à

relatada, poderia acelerar a disseminação desses genes de resistência (100,  101). O despejo

descontrolado de antimicrobianos, seja de ambientes hospitalares ou domiciliares, a falta de

sua erradicação em sistemas de tratamento de água e esgoto também contribuem para este

problema  (94).  Nadimpalli  e  colegas  (102)  discutem  ainda  como  a  resistência  a

antimicrobianos afeta de forma desproporcional países e contextos locais de baixa renda, onde

assentamentos  urbanos  informais  propiciam  de  forma  mais  intensa  a  disseminação  de

resistência a antimicrobianos. Nestes contextos, densidades populacionais humanas e animais

altas, aliadas a falta de saneamento e exposição a material fecal, catalisam a transmissão de

resistência  a  antimicrobianos  entre  as  microbiotas  locais.  Isso  se  torna  mais  grave  ao  se

considerar  que  são  afetadas  populações  as  quais  já  possuem  acesso  restrito  a  práticas

preventivas  de  saúde.  Assim  sendo,  a  vigilância  sobre  a  ocorrência  de  resistência  a

antimicrobianos,  bem como práticas  para  o  combate  dessa,  se  fazem importantes  a  nível

global e, particularmente, em comunidades socio-econômicas mais vulnerabilizadas. 
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Sucintamente,  em termos moléculares,  a  resistência  a  antimicrobianos se dá por  meio da

alteração de vias metabólicas pré-existentes, a modificação por ligações covalentes ou quebra

dessas nas moléculas de antimicrobianos, a restrição de acesso dos antimicrobianos ao interior

celular bacteriano, a modificação molecular dos alvos dos antimicrobianos e a expulsão destes

de  dentro  das  células  bacterianas  (104).  Exemplos  desses  mecanismos  serão  discutidos

adiante com foco na espécie K. pneumoniae.

 No relatório “Ameaças da resistência a antimicrobianos nos Estados Unidos” de 2019,

o Centro  de  Controle  de Doenças  e  prevenção (do inglês,  CDC) (103),  elenca diferentes

grupos  de  bactérias,  e  a  espécie  fúngica Candida  auris,  dentre  os  grupos  de  “ameaças

urgentes”,  “ameaças  sérias”,  “ameaças  de  preocupação”  e  “lista  de  vigilância”.  Essa

classificação, em ordem decrescente de periculosidade,  se dá em consideração a impactos

clínicos  e  econômicos,  bem  como  sua  incidência  na  época  e  projetada  para  dez  anos,

transmissibilidade,  disponibilidade  de  antimicrobianos  efetivos  e  barreiras  de  prevenção.

Dentre as ameaças urgentes, está o grupo das enterobactérias resistentes a carbapenems, para

as quais o relatório dá a alcunha de “bactérias do pesadelo”. Para esse grupo de bactérias, há

poucas  opções  terapêuticas,  como o  antimicrobiano  colistina,  o  qual  é  altamente  nefro  e

neurotóxico, e o uso de bacteriófagos, os quais são utilizados em regimes experimentais ou

uso compassivo no hemisfério ocidental ou ainda terapias de combinação de antibacterianos

e/ou  bacteriófagos  (104).  Nesse  grupo  de  bactérias,  se  encontram  as  K.  pneumoniae

resistentes  a  carbapenems.  Para  essa  espécie,  as  principais  classes  de  antibacterianos

utilizados  são  os  beta-lactâmicos,  aminoglicosídeos,  quinolonas,  polimixinas  e  tigeciclina

(88). Dada a importância do fenótipo de resistência a antimicrobianos para a espécie, estas

classes e os mecanismos de resistência descritos para K. pneumoniae serão descritos a seguir.

Antibacterianos do grupo dos beta-lactâmicos são os mais utilizados atualmente e seu

consumo  global  aumentou  em  36  %  entre  2000  e  2015  (106),  além  de  serem  os

antibacterianos  preferenciais  para  o  tratamento  de  infecções  causadas  por  enterobactérias

(103). Esse grupo pode ser dividido entre quatro classes químicas: penicilinas, cefalosporinas,

monobactâmicos  e  carbapenems.  Todos  os  componentes  do  grupo  possuem o  anel  beta-

lactâmico, o qual é constituído por um grupo amida cíclico (3-carbono, 1-nitrogênio) (106–

108). Esse anel é capaz de causar a acilação da enzima transpeptidase (também conhecida

como proteína ligante a penicilina, do inglês, penicillin binding protein, PBP), o que a inativa.

Essa enzima é utilizada por bactérias para ligar peptídeos na parede celular. Assim, a parede

celular perde a sua integridade, de forma a promover a lise da célula bacteriana  (109). As

penicilinas possuem um anel de tiazolidina ((CH2)3(NH)S)) fusionado ao anel beta-lactâmico;
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as  cefalosporinas  possuem  um  anel  de  dihidrotiazina  (C4H7NS)  no  lugar  do  anel  de

tiazolidina; os monobactâmicos, como o nome indica, possuem apenas o anel beta-lactâmico e

nos carbapenêmicos, o átomo de enxofre da posição 1 da tiazolidina é substituído por um

átomo de carbono, além da introdução de uma insaturação no anel de tiazolidina (107,108).

Em  associação  com  esses  antibacterianos,  podem  ser  administrados  inibidores  de  beta-

lactamase, como os inibidores de ácido clavulânico, sulbactam, tazobactam e avibactam (109)

(Figura 31).

Na espécie  K. pneumoniae,  virtualmente todas as linhagens possuem resistência às

penicilinas,  por  meio  da  expressão  do  gene  de  beta-lactamase  blashv,  localizado  no

cromossomo bacteriano (86). Tal é essa disseminação do gene blashv na espécie que se usa

ampicilina  para  o  isolamento  de  cepas  de  K.  pneumoniae a  partir  de  amostras  de  fezes

humanas  (dx.doi.org/10.17504/protocols.io.662hhge).  Algumas  linhagens  dessa  espécie

possuem mutações pontuais neste gene,  de forma que essa passa a conferir  resistência de

forma  extendida  a  beta-lactâmicos,  assim  incluindo  penicilinas,  monobactâmicos  e

cefalosporinas (86, 88). Tais mutações deram origem a primeira beta-lactamase de espectro

extendido,  formando  o  gene  blashv-2,  encontrado  em  uma  linhagem  de  K.  pneumoniae

isolada a partir de um paciente em unidade de terapia intensiva na Alemanha (109). Mutações

no promotor de alelos  blashv capazes de conceder resistência a cefalosporinas, de forma a

aumentar a força desses promotores, podem resultar na resistência até de beta-lactâmicos de

última geração, como os carbapenems. Além deste gene,  cromossomos de  K. pneumoniae

apresentam genes de bombas de efluxo oqxAB e acrAB, os quais podem apresentar mutações

em algumas linhagens para o bombeamento de carbapenems, além de mutações nos genes de

porina  OmpK35 e  OmpK36  ou  ainda  a  deleção  destes, que  dificultam  a  difusão  dos

antibacterianos da membrana periplasmática a parede celular (86).

Figura  31.  Estruturas  moleculares  de  moléculas  representativas  dos  principais  beta-
lactâmicos. 1 - estrutura da penicilina. 2- estrutura básica de cefalosporina. 3- estrutura
básica  de  carbapenem.  4-  estrutura  básica  de  monobactâmico.  Retirado  de  Bush  e
Bradford, 2020.
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Em relação às ESBLs, durante as décadas de 1990-2000, alelos dos genes  blashv e

blatem foram os principais responsáveis genes do grupo. No entanto, a partir da década de

2000, cepas responsáveis por surtos hospitalares  passaram a apresentar  ESBLs da família

CTX-M,  com a  ocorrência  de  outros  genes,  como  ges,  veb e oxa (88,  100).  A primeira

detecção dessa família de genes se deu em um isolado de E. coli resistente a cefatoxima em

um caso  de  otite  infantil  na  cidade  de  Munique,  assim gerando  o  nome CTX-M.  Nessa

família, os genes CTX-M-14 e CTX-M-15 são os de maior distribuição, com ocorrências em

humanos, animais e amostras aquáticas pelo globo (101).

Em face dos casos de resistência a até cefalosporinas, como última linha de defesa

dessa classe de antibacterianos, foram desenvolvidas e aplicadas os carbapenems em 1983.

No entanto, já em 1987, Knothe e colaboradores (110) detectaram cepas de  K. pneumoniae

resistentes a carbapenems e, em 1991, o primeiro gene de carbapenemase foi detectado,  IMP-

1 (96). Desde então, diferentes genes de carbapenemase foram descobertos, com alguns sendo

detectados pela primeira vez em  K. pneumoniae, como OXA,  NDM e KPC  (88, 111). Essa

última família de genes é a de maior distribuição dentre as carbapenemases para a espécie,

tanto pela associação com linhagens ST 258, quanto pela transmissão horizontal promovida

por  transposons  Tn4401 ou  derivados,  com  os  genes KPC-1 e KPC-2 sendo  os  mais

frequentes em surtos hospitalares (Figura 32) (88, 112).
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Figura  32.  Linha do tempo do uso de beta-lactâmicos e  aquisição de
resistência em K. pneumoniae. Adaptado de Navon-Vanezia et al, 2017.
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Já os aminoglicosídeos são uma classe de antibióticos utilizada desde 1944, como a

estreptomicina, e cujo mecanismo de ação se dá na interação desses com a porção do sítio A

da sub-unidade 30S do ribossomo. Nessa interação, a conformação do sítio muda de tal forma

a alterar o processo de tradução celular, induzindo erros no reconhecimento códon-anticódon

ou ainda promovendo a leitura de códons de parada precoces em fitas de RNA mensageiro.

Esses antibióticos foram sendo menos utilizados a partir da década de 1980, em favor de

cefalosporinas,  carbapenems e fluoroquinolonas,  por  serem consideradas  de espectro mais

amplo e/ou mais seguras. No entanto, o surgimento de resistência a esses antibióticos em

várias espécies de bactérias gram-negativas fez aumentar o uso de aminoglicosideos de novo,

o que repercutiu nas formas de resistência a esse (114).

Entre as décadas de 1970 e 1980, os genes de resistência a aminoglicosídeos para K.

pneumoniae consistiam  basicamente  naquelas  cujas  enzimas  modificavam  a  estrutura  do

antibiótico, como acetiltransferases, adenililtransferases e fosfotransferases. Essas enzimas, ao

atuarem na estrutura do aminoglicosídeo, possuíam a tendência a serem específicas  a um

grupo  restrito  de  formas  dessa  classe  de  antibiótico.  Após  a  intensificação  no  uso  de

aminoglicosídeos,  começaram a ser detectados na década de 2000 genes  que codificavam

metilases cujo alvo era o RNA 16S. Dessa vez,  ao atuar sobre um sítio de interação dos

fármacos, a resistência se dava de forma mais ampla a classe dos aminoglicosideos. Também

passaram a ser observadas mutações em genes de bombas de efluxo, como acrAB, bem como

em deleções do gene de porina kpnO (89) (Figura 33).
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Quinolonas, por sua vez, são uma classe de antibióticos que atua sobre a família de

enzimas das DNA topoisomerases, de forma a impedir o relaxamento topológico gerado sobre

o DNA por conta da enzima DNA helicase. Como consequência, o DNA acumula tensão tal

Figura  33.  Linha  do  tempo  do  uso  de  aminoglicosídeos  e
aquisição de resistência em K.pneumoniae. Adaptado de Navon-
Vanezia et al, 2017.
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que impede a abertura continua da forquilha de replicação sobre este, comprometendo assim a

replicação das células bacterianas. Essa classe de drogas foi desenvolvida na década de 1960,

no  entanto  seu  uso  se  intensificou  na  década  de  1980,  com  o  desenvolvimento  das

fluoroquinolonas,  as  quais  possuem  maior  atividade  antibacteriana  (115).  Como

consequência, os casos e mecanismos moleculares decorrentes da resistência a esses fármacos

também aumentaram mais  significativamente  a  partir  de  1980.  A espécie  K.  pneumoniae

possui dentre suas linhagens todos os mecanismos descritos em bactérias gram-negativas para

a  resistência  contra  quinolonas,  desde  mutações  nos  genes  dos  alvos  farmacológicos,  a

produção de bombas de efluxo e enzimas de modificação das proteínas-alvo (89) (Figura 34).
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Figura  34.Linha  do tempo do uso  de  quinolonas  e  aquisição  de
resistência em K. pneumoniae. Adaptado de Navon-Vanezia  et al,
2017.
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Polimixinas são peptídeos cíclicos catiônicos, os quais são capazes de desalojar íons

catiônicos associados à membrana periplasmática e de se internalizar junto ao LPS, carregado

negativamente. Essas interações levam a formação de poros na membrana, fazendo-a perder

sua integridade e impossibilitando o equilíbrio osmótico entre os meios intra e extracelular da

bactéria,  a  eliminando.  Essa  classe  de  antibióticos  foi  descoberta  na  década  de  1960,  no

entanto teve seu uso limitado em seres humanos, por sua toxicidade.  Seu uso, porém, foi

intensificado  a  partir  dos  anos  2000,  dada  a  disseminação  de  cepas  de  K.  pneumoniae

resistentes  a  beta-lactâmicos,  aminoglicosídeos  e  quinolonas.  Desse  modo,  a  resistência  a

polimixinas,  comumente medicamentos  de último recurso,  também emergiu a  partir  desta

década.  Os mecanismos de resistência  a  essa classe de antibióticos envolvem enzimas de

modificação do LPS, de forma que esse possa perder seu caráter de carga negativa. Essas

modificações podem envolver ligantes como a aminoarabinose (gene pbgP), fosfoetanolamina

(gene  pmrC)  ou  palmitato  (gene  pagP).  A resistência  também pode  se  dar  por  meio  de

alterações em genes de regulação da expressão gênica, relativos a uma menor produção de

LPS na  célula,  como  o  sistema  de  dois  componentes  phoPQ.  Aumento  na  produção  de

cápsula, por meio do grupo de genes cps, também pode levar a resistência contra polimixinas,

ao  servir  de  barreira  entre  esses  fármacos  e  o  LPS.  Como  nos  demais  mecanismos  de

resistência,  também pode haver  a  contribuição  de  bombas  de  efluxo.  Destaca-se  ainda  a

emergência  do  gene  mcr-1,  o  qual  codifica  uma  fosfoetanolamina  transferase,  o  qual  é

detectado em plasmídeos.  Esse gene pode ter  sido selecionado na espécie K.  pneumoniae

graças  ao  uso  de  colistina  em  granjas  de  frango,  uma  vez  que  o  uso  desse  antibiótico

historicamente não foi restrito para aplicações na pecuária (Figura 35) (89).
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Figura  35. Linha do tempo do uso de polimixinas e aquisição
de resistência em K. pneumoniae. Adaptado de Navon-Vanezia
et al, 2017.
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O  antibiótico  tigeciclina  é  de  uma  classe  relativamente  nova  de  antibióticos,  as

glicilciclinas, e foi aplicado para o tratamento de infecções de K. pneumoniae pela primeira

vez em 2005. Porém, cepas da espécie rapidamente desenvolveram formas de resistência a

esse  antibiótico,  envolvendo  bombas  de  efluxo,  perda  de  porinas  e  modificações  nos

reguladores de expressão gênica desses (Figura 36) (89).

Ao se considerar o panorama epidemiológico de infecções em unidades de tratamento

intensivo  em adultos  no  Brasil  para  2020,  K.pneumoniae foi  a  espécie  mais  associada  a

infecções  da  corrente sanguínea e  a  segunda espécie  mais  associada a  infecções  do trato

urinário.  Também  foi  a  segunda  espécie  mais  associada  a  essas  infecções  na  população

pediátrica.  Em adultos,  aproximadamente  70% das  infecções  causadas  por  K.pneumoniae

possuía bactérias resistentes a cefalosporinas,  mais  de 50% possuía bactérias resistentes a

carbapenems e cerca de 15% possuía bactérias resistentes  a polimixinas.  Já na população

pediátrica, cerca de 50% das infecções continham bactérias resistentes a cefalosporinas, 25%

a carbapenems e 5% a polimixinas(123). No Distrito Federal, a principal espécie associada a

estas formas de infecção em adultos e população pediátrica é K.pneumoniae, com a exceção

de infecções do trato urinário na pediatria.  Em termos de resistência a antimicrobianos,  a

siituação é mais grave no DF, onde a pior situação é a de infecções da corrente sanguínea em

adultos:  82%  de  isolados  da  espécie  eram  resistentes  a  cefalosporinas,93%  destes  eram

Figura 36. Linha do tempo do uso de tigeciclina e
aquisição  de  resistência  em K.  pneumoniae.
Adaptado de Navon-Vanezia et al, 2017.
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resistentes  a  carbapenems  e  25%  resistentes  a  polimixinas(124).  Dessa  forma,  o  quadro

epidemiológico  atual  mostra  a  importância  de  ações  contra  a  disseminação  de  linhagens

bacterianas resistentes a microbianos, particularmente K.pneumoniae.

11.3 VIRULÊNCIA

Para  a  espécie K.  pneumoniae,  quatro  fatores  de  virulência  são  melhor  descritos:

lipopolissacarídeos, cápsula, sideróforos e fímbrias. Alguns fatores estão associados a cepas

HVkp, embora nenhum seja estritamente necessário para o fenótipo de hipervirulência. Esses

fatores  são  a  produção  de  hipercápsulas,  produção  de  hipermucoviscosidade,  cápsulas  de

sorotipo K1 ou K2 e presença de sideróforos distintos de enterobactina (86, 115). Estes quatro

fatores de virulência serão descritos a seguir, bem como as suas particularidades para cepas

HVkps, além de discussão breve acerca de fatores de virulência menos caracterizados para a

espécie (Figura 37).

Figura  37.  Principais fatores  de virulência  descritos para CKps e
HVkps.  CKps  possuem  tipos  capsulares  diversos,  além  de  LPS,
fímbrias  e  sideróforo  enterobactina.  HVkps  costumam  ter  tipos
capsulares  K1  ou  K2,  com  produção  de  hipercápsulas,  além  de
repertórios maiores de sideróforos. Retirado de Paczosa e Mecsas,
2016.
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O fator  de  virulência  melhor  caracterizado  até  o  momento  para  esta  bactéria  é  a

cápsula. Essa atenção se deve, pois, linhagens nocautes para genes de produção capsular são

muito  menos  capazes  de  infectar  modelos  murinos,  promover  metástase  infecciosa  e

letalidade. Em contrapartida, comumente cepas hvkps possuem uma produção exarcerbada

desta  capa  polissacarídica,  denominada  “hipercápsula”.  Linhagens  com  hipercápsula  já

apresentam maior capacidade de infecção metastática e letalidade do que bactérias sem esse

fenótipo  (116).  Cepas  de  K.  pneumoniae podem  apresentar  diferentes  composições  de

polissacarídeos  para a  formação de suas  cápsulas,  sendo reconhecidos  até  o  momento  77

sorotipos capsulares, também conhecidos como antígenos K, e cerca de 138 combinações de

alelos gênicos para a produção capsular  (86, 116). Dentre os sorotipos capsulares, aqueles

pertencentes aos tipos K1 e K2 são os mais prevalentes no grupo das hvkps, embora nem o

tipo capsular seja determinante para a hipervirulência nem o contrário seja necessário, com

tipos capsulares K3 e K5 também com a possibilidade de apresentar esse fenótipo (117). Os

genes necessários para a produção de cápsula se encontram no operon  cps e essa produção

segue passos enzimáticos parecidos dentre os diferentes tipos capsulares. A síntese começa

com uma glicosiltransferase ancorada na membrana plasmática da célula, que pode ser WcaJ

(cujo  substrato  é  glicose)  ou  WbaP (cujo  substrato  é  galactose).  Essa  glicosiltransferase

catalisa a ligação de seu carboidrato com um carreador lipídico, o undecaprenil fosfato. Em

seguida,  diferentes  glicosiltransferases  podem ligar  carboidratos  variados,  como  fucose  e

ácido urônico, ao glicosil-undecaprenil-fosfato, em sua extremidade não-redutora. O produto

destas reações é transportado ao periplasma celular por meio da flipase Wzx, onde esse é

utilizado como monômero para a polimerização catalizada pela enzima Wzy, com a remoção

dos grupos fosfato. O tamanho da cadeia sacarídica é regulado por Wzc e essa é movida para

o exterior celular por meio da exportase Wza. Por fim, a cadeia é ancorada à porção externa

da membrana periplasmática por meio da enzima Wzi (118).

Já para o aumento na produção de cápsula, para a formação da hipercápsula, diversos

fatores genéticos e ambientais estão envolvidos. Os genes rmpA e rmpA2 (do inglês, regulator

of mucoid phenotype, rmp) podem regular a transcrição de genes do operon cps e podem estar

presentes no cromossomo ou mobilizados em plasmídeos. Também podem ocorrer mudanças

em alelos dos genes rcsA e rcsB, nativos do operon cps, e do gene magA, o qual codifica uma

polimerase  similar  a  Wzy (117).  Já  estímulos  nutricionais  participam  da  modulação  de

expressão da cápsula, com a diminuição da cápsula presente em meios ricos e vice-versa, o
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que leva a hipótese da cápsula ser capaz de participar na aquisição de nutrientes pela bactéria

(117). Uma função melhor estabelecida para a produção de hipercápsula é a de evasão do

sistema imune, com diferentes mecanismos ocorrendo para os sorotipos K1 e K2. Cepas com

esses tipos capsulares induzem uma menor produção de espécies reativas de oxigênio por

neutrófilos. Além disso, estas cápsulas possuem em sua composição resíduos de ácido siálico,

o qual inibe a sinalização de fagocitose em macrófagos. Também há a ausência de manose, a

qual  pode  ser  reconhecida  por  seu  receptor  de  lectina  cognato  em  macrófagos  para  a

fagocitose. Há ainda uma maior resistência a proteínas do sistema complemento e peptídeos

antimicrobianos,  os  quais  frequentemente  precisam  entrar  em  contato  com  membranas

plasmáticas para exercer a formação de poros e lise celular. Por fim, esses sorotipos também

estão associados a uma menor produção de citocinas pró-inflamatórias pelo hospedeiro, como

TNF-ɑ, IL-6 e aumento na citocina anti-inflamatória IL-10  (117).  Embora não tenha sido

testada para esta bactéria, uma outra função ainda foi descrita para a cápsula de fungos da

espécie Cryptococcus neoformans, nos quais uma maior produção de capsula acarreta em uma

diminuição na densidade celular desses, o que em tese ajuda na dispersão dos fungos em

ambientes líquidos, como sistema linfático (120).

Um fenótipo comumente associado a hipercápsula é o da hipermucoviscosidade. O

primeiro teste desenvolvido para a avaliação desse fenótipo é o teste em fio, no qual bactérias

são cultivadas em meio McConkey por 24 horas a 37°C  por esgotamento. Após esse período,

colônias individuais são suspensas por uma alça de inoculação. Caso se forme um fio com

mais de 5 mm de altura, o teste é considerado positivo (89). No entanto, esse teste pode sofrer

alterações  em  sua  leitura,  como  quantidade  de  inóculo,  assim  outros  testes  vêm  sendo

desenvolvidos para a detecção da hipermucoviscosidade, como a centrifugação em gradiente

descontínuo de percoll (119). De todo modo, esse fenótipo também está associado a infecções

invasivas para a espécie e os genes rmpA e rmpA2 estão relacionados a este (88).

Outro fator de virulência mais associado à superfície bacteriana é o lipopolissacarídeo

(LPS),  presente  na  membrana  periplasmática  de  bactérias  gram-negativas.  O  LPS  é

constituído por um oligosacarídeo,  também conhecido como antígeno O, e um lipídeo A.

Estes são sintetizados pelos grupos de genes wb e waa para a porção de carboidrato e o grupo

de genes lpx para a porção lipídica. Existem atualmente 9 sorotipos distintos de antígeno O,

com 12  loci gênicos  diferentes.  Os sorotipos  O1 e  O2 são os  mais  comuns em isolados

clínicos e esses podem estar envolvidos na evasão de fagocitose. Além disso, a presença de

LPS nas bactérias as torna menos suscetíveis a ação bactericida de componentes do sistema

complemento, contudo também é um PAMP (padrão molecular de associação a patógeno, do
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inglês,  pathogen-associated molecular pattern) proeminente da bactéria, sendo reconhecida

por  diferentes  receptores,  em  particular  o  TLR4,  para  a  secreção  de  citocinas  pró-

inflamatórias por células da resposta imune inata (86, 115).

Ainda  na  superfície  bacteriana,  destacam-se  as  fímbrias  tipo  1  e  3,  as  quais  são

importantes para a adesão da bactéria em diferentes substratos. As fímbrias tipo 1 são lineares

e são sintetizadas pelo grupo gênico fimACFGHK, para as quais a proteína FimA é o maior

componente estrutural e a proteína FimH determina as propriedades adesivas da estrutura,

estando  ao  final  dessa.  Esse  tipo  de  fímbria  é  capaz  de  se  ligar  em  glicoproteínas  D-

manosiladas, sendo, portanto, classificadas também como sensíveis a manose. Já fímbrias tipo

3 são helicoidais e são sintetizadas pelo grupo gênico mrkABCD. A hélice é estruturada por

sub-unidades de MrkA e MrkD se situa no final da estrutura. Essas fímbrias se ligam em

colágenos extracelulares, mas não foi determinado qual o sítio de ligação, embora sabe-se que

não é manose, sendo fímbrias insensíveis a esse carboidrato (117).

Já em termos nutricionais, um nutriente importante para o crescimento de diversos

organismos  é  o  ferro.  Em  mamíferos,  ferro  geralmente  está  associado  a  moléculas  de

transporte,  como  a  transferrina.  Esses  organismos  também  podem  utilizar  de  moléculas

distintas como lactoferrina para uma ligação mais forte com o ferro, como forma de resposta

imune a patógenos. Assim, a principal estratégia para vários patógenos, como K. pneumoniae,

para a acquisão de ferro a partir do hospedeiro é a secreção e reabsorção de moléculas que

possuam afinidade a ferro maior do que moléculas do hospedeiro. Sideróforos são um tipo de

pequenas  moléculas  orgânicas  capazes  de  fazê-lo,  tanto  para  a  obtenção de  ferro  em um

hospedeiro quanto a partir de ambientes externos a esse. Praticamente todas as linhagens de

K.  pneumoniae possuem  o  locus  gênico  completo  para  a  biossíntese  do  sideróforo

enterobactina em seu cromossomo (entABCDEF para síntese e  fepABCDG para transporte).

No entanto, hospedeiros mamíferos são capazes de secretar a proteína lipocalina-2 a partir de

neutrófilos e células epiteliais. Essa proteína é capaz de se ligar e neutralizar enterobactinas, o

que impede o crescimento da bactéria.  Além disso, a proteína auxilia no recrutamento de

neutrófilos para um dado sítio de infecção. Cepas HVhps costumam apresentar de um a três

sistemas a mais de sideróforos, quanto maior este repertório, maiores as chances de uma dada

cepa ser hipervirulenta. O sideróforo salmoquelina é uma forma glicosilada de enterobactina e

essa modificação é feita pelos genes iroBCDE, os quais podem estar no cromossomo ou em

plasmídeos. Essa glicosilação impede a ligação de lipocalina-2 ao sideróforo, impedindo sua

inativação  e  recrutamento  de  neutrófilos.  Já  o  sideróforo  aerobactina  é  estruturalmente

distinto dos anteriores, com afinidade menor a ferro do que estes, mas sem reconhecimento
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por lipocalina-2. Esse sideróforo é sintetizado pelos genes iucABCD e seu transporte ocorre

por  meio  do  gene  iutA  (86,  115).  Por  fim,  o  sideróforo  yersiniabactina  também  é

estruturalmente distinto de enterobactina e salmoquelina e possui menor afinidade por ferro.

Esse sideróforo é sintetizado pelos genes  irp1,  irp2 e  ybtESTU e mobilizado pelos genes

ybtPQ e fyuA (122).

Outros fafores de virulência vem sendo estudados mais recentemente em relação a K.

pneumoniae, aqui com uma breve descrição. A bomba de efluxo ArcAB já mencionada na

sessão de resistência a antimicrobianos, também contribui para resistência contra peptídeos

antimicrobianos  do  hospedeiro  (117).  O policetídeo  colibactina  é  uma  pequena  molécula

orgânica  com  ação  mutagênica  em  células  eucarióticas.  A capacidade  de  síntese  dessa

molécula está associada a clones de K. pneumoniae causadores de abcessos de fígado (88). A

allantoína é um intermediário na via de degradação de purinas, a qual pode ser utilizada como

fonte de carbono e nitrogênio por algumas cepas de K. pneumoniae. Algumas cepas capazes

de  causar  abcessos  piogênicos  no  fígado  possuem  um  operon  para  a  degradação  dessa

molécula (115, 121). O operon ter em bactérias confere resistência ao óxido de telurito. Em K.

pneumoniae, esse operon é encontrado em plasmídeos e confere resistência a essa bactéria

contra ácidos graxos de cadeia curta produzida por algumas bactérias da microbiota intestinal,

sendo assim um fator de virulência ao auxiliar na colonização  (124). Por fim, o sistema de

secreção tipo 6 (T6SS) é codificado por um a três loci gênicos, correspondendo ao menos 13

proteínas (125). Com o T6SS, cepas de K. pneumoniae respondem a fatores de estresse para a

bactéria,  tais  como  presença  de  antimicrobianos,  baixa  concentração  de  ferro,  alta

concentração de sódio ou ainda a presença de outras linhagens bacterianas com esse sistema

de secreção. Com esse aparato, a bactéria é capaz de secretar toxinas em células eucarióticas

ou procarióticas, tais como DNAses ou proteínas que desencadeiam estresse oxidativo, sendo

assim importante para competição com outras bactérias e colonização do hospedeiro  (123,

124).

11.4 TRANSPOSONS

Bactérias têm como principal forma de reprodução a fissão binária ou cissiparidade,

um evento assexuado. No entanto, o domínio bactéria possui uma diversidade considerável de
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espécies e de genes (127), bem como é notória a emergência de fenótipos novos em bactérias

em  períodos  relativamente  pequenos,  tais  quais  o  surgimento  de  multirresistência  a

antimicrobianos  e  de  hipervirulência  em  K.  pneumoniae,  já  citados.  Dessa  forma,  a

diversidade  gênica  deste  domínio  se  dá  por  dois  processos  principais,  as  mutações  e  a

transmissão horizontal de genes (do inglês, horizontal gene transfer, HGT).

A mutação aleatória em bases nitrogenadas do DNA, acoplada a tempos de geração

usualmente curtos, permite a seleção de bactérias com fenótipos mais aptos a um ambiente em

escalas temporais relativamente curtas. Por exemplo, após um período de 30 anos de cultivos

em repique laboratorial, o que proporcionou 31.500 gerações, linhagens de E. coli se tornaram

capazes  de  usar  uma  nova  fonte  de  carbono  para  a  espécie,  o  citrato  (128).  Apesar  de

estocásticos, os eventos de mutação podem ter sua taxa acelerada por algumas bactérias, o que

se  cunha  na  literatura  científica  como  evolvabilidade  (129).  Mecanismos  controlados  de

resposta  a  danos  no DNA,  como a resposta  SOS,  podem promover  a  atividade  de  DNA

polimerases de alta susceptibilidade a erro, assim introduzindo mutações no DNA bacteriano

em taxas maiores que eventos aleatórios de mutação (129).

Em adição aos eventos de mutação, está a transferência horizontal de genes. Uma vez

que  a  reprodução  de  bactérias  se  dá  majoritariamente  de  forma  assexuada,  a  geração  de

progênie ocorre na forma de clones em relação à geração anterior. Assim sendo, a transmissão

de variabilidade genética não ocorre verticalmente entre gerações, salvo mutações, mas pode

ocorrer  entre  bactérias  que  compartilhem o  mesmo espaço,  em vez  de  compartilhar  uma

ancestralidade temporal. Tal é a ocorrência de HGT em bactérias que a representação gráfica

de “árvore” filogenética poderia ser melhor representada como uma “rede” (128, 129). Há

ainda quem defenda uma visão centrada em genes em vez de espécies bacterianas para definir

microbiomas, onde esses seriam uma coleção de genes adaptados a um dado ambiente em vez

de  comunidades  de  espécies  localmente  adaptadas  (128,  130).  Dentro  da  HGT,  três

mecanismos  principais  atuam:  transformação,  transdução  e  conjugação.  Em  síntese,  na

transformação,  DNA exógeno  à  bactéria  é  incorporado  a  essa;  na  transdução,  vírions

introduzem  seu  genoma  em  genomas  bacterianos,  processo  esse  que  pode  também  ser

cooptado por ilhas de patogenicidade bacteriana para seu empacotamento em capsídeos vírais

e  na  conjugação,  plasmídeos  podem  ser  transmitidos  entre  bactérias  por  meio  de  pili

conjugativos.  Esses  também  podem  transmitir  elementos  conjugativos  e  integrativos  (do

inglês  integrative and conjugative elements, ICEs), os quais diferem de plasmídeos ao não

possuírem uma origem de replicação própria e precisarem se integrar a um elemento de DNA

capaz de replicação autônoma (129, 131).
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Além dos ICEs, outros elementos integrativos são componentes importantes dentro de 

mutações e HGTs, as chamadas sequências de inserção (IS) e Transposons (Tns), também 

conhecidos como sequências transponíveis, uma vez que esses são responsáveis pela 

locomoção de genes e outros elementos do material genético entre diferentes moléculas, como

entre cromossomo e plasmídeos. (figura 38).

As  sequências  transponíveis  foram  identificadas  pela  primeira  vez  por  Barbara

McClintock,  a  qual  recebeu o prêmio nobel  de  medicina  ou fisiologia  de  1983 por  isso.

Também  é  atribuida  a  McClintock  a  afirmação  pela  primeira  vez  de  que  sequências

transponíveis são elementos importantes para a evolução dos organismos (142). Em bactérias,

os elementos transponíveis foram descobertos pela primeira vez por outra cientista, Naomi

Datta, a qual também propôs que esses elementos eram importantes na transmissão de genes

de  resistência  a  antimicrobianos  entre  linhagens  de  Salmonella  Typhimurium (143).  Em

termos de classificação, sequências de inserção costumam ser curtas (0,7 a 3 kb) e incluem

Figura  38.  Principais  formas  de  transmissão  horizontal  de  genes  e  elementos  gênicos
envolvidos.  Eventos  de  transformação  adquirem  DNA exógeno  à  bactéria,  enquanto
conjugação  mobiliza  plasmídeos  e ICEs entre  bactérias  e  transdução  mobiliza  material
genético entre bactérias por meio de bacteriófagos. A mobilidade de material genético entre
diferentes  moléculas  se  dá  por  sequências  de  inserção,  transposons  e  atividades  de
recombinação com ou sem esses elementos móveis. Retirado de Partridge et al, 2018.
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apenas elementos necessários para seus eventos de transposição em genomas, quais sejam um

gene de recombinase flanqueado por sequências repetitivas curtas e invertidas, reconhecidas

pela  recombinase  como  loco  de  recombinação.  Já  transposons  costumam  ser  maiores  e

apresentar elementos os quais não participam de seus eventos de transposição, ditos elementos

passageiros.  Transposons  ainda  podem  ser  classificados  entre  simples  e  compostos,  ao

necessitarem  de  um  ou  mais  genes  de  transposase,  respectivamente.  Estes  elementos

passageiros  podem  conferir  diversos  fenótipos  adaptativos  ao  microrganismo  hospedeiro,

como resistência  a  moléculas  antimicrobianas,  virulência,  dentre  outros.  Já  a  mobilização

destes passageiros pode se dar não apenas entre moléculas de DNA pelos transposons, mas

também entre organismos diferentes, pelos mecanismos de transferência horizontal de genes

(133). Essa  mobilização  pode  trazer  consequências  graves  dentro  de  contextos  de

microbiologia  médica,  uma  vez  que  já  existe  registro  de  genes  de  resistência  a

antimicrobianos disseminados entre moléculas  de DNA e hospedeiros  dentro de hospitais,

causando surtos de infecções resistentes a antimicrobianos (132). Já em termos de mutação, a

expansão  de  cópias  de  sequências  de  inserção  em  genomas  pode  conferir  benefícios  de

aptidão em um momento inicial,  no entanto ao longo do tempo, podem apresentar efeitos

deletérios,  uma  vez  que  organismos  precisam  se  equilibrar  entre  diversidade  alélica  e

estabilidade funcional do genoma para manter sua aptidão (135).

Como  indica  o  trabalho  de  Consuegra  e  colaboradores (133),  a  replicação  de

sequências  capazes  de  integração  em um genoma pode  influenciar  de  forma  positiva  ou

negativa  a  aptidão  da  célula  portadora  desse  genoma.  Dentro  das  ciências  biológicas,

comportamento  social  pode  ser  entendido  como  a  interação  entre  um  número  plural  de

entidades biológicas, de forma a alterar a aptidão dos indivíduos envolvidos. As interações

sociais em um grupo tendem a favorecer a seleção do grupo, em detrimento da aptidão de

indivíduos.  No  entanto,  estratégias  de  benefício  individual  de  uma  entidade  podem  ser

benéficas a ela em termos de aptidão, em detrimento do grupo, estratégias ditas “egoístas”. A

partir desse cenário, genes e outros elementos do genoma, não só podem ser alvos de seleção

natural, como também podem adotar estratégias ditas egoístas para a sua manutenção (136).

Segundo a hipótese do gene egoísta, a seleção natural pode ser descrita como uma competição

entre genes, uma vez que esses e não os organismos, que podem passar por manutenção ou

mudança ao longo de longas escalas de tempo (137). Quando uma entidade se torna mais apta

a um dado ambiente,  esse pode conter tanto elementos  abióticos (índices  de precipitação,

quantidade de sais minerais no solo, etc) como elementos bióticos. E na situação de aumento

de aptidão em termos de relações com outros componentes bióticos, esse aumento de aptidão
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serve, por sua vez, como pressão seletiva para esses demais componentes bióticos, o que pode

ser conceituado como co-evolução. Por exemplo, uma espécie predadora que se torna mais

capaz de capturar presas oferece uma pressão seletiva maior a essas presas para se adaptarem

em resposta. Em situações de antagonismo, como a do exemplo dado, a aptidão de ambos os

componentes da interação não pode se tornar ótima um em relação ao outro simultaneamente

(predadores  que  sempre  capturam  suas  presas  e  presas  que  sempre  escapam  de  seus

predadores). Portanto, nestas situações de antagonismo, a recorrência de interações leva a uma

interação na qual quando uma entidade se torna mais apta, a correspondente se torna, por sua

vez, menos apta. Essa recorrência ocorre até que a co-evolução deixe de existir,  seja pela

extinção de um dos componentes, seja pelo escape de um desses componentes da interação

(ex: predadores que deixam de consumir a presa em favor de outras fontes alimentares) (134).

Van Valen (1973) (136) deu a esta concepção o nome de Hipótese da rainha vermelha, em

alusão à obra “Alice no País das Maravilhas” de Lewis Caroll, onde em dado momento, Alice

corre contra a rainha vermelha em um tabuleiro e não para sair do lugar, apenas para manter a

corrida e não ser deixada para trás pela concorrente. 

Interações antagonistas, ou envolvendo egoístas, como predador-presa e hospedeiro-

patógeno  também  podem  ocorrer  em  nível  molecular,  os  chamados  conflitos  genéticos.

Plasmídeos podem contem genes anti enzimas de restrição ou ainda conter pares de genes de

toxina-antitoxina, para aumentar suas chances de preservação dentro de um genoma (136). Já

para sequências de inserção e transposons, as interações iniciais com o hospedeiro podem ser

benéficas,  ao  aumentar  a  diversidade  gênica,  mas  o  acúmulo  dessas  sequências  pode

comprometer  a  estabilidade  funcional  do  genoma,  como  já  apontado  em  Consuegra  e

colaboradores (133).  Como  Mclaughlin  e  Malik  discutem (134),  esses  elementos

transponíveis precisam se replicar numa taxa superior a do genoma hospedeiro, a fim de se

evitar a inativação desses por mutações. Da mesma forma, poucos eventos de transposição

podem resultar em baixa aptidão para os transposons, mas uma aptidão maior ao genoma

hospedeiro  e  vice-versa.  Assim  se  estabelece  o  conflito  entre  elementos  transponíveis  e

genomas células  hospedeiras,  o  que pode levar  a  diversificação de  formas dos  elementos

móveis.

É possível aliar esta concepção de transposons egoístas com a proposta de Gillings e

colaboradores (137) para  o  entendimento  de  evolução  destes.  Os  autores  propõem  que

elementos gênicos móveis externos a um dado ambiente, elementos xenogeneicos, também

sejam  entendidos  como  poluentes,  como  se  faz  usualmente  com  coliformes  fecais  em

ambientes aquáticos, por exemplo. Segundo esses autores, poluentes podem ser classificados
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como “convencionais”,  finitos  e  pré-existentes  como petróleo;“xenobióticos”,  finitos  e  de

origem antrópica, como inseticidas, herbicidas, fármacos sintéticos, protetores solares, dentre

outros; “espécies invasoras”, capazes de se replicar e pré-existentes, como espécies exóticas

de plantas e animais e “xenogeneicos”, capazes de se replicar e de origem antrópica, uma vez

que poluentes xenobióticos, promovem a seleção de arranjos novos de genes de aptidão frente

a estes poluentes, em associação com elementos genéticos móveis. Um exemplo prevalente de

elemento xenogeneico são plasmídeos ou transposons que possuem genes de resistência a

antibióticos. Uma vez que a maior parte das classes de antibióticos foi descoberta a partir de

bactérias  do solo,  essas  e  outros  participantes  de  microbiotas  nativas,  possuíam genes  de

resistência a antibióticos antes do ser humano passar a usar massivamente dessas moléculas.

Assim, além das mutações de novo em bactérias de interesse médico, o que as torna cada vez

mais resistentes ao uso de antimicrobianos é a mobilização de genes de resistência entre si por

meio de elementos gênicos móveis.

Portanto, a evolução de sequências de inserção e transposons é complexa e seu grau de

complexidade pode ser maior nesses últimos, ao carrearem genes passageiros que aumentem

aptidão de células hospedeiras, particularmente em ambientes antrópicos em rápida mudança.

Contudo, dada a importância que os fenótipos desses genes passageiros podem oferecer nas

sociedades  humanas,  como  a  disseminação  de  resistência  a  antimicrobianos,  torna-se

necessário o melhor entendimento de quais são estas sequências em um dado ambiente e

como elas podem vir a interagir com este. Larsson e Flach (94) propõem que o espalhamento

de genes  de  resistência  a  antimicrobianos  em bactérias  patogênicas  a  humanos se dá  em

quatro etapas.  Primeiro,  um gene de resistência precisa adquirir  mobilidade dentro de um

genoma, por meio de IS ou Tns. Segundo, esse elemento móvel precisa se mover para um

elemento capaz de mobilidade entre genomas, como plasmídeos ou ICEs. Terceiro, é preciso

ocorrer a própria transmissão do plasmídeo ou ICE entre genomas bacterianos. Por fim, um

passo que pode ocorrer a qualquer instante entre os três primeiros é mobilização do gene de

resistência de uma bactéria ambiental a um microbioma de animais de criação ou o próprio

microbioma humano. A pressão seletiva para a manutenção de genes de resistência ocorre de

forma  mais  intensa  apenas  em  microbiotas  humanas  e  animais,  onde  há  maiores

concentrações de antibióticos. Ainda segundo esses autores, transmissão de bactérias entre

animais e humanos seria mais comum e mais prevenível forma de mobilização de genes de

resistência, embora a aquisição de genes a partir de isolados ambientais também é possível. Já

para  a  espécie  K.  pneumoniae,  destaca-se  que  o  locus gênico  para  a  biossíntese  de

yersinabactina e para colibactina está frequentemente associado a um ICE, chamado ICEkp
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(122), bem como a transmissão de diversos genes de carbapenemase está ligada a sequências

transponíveis (90).

11.5 VIGILÂNCIA GENÔMICA

Desde  o  trabalho  de  John  Snow,  o  qual  é  apontado  como  a  origem do  ramo  da

epidemiologia e que um poço contaminado era a fonte responsável por um surto de Cólera em

Londres  (140),  diversas  tecnologias  foram  sendo  desenvolvidas  para  o  estudo  de

microrganismos,  desde  métodos  de  microscopia,  cultivo,  análises  bioquímicas  e  testes

genômicos. Esses últimos têm ganhado cada vez mais importância atualmente. 

O advento da pandemia de COVID-19 demanda de governos ao redor do planeta uma

série de respostas sanitárias. Dentre essas respostas,  está a dita vigilância genômica.  Essa

medida utiliza de técnicas de genômica para auxiliar na identificação de pessoas infectadas

com o vírus Sars-CoV2 e ajudar na orientação de isolamento dessas pessoas e rastreio de

potenciais casos. Além disso, essa técnica também tem sido utilizada para a identificação e

estimativa  de  prevalência  em  uma  dada  população  humana  de  variantes  virais  (141).  É

possível ainda se monitorar a circulação do vírus, ou de outros agentes infeciosos, com base

na presença de seu material genético nas redes de esgoto, o que se cunha como epidemiologia

baseada em água (do inglês, water-based epidemiology) (149).

Apesar  da  notoriedade  dessa  resposta  frente  a  esta  pandemia  e  sua  contenção,  a

vigilância  genômica  possui  aplicações  relevantes  em diferentes  contextos.  Sob a  ótica  da

microbiologia médica, testes fenotípicos e moleculares apresentam limitações, algumas das

quais podem ser importantes tanto para a condução de prognósticos favoráveis aos pacientes

quanto para a identificação de genótipos relevantes e sua transmissão em um dado ambiente.

Primeiro,  testes  rápidos  moleculares  estão  comercialmente  disponíveis  para  um  número

pequeno  de  patógenos  e  genes  (142).  Métodos  dependentes  de  cultivo  têm  limitações

associadas ao crescimento dos microrganismos, tais como o número de espécies cultiváveis

em  laboratório,  tempos  de  crescimento  longos  para  microrganismos  fastidiosos,  viés  de

cultura  para  espécies  microbianas  de  crescimento  mais  rápido  e  riscos  de  contaminação.

Assim sendo,  tecnologias  de  sequenciamento  de  nova  geração  podem ser  incorporadas  a

rotina laboratorial de forma a permitir a identificação de genótipos e espécies de interesse de
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forma mais rápida, não-direcionada a um dado gene e sem vieses de crescimento, esse último

no caso particular de metagenomas (140).

Embora o projeto genoma humano tenha sua primeira versão concluída com sucesso

utilizando sequenciamento de DNA de primeira geração, Sanger, esse processo demorou mais

de 10 anos e custou bilhões de dólares (143). Genomas de microrganismos, menores que o do

ser humano, já podiam ser analisados com essa tecnologia, por exemplo o genoma da bactéria

de importância agrícola  Xylella fastidiosa, maior projeto científico à época do Brasil  (144).

No entanto, o sequenciamento de genomas se tornou uma ferramenta mais acessível com o

desenvolvimento  das  tecnologias  de  sequenciamento  de  nova  geração  (do  inglês, next

generation sequencing, NGS) (143). As ferramentas de NGS podem ser classificadas entre

dois grupos, as tecnologias de segunda geração, de leituras curtas do DNA (do inglês, short

reads) e as tecnologias de terceira geração, de leituras longas do DNA (do inglês, long reads).

A plataforma mais utilizada atualmente para sequenciamento de segunda geração é da

fabricante Illumina. Em síntese, após a extração de DNA de uma amostra, esse é fragmentado

em sequências pequenas por sonicação ou enzimas de restrição, essas últimas com o risco de

vieses de sequenciamento para organismos com conteúdo AT ou GC muito distantes de 50%.

Em seguida,  são adicionadas sequências adaptadoras,  as quais são utilizadas para fixar as

sequências resultantes sobre o aparato de sequenciamento (flow cell), adicionar sequências

complementares a primers e adicionar sequências para identificação individual de cada uma.

Ao se fixar cada sequência com um identificador único, é possível determinar a sequência de

vários fragmentos de DNA simultaneamente, o que diminui fortemente o custo da ferramenta.

Após a preparação dessas sequências, isso é a preparação da biblioteca de sequenciamento,

cada  sequência  (75  a  300  pb)  é  submetida  a  rodadas  intercaladas  de  incorporação  de

nucleotídeo, leitura de fluorescência desse nucleotídeo marcado e remoção do fluoróforo para

o prosseguimento da reação de polimerização. Assim, são geradas as leituras curtas, as quais

são discriminadas por meio de seu identificador único.  Após a geração dessas leituras,  as

sequências  introduzidas  para  a  reação  do  sequenciamento  podem  ser  removidas  em

computadores, em um processo chamado de corte (do inglês,  trimming). Por esse processo,

também podem  ser  removidas  as  sequências  cujo  chamamento  de  base  (do  inglês,  base

calling) forem dúbias, sendo assim de baixa qualidade. As leituras remanescentes podem ser

usadas para a montagem do genoma, principalmente por meio do grafo de de Bruijn para a

montagem do zero de um genoma. A montagem também pode acontecer ao se mapear as

leituras geradas em sobreposição a um segundo genoma anteriormente montado, no entanto

esse processo tende a enviesar a montagem para a não-detecção de variantes estruturais do



108

genoma  a  ser  montado.  De  todo  modo,  ao  final  desse  processo,  são  geradas  sequências

contíguas (do inglês, contiguous sequences, contigs). Após a montagem, diferentes programas

computacionais podem ser usados para o reconhecimento de sequências e motivos, de forma a

permitir a atribuição de qualidades (genes, promotores, dentre outros) às sequências contíguas

geradas pela montagem, processo esse denominado anotação do genoma. O sequenciamento

de leituras  curtas permite  um chamamento de base de acurácia  muito alta,  no entanto os

contigs resultantes  costumam ser  numerosos,  o  que dificulta  a  identificação de elementos

gênicos extensos, como transposons e plasmídeos (140, 143).

Já para o sequenciamento de leituras longas, de terceira geração, as plataformas mais

utilizadas atualmente são da Pacific Biosciences (Pacbio) ou Oxford Nanopore. Uma vez que

essa  geração  utiliza  de  leituras  longas  de  DNA (>500  pb),  a  extração  de  DNA de  um

organismo deve ser feita da forma a se preservar ao máximo o tamanho das sequências. Em

seguida, o DNA obtido deve ser de-circularizado (140). Para as tecnologias da Pacbio, o DNA

resultante  é  ligado  a  sequências  adaptadoras,  tornando-os  circulares,  e  introduzido-os  em

canais contendo DNA polimerases fixadas ao substrato do aparato de sequenciamento. Em

seguida,  se  dá  a  alternância  entre  introdução  de  nucleotídeo,  excitação  e  leitura  de

fluorescência desse e remoção do fluoróforo (145). Já em tecnologias Nanopore, o DNA entra

em contato com canais proteicos fixados a uma membrana sintética. Esses canais possuem

helicases fusionados a eles, de forma a permitir a abertura do DNA fita dupla e a introdução

de DNA fita  simples  pelo canal.  Por  dentro dos  canais,  também há a  passagem de íons,

gerando corrente elétrica.  Conforme cada base passa pelo canal proteico,  a quantidade de

íons,  e,  portanto,  a  corrente,  muda.  As  mudanças  na  corrente  podem  ser  detectadas  e

interpretadas pelo sequenciador, de forma a corresponder cada mudança a uma base distinta

(145). Após o processo de corte, a anotação dessas leituras pode ocorrer, com um método

comum sendo a sobreposição de sequências idênticas entre diferentes leituras para a formação

de contigs. As tecnologias de leituras longas permitem a geração de leituras em tempos mais

curtos  que  a  plataforma  illumina  e,  ao  serem longas,  facilitam a  anotação  de  elementos

gênicos longos. No entanto, o chamamento de base dessas tecnologias, particularmente da

Nanopore, é inferior a de tecnologias de leituras curtas. Dessa forma, é possível superar as

limitações  de  ambas  as  gerações  de  tecnologia  de  sequenciamento  ao  combiná-las.  Um

genoma pode ser montado do zero a partir  de leituras longas e leituras curtas podem ser

mapeadas contra essa montagem, de forma a aumentar a qualidade do chamamento de bases.

Essa estratégia é denominada montagem híbrida e corresponde ao padrão ouro para análise de

genomas (142).
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12 JUSTIFICATIVA

Embora não tenha sido o intuito original do presente trabalho realizar uma análise

epidemiológica da dispersão de K. pneumoniae no Distrito Federal, a análise de características

genéticas do isolado KpV3 poderia trazer informações importantes quanto a sua relevância

clínica, bem como orientar pesquisas futuras quanto a epidemiologia dessa espécie e fatores

de resistência a antimicrobianos e virulência no DF.
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13 OBJETIVO

13.1 OBJETIVO GERAL

 Identificar  a  presença  de  características  de  relevância  médica,  tais  como

hipervirulência e resistência a antimicrobianos, com ênfase em análises gênomicas, na

linhagem KpV3.

13.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

 Realizar o antibiograma da linhagem KpV3;

 Identificar  no  genoma  da  linhagem  KpV3  características  genômicas,  tais  como

presença, variantes e número de genes e elementos gênicos móveis, potencialmente

relacionados aos fenótipos de (hiper)virulência e resistência a antimicrobianos;

 Comparar as características genômicas encontradas na linhagem KpV3 com genomas

de  Klebsiella pneumoniae  depositadas no NCBI, bem como genomas da espécie de

isolados no DF.
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14 MATERIAL E MÉTODOS

14.1 CRESCIMENTO EM MEIO ÁGAR MCCONKEY

A partir de uma cultura de pré-inóculo crescida overnight a 25°C, uma placa de meio

ágar McConkey (Kasvi) foi inoculada por estria em esgotamento 24 h e 25°C.

14.2 CONTRASTAÇÃO NEGATIVA POR TINTA NANQUIM

A partir de uma cultura de pré-inóculo crescida overnight a 25°C, 10 μL da cultura

resultante  foram  retirados  e  pipetados  sobre  lâmina  de  microscópio.  Uma  gota  de  tinta

nanquim (Acrilex) foi adicionada sobre a cultura na lâmina.  Após isso,  uma lamínula foi

acrescentada  e  a  lâmina  foi  observada  em  microscopia  de  luz  simples  no  microscópio

(Primostar, Zeiss) em aumento de 1000x.

14.3 SÉRIE BIOQUÍMICA

A série  bioquímica  foi  feita  em  meio  Rugai  com  Lisina  (Laborclin),  a  qual  foi

inoculada  conforme instruções  do  fabricante  a  partir  de  cultura  de  LB do  isolado.  Após

inoculado, o meio foi incubado a 25°C por 24 h e então a leitura dos resultados foi feita

conforme o fabricante. 
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14.4 ANTIBIOGRAMA

Uma cultura de 5 mL em LB da cepa KpV3 teve a sua densidade óptica ajustada a um

padrão de McFarland de 0,5 (204,0 μM BaCl2; 17,9 mM H2SO4), por meio de absorbância a

625 nm no espectrofotômetro Spectramax V5. A partir dessa cultura ajustada,100 μL dessa

foram inoculados por spread plate em placas de petri de 60 mm contendo 25 mL de meio ágar

Müller-Hinton (Kasvi). Em seguida,  14 discos  contendo antibióticos  (Amicacina  (30 µg),

Gentamicina  (10  µg),  Tobramicina  (10  µg),  Aztreonam  (30  µg),  Cefepime  (30  µg),

Ofloxacina  (5  µg),  Norfloxacina  (10  µg),  Ciprofloxacina  (5  µg),  Levofloxacina  (5  µg),

Lomefloxacina (10 µg),  Inipenem (10 µg),  Meropenem (10 µg),  Piperaciclina/tazobactam

(110 µg) e Ticarciclina/ácido clavulânico (85 µg) Sensidisc, DME) foram pressionados contra

as  placas,  de  forma  que  os  discos  estivessem a  30  mm de  distância  um do outro.  Após

incubação a  37°C por  24  h,  o  diâmetro  dos  halos  de  inibição  foi  medido por  régua e  a

classificação da cepa em sensível ou resistente se deu conforme instruções da fabricante dos

discos e em conformidade com a classificação do grupo EUCAST (https://eucast.org). Em

seguida, o isolado bacteriano foi classificado conforme proposto por Magiorakos e colegas

(160). Segundo os autores, isolados bacterianos podem ser classificados quanto ao seu perfil

de resistência em três grupos, além do grupo de bactérias suscetíveis a essa quimioterapia.

Bactérias resistentes a pelo menos um agente em três categorias antimicrobianas, separadas

por  suas  classes  de  antibiótico,  são  consideradas  pelos  autores  como  multiresistentes  a

antimicrobianos (do inglês, multidrug resistant, MDR). Já aquelas resistentes a todas a opções

quimioterápicas disponíveis para a espécie, com a exceção de no máximo duas classes de

antibiótico,  são  as  extensivas  ou  extremamente  resistentes  a  antimicrobianos  (do  inglês,

extensively  drug  resistant,  XDR).  Por  fim,  bactérias  resistentes  a  todas  as  opções

quimioterápicas disponíveis para a espécie são as bactérias panresistentes (do inglês, pan drug

resistant, PDR).



113

14.5 ANÁLISES GENÔMICAS DO ISOLADO KPV3 DE INTERESSE MÉDICO

No  pipeline  bacannot  (https://github.com/fmalmeida/bacannot),  os  loci  para

biossíntese de cápsula (K) e LPS (O) foram identificados com o programa Kaptive. A análise

in  silico de  MLST foi  feita  com  base  no  esquema  de  MLST disponível  para  a  espécie

(https://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html). O banco de dados Virulence Factor

Database (VFDB) (144) foi consultado para a identificação de genes associados a virulência.

Genes de resistência a antimicrobianos foram identificados usando os programas CARD-RGI

(versão 3.0.7) (145),  AMRFinderPlus  (versão 3.2.1) (146) e  Resfinder  (versão  4.0) (147)

Sequências de profagos foram identificadas por meio do programa Phigaro (148). Replicons

plasmidiais foram detectados com os programas Plasmid Finder (versão 2.1) (149) e Platon

(versão 1.5.0) (150). A anotação resultante foi inspecionada manualmente no navegador de

genomas Artemis (151) e  a predição de domínios  para os  genes  vgrg4-like foi  feita  com

Cdvist (152).

14.6 GENÔMICA COMPARATIVA

A identificação do isolado baseada em genômica foi feita pelo servidor Type Strain

Genome Server  (TYGS) (153).  O programa FastANI (44) foi  utilizado para o cálculo de

Average  nucleotide  identity  contra  os  genomas  de  K.  pneumoniae depositados  no  NCBI

(acesso em abril 2021). Para os genomas com valores de ANI superiores a 99, além da cepa

KpBSB31 (154), a filogenia de genes core foi construída com o programa Parsnp (155), cuja

árvore filogenética foi visualizada com o programa ggtree (156).O programa Grapetree (157),

contido no banco de dados BIGSdb  (https://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html),

foi utilizado para visualizar as relações filogenéticas entre os STs de K. pneumoniae, com o

parâmetro de Minimum Spanning Tree.

https://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
https://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
https://github.com/fmalmeida/bacannot
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15 RESULTADOS E DISCUSSÃO

15.1 CARACTERIZAÇÕES FENOTÍPICAS

Ensaio de coloração de gram e cultivo em meio MacConkey indicam que o isolado

trata-se  de  uma  bactéria  gram  negativa.  No  ensaio  de  gram,  as  células  apresentaram

morfologia  variante  entre  cocos  e  bacilos.  Já  na  placa  de  meio  MacConkey,  as  colônias

apresentaram coloração rosa, sendo assim fermentadoras de lactose, e aspecto mucoide. O

aspecto mucoide poderia ser pela presença de cápsula pelas bactérias, o que foi confirmado

por contrastação negativa das bactérias por tinta nanquim (Figura 39).

A triagem bioquímica da bactéria em meio Rugai com Lisina apresentou os

resultados dispostos na tabela 5.

Tabela 5. Resultado de triagem bioquímica do isolado V3 em meio Rugai com Lisina após 24 
h de incubação a 25°C.,

IND LTD SAC GÁS GLI H2S LIS MOT URE

- - + + + - - + -

Figura 39. Caracterização morfológica inicial do isolado V3. A- micrografia de ensaio
de gram, B- cultura em meio MacConkey. C- Micrografia de contrastação negativa do
isolado  V3  por  tinta  nanquim.  Setas  negras  em C  apontam para  diferentes  células
bacterianas.
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Onde IND representa produção de Indol, LTD desaminação de triptofano, SAC fermentação
de  sacarose,  GÁS  produção  de  gás,  GLI  fermentação  de  glicose,  H2S  produção  de  gás
sulfídrico,  LIS descarboxilação de lisina,  MOT presença de motilidade,  URE hidrólise de
ureia, + presença, - ausência.

De  acordo  com  o  resultado  da  triagem  bioquímica,  o  microrganismo  pode  ser

classificado como Enterobacter sp. No entanto, a bula do fabricante indica que essa triagem é

capaz de identificar, de forma presuntiva, bactérias de interesse médico. O resultado de PCR

para  fragmento  do  gene  rRNA 16S  aponta  para  o  isolado  como  pertencente  ao  gênero

Klebsiella e  os  resultados de análises genômicas apontam para a  identificação da espécie

como K. pneumoniae.

15.2 ANTIBIOGRAMA

Já  no  ensaio  de  antibiograma,  a  cepa  KpV3  se  mostrou  sensível  à  classe  dos

aminoglicosídeos,  e  resistente  para  os  demais  antibióticos  testados  (tabela  6).  Assim,

considerando ainda a divisão de classes de antibacterianos descrita por Magiorakos e colegas

(157), o isolado KpV3 se mostra resistente às classes de penicilinas associadas a inibidores de

beta-lactamase, cefalosporinas, carbapenems, monobactâmicos e quinolonas, sendo assim um

isolado MDR.

Tabela 6: Resultados de antibiograma para KpV3.

Aminoglicosídeos monobactam Cefalosporinas Quinolonas Carbapenemas

AMI GEN TOB ATM CPM OFX NOR CIP LEV LOM IPM MER PIT

+ + + - - - - - - - - - -

 Onde "+" denota suscetibilidade e "-" denota resistência.

Testes de antibiograma não são suficientes por si só para a demonstração de resistência

a carbapenems. Como ensaio laboratorial, é necessário o teste de sinergia com disco duplo, no

qual um disco é embebido com um inibidor de beta-lactamase de espectro extendido (ESBL),

como ácido clavulânico e um segundo disco é colocado próximo a esse, embebido com uma

cefalosporina, em uma placa de meio Müller-Hinton. Para esse teste, caso o halo de inibição

de crescimento bacteriano cresça na região entre esses dois discos, é indicativo que a suposta
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resistência a carbapenems se deve a ESBL, em vez de uma carbapenemase (161). No entanto,

achados genômicos discutidos adiante permitem a classificação do isolado como resistente a

carbapenems.

15.3 TIPAGEM MOLECULAR E GENES DE VIRULÊNCIA

No que diz respeito a tipagem molecular do isolado, esse teve seus loci de biossíntese

capsular  e de antígeno O classificados como KL45 e O1, respectivamente pelo programa

Kaptive.  O  sorotipo  O1  está  relacionado  a  maior  resistência  a  elementos  do  sistema

complemento  do  soro,  bem  como  a  disseminação  de  cepas  bacterianas  pela  circulação

sanguínea.  Esse  último  fenômeno  contribui  para  a  formação  de  abcessos  piogênicos  no

fígado, bem como a maior letalidade em modelos murinos de infecção (162). Esse sorotipo

também está mais associado às linhagens hipervirulentas de K. pneumoniae, em conjunto com

o sorotipo O2, do que os demais sorotipos  (88). Em contraste, o  locus capsular KL45 não

possui até o momento registros quanto a sua importância como um fator de virulência para a

espécie. Para a tipagem MLST de K. pneumoniae, são comparadas as sequências dos alelos

para os genes gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB e tonB de um dado isolado com o banco de

sequências  BIGsdb  (https://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html).  Mediante  a

análise in  silico,  os  alelos  dos  genes  gapA e  pgi do  isolado  V3  não  encontraram

correspondência no banco de dados, o que caracteriza o isolado como uma nova linhagem tipo

(ST). Dessa forma, a linhagem KpV3 teve seu genoma depositado no referido banco de dados

e a ele foi atribuído o ST 5236.

Em relação aos  fatores  de  virulência,  além do  locus capsular  já  identificado  pelo

programa  Kaptive,  a  busca  no  banco  de  dados  VFDB  permitiu  a  identificação  dos  loci

completos para biossíntese de enterobactina, fímbrias tipo 1 e tipo 3, como esperado. Além

disso,  foram detectados os  genes  acrA e acrB,  os quais  codificam uma bomba de efluxo

heterodimérica, a qual possibilita a expulsão de peptídeos antimicrobianos do hospedeiro para

fora da célula bacteriana (163). Curiosamente, foram encontrados todos os genes estruturais

para a produção de T6SS, com exceção do gene de ATPase tssA. Inspeção manual do genoma

pelo navegador Artemis indica a presença de três possíveis genes de toxinas efetoras para o

T6SS, esses chamados de vgrGs. Storey e colaboradores (123) mostram que a diversidade nos

loci gênicos para T6SS independe das distâncias filogenéticas de linhagens de K. pneumoniae,

https://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
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o que para os autores é indicativo de recombinações frequentes para essas regiões. Um evento

de recombinação ou falha na anotação do genoma podem ser responsáveis pela não-detecção

da  ATPase  responsável  pela  secreção  no  sistema,  bem como  dos  genes  de  regulação  da

expressão  do sistema.  Eles  também caracterizaram a  toxina  vgrg4,  a  qual  codificava  um

domínio descrito  até  então como DUF2345 (do inglês,  domain of  unknown function).  No

artigo,  os  autores  mostram  que  o  DUF2345  da  proteína  Vgrg4  era  responsável  por

citotoxicidade  em outras  linhagens  de  Klebsiella,  bem como  em fungos  (Saccharomyces

cerevisiae e Candida albicans), além da lagarta modelo Galleria mellonela ao causar estresse

oxidativo nestas células. A predição de domínios proteicos codificados nos genes vgrg do

isolado KpV3 mostra que esses possuem o DUF2345 (figura 40), o que poderia ter ajudado a

bactéria a competir no ambiente aquático onde ela foi isolada ou em algum contexto pretérito.

Também foi identificado o gene iroE, componente do grupo de genes de biossíntese de

salmoquelina, no entanto, os demais genes do grupo não foram identificados. Desta forma,

não  foram  identificados  no  isolado  kpV3  genes  para  a  produção  de  hipercápsula,

hipermucoviscosidade ou produção de sideróforos acessórios, além de iroE, o que indica que

o isolado kpV3 não possui hipervirulência. Apesar do resultado positivo para motilidade para

a  cepa  no  ensaio  bioquímico,  não  foi  possível  a  identificação  de  genes  relacionados  à

motilidade,  tais  como  genes  associados  à  biossíntese  de  flagelo.  Nesse  aspecto,  são

necessários mais estudos para validar a suposta presença de motilidade na cepa e quais os

Figura  40. Predição de domínios proteicos codificados a partir dos genes  vgrg de KpV3 no
programa CDvist. Os domínios relativos a bacteriófagos ocorrem pois há semelhança estrutural
entre  proteínas  do  bacteriófago  para  injeção  de  seu  genoma  em bactérias  e  o  sistema  de
secreção tipo 6. O domínio DUF2345 corresponde ao domínio de citotoxicidade das proteínas
codificadas.
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mecanismos pelos quais a cepa apresenta esse fenótipo, tais como o isolamento da maquinaria

de locomoção da bactéria e sua identificação por métodos como a proteômica. Carabarin-

Lima e colegas (164) reportam um isolado supostamente de K. pneumoniae com motilidade e

presença de genes flagelares, como fliC, fliA e fliH. No entanto, a identificação deste isolado

se deu por meio de sequenciamento dos genes 16 rRNA e rpoB apenas, o que está aquém dos

métodos atuais para identificação em nível de espécie para o gênero Klebsiella.

15.4 GENES DE RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS E ELEMENTOS GÊNICOS 

MÓVEIS

Já em relação a genes de resistência, foram detectados os genes KdeA, emrD, oqxAB e

acrAB,  todos  os  quais  codificam  bombas  de  efluxo.  KdeA está  ligada  a  resistência  por

cloranfenicol e norfloxacina (163). Já a bomba de efluxo oqxAB está ligada a resistência a

antimicrobianos das classes quinoxalinas, quinolonas, nitrofuranos, bem como a detergentes

(166).  EmrD está  relacionada a  resistência  a  tetraciclinas  e  cloranfenicol  (167).  Por  fim,

acrAB está relacionada a resistência a fluroquinolonas e é mais frequentemente expressa em

bactérias MDR (166). Também foram encontradas mutações nos genes de porina  ompk35 e

ompk36, os quais assim contribuem para resistência a beta-lactâmicos (Fajardo-Lubián et al,

2019) (167), bem como no gene  acrR, o qual é repressor transcricional dos genes acrAB.

(tabela 7)

Tabela 7.Tabela de mutações pontuais derivada da análise do programa Resfinder

Mutation
Nucleotide

change
Amino acid

change Resistance PMID
acrR p.P161R CCG -> CGG P -> R fluoroquinolone 12936981
acrR p.G164A GGC -> GCC G -> A fluoroquinolone 12936981
acrR p.F172S TTC -> TCC F -> S fluoroquinolone 12936981
acrR p.R173G CGA -> GGG R -> G fluoroquinolone 12936981
acrR p.L195V CTC -> GTC L -> V fluoroquinolone 12936981
acrR p.F197I TTT -> ATT F -> I fluoroquinolone 12936981

acrR p.K201M AAG -> ATG K -> M fluoroquinolone 12936981
ompK36 p.N49S AAC -> AGC N -> S cephalosporins 25245001
ompK36 p.L59V CTT -> GTA L -> V cephalosporins 25245001
ompK36 p.L191S CTG -> AGC L -> S cephalosporins 25245001
ompK36 p.F207W TTC -> TGG F -> W cephalosporins 25245001
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ompK36 p.A217S GCT -> TCT A -> S carbapenem 25245001
ompK36 p.N218H AAC -> CAC N -> H carbapenem 25245001
ompK36 p.D224E GAT -> GAG D -> E cephalosporins 25245001
ompK36 p.L228V CTG -> GTT L -> V cephalosporins 25245001
ompK36 p.E232R GAA -> CGT E -> R cephalosporins 25245001
ompK37 p.I70M ATT -> ATG I -> M carbapenem 22282462
ompK37 p.I128M ATT -> ATG I -> M carbapenem 22282462
ompK37 p.N230G AAC -> GGC N -> G carbapenem 22282462

 Mutações e nos genes acrR, ompK36 e ompk47 contribuem para fenótipo de 
  resistência a antimicrobianos.

Também foram encontrados os  genes  fosA,  de resistência  a  fosfomicina,  além dos

genes  de  resistência  a  metais  pesados  fieF (ferro)  e arsC (arsênico).  Em  destaque,  foi

detectado no cromossomo bacteriano o gene CTX-M-15 e, no contig 7, o gene KPC-2, uma

ESBL e uma carbapenemase respectivamente, além da beta-lactamase SHV-121.

Mediante  o  uso  do  programa  Phigaro,  foram  encontradas  quatro  sequências  de

profagos não-transponíveis, todas no cromossomo bacteriano. As sequências correspondem

aos intervalos 227917-257232, 1861260-1904084, 2649108-2692722 e 4695694-4734428, as

duas  primeiras  pertencendo  à  família  viral  Siphoviridae  e  as  duas  últimas  à  família

Myoviridae. Ambas as famílias virais são comumente associadas a microbiotas intestinais de

mamíferos e também a amostras aquáticas poluídas com material fecal (168). Assim sendo, é

ao  menos  plausível  que,  em algum momento  de  sua  ancestralidade,  a  linhagem da  qual

decorre  o  isolado  KpV3  esteve  em  contato  com  componentes  da  microbiota  intestinal

humana. Além disso, o gene CTX-M-15 se encontra a uma distância genômica relativamente

curta (3,3 kb) da sequência de profago de Siphovírus de extensão 2649108-2692722, o que

pode estar relacionado a aquisição desse gene de resistência por transdução.

Já em relação à estrutura do genoma, foram obtidos 7 contigs ao final da montagem, o

que é indicativo de que há 6 elementos extracromossomais no genoma do isolado Kpv3. O

programa plasmidfinder detectou apenas dois grupos de incompatibilidade, ColRNAI e IncU,

relativos aos contigs 6 e 7, respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8. Resultados de identificação de plasmídeos a partir do programa Plasmidfinder.

Banco de dados Plasmídeos Identidade

Query.
Template-
Comprimento Contig

Posição no
contig

Número de
acesso

enterobacteriaceae ColRNAI 100 130 / 130 contig_6_segme
nt0

9096..9225 DQ298019
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contig_6:1.0-
9263.0

enterobacteriaceae IncU 98.94 565 / 565

contig_7_segme
nt0

contig_7:1.0-
17402.0 14604..15167 DQ401103

O  contig  4  é  composto  inteiramente  pela  repetição  oito  vezes  da  sequência:

(AGGTATCAACTGTTACTGTCACGTCTGCATCTGCAACATCCACGTTACCTTGTGGA

TCGACTGCTTCTGCATGGATCGCTACAGGGCCTTCGCCTGTGACAGGAATCGCTGC

TGTGATGAAGCCGTTAGTAAGGTCAGCTGCTGTCACGGTGTAGTTAGTACCGTTCA

CATTCACCACTGTGCCGTCGATTGCATCTGGTCCCAACGCCACTTGTGCATTGAAG

GTACCGTCTGTGCCTAGCTCGTCTGCATTTAAGATACCGTCGCCATTTAAGTCTTCA

GGAATCGTGATCGCACCGATCAGGTCTGCAGGTA),  sendo,  portanto,  um  artefato  de

montagem. Experimentos  in vitro são necessários para a enumeração exata dos plasmídeos

para o isolado, tais como a eletroforese em gel de campo pulsado (do inglês, pulsed field gel

electrophoresis, PFGE). Ademais, os dados listados até o momento em relação a genes de

virulência e resistência a antimicrobianos se encontram na tabela 9.

Tabela 9: Sumário das características genéticas do isolado KpV3 que contribuem para os 
fenótipos de resistência a antimicrobianos e virulência

Isolado KpV3

Sequência Tipo 5236

Genes de resistência a antibióticos:

Beta-lactâmicos: blaCTX-M-15, blaSHV-121, blaKPC-2

(Fluoro) quinolonas oqxA, oqxB

Fosfomicina fosA

Bombas de efluxo emrD, kdeA, acrA, acrB

Genes de resistência a metais pesados
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Estresse férrico fieF

Arsênico arsC

Genes de virulência

Fímbrias tipo 1 fimABCDEFGHIK

Fímbrias tipo 3 mrkABCDFHIJ

Sistema de Secreção tipo 6 tssBCDFGHIJKLM, tli1, tle1

Sideróforo Enterobactina entABCEF, fepABCDG, fes, ybdA

Sideróforo Salmoquelina iroE

Grupos de incompatibilidade plasmidial ColRNAI, IncU

Sequências de Profagos 5

Número de acesso no banco Genbank SAMN19730657

Ao se observar  os  contigs no navegador genômico Artemis,  a maioria dos contigs

extracromossomais apresentou uma identidade e cobertura contínua de suas sequências com

sequências depositadas no genbank (figura 41). No entanto, o  contig 7 possui sua cobertura

muito fragmentada em relação a um de seus melhores  hits no Genbank, o que indica que a

região correspondente ao contig 7 no genoma do isolado KpV3 é suscetível a eventos de

transposição (figura 42).
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Figura   41.  Representação  gráfica  no  navegador  genômico  Artemis  de
identidade entre contig 3 do genoma de KpV3 e seu melhor hit em nBLAST. O
hit  em questão  é Klebsiella  pneumoniae  strain  INF116-sc-2279924 plasmid
unnamed2, número de acesso em Genbank CP031794.1.

Figura  42. Representação gráfica em navegador genômico Artemis entre o contig 7
do genoma de KpV3 (acima) e um de seus melhores hits em nBLAST. O  hit em
questão é Escherichia coli strain E02162 plasmid pE02162_KPC, número de acesso
em Genbank MK370991.1.
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Além disso, alguns genes do plasmídeo alinhado com o contig 7 estão anotados como

genes de transposase e ocorrem múltiplas vezes (Figura 43).

O  gene  KPC-2 se  encontra  no  contig 7  e,  ao  redor  dele,  estão  outros  genes

conservados nesse alinhamento, os quais são uma versão truncada da sequência de inserção

ISKpn6, uma resolvase Tn3 e uma segunda sequência de inserção, IS26. Ramos e colegas

(169) descrevem o genoma de um isolado, chamado Kp13, o qual foi responsável por um

surto de infecções em uma unidade de terapia intensiva em londrina. O isolado possuía um

plasmídeo do grupo IncU,  o qual também possuía o gene KPC-2 e os genes circundantes

descritos acima. No entanto, o sucesso de infecções do isolado Kp13 também se deu por conta

de  outros  fatores  ausentes  no  isolado  Kpv3,  como  o  grupo  de  genes  necessário  para  a

biossíntese de yersiniabactina e genes de 16S rRNA metiltransferases. Um plasmídeo com

KPC-2 e do grupo IncU também foi encontrado em um isolado de Pseudomonas aeruginosa

oriunda de um paciente de Santa Catarina (170). Ainda como Yang e colaboradores  (173)

Figura   43.  Representação  gráfica  em navegador  genômico  Artemis  que  dá  destaque  a
ocorrência múltipla de hits entre o contig 7 de Kpv3 e o plasmídeo de E.coli MK370991.1.
As barras amarelas delimitam um exemplo, onde um gene de transposase do hit de nBLAST
tem alta similaridade com três regiões do contig 7 de KpV3.
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discutem, o transposon mais associado a genes de  KPC para  K. pneumoniae é o transposon

Tn4401,  o  qual  possui  10  kb  e  inclui,  além  do  gene  de  carbapenemase,  um  gene  de

transposase tnpA,  um  gene  de  resolvase tnpR e  duas  sequências  de  inserção,  ISKpn6  e

ISKpn7.  Existem  ainda  transposons  cuja  estrutura  é  derivada  de  Tn4401,  os  quais  são

chamados de NTEKPCs (do inglês,  Non-Tn4401-Elements) (171, 172). Entre os NTEKPCs

existem  grupos  de  I-III,  porém  todos  compartilham  ao  menos  uma  porção  truncada  da

ISKpn6, além de um gene KPC. O grupo NTEKPC-III possui um gene  tnpR de sequência

distinta das demais, NTEKPC-II possuem ao menos uma versão truncada do gene tem e os

demais transposons são incluídos no grupo NTEKPC-I (174). Ao se comparar a estrutura do

transposon do contig 7 com dos NTEKPCs, esse estaria dentro de NTEKPC-I. No entanto,

existem  diferenças  estruturais  entre  o  transposon  aqui  detectado  e  os  demais.  Todos  os

NTEKPC-I descritos possuem a sequência de inserção ISKpn8 (também anotada como IS481-

like), exceto NTEKPC-Ic. NTEKPC-Ic também não possui a sequência de inserção IS26, ao

contrário  do  transposon aqui  referido.  Portanto,  o  transposon do contig  7  configura  uma

potencial nova variante estrutural dentro de NTEKPC-I (figura 44). A presença de diferentes

sequências de inserção entre os transposons pode se dar por eventos de recombinação ou, ao

se associarem a um transposon com um gene passageiro, oferecerem menor custo adaptativo

ao hospedeiro (134, 172).
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15.5 GENÔMICA COMPARATIVA

Em relação a comparações de demais características do genoma de KpV3 com outros

isolados da espécie, outras observações interessantes acontecem. Primeiro ao se considerar as

relações filogenéticas entre  linhagens tipo no site  BIGSdb, a ST 5236 não possui relação

filogenética próxima com as STs 11, 14 e 258, as quais estão mais associadas a linhagens de

relevância médica. Ao invés disso, as STs mais próximas são 874,1041, 1072 e 1128, com ST

Figura   44.  Composição  gênica  de  NTEKPCs  encontrados  no  isolado  KpV3  e  demais
transposons do tipo na literatura. O transposon de KpV3 não possui o gene de transposase
IS481-like,  como a maioria  dos  demais.  A Orientação da sequência de inserção IS26 está
oposta a dos demais, e também há a presença do gene hipotético colorido na figura de cor
marrom, o qual é um gene de transposase. A combinação desses fatores tornam o transposon de
KpV3 uma variante nova de NTEKPC.
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515 como fundadora. Ainda que essas sejam as linhagens mais próximas, o ramo da ST 5236

ainda é relativamente distante das STs mais próximas, o que pode ser um indício de que

podem existir linhagens não-descritas mais próximas à ST 5236 (Figura 45).
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Figura  45.  Árvore  de  STs  para  a  espécie  K.pneumoniae obtida  a  partir  do  banco de  dados
BIGSdb.  A ST 5236,  circulada  em  amarelo  e  representante  de  KpV3,  é  filogeneticamente
distante das STs 11, 14 e 256, circuladas em vermelho e comumente associadas a linhagens
epidêmicas de K.pneumoniae. Linhagens filogeneticamente próximas a ST 5236 também estão
circuladas em vermelho. 
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Já ao se reconstruir a filogenia próxima de KpV3 usando genomas de K. pneumoniae

do Genbank com valores de ANI>99%, observa-se que a linhagem Kpv3 ocupa um ramo

único na árvore filogenética, o que reforça o achado de que se trata de uma linhagem nova da

espécie (figura 46). Também foi incluída na filogenia o genoma da linhagem KpBSB31. Essa

linhagem foi obtida anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (156), a partir de um caso de

septicemia em um paciente idoso no Hospital Universitário de Brasília (HUB). A linhagem,

referida no artigo como BSB-A, possuía fenótipo de hipervirulência e de resistência extensiva

a  antibióticos  (XDR).  Embora  essa  linhagem  tenha  sido  isolada  a  partir  de  um  local

relativamente próximo ao de Kpv3, essas linhagens se encontram filogeneticamente distantes.

Também  nota-se  que  a  maior  parte  dos  genomas  comparados  tenha  vindo  de  linhagens

hospitalares, o que dificulta a compreensão de como linhagens de relevância médica podem

estar se disseminando no meio ambiente. Danko e colegas (173) buscaram caracterizar quais

são os microbiomas associados aos ambientes urbanos. Para tal, eles coletaram e analisaram

mais  de  4000  amostras  de  metagenoma  obtidos  a  partir  de  60  cidades.  Ainda  com essa

quantidade  de  amostras,  as  curvas  de  rarefação  de  espécies  e  de  genes  de  resistência  a

antibióticos não chegaram a uma saturação. Dessa forma, fica evidente como há diversidade

microbiana a ser estudada mesmo nos ambientes mais próximos a nós, particularmente a se

considerar  os  eventos  de  seleção  e  mobilização  de  genes  relacionados  à  resistência  a

antimicrobianos.
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Figura  46. Filogenia de genomas de K. pneumoniae com valores de ANI>99% em relação a
Kpv3  depositados  em  Genbank. A linhagem  KpV3  encontra-se  em  um  ramo  único.  A
ocorrência  de  linhagens  hospitalares  nessa  filogenia  é  consideravelmente  maior  que  de
linhagens de origem ambiental.
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Apesar  das  linhagens  KpV3  e  KpBSB31  não  apresentarem  relações  filogenéticas

próximas, o alinhamento entre seus  contigs mostra que sequências do contig 6 do isolado

KpV3 são encontradas de forma virtualmente idêntica no isolado KpBSB31 (Figura 42). O

replicon associado a  esse contig,  ColRNAI,  já  foi  associado à  presença de genes  KPC e

transposons Tn4401 e NTEKPCs  (173), embora no isolado KpV3, esses elementos estejam

em outro plasmídeo (Figura 47).

Esse achado é importante, ao que se pode levar à hipótese de que há um fluxo de

genes de relevância médica entre  hospitais  do DF e o lago Paranoá.  Outros  trabalhos na

literatura  já  foram  capazes  de  demonstrar  a  disseminação  de  genes  de  resistência  a

antimicrobianos em corpos hídricos por conta de fontes hospitalares (174–176).  No entanto,

são necessárias algumas considerações.  Para se validar essa hipótese,  seria necessário um

trabalho  mais  abrangente  de  vigilância  epidemiológica,  ao  se  analisarem ao  menos  mais

isolados ou genomas oriundos do lago Paranoá, para a detecção de genes em comum com

isolados hospitalares. Dentre as técnicas para essa detecção, PCR quantitativo (qPCR) é a

melhor  para  quantificação  de  um  dado  gene  de  resistência  e  elementos  gênicos  móveis

Figura  47.  Índices  de  similaridade  e  cobertura  entre  contigs do  genoma  de  Kpv3  e  de
KpBSB31. O contig 6 da linhagem KpV3 possui correspondência praticamente integral em
contigs  da  linhagem  hospitalar  KpBSB31.  A semelhança  no  contig  7  de  KpV3  com  a
linhagem hospitalar se deve a elementos comuns entre seus transposons NTEKPC.
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associados, mas é uma busca dirigida contra um ou poucos alvos previamente conhecidos. A

metagenômica  é  a  melhor  técnica  no  que  diz  respeito  a  detecção  de  diversidade  gênica

associada a resistência a antimicrobianos, mas a anotação dos genes é limitada àqueles já

caracterizados  em  bancos  de  dados.  E  a  metagenômica  funcional,  onde  fragmentos  de

genomas são clonados em plasmídeos e  expressos  em linhagens bacterianas  laboratoriais,

como  E. coli, permitem a descoberta de novos genes associados a um dado fenótipo, mas

pode ser uma metodologia muito laborosa. Ainda é possível se quantificar qual a proporção de

isolados bacterianos cultiváveis de um ambiente que são resistentes a um antimicrobiano em

relação aos sensíveis  (93, 178). A quantificação de antimicrobianos e metais pesados sendo

introduzidos  no  Lago  Paranoá  também  é  importante,  uma  vez  que  esses  podem  estar

selecionando/co-selecionando genes  de  resistência  (96),  embora  Karkman e colaboradores

(179) argumentam que a  poluição fecal  em um ambiente  aquático é  fator  suficiente  para

explicar  a  diversidade  de genes  de  resistência  no ambiente,  sendo esses  selecionados em

locais anteriores ao do despejo. Ainda que a prevalência de bactérias produtoras de genes de

resistência seja baixa em um dado hospital, o encanamento desse pode ser um reservatório e

dispersor  importante  dessas  bactérias,  assim  também  sendo  um  local  interessante  para

monitoramentos futuros de resistência a antimicrobianos  (181). Ekwanzela e colegas  (177)

mostram ainda que K. pneumoniae podem estar mais associadas a um sedimento aquático do

que na coluna d’água, o que indica que pode haver uma distribuição espacial discreta entre

diferentes aspectos de um corpo aquático. 

Apesar dessas considerações e do impacto que a resistência a antimicrobianos tem nas

hospitalizações e óbitos por infecções bacterianas,  ainda não se sabe como a presença de

genes de resistência no meio ambiente impacta os desfechos hospitalares. Isso é, não se sabe

quais são os táxons microbianos responsáveis pelo armazenamento de genes de resistência no

meio ambiente ou como a introdução de antibióticos afeta as comunidades microbianas de

forma a  essas  se  tornarem um risco  maior  a  saúde  humana.  No  entanto,  critérios  como

abundância de um dado gene em um ambiente, associação com elementos gênicos móveis e

membros  do  grupo  ESKAPEE (Enterococcus  faecium,  Staphylococcus  aureus,  Klebsiella

pneumoniae,  Acinetobacter baumannii,  Pseudomonas  aeruginosa,  Enterobacter  spp. e

Escherichia coli) tem sido apontados como variáveis de risco (171). Ao se comparar genomas

depositados no NCBI de K. pneumoniae com de outras espécies do grupo ESKAPEE, estas

possuem a tendência a conter mais genes de resistência e plasmídeos, bem como genomas

maiores. Esta espécie possui ainda a capacidade de colonizar diferentes nichos ecológicos,

entre nichos ambientais,  microbiotas de animais e humanos.  Assim, essa espécie pode ser
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considerada como um eixo de acumulação e transmissão de genes de resistência entre esses

nichos, o que pode facilitar a transmissão de genes entre bactérias ambientais e aquelas mais

restritas a microbiotas intestinais (180) (Figura 48). Dadas estas características de aquisição

de genes de resistência a antimicrobianos e colonização de nichos diversos, K. pneumoniae já

foi proposta como um indicador de poluição ambiental relativa à resistência a antimicrobianos

(93). De todo modo, a presença de patógenos oportunistas em um ambiente de usofruto da

população  possibilita  a  colonização,  ainda  que  assintomática,  dessas  bactérias  em

hospedeiros, o que pode levar a disseminação desses na comunidade. Um estudo de caso-

controle na Noruega (181) aponta o nado recreativo como um fator de risco para a aquisição

de  E. coli  ou  K. pneumoniae portadoras de ESBLs. No entanto, a literatura ainda é muito

limitada  quanto  ao  risco  que  exposições  ambientais  podem ter  na  aquisição  de  bactérias

resistentes a antimicrobianos.

No Brasil,  ainda são relativamente poucos os trabalhos envolvendo saúde única no

contexto de resistência a antimicrobianos. Oliveira e colegas (184) descrevem uma linhagem

de K. pneumoniae produtora de KPC-2 do grupo ST 11 isolada a partir de rios no estado de

São Paulo.  Dropa e colegas  (185) detectaram linhagens à época novas de  K. pneumoniae

produtoras de ESBL a partir de amostras de esgoto. Cepas de K. pneumoniae produtoras de

carbapenemases foram detectadas ainda em águas recreacionais marinhas no estado do Rio de

Figura  48. Disperção de genes por  K. pneumoniae entre diferentes biotas. Por conta de sua
capacidade de colonizar solo, água e intestinos de animais,  K. pneumoniae poderia transitar
entre  estes  ambientes  e  transportar  genes,  particularmente  em  plasmídeos,  para  bactérias
restritas a esses ambientes. Retirado de Wyres e Holt, 2018.
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Janeiro (197–199) e enterobactérias resistentes a carbapenêmicos foram encontradas na baía

de Santos  (189). O site  http://onehealthbr.com/ registra genomas de bactérias de relevância

médica,  cujas  linhagens  foram isoladas  dentro  e  fora  de  ambientes  hospitalares.  Embora

existam  contribuições  de  10  estados  e  ambientes  extra-hospitalares,  a  maior  parte  dos

registros se dá a partir de linhagens hospitalares no estado de São Paulo.

Curiosamente,  uma  associação  com  o  número  de  infecções  cujas  bactérias  são

resistentes a antimicrobianos tem sido feita com a temperatura de um dado local. Mcfadden e

colaboradores (188) observam  que  o  número  de  infecções  causadas  por E.  coli,  K.

pneumoniae e S. aureus em hospitais aumenta nos Estados Unidos conforme as temperaturas

mínimas das cidades aumentam. Anderson e colegas  (191) mostram que em hospitais  dos

Estados Unidos, França, Austrália e Taiwan, o número de sepses causadas por K. pneumoniae

aumenta conforme a temperatura aumenta nas estações. Rodriguez-Verdugo e colaboradores

(192) listam convergências fisiológicas e  genéticas em bactérias em face de estresses por

antimicrobianos e por temperatura. Os autores citam, por exemplo, os aminoglicosídeos, que

promovem a formação de proteínas com dobramento diferente do funcional, ao interferir no

reconhecimento  de  códon-anticódon  da  tradução.  Dessa  forma,  proteínas  do  sistema  de

resposta  a  proteínas  mal  dobradas  (enoveladas)  são  ativadas,  com  expressão  regulada

positivamente de chaperonas como DnaK e GroEL. A regulação positiva dessas chaperonas

também ocorre em estresse térmico em bactérias, uma vez que estresses térmicos também

promovem o dobramento inadequado ou desnaturação de proteínas. Ainda segundo os autores,

linhagens  de E.  coli submetidas  a  evolução  in  vitro desenvolvem,  ao  longo  de  gerações

submetidas  a  estresse  térmico,  resistência  a  antimicrobianos.  Collignon  e  colegas  (193)

apontam  ainda  para  fatores  socioeconômicos  que  podem  influenciar  na  disseminação  da

resistência a antimicrobianos. Os autores citam que pouca infraestrutura, como acesso a redes

de esgoto e água limpa e baixos gastos com saúde e educação por parte dos governos são

correlacionados  com  países  que  apresentam  maiores  números  de  infecções  causadas  por

bactérias  resistentes  a  antibacterianos.  Os  autores  encontram  ainda  uma  correlação  entre

aumento de temperatura e ocorrência de resistência a antimicrobianos, embora eles discutam

que não é possível afirmar se essa correlação ocorre por aproximação a outros fatores (como

coincidir com países com baixo gasto em saúde) ou se é uma correlação direta.

Essa  discussão  acerca  da  associação  entre  resistência  e  temperatura  se  torna

importante ao se considerar as mudanças no uso do Lago Paranoá pela população do Distrito

Federal. Desde a segunda comissão Cruls, ainda no século 19, o botânico François Glaziou

concebia a ideia de um lago artificial para o que seria na época a nova capital do país. Desde

http://onehealthbr.com/
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seu represamento,  o lago tinha como função social  servir  como ornamentação à cidade e

ponto recreativo para a população, com o presidente Jucelino Kubitschek afirmando que o

lago seria a “moldura líquida da cidade”. No entanto, a partir da crise hídrica de 2017, uma

das medidas adotadas pelo governo distrital em resposta foi a implementação de sistemas de

captação de água a partir do Lago Paranoá, inclusive para auxiliar no provimento de água

potável  à  população (https://www.arquivopublico.df.gov.br/lago-paranoa/).  Embora  existam

sistemas de tratamento ajusantes à coleta de água do lago, é preocupante que, na possibilidade

do lago ser um potencial reservatório de genes de resistência a antimicrobianos, esse sistema

contribua  para  a  disseminação  desses.  Projeções  de  aumento  da  temperatura  do  painel

intergovernamental de mudanças climáticas (do inglês,  Intergovernmental Panel on Climate

Change, IPCC) apontam para o aumento de temperatura e de duração da estação seca, bem

como para decréscimo no volume de precipitações chuvosas para o domínio morfoclimático

do Cerrado,  no  qual  o  DF está  localizado  (194).  Assim,  é  necessário  considerar  ainda  a

hipótese  de  que  mudanças  socioeconômicas  que  levem  ao  reuso  de  água,  por  conta  de

alterações climáticas(206), podem contribuir para a disseminação de bactérias resistentes a

antimicrobianos. 

16 CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 2

A busca por uma economia sustentável de produtos para o ser humano é um passo

importante rumo ao desenvolvimento sustentável. No entanto, é preciso também não tornar

cíclico o contato com poluentes nas sociedades humanas. Embora o isolado KpV3 não possua

fatores genéticos para possuir o fenótipo de hipervirulência, essa possui, genes relativos a

virulência clássica para a espécie, como genes para biossíntese cápsula, fímbrias e biossíntese

de enterobactina e  em nível  genotípico e fenotípico,  a  multiresistência  a  antimicrobianos,

incluindo carbapenems de último resurso.

O isolado KpV3 é correspondente a uma nova linhagem para a espécie  e análises

filogenéticas  indicam  que  a  proporção  de  linhagens  ambientais  de  K.  pneumoniae com

genomas  disponíveis  em  banco  Genbank é  bem  menor  que  de  linhagens  hospitalares,

tornando  estudos  destas  linhagens  necessários  para  a  compreensão  de  resistência  a

antimicrobianos como um problema de saúde única.

https://www.arquivopublico.df.gov.br/lago-paranoa/
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A  montagem  do  genoma  da  linhagem  KpV3  por  leituras  longas  permitiu  a

identificação de uma nova variedade de transposon do tipo NTEKPC para a locomoção do

gene de carbapenemase blaKPC.

Também  é  de  preocupação  o  achado  de  uma  sequência  extracromossomal  ser

virtualmente  idêntica  entre  o  isolado KpV3 do lago  Paranoá  com um isolado  de  origem

hospitalar. No entanto, são necessários mais estudos para se avaliar qual a extensão deste

suposto fluxo de genes entre hospitais e o lago Paranoá, bem como qual seria a extensão da

presença de genes de resistência a antimicrobianos no lago. Os dados do capítulo 2 foram

aceitos para publicação em síntese (Apêndice A)
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19 ANEXO A – DOCUMENTO DE CADASTRO NA PLATAFORMA SISGEN 

ACERCA DA LINHAGEM KPV3
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