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RESUMO 

A presença de bactérias resistentes a antimicrobianos tem sido evidenciada não somente em 

ambientes hospitalares, mas também em corpos hídricos. A evolução e a disseminação da 

resistência bacteriana no ambiente aquático ocorrem, dentre outras formas, por meio da 

pressão seletiva imposta pelo uso indiscriminado de antibióticos na medicina humana e na 

produção animal. A maior parte desses compostos não são totalmente metabolizados nos 

organismos, passam inertes em sistemas tradicionais de tratamento de efluentes e atingem os 

corpos hídricos receptores. Juntamente com esses antimicrobianos ativos, podem estar 

presentes, populações de bactérias resistentes que representam o resultado da pressão seletiva 

no ecossistema em que se inserem. O presente trabalho tem como objetivo caracterizar e 

determinar a susceptibilidade a antimicrobianos e capacidade de aderência a superfícies em 

isolados bacterianos lactose negativos provenientes da Laguna de Tramandaí, Rio Grande do 

Sul – Brasil.. Amostras da Laguna de Tramandaí foram concentradas por filtração em 

membrana de nitrocelulose, colocadas sobre ágar Mac Conkey para isolamento de bactérias, 

as quais foram identificadas por MALDI-TOF. De 392 isolados bacterianos, 16 foram 

caracterizados como glicose positivos/lactose negativos não Pseudomonas spp. e selecionados 

para o presente estudo, sendo 3 isolados de Alcaligenes faecalis e 13 de Proteus mirabilis, A 

caracterização quanto à propriedade de aderência em superfície foi determinada através da 

quantificação de formação de biofilme pelo método do cristal violeta em microplaca e por 

aglutinação em lâmina utilizando mananoligossacarideo comercial (MOS) para pesquisa da 

presença de fímbria tipo I ou III. A determinação da susceptibilidade a antimicrobianos dos 

isolados de A. faecalis foi através da concentração inibitória mínima (CIM) por microdiluição 

em caldo dos antimicrobianos amicacina, ceftazidima, ciprofloxacina, doripenem, florfenicol, 

gentamicina, imipenem, meropenem, sulfametazol/trimetoprim e tetraciclina. A determinação 

da susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados de P. mirabilis foi através da técnica de 

disco difusão em ágar dos antimicrobianos amicacina, ampicilina, amoxicilina-clavulanato, 

ampicilina-sulbactam, aztreonam, cefepima, cefotaxima, ceftazidima, ciprofloxacina, 

doxiciclina, ertapenem, gentamicina, imipenem, meropenem, norfloxacina piperacilina-

tazobactam e sulfametazol/trimetoprim; e por meio da CIM dos antimicrobianos doripenem, 

doxiciclina, ertapenem, imipenem, meropenem e tetraciclina. Os resultados demonstraram que 

os isolados do presente estudo foram fortes formadores de biofilme. Dos 16 isolados 

selecionados, nove apresentaram fímbria tipo I, dois fímbria tipo III e cinco, nenhuma das 

fímbrias testadas. A espécie P. mirabilis apresentou mais isolados positivos para fimbrias tipo 

I. Quanto à susceptibilidade aos antimicrobianos, os isolados de P. mirabilis apresentaram 

resistência a doxiciclina e tetraciclina; e os isolados de A. faecalis mostraram-se resistente a 

tetraciclina e sulfametazol/trimetoprim. Onze isolados resistentes foram portadores de 

fimbrias tipo I ou tipo III e formadores de biofilme fortemente aderente. Os resultados 

revelam que a Laguna de Tramandaí possui uma população bacteriana pouco diversificada em 

relação a bastonetes gram-negativos não fermentadores de lactose cultiváveis e que os 

mesmos apresentaram uma baixa resistência aos antimicrobianos testados. A capacidade de 

produzir fímbrias e formar biofilme dos onze isolados bacterianos resistentes facilita sua 

permanência neste ambiente, fazendo com que participem na manutenção de disseminação de 

genes de resistência a antibióticos. 
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ABSTRACT 

The presence of antimicrobial resistant bacteria has been observed not only in hospital 

environments, but also in water bodies. The evolution and dissemination of bacterial 

resistance in the aquatic environment occur, among other forms, through the selective 

pressure imposed by the indiscriminate use of antibiotics in human medicine and animal 

production. Most of these compounds are not fully metabolized in organisms, passing inert 

into traditional effluent treatment systems and reaching recipient water bodies. Together with 

these active antimicrobials, resistant bacterial populations that represent the result of selective 

pressure on the ecosystem in which they operate may be present. The present study aims to 

characterize and determine the antimicrobial susceptibility and surface adhesion capacity in 

lactose negative bacterial isolates from Tramandaí Lagoon, Rio Grande do Sul - Brazil. 

Samples from Tramandaí Lagoon were concentrated by nitrocellulose membrane filtration 

and placed on Mac Conkey agar, and the isolates were identified by MALDI-TOF. Of 392 

bacterial isolates, 16 were characterized as glucose positive/lactose negative not Pseudomonas 

spp. and selected for the present study, 3 isolates were Alcaligenes faecalis and 13 Proteus 

mirabilis. Their characterization for surface adhesion property was determined by quantifying 

biofilm formation by the microplate crystal violet method and by slide agglutination using 

commercial mannanoligosaccharide (MOS) for the presence of type I or type III fimbriae. 

Determination of antimicrobial susceptibility of A. faecalis isolates was by minimal inhibitory 

concentration (MIC) using broth microdilution of the amikacin, ceftazidime, ciprofloxacin, 

doripenem, florfenicol, gentamicin, imipenem, meropenem, trimethoprim/sulfamethoxazole 

and tetracycline. Determination of antimicrobial susceptibility of P. mirabilis isolates was by 

antimicrobial disc diffusion technique of amikacin, ampicillin, amoxicillin-clavulanate, 

ampicillin-sulbactam, aztreonam, cefepime, cefotaxime, ceftazidime, ciprofloxacin, 

doxycycline, gentamicin, imipenem, meropenem, norfloxacin Piperacillin-tazobactam and 

trimethoprim/sulfamethoxazole; and by MIC of the antimicrobials doripenem, doxycycline, 

ertapenem, imipenem, meropenem and tetracycline. The results showed that both bacterial 

species are strong biofilm builders. Of the 16 isolates selected for the present study, nine 

presented type I fimbriae, two type III fimbriae and five, none of the tested fimbriae. P. 

mirabilis showed more positive isolates for fimbriae type I. As for antimicrobial 

susceptibility, P. mirabilis isolates showed resistance to doxycycline and tetracycline; and A. 

faecalis isolates were resistant to tetracycline and trimethoprim/sulfamethoxazole. Eleven 

resistant isolates had type I or type III fimbriae and strongly adherent biofilm formers. The 

results show that Tramandaí Lagoon has a bacterial population little diversified in relation to 

cultivable lactose non-fermenting gram-negative rods and that they presented low resistance 

to the tested antimicrobials. The ability to produce fimbriae and biofilm the eleven resistant 

bacterial isolates facilitates their permanence in this environment, making them participate in 

the maintenance and spreading of antibiotic resistance genes. 

 

Keywords: Bacteria. Antimicrobials. Resistance. Biofilm. Fimbriae.
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1 INTRODUÇÃO COMPREENSIVA 

     1.1. RESISTÊNCIA A ANTIBIÓTICOS 

 

 Em 1928, Alexander Fleming descobriu o primeiro composto antibiótico, a penicilina, 

como um produto do fungo Penicillium notatum. A disponibilidade da penicilina para uso 

terapêutico na década de 1940 provocou uma mudança de padrão no tratamento de doenças 

bacterianas (DAVIES; DAVIES, 2010). Não apenas as doenças infecciosas mortais se 

tornaram tratáveis, mas a disponibilidade de antibióticos também abriu possibilidades para 

novos tipos de intervenções médicas, incluindo grandes cirurgias e transplantes de órgãos. 

Embora bactérias resistentes a antibióticos tenham começado a aparecer logo após a 

introdução clínica desses compostos, o problema foi limitado e, a princípio, descartado como 

pouco preocupante (BERGLUND, 2015). 

 Atualmente, o uso indiscriminado de antibióticos tornou-se um sério problema de 

saúde global, pois o aparecimento de bactérias resistentes vem aumentando rapidamente 

(WRIGHT, 2010). Na área clínica, isso se deve ao uso excessivo e inadequado, como 

prescrição sem infecção bacteriana estabelecida ou não adesão do paciente ao tratamento 

completo (ALLEN et al., 2010). Já no âmbito veterinário, os antibióticos são utilizados em 

larga escala como promotores de crescimento e profiláticos em animais, geralmente 

administrados por adição à ração. Além disso, o seu uso intensificou também na aquicultura e 

avicultura (BERGLUND, 2015). Os antibióticos veterinários são pouco absorvidos no 

intestino dos animais e até 90% de alguns desses fármacos empregados são excretados 

inalterados ou como metabólitos ativos na urina e nas fezes (JIA et al., 2017). 

 Nos últimos anos, a contaminação por antibióticos é reconhecida como uma poluição 

ambiental emergente em ambientes aquáticos, devido aos seus potenciais efeitos adversos no 

ecossistema e na saúde humana (HOA et al., 2011). Uma vez que resíduos de antibióticos não 

são completamente removidos, eles podem alcançar os corpos hídricos receptores superficiais 

e subterrâneos por diferentes rotas, como efluentes de estações de tratamento de águas 

residuais (ETAR), escoamento superficial; infiltração de água usada para fins veterinários e 

agrícolas; ou lixiviação (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015). Os resíduos de antibióticos 

impõem pressão seletiva sobre as populações bacterianas no ambiente, o que resulta na 

prevalência de bactérias resistentes mesmo em baixas concentrações inibitórias (HOA et al., 

2011). 

 As águas residuais brutas contaminadas por antibióticos liberadas nos ambientes 

aquáticos frequentemente carregam bactérias patogênicas humanas e animais, além de 
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bactérias comensais, e muitos desses organismos podem abrigar e atuar como doadores de 

genes de resistência a antibióticos (ARGs) (BAQUERO; MARTÍNEZ; CANTÓN, 2008; 

KRAUPNER et al., 2018). Em águas de praias turísticas no Rio de Janeiro – Brasil observou-

se a ocorrência de bactérias produtoras de carbapenemases, sendo o gênero 

predominantemente Kluyvera spp., produzindo carbapenemases de Klebsiella pneumoniae  

(KPC) ou de espectro estendido (GES), frequentemente associadas a resistência à quinolona 

(MONTEZZI et al., 2015). A introdução e o acumulo progressivo no ambiente aquático de 

diversos agentes antimicrobianos, detergentes, desinfetantes, resíduos de poluição industrial, 

como metais pesados, contribuem para a evolução e disseminação de microrganismos 

resistentes (BAQUERO; MARTÍNEZ; CANTÓN, 2008).  

 A maioria dos genes de resistência a antibióticos é encontrada em elementos genéticos 

móveis como plasmídeos, transposons e integrons, que podem ser transferidos entre diferentes 

espécies bacterianas por transferência horizontal (KHAN; SÖDERQUIST; JASS, 2019). A 

transferência de genes em bactérias ocorre em resposta a mudanças no ambiente, resultando 

em um aumento da diversidade e compatibilidade genética (BANERJEE; RAY; KUMAR, 

2016). As bactérias desenvolvem mecanismos diferentes, que podem estar sozinhos ou 

associados a outros mecanismos de resistência; como produção de enzimas que degradam ou 

inativam o antibiótico, alteração da permeabilidade da membrana que impede ou dificulta a 

penetração do antibiótico na célula, hiperexpressão de bombas de efluxo ou alteração do sítio 

alvo de ação (SEKI, 2012). 

 Os β-lactâmicos são o grupo de antibióticos mais utilizados no tratamento de infecções 

bacterianas e a causa proeminente de resistência entre bactérias Gram-negativas em todo o 

mundo (SHAIKH et al., 2015). Esse grupo abrange penicilinas, cefalosporinas, 

carbapenêmicos e monobactâmicos que se ligam irreversivelmente às proteínas de ligação à 

penicilina (PBP) necessária para a etapa de transpeptidação na síntese do peptidoglicano para 

a construção da parede celular. A estabilidade da parede celular bacteriana é essencial para a 

forma e proteção da célula em ambiente hostil e hipertônico (ZANGO et al., 2019).  O motivo 

mais comum para a resistência aos antibióticos β-lactâmicos é a expressão de enzimas β-

lactamases, codificadas pelos genes bla, que hidrolisam o anel β-lactâmico, resultando em sua 

inativação (PARTRIDGE, 2015). Esses genes podem estar presentes no cromossomo 

bacteriano ou em plasmídeos e sua expressão pode ser induzida pelo antibiótico ou ser 

constitutiva (SEKI, 2012). 

 Os aminoglicosídeos são potentes antibióticos de amplo espectro com muitas 

propriedades desejáveis no tratamento de infecções humanas. Essa classe engloba amicacina, 
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gentamicina, canamicina, neomicina, netilmicina, estreptomicina, tobramicina e 

paromomicina (TIMILEHIN; OLATOYE; OGUNJOBI, 2019). Eles inibem a síntese proteica 

ligando-se, com alta afinidade, ao sítio A do RNA ribossômico 16S do ribossomo 30S 

(PARTRIDGE, 2015). Como resultado dessa interação, o antibiótico promove a má tradução, 

induzindo a leitura incorreta do códon na entrega do RNA de transferência de aminoacil. Isso 

causa síntese proteica propensa a erros, permitindo que aminoácidos incorretos se agrupem 

em um polipeptídio que é subsequentemente liberado para causar danos à membrana celular e 

em outros locais (KRAUSE et al., 2016). A resistência aos aminoglicosídeos emergiu entre 

várias espécies bacterianas, devido à disseminação de enzimas modificadoras de 

aminoglicosídeos (AMEs) em elementos genéticos móveis. As AMEs imitam os alvos de 

rRNA dos aminoglicosídeos e, portanto, podem emparelhar com aminoglicosídeos na 

substituição da molécula alvo e desativá-los (CAG, 2017). 

 Os macrolídeos são antibióticos que pertencem a uma família de compostos químicos 

caracterizada pela presença de um anel macrocíclico de lactona, cuja droga de referência é a 

eritromicina. Eles são ativos principalmente contra bactérias Gram-positivas e têm apenas 

atividade limitada contra bactérias Gram-negativas (CONLY; JOHNSTON, 2002). O seu 

efeito antimicrobiano é através da ligação com o ribossomo bacteriano, mais precisamente a 

subunidade 50S, promovendo a inibição da síntese proteica. O efeito pode ser bacteriostático 

ou bactericida, dependendo da concentração e da susceptibilidade do microrganismo (DA 

SILVA FILHO; PINTO; STEIN, 2015). Os dois mecanismos de resistência mais comuns nos 

patógenos bacterianos são a afinidade de ligação reduzida do fármaco, devido à modificação 

do ribossomo bacteriano ou da molécula antibiótica, e o efluxo de macrolídeos, resultante da 

alteração da permeabilidade da membrana ou da expressão de bomba de efluxo (DINOS, 

2017). 

 As tetraciclinas são antibióticos bacteriostáticos conhecidos por seu amplo espectro de 

atividade, abrangendo bactérias Gram-positivas e negativas, espiroquetas, bactérias 

intracelulares obrigatórias e parasitas protozoários (MARKLEY; WENCEWICZ, 2018). Elas 

atuam na inibição da síntese proteica bacteriana através da sua ligação reversível à subunidade 

30S do ribossomo bacteriano. Desta forma, há inibição da ligação do RNA transportador ao 

ribossomo e, consequentemente, ocorre interferência no aporte e na ligação dos aminoácidos 

formadores das proteínas (FOLLOWING; THERAPY, 2001). A resistência às tetraciclinas é 

geralmente atribuída à aquisição de elementos genéticos móveis que transportam genes de 

resistência específicos à tetraciclina, mutações no local de ligação ribossômica ou mutações 
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cromossômicas que levam ao aumento da expressão de mecanismos intrínsecos de resistência 

(GROSSMAN, 2016). 

 As quinolonas são drogas sintéticas que evoluíram ao longo do tempo e 

desenvolveram-se a um grupo de grandes antibióticos, através de mudanças estruturais, 

contendo assim quatro gerações. Elas são muito utilizadas em tratamentos de infecções 

urinárias e gastroenterites causadas por bactérias Gram-negativas sensíveis e Gram-positivas; 

em doenças sexualmente transmissíveis, infecções respiratórias e tuberculose (ALDRED; 

KERNS; OSHEROFF, 2014). O mecanismo de ação é por inibição das atividades das 

enzimas DNA girase (topoisomerase II) e da topoisomerase IV. A DNA girase torna a 

molécula de DNA compacta e biologicamente ativa. Ao inibir essa enzima, a molécula de 

DNA passa a ocupar grande espaço no interior celular e suas extremidades livres determinam 

síntese descontrolada de RNA mensageiro e de proteínas, determinando a morte bacteriana 

(CORREIA et al., 2017). Os mecanismos de resistência incluem mutações em uma ou em 

ambas as enzimas alvo, reduzindo a ligação da droga ao complexo enzima-DNA; mutações de 

resistência em genes reguladores que controlam a expressão de bombas de efluxo nativas 

localizadas na membrana bacteriana; e genes de resistência adquiridos por plasmídeo 

(HOPPER, 2015). 

 As sulfonamidas estão em uso clínico há anos e a adição de trimetoprim (trimetoprim-

sulfonamida) ou ormetoprim (ormetoprim-sulfadimetoxina) é usada para ampliar o espectro e 

aumentar a atividade antibacteriana. Os principais usos clínicos são para tratamento de 

infecções urinárias e prostatites. O mecanismo de ação envolve a semelhança química das 

sulfonamidas com o ácido para-aminobenzóico (PABA) (CAPASSO; SUPURAN, 2014).  

Elas agem como um substrato falso, competindo com o PABA pela enzima di-hidrofolato-

sintase; assim, bloqueiam a síntese do ácido di-hidrofólico (DHFA). Por sua vez, o 

trimetoprim inibe a síntese do ácido tetra-hidrofólico (THFA), sendo o cofator de folato 

inibido. O cofator de folato atua como doador de um carbono para a síntese de ácido nucleico 

(DNA). O resultado do bloqueio da biossíntese da coenzima folato nas bactérias é o 

crescimento e a divisão interrompidos (KAUFMAN, 2011). Os mecanismos de resistência 

nessa classe incluem alteração do alvo bacteriano resultante de uma transferência horizontal 

de genes por plasmídeo e transposons, superprodução das enzimas DHFR (di-hidrofolato 

redutase) causada por uma mutação pontual ou alteração da permeabilidade da membrana 

através de mutações na porina ompF (CASTANHEIRA, 2013). 
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    1.2. BIOFILME 

 

 Biofilmes são agregados estruturados de células bacterianas incorporados em 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS) autoproduzidas, contendo poros e pequenos 

canais em sua estrutura altamente hidratada, que aderem às superfícies bióticas ou abióticas 

(HALL; MAH, 2017). Os biofilmes apresentam funções protetoras contra desidratação, 

infecções por bacteriófagos e agentes antimicrobianos. As características físico-químicas da 

superfície e a expressão de fatores de virulência dos microrganismos, como a produção de 

cápsula, fímbrias e síntese de adesinas, são os principais fatores relacionados à formação de 

biofilme (CUNHA et al., 2019). 

 Há inúmeras características que diferem células planctônicas de células no estado de 

biofilmes. Enquanto a primeira é exposta a condições ambientais relativamente uniformes, a 

segunda é exposta a um gradiente de nutrientes e produtos residuais (HALL; MAH, 2017). 

Outro aspecto importante é que o interior do biofilme é heterogêneo; sendo assim, há diversos 

perfis de expressão gênica observados, dando origem a diferenças fenotípicas entre os dois 

estilos de vida bacterianos (TOYOFUKU et al., 2016). Devido a isso, células de biofilmes são 

muito menos suscetíveis a agentes antimicrobianos do que suas contrapartes planctônicas 

(HALL; MAH, 2017; TOYOFUKU et al., 2016).  

 A formação de biofilme se inicia com as células planctônicas aderindo-se à superfície 

em um processo chamado de fixação. Essa etapa é muito importante, pois representa uma 

alteração no estilo de vida do microrganismo (TOYOFUKU et al., 2016). A fixação pode 

levar apenas alguns segundos para ser ativada e é induzida por sinais ambientas como 

mudanças nas concentrações de nutrientes, pH, temperatura, concentração de oxigênio, 

osmolaridade e ferro (APARNA; YADAV, 2008). As superfícies ásperas são mais suscetíveis 

à formação de biofilme devido à redução das forças de cisalhamento e ao aumento da área de 

superfície (OLIVEIRA et al., 2018). 

 A fixação inicial é reversível e os apêndices celulares como flagelos, pili e fímbrias 

estão envolvidos nessa etapa. No estágio II as células sofrem fixação irreversível e começam a 

se multiplicar emitindo sinais químicos que intercomunicam as células bacterianas (Quorum 

sensing) (PETROVA; SAUER, 2012). Uma vez que a intensidade do sinal excede certo nível 

limiar, os mecanismos genéticos subjacentes à produção de exopolissacarídeos 

(polissacarídeos, ácidos nucleicos, proteínas, lipídios e outros biopolímeros) são ativados, os 

quais são capazes de aprisionar nutrientes e bactérias planctônicas (DU; BONSU, 

2015).  Durante o estágio II os agregados celulares são formados e a motilidade diminui 
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quando esses se tornam progressivamente sobrepostos com uma espessura superior a 10 µm 

(estágio III) (APARNA; YADAV, 2008). 

 Quando o biofilme atinge sua espessura final, geralmente maior que 10 mm (estágio 

IV – maturação), ocorre dispersão celular; ou seja, algumas bactérias desenvolvem o fenótipo 

planctônico e deixam o biofilme (PETROVA; SAUER, 2016). Nesta fase, as células 

bacterianas regulam positivamente a expressão de proteínas relacionadas à formação de 

flagelos, permitindo assim que se movam (JAMAL et al., 2018). A dispersão pode ser ativa, 

que depende da motilidade celular ou degradação do EPS; ou passiva, que depende de fatores 

físicos. Essas células dispersas exploram outros nichos e se conectam novamente a uma nova 

superfície. Assim, a dispersão não é apenas o estágio final do ciclo de vida do biofilme, mas 

também o início de outro ciclo de vida (MCDOUGALD et al., 2012). 

 Os biofilmes são clinicamente importantes, pois contaminam tubos endotraqueais, 

cateteres, implantes médicos, próteses, dispositivos intrauterinos e lentes de contato; além de 

causar inúmeras infecções que são difíceis de erradicar com sucesso (TRENTIN; 

GIORDANI; MACEDO, 2013). De acordo com o National Institute of Health (NIH), cerca de 

80% das infecções em humanos, como endocardite, osteomielite, sinusite, infecções do trato 

urinário, periodontite e diversas infecções nasocomiais, especialmente as relacionadas à 

biomateriais, são causadas por microrganismos capazes de formar biofilme (AAWC, 2008). 

 No ambiente aquático, grande parte das bactérias cresce no estado de biofilmes, 

devido ao grau de proteção e estabilidade em relação às mudanças do ambiente que o biofilme 

oferece (PERES, 2011). Os biofilmes são onipresentes e formados em uma ampla variedade 

de superfícies, incluindo tubulações, sistema de filtragem e distribuição de água potável, 

superfícies corporais de organismos marinhos e de estruturas artificiais como navios e pontes; 

gerando diversos problemas operacionais como corrosão das tubulações e perda da qualidade 

da água (CAIXETA et al., 2012; LEE et al., 2016). 

   

  1.3. FÍMBRIAS 

 

 Fímbrias são estruturas proteicas poliméricas, filamentosas e longas, que estão 

localizadas na superfície das células bacterianas, possuindo propriedades adesivas nas quais 

estão envolvidas na aderência específica bacteriana (CALISTO, 2011). A aderência específica 

desempenha um papel importante na colonização dos tecidos hospedeiros, pois determina 

qual organismo e qual tecido será colonizado pelas bactérias devido aos receptores presentes 

em certos tipos de células (COLEMAN; SMITH, 2007). A expressão das fimbrias é variável, 
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isto é, as bactérias mudam periodicamente entre um estado fimbriado e não fimbriado; como 

resultado, uma determinada população bacteriana sempre conterá células de ambos os 

fenótipos (SCHROLL et al., 2010). 

 Estudos demonstraram que praticamente todas as espécies bacterianas Gram-negativas 

produzem um ou mais tipos de fímbrias; algumas Gram-positivas mostraram possuir também 

(COLEMAN; SMITH, 2007). Em bactérias patogênicas, as fímbrias, frequentemente, são 

fatores de adesão cruciais, que medeiam à ligação as células alvos, evasão do sistema imune 

do hospedeiro e formação de biofilme (MUNHOZ, 2015). Essas propriedades conferem ao 

microrganismo maior proteção e por esse motivo, elas são consideradas importantes alvos 

para drogas, necessitando o melhor entendimento de suas estruturas e mecanismo de 

montagem (CUSUMANO; HULTGREN, 2009). 

 As fímbrias tipo I são denominadas fímbrias somáticas ou comuns e são encontradas 

em muitos membros da família Enterobacteriacea (BRAVO et al., 2015). Bactérias que 

possuem esse tipo de fímbria fazem a adesão a glicoconjugados contendo manose presentes 

nas células hospedeiras e no material da matriz extracelular; podendo essa ação ser bloqueada 

por D-manose ou α-metilmanosidio e concanavalina A (FACCO, 2015). Essas fímbrias são 

codificadas pelo operon  fimAICDFGH que contém os genes necessários para sua montagem 

e estrutura  (BRAVO et al., 2015). FimA é a principal subunidade estrutural, FimI é 

necessário para a biossíntese, FimC atua como um acompanhante periplásmico que estabiliza 

subunidades no periplasma através da formação de complexos distintos, FimD é a plataforma 

de montagem da membrana externa, FimF e FimG são proteínas adaptadoras e FimH é a 

adesina localizada na ponta das fímbrias que medeia a adesão de bactérias às moléculas que 

contêm manose nas superfícies (MURPHY, 2014). 

 As fímbrias tipo III foram identificadas e caracterizadas pela primeira vez em 

Klebsiella pneumoniae; entretanto, estudos posteriores identificaram esse tipo de fimbria em 

outras Enterobacteriaceae também. Elas possuem a propriedade de aglutinar eritrócitos pré-

tratados com ácido tânico “in vitro” na presença de manose (manose-resistentes) (SCHROLL 

et al., 2010). As fímbrias do tipo III são codificadas no operon mrk por cinco genes: mrkA, 

mrkB, mrkC, mrkD e mrkF; podendo ser encontrados no cromossomo bacteriano e, em 

algumas cepas, também podem ser transmitidos por plasmídeos (MURPHY, 2014). O mrkA 

codifica o principal componente estrutural da proteína que compõe o eixo fimbrial, MrkB e 

MrkC são as proteínas acompanhantes e estabilizadoras, MrkF é um componente estrutural 

menor que é incorporado no crescente eixo fimbrial e MrkD é a adesina que confere a 

capacidade das fímbrias de aderir a locais específicos (STAHLHUT et al., 2013). 
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    1.4. BACTÉRIAS GRAM NEGATIVAS LACTOSE NEGATIVAS CARACTERIZADAS 

 

 1.4.1.  Proteus mirabilis 

 Proteus mirabilis é uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonete que pertence à 

classe Gammaproteobacteria e tem sido reconhecido como um membro da ordem 

Enterobacteriales, família Enterobacteriaceae (ADEOLU et al., 2016). A espécie é bem 

conhecida devido à produção da enzima urease e capacidade de crescimento espraiado em 

placas de ágar, o qual é característico de motilidade (ARMBRUSTER et al., 2017). P. 

mirabilis pode ser encontrado em uma ampla variedade de ambientes, incluindo solo, fontes 

de água e esgoto; entretanto, é predominantemente um microrganismo comensal dos tratos 

gastrintestinais de humanos e animais (ARMBRUSTER; MOBLEY, 2012). 

 Os principais fatores de virulência dessa espécie são a produção de urease, que 

hidrolisa ureia em dióxido de carbono e amônia; a capacidade de ser um forte formador de 

biofilme; e a expressão de um número surpreendente de fímbrias (ARMBRUSTER et al., 

2017). Particularmente, essa espécie bacteriana codifica 17 operons fimbriais, sendo a fímbria 

mais bem estudada a Proteus-like (MR/P) resistente à manose, cuja expressão é variável e está 

relacionada com a formação de biofilme (SCAVONE, 2016; MELO, 2010). Outras fímbrias 

como a PMF (fímbria P. mirabilis) e UCA (adesina celular uroepitelial) têm sido relacionadas 

à infecção do trato urinário. (SCAVONE et al., 2016). A bactéria também pode apresentar um 

elemento integrativo e conjugativo denominado ICEPm1 que pode se autorreplicar e se 

autotransferir para outras cepas e espécies, transferindo genes de virulência e resistência a 

antibióticos (FLANNERY; ANTCZAK; MOBLEY, 2011). 

 P. mirabilis é capaz de causar uma variedade de infecções nos humanos em feridas, 

olhos, trato gastrointestinal e trato urinário (ARMBRUSTER et al., 2017). Um estudo 

realizado na Polônia isolou duas cepas de P. mirabilis da urina e das fezes de um paciente, e 

através de métodos sorológicos e moleculares, constataram que uma cepa se originou de 

outra; possuindo o mesmo potencial de virulência, pois eram clones de propagação causando 

autoinfecção (DRZEWIECKA et al., 2008). Contudo, esta bactéria é mais observada em 

infecções do trato urinário associadas ao cateter (CAUTI). Nessa condição, ocorre infecção 

pelo P. mirabilis que hidrolisa a ureia presente na urina em dióxido de carbono e amônia, 

fornecendo uma abundante fonte de nitrogênio enquanto, consequentemente, aumenta o pH da 

urina, facilitando a precipitação de íons polivalentes (cálcio e magnésio), resultando na 

formação de cristais de estruvita e apatita que ficam presos no desenvolvimento de um denso 

biofilme (NZAKIZWANAYO et al., 2016). 
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 À medida que esse processo progride, o biofilme gradualmente se torna mineralizado, 

levando ao desenvolvimento de extensas estruturas cristalinas que ocasionam incrustação, 

bloqueio do cateterismo uretral e trauma na mucosa da bexiga e da uretra após a remoção do 

cateter (WILKS; FADER; KEEVIL, 2015). Se o bloqueio for despercebido, pode levar ao 

refluxo de urina infectada para o trato urinário superior e ao aparecimento de complicações 

clínicas graves, incluindo pielonefrite, septicemia e choque. P. mirabilis também é 

extremamente difícil de eliminar, uma vez estabelecido no trato urinário cateterizado e, 

muitas vezes, responde mal à antibioticoterapia convencional (NZAKIZWANAYO et al., 

2016). 

 Além do mais, esse microrganismo possui capacidade de exibir vários mecanismos de 

resistência a antimicrobianos. Isolados clínicos de P. mirabilis do noroeste da Argélia 

mostraram-se resistente a antibióticos importantes como amoxicilina, amoxicilina/ácido 

clavulânico, cefotaxima, gentamicina e ciprofloxacina, os quais continham genótipo ESBL 

(blaCTX-M-2) e AmpC/ESBL (blaCMY-2/blaTEM-1), além de todos apresentarem algum 

gene AME (gene de enzimas modificadoras de aminoglicosídeos)(BOUDJEMAA et al., 

2019). Recentemente, genes de resistência a antimicrobianos adquiridos por elementos 

genéticos móveis estão surgindo nessa espécie. Um estudo realizado em um isolado clínico de 

P. mirabilis foi identificado a presença do gene blaOXA-58, uma carbapenemase classe D, 

que é difundido entre as espécies de Acinetobacter resistentes ao carbapenem; revelando que 

possivelmente esse gene tenha sido transmitido por plasmídeo ao isolado (GIRLICH; 

BONNIN; BOGAERTS, 2017). 

 

 1.4.2.  Alcaligenes faecalis 

 Alcaligenes faecalis são bastonetes Gram-negativos flagelados, aeróbios, não 

fermentadores pertencentes à família das Alcaligenaceae. Essa espécie bacteriana é positiva à 

oxidase e é capaz de degradar a ureia e produzir amônia, aumentando o pH do ambiente 

(HASAN; NIZHU; RABBANI, 2019). Devido à sua capacidade de produzir uma reação 

alcalina em certos meios, foi assim denominada (TENA; FERNÁANDEZ; LAGO, 2015). 

Esse microrganismo saprófito é comumente encontrado no solo, na água, no meio ambiente, 

na microbiota intestinal humana e de animais domésticos; sendo considerada como emergente 

para enfermidades transmitidas através de alimentos (OLINDA et al., 2014). As bactérias 

desse gênero geralmente não são patogênicas, mas podem ocorrer infecções oportunistas 

ocasionais em humanos (BASHARAT et al., 2018). 
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 A maioria das infecções causadas por A. faecalis são nasocomiais que ocorrem em 

pacientes imunocomprometidos. A contaminação por esse patógeno ocorre a partir de 

equipamentos úmidos hospitalares, como nebulizadores, respiradores e fluidos de lavagem 

(HASAN; NIZHU; RABBANI, 2019). A infecção sistêmica por esta espécie é muito 

incomum; entretanto, há relatos de casos que esse microrganismo causou meningite em 

recém-nascidos e bacteremia em pacientes com câncer (MORDI et al., 2013). Além disso, tem 

sido associado a abscesso pancreático, ulcera de córnea e casos esporádicos de endocardite, 

otite crônica, pielonefrite e peritonite (ALEBIOSU; ADETOYE; AYENI, 2017). 

 Atualmente, A. faecalis é amplamente utilizado no tratamento de esgotos, e várias 

cepas produzem um importante precursor, o ácido (R)-mandélico, essencial para a produção 

de diversos fármacos e, por isso, é também extensivamente empregado nas indústrias 

farmacêuticas (HASAN; NIZHU; RABBANI, 2019). Nas indústrias ambientais, algumas 

cepas são usadas para degradar muitos contaminantes orgânicos no processo de 

biodegradação de poluentes orgânicos e resíduos industriais perigosos (KONG; ZHU; ZHU, 

2014). Além de tudo, estudos demonstram que essa espécie bacteriana produz nano-partículas 

com atividade nematicida, detergente, goma e bioplástico (BASHARAT et al., 2018). 

 

    1.5. LAGUNA DE TRAMANDAÍ 

 

 A Laguna de Tramandaí possui uma área de aproximadamente 18,8 km² e está 

localizada na planície costeira do Rio Grande do Sul - Brasil, entre as coordenadas 30º00‟56” 

e 29º55‟49” de latitude sul, e 50º06‟21” e 56º11‟20” de longitude oeste, onde situam-se as 

cidades balneárias de Tramandaí e Imbé (SILVEIRA, 2013). O canal da laguna recebe aportes 

de água salgada através de sua desembocadura, pois se encontra em conexão livre e 

permanente com o mar através de uma enseada. Além disso, o canal se comporta como 

escoadouro natural de drenagem do conjunto de lagos costeiro interligado tanto em direção 

norte como em direção sul (FARION, 2007). Devido à influência paralela do Rio Tramandaí e 

das águas doces que trazem as características das águas de toda sub-bacia norte, a salinidade 

das águas variam bastante, inclusive dentro de um mesmo dia, seja por efeito do vento, das 

chuvas ou mesmo das marés (CASTRO; DA ROCHA, 2016). 

 Outra característica da laguna é a baixa profundidade, com média de cerca de 1 a 1,4 

metros nas zonas centrais, e máxima de 2,5 até 5 metros geralmente associada ao canal de 

comunicação com o mar. Ao sul contém praias arenosas, banhados em sua margem leste e 



17 

 

vegetação de restingas a sudoeste (TERCEIRO, 2017). A entrada de água salgada vinda do 

mar é capaz de alterar as condições do meio e definir a composição das comunidades animal e 

vegetal, suprimindo espécies menos tolerantes (SILVEIRA, 2013).   

 As oscilações populacionais sazonais são uma característica da região, pois atrai 

muitos turistas durante a alta temporada de veraneio, o qual pode representar um crescimento 

de até cinco vezes na população local. O turismo e a pesca são as atividades econômicas 

básicas da região. Os principais usos da água da Laguna Tramandaí são para a irrigação de 

lavouras de arroz, abastecimento público, diluição de esgotos doméstico e industrial, além de 

atividades recreacionais (LEITE, 2019). 
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1.6. JUSTIFICATIVA 

 

Tendo em vista que o uso abundante de antibióticos em áreas clínicas e veterinárias 

vem contribuindo para o aparecimento de compostos ativos e bactérias resistentes em corpos 

hídricos receptores, é de suma importância identificar e caracterizar, quanto à susceptibilidade 

a antimicrobianos, microrganismos presentes em ambientes aquáticos. Além do mais, estudos 

demonstram que mesmo que esses efluentes passem pelas estações de tratamento de águas 

residuais, ainda há presença de resíduos de antimicrobianos e de bactérias resistentes nos 

corpos hídricos receptores superficiais e subterrâneos; sendo a capacidade de formação de 

biofilme e produção de fímbrias, mecanismos que podem promover a permanência dessas 

bactérias no ambiente aquático, facilitando a disseminação de genes de resistência a 

antibióticos. Esse trabalho apresenta relevância devido à caracterização de isolados 

bacterianos lactose negativos, provenientes da Laguna de Tramandaí - Rio Grande do Sul, 

quanto à sensibilidade a antimicrobianos e capacidade de aderência a superfícies. 
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1.7. OBJETIVOS 

 

1.7.1. Objetivo geral 

 

 Verificar a presença de bactérias lactose negativas em ambiente aquático e caracterizá-

las quanto à susceptibilidade a antimicrobianos e capacidade de aderência em superfície. 

 

 

           1.7.2 Objetivos específicos 

 

 1 - Isolar e identificar bactérias glicose positivas/lactose negativas e não Pseudomonas 

spp. de amostras da Laguna de Tramandaí, Rio Grande de Sul. 

 

 2 - Analisar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados bacterianos 

através do método de disco difusão em ágar e da concentração inibitória mínima (CIM) por 

microdiluição em caldo. 

 

 3 - Caracterizar a capacidade de aderência à superfície dos isolados bacterianos por 

meio da quantificação de formação de biofilme pelo método do cristal violeta em microplaca 

e por testes utilizando mananoligossacarídeo comercial (MOS) para pesquisa de presença de 

fímbrias tipo I e III.  
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RESUMO 

 

Os usos de antibióticos na medicina humana e na produção animal impuseram uma pressão 

seletiva sobre populações bacterianas em diversos ambientes contribuindo para a evolução e 

disseminação da resistência bacteriana. A maioria destes compostos passa inerte em sistemas 

de tratamento de efluentes e atingem corpos hídricos receptores,  representando uma fonte de 

pressão seletiva no ecossistema que se inserem, contribuindo para permanência de cepas 

resistentes que ali estejam presentes. O presente estudo caracterizou bactérias Gram negativas, 

lactose negativas ambientais provenientes da Laguna de Tramandaí – RS quanto à 

susceptibilidade a antimicrobianos, por disco difusão em ágar e concentração inibitória 

mínima; além da capacidade de aderência à superfícies por formação de biofilme pelo método 

do cristal violeta e presença de fímbrias tipo I e III por aglutinação em lâmina com 

mananoligossacarideo. Os resultados revelam a identificação de treze isolados de Proteus 

mirabilis resistentes à tetraciclina e doxiciclina, e três isolados de Alcaligenes faecalis 

resistentes à tetraciclina e sulfametoxazol/trimetoprim. Ambas as espécies produziram 

biofilme fortemente aderente. Nove isolados produziram fímbrias tipo I e dois fímbrias tipo 

III. A capacidade de produzir fímbrias e formar biofilme dos isolados resistentes facilita sua 

permanência no ambiente aquático, podendo atuar como reservatórios de genes de resistência 

a antibióticos. 

 

Palavras chaves: Antimicrobianos. Resistência.  Biofilme. Fímbrias. 
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INTRODUÇÃO  

 O uso indiscriminado de antibióticos nas áreas de medicina humana e produção animal 

tornou-se um sério problema de saúde global devido ao grande aumento de bactérias 

resistentes (WRIGHT, 2010). A resistência a antibióticos é responsável por centenas de 

milhares de mortes anualmente (BENGTSSON-PALME; KRISTIANSSON; LARSSON, 

2018) e o seu aparecimento está associado à pressão seletiva imposta através do contato de 

microrganismos com baixas concentrações inibitórias de antimicrobianos distribuídos no 

ambiente aquático, como nos rios naturais, efluentes hospitalares, estações de tratamento de 

esgoto, portos e lagos (SERAFIM; RUIZ, 2018). 

 A maior parte desses compostos não são totalmente metabolizados nos organismos, 

passam inertes em sistemas tradicionais de tratamento de efluentes e podem atingir os corpos 

hídricos receptores superficiais e subterrâneos (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015). Juntamente 

com esses compostos ativos, populações bacterianas potencialmente patogênicas a humanos e 

animais, além de bactérias comensais, que frequentemente abrigam genes de resistência a 

antibióticos (ARGs), podem estar presentes (BAQUERO; MARTÍNEZ; CANTÓN, 2008; 

KRAUPNER et al., 2018). Além disso, a introdução e o acumulo progressivo no ambiente 

aquático de detergentes, desinfetantes, resíduos de poluição industrial, como metais pesados, 

também contribuem para a evolução e disseminação de microrganismos resistentes 

(BAQUERO; MARTÍNEZ; CANTÓN, 2008). 

 Os mecanismos de resistência a antibióticos incluem produção de enzimas que 

degradam ou inativam o antibiótico, alteração da permeabilidade da membrana que impede ou 

dificulta a penetração do antibiótico na célula, hiperexpressão de bombas de efluxo ao 

antibiótico ou alteração do sítio alvo do antibiótico (SEKI, 2012). A maior parte dos genes de 

resistência é encontrada em elementos genéticos móveis como plasmídeos, transposons e 

integrons. As bactérias podem atuar como doadores de novos elementos de resistência, 

transferindo – os entre diferentes espécies bacterianas por transferência horizontal (KHAN; 
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SÖDERQUIST; JASS, 2019). No ambiente aquático, a troca de genes de resistência é 

estimulada devido à fácil movimentação dos microrganismos e dos elementos genéticos 

móveis (PEIXOTO; GORDIANO; COSTA, 2012). 

 A Laguna de Tramandaí possui uma área de aproximadamente 18,8 km² e está 

localizada na planície costeira do Rio Grande do Sul - Brasil, onde se situam as cidades 

balneárias de Tramandaí e Imbé (SILVEIRA, 2013). O canal da laguna recebe aportes de 

água salgada, pois se encontra em conexão livre e permanente com o mar; além disso, o canal 

se comporta como escoadouro natural de drenagem do conjunto de lagos costeiro interligado 

tanto em direção norte como em direção sul (FARION, 2007). Ao sul possui praias arenosas, 

banhados em sua margem leste e vegetação de restingas a sudoeste (TERCEIRO, 2017). O 

turismo e a pesca são as atividades econômicas básicas da região. Os principais usos das 

águas da Laguna são para irrigação de lavouras de arroz, atividades recreacionais, 

abastecimento público e diluição de esgotos doméstico e industrial (LEITE, 2019). 

 O presente trabalho tem como objetivos isolar e identificar bactérias glicose 

positivas/lactose negativas e não Pseudomonas spp. presentes na Laguna de Tramandaí - Rio 

Grande do Sul – Brasil; analisar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos através da 

concentração inibitória mínima (MIC) e da técnica de disco difusão em ágar; caracterizar os 

isolados quanto à propriedade de aderência à superfície por meio da quantificação da 

formação de biofilme pelo método do cristal violeta em microplaca e por pesquisa da 

presença de fímbria tipo I ou tipo III através da aglutinação em lâmina com 

mananoligossacarídeo comercial (MOS). 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

ISOLADOS BACTERIANOS 

 

Alíquotas de 100 mL de amostras de quatro pontos distintos da Laguna de Tramandaí 

(Rio Grande do Sul - Brasil), coletadas na baixa e alta estação, foram concentradas por 
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filtração em membrana de nitrocelulose (0,45 μm de porosidade). O isolamento das bactérias 

foi feito através da deposição das membranas sobre Ágar Mac Conkey com posterior 

incubação a 37ºC por 24 horas (Leite et al., 2019). De 392 isolados bacterianos, 16 foram 

caracterizados como glicose positivos/lactose negativos e não Pseudomonas spp, selecionados 

para o presente estudo e identificados através da técnica de MALDI-TOF (Matrix-Assisted 

Laser Desorption Ionisation – Time of Flight) (MALDI Microflex Biotyper 4.0, Bruker). 

 

 

DETERMINAÇÃO DA SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DOS ISOLADOS 

BACTERIANOS  

  

 A sensibilidade a antimicrobianos dos isolados de Alcaligenes faecalis foi determinada 

através da concentração inibitória mínima (MIC) por microdiluição em caldo dos 

antimicrobianos Amicacina, Ceftazidima, Ciprofloxacina, Doripenem, Florfenicol, 

Gentamicina, Imipenem, Meropenem, Sulfametazol/Trimetoprim e Tetraciclina, conforme 

CLSI 2018. Os isolados foram semeados em Ágar Triptona de Soja (TSA) e incubados a 37°C 

por 24 horas. Posteriormente, ajustados a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10
8
 UFC/mL) e 

diluídos 1:10 até uma suspensão final de 1,5 x 10
6 

UFC/mL em solução salina 0,9% estéril. 

Os antimicrobianos foram diluídos em série em caldo Mueller-Hinton cátion-ajustado 

(CMHII) a partir da concentração 512 até 0,004 ug/mL. A cepa Escherichia coli ATCC 25922 

foi utilizada como controle do teste. 

 A determinação da sensibilidade a antimicrobianos dos isolados de Proteus mirabilis 

foi realizada através da técnica de disco difusão em ágar dos antimicrobianos Amicacina, 

Ampicilina, Amoxicilina-clavulanato, Ampicilina-sulbactam, Aztreonam, Cefepima, 

Cefotaxima, Ceftazidima, Ciprofloxacina, Doxiciclina, Ertapenem, Gentamicina, Imipenem, 

Meropenem, Norfloxacina Piperacilina-tazobactam e Sulfametazol/Trimetoprim; e por meio 

da MIC dos antimicrobianos Doripenem, Doxiciclina, Ertapenem, Imipenem, Meropenem e 

Tetraciclina por microdiluição em caldo, conforme CLSI 2018. A cepa Escherichia coli 
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ATCC 25922 foi utilizada como controle do teste. A intepretação dos halos de inibição e 

determinação da concentração inibitória mínima (MIC) foi realizada conforme CLSI 2018.  

 

CARACTERIZAÇÃO DOS ISOLADOS BACTERIANOS QUANTO À CAPACIDADE DE 

FORMAÇÃO DE BIOFILME 

 Os 16 isolados bacterianos foram semeados em Ágar Triptona de Soja (TSA) e 

incubados a 37°C por 24 horas. A partir do TSA, os isolados foram ajustados à turbidez 0,5 da 

escala de McFarland em salina 0,9% estéril. Logo após, adicionou-se na placa de poliestireno 

de 96 poços de fundo plano 20 µL da suspensão do inoculo em octoplicata juntamente com 

180 µL de Caldo Soja Tripticaseína (TSB), sendo a placa incubada a 37º por 24 horas. No 

controle positivo foram adicionados 20 µL da suspensão 0,5 da escala de McFarland do 

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 e 180 µL de caldo TSB; no controle negativo 

adicionou-se 20 µL de salina não inoculada e 180 µL de caldo TSB; e no controle de 

esterilidade continha apenas 200 µL de caldo TSB.  

 Após 24 horas, os poços foram aspirados, lavados e levemente agitados três vezes com 

200 µL de solução salina estéril. As células bacterianas que permaneceram aderidas na 

superfície (fundo e paredes do poço) da placa foram fixadas com 200 µL de metanol 99% 

(P.A) por 15 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi esvaziada e deixada 

para secar para posterior coloração dos poços com 200 µL do corante cristal violeta a 2% por 

5 minutos. O excesso do corante foi retirado com água destilada corrente e a placa deixada 

para secar. Logo após, as células coradas aderidas foram solubilizadas com 160 µL de etanol 

a 100% (P.A) por 30 minutos.  Posteriormente, realizou-se a leitura da densidade óptica (OD) 

de cada poço em espectrofotômetro no comprimento de onda de 570 nm. 

 Para intepretação dos resultados os isolados foram classificados em 4 categorias de 

acordo com os valores de OD dos biofilmes bacterianos. A OD ponto de corte (ODc) para o 

teste é definido como três desvios padrão acima da média da OD do controle negativo cujo 
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poço da placa conterá apenas o caldo TSB. A classificação foi interpretada da seguinte 

maneira: OD ≤ ODc não aderente; ODc < OD ≤ 2 x ODc fracamente aderente; 2 x ODc < OD 

< 4 ≤ ODc moderadamente aderente; 4 x ODc < OD fortemente aderente. 

 

CARACTERIZAÇÃO DOS ISOLADOS BACTERIANOS QUANTO À CAPACIDADE DE 

PRODUZIR FÍMBRIAS 

 A caracterização dos isolados quanto à capacidade de produzir fímbrias foi realizada 

através da aglutinação em lâmina utilizando mananoligossacarídeo comercial (MOS) para 

pesquisa da presença de fímbrias tipo I ou tipo III. Os isolados foram semeados em Ágar 

Triptona de Soja (TSA) e incubados a 37°C por 24 horas. Posteriormente, foram cultivados e 

incubados a 37ºC em Caldo Soja Tripticaseína (TSB) e após 4 horas de crescimento, em ágar 

fator de colonização (CFA) por 24 horas a 37ºC. As colônias foram retiradas do ágar CFA e 

suspendidas em solução salina 0,9% estéril na escala 0,5 de McFarland. 

 Para a pesquisa de fímbria tipo I ou tipo III foram adicionados 50 µL da suspensão 

bacteriana, 50 µL da solução de MOS a 0,3% em salina e 50 µL de salina não inoculada em 

uma placa de poliestireno de 96 poços de fundo redondo. Em outro poço, acrescentou-se 50 

µL da suspensão bacteriana, 50 µL da solução MOS a 0,3% em salina e 50 µL de solução de 

D-manose a 3%. No controle positivo foi utilizada a cepa E. coli ATCC 25922 e no controle 

negativo 100 µL de solução salina não inoculada com 50 µL de solução MOS a 0,3%. Após 

esse procedimento, a placa foi incubada a 4ºC por 24 horas. 

 Os resultados foram lidos no microscópio óptico em aumento de 100 vezes, sendo 20 

µL retirados de cada poço para observação em lâmina. A positividade para produção de 

fímbrias tipo I foi evidenciada pela formação de grumos no poço que continha apenas 

mananoligossacarídeo comercial (MOS) a 0,3%; sendo a fímbria tipo I manose-sensível, ela 

se ligará a D-manose presente no meio e não irá aglutinar com o MOS. Já a positividade para 

presença de fímbrias tipo III foi ressaltada pela presença de aglutinação em ambos os poços 
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testes; uma vez que esse tipo de fímbria é manose-resistente, a adição de D-manose ao poço 

teste, não irá interferir na aglutinação da fímbria com o MOS. 

 

RESULTADOS 

 Os 16 isolados analisados foram identificados como pertencentes às espécies A. 

faecalis (n=3) e P. mirabilis (n=13).  Dentre os antimicrobianos testados para A. faecalis, 

todos apresentaram resistência à tetraciclina (MIC 32 µg/mL) e a sulfametoxazol/trimetoprim 

(MIC 8/152 µg/mL). Na técnica de disco difusão em ágar, os treze isolados de Proteus 

mirabilis mostraram-se resistentes apenas a doxiciclina. Os valores da concentração inibitória 

mínima (MIC) variam de 64 a 256 µg/mL para doxiciclina e de 16 a 32 µg/mL para 

tetraciclina, demonstrando resistência dos treze isolados de P. mirabilis a esses 

antimicrobianos. 

 Ambas as espécies bacterianas foram classificadas como produtoras de biofilmes 

fortemente aderentes. Dos dezesseis isolados analisados, nove apresentaram fímbrias tipo I e 

dois fímbrias tipo III. Cinco isolados não apresentaram nenhuma das fímbrias testadas. A 

espécie P. mirabilis apresentou mais isolados positivos para presença de fímbrias tipo I 

(Tabela 1). Todos os isolados que apresentaram fímbrias do tipo I ou tipo III foram resistentes 

aos antibióticos tetraciclina, doxicilina e sulfametoxazol/trimetoprim; e formadores de 

biofilmes fortemente aderentes (Tabela 2). 

 

Tabela 1.  Resultados dos testes utilizando mananoligossacarídeo comercial (MOS) para 

pesquisa da presença de fímbrias tipo I ou tipo III nos 16 isolados bacterianos. 

 

 Fímbria tipo I Fímbria tipo III Total 

A. faecalis (n = 3) 1 1 2 

P. mirabilis (n = 13) 8 1 9 
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Tabela 2. Isolados bacterianos que apresentaram resistência a antimicrobianos, produção de 

fímbrias tipo I ou lll e capacidade de formação de biofilme fortemente aderente.  

 

Isolado 

 

Perfil de 

resistência 

Concentração 

inibitória mínima* 

(ug/ml) 

Produção de 

fímbria 

Formação de 

biofilme 

A. faecalis (P17) TET – SXT 32 - 8/152 Tipo III FORTE 

A. faecalis (P63) TET – SXT 16 - 8/152 Tipo I FORTE 

P. mirabilis (P24) TET – DOX 16 – 64 Tipo I FORTE 

P. mirabilis (P26) TET – DOX 16 – 128 Tipo I FORTE 

P. mirabilis (A29) TET – DOX 16 – 64 Tipo III FORTE 

P. mirabilis (P44) TET – DOX 32 – 256 Tipo I FORTE 

P. mirabilis (A65) TET – DOX 32 – 128 Tipo I FORTE 

P. mirabilis (P81) TET – DOX 16 – 64 Tipo I FORTE 

P. mirabilis (A85) TET – DOX 16 – 64 Tipo I FORTE 

P. mirabilis (P96) 

P. mirabilis 

(P105) 

TET – DOX 

TET – DOX 

16 – 64 

16 – 64 

Tipo I 

Tipo I 

FORTE 

FORTE 

*CIM para os antibióticos TET: Tetraciclina. DOX: Doxiciclina. SXT: 

Sulfametoxazol/Trimetoprim 

 

 

 

DISCUSSÃO 

 

 Há décadas, os antibióticos têm sido utilizados em tratamentos terapêuticos de doenças 

infecciosas em humanos e, como profiláticos e promotores de crescimento em animais; além 

de serem empregados na agricultura e aquicultura também (XU et al., 2015). O consumo de 

antibióticos vem aumentando em países industrializados e em desenvolvimento, resultando 

em detecção frequente desses compostos em ambientes aquáticos em todo mundo (ZHOU et 

al., 2011). Juntamente com esses compostos, bactérias patogênicas e potencialmente 

patogênicas a humanos e animais são liberadas constantemente com águas residuais em 

corpos hídricos receptores. Estes microrganismos podem abrigar genes de resistência a 

antibióticos inseridos em plasmídeos, transposons ou integrons, que podem ser transferidos 

entre comunidades bacterianas no ambiente aquático que são inseridos (BAQUERO; 

MARTÍNEZ; CANTÓN, 2008). 

 Bactérias no ambiente aquático podem ser nativas do local, exógenas, transitórias ou 

ocasionalmente presentes na água como resultado de aporte de efluentes oriundos de animais, 

vegetais, do esgoto ou solo (BAQUERO; MARTÍNEZ; CANTÓN, 2008). Através de 
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abordagens metagenômicas baseadas em sequenciamento de alto rendimento, um estudo 

demonstrou que a descargas de águas residuais da suinocultura pode resultar em patógenos 

bacterianos, como Clostridium difficile e Arcobacter butzleri, no seu rio receptor, induzindo 

mudança na comunidade bacteriana nesse ambiente aquático. (JIA et al., 2017). Outro estudo 

realizado na China demonstrou que fortes eventos de tempestades contribuem potencialmente 

com o aumento da frequência de bactérias resistentes a antibióticos do sistema de esgoto para 

lagos urbanos rasos (ZHANG et al., 2016). 

 A identificação dos isolados de Proteus mirabilis (n=13) e de Alcaligenes faecalis 

(n=3) na Laguna de Tramandaí pode indicar que a região esteja recebendo efluentes com 

poluição fecal, uma vez que P. mirabilis pertence à microflora intestinal de humanos e 

animais; e A. faecalis pode ser comumente encontrado no intestino também (DRZEWIECKA, 

2016; OLINDA et al., 2014). Entretanto, mesmo que esses isolados sejam oriundos de outros 

locais, estão mantendo-se na Laguna. Devido ao baixo número de isolados recuperados, não 

foi possível fazer associações com os pontos ou período de coleta; todavia, os isolados foram 

recuperados de amostras de quatro pontos distintos, em anos diferentes, o que indica que são 

espécies disseminadas na Laguna. Estudos demonstram que animais marinhos e aquáticos 

podem absorver microrganismos da água (AL-BAHRY et al., 2012). Isolados de P. mirabilis 

foram identificados em associação com espojas marinha e ostras (FERNÁNDEZ-DELGADO 

et al., 2007; KEFALAS; CASTRITSI-CATHARIOS; MILIOU, 2003). Desse modo, o 

potencial de disseminação na cadeia alimentar aquática pode auxiliar a permanência destes 

microrganismos na Laguna de Tramandaí, RS. 

 A resistência dos isolados P. mirabilis e A. faecalis aos antibióticos tetraciclina (MIC 

16 a 32 µg/mL) e doxiciclina (MIC 64 a 256 µg/mL); e tetraciclina (MIC 16 a 32 µg/mL) e 

sulfametazol/trimetropim (MIC 8/152µg/mL), respectivamente, determinada através da 

concentração inibitória mínima (MIC), corroboram com estudos realizados anteriormente. Em 

lagos urbanos da China detectou-se isolados de P. mirabilis que continham genes de 
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resistência à tetraciclina (ZHANG et al., 2016). Alcaligenes sp. possui um importante 

reservatório de genes de resistência a antibióticos e elementos genéticos móveis, tendo um 

grande potencial para disseminá-los (YANG et al., 2017). A identificação de bactérias 

resistentes no sistema de distribuição de água no sudoeste da Nigéria demonstrou que 

Alcaligenes era o único gênero bacteriano que apresentava mais de um gene de resistência à 

tetraciclina (ADESOJI et al., 2015). Em isolados de A. faecalis provenientes de esterco de 

animais, identificaram-se seis genes de resistência: aadB, cat, blaOXA-10, aadA1, dfrA1 e 

aacA4, indicando que eles eram resistentes a pelo menos quatro classes de antibióticos: 

aminoglicosídeos, cloranfenicol, β-lactâmicos e trimetoprim (YANG et al., 2017). 

 Através da quantificação de formação de biofilme e da pesquisa da presença de 

fímbrias tipo I ou tipo III caracterizou-se a capacidade de aderência em superfície dos 

isolados. Os dezesseis isolados foram classificados como formadores de biofilme fortemente 

aderente. A presença de fímbria tipo I foi evidenciada em nove isolados, sendo oito de P. 

mirabilis. Os resultados estão de acordo com estudos anteriores da literatura.  P. mirabilis é 

um microrganismo conhecido devido a sua capacidade de produzir biofilme e expressar um 

número considerável de fímbrias (ARMBRUSTER et al., 2017). A espécie é o agente 

etiológico mais frequente em infecções do trato urinário associado ao cateter (CAUTI) devido 

à propriedade de adesão ao tecido epitelial do hospedeiro, que é obtida através de fímbrias 

tipo I e, posteriormente, formação de biofilme cristalino (GHAIMA; HAMID; HASSAN, 

2017; WILKS; FADER; KEEVIL, 2015). 

 Trabalhos sobre a identificação de bactérias resistentes formadoras de biofilme em 

ambientes aquáticos já foram realizados. Em uma estação de tratamento de águas residuais na 

Alemanha analisou-se cepas bacterianas e constatou-se que cerca de 20-40% (n = 30) eram 

resistentes a quatorze antibióticos, sendo a maioria capaz de formar biofilme (JAŁOWIECKI 

et al., 2018). Cinquenta isolados de P. aeruginosa, provenientes de águas residuais do Burn 

Center em Gilão – Irã mostraram-se resistentes à gentamicina, imipenem, tobramicina e 
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piperacilina, sendo que, 70% desses, expressavam o gene pslA com uma frequência de 42,9% 

e eram formadores de biofilme (EMAMI et al., 2015). Uma análise realizada em biofilmes de 

águas residuais, superficiais e de água potável na cidade de Mainz, identificou Enterococos 

spp. resistentes à vancomicina e Enterobacteriaceae hidrolisantes de β-lactâmicos 

predominantemente em biofilmes de águas residuais; além dos genes vanA, mecA e ampC, 

que conferem resistência aos antimicrobianos vancomicina e aos β-lactâmicos, (SCHWARTZ 

et al., 2003). Em uma bacia hidrográfica agrícola localizada na Colúmbia Britânica foi 

demonstrado que os biofilmes de sedimentos e rochas dos rios eram os mais propensos a 

estarem associados a isolados de E.coli resistência à tetraciclina, ampicilina, estreptomicina e 

ácido nalidíxico; sendo a maior frequência de resistência observada no local de maior impacto 

agrícola (MAAL-BARED et al., 2013). 

  A capacidade de produzir biofilme fortemente aderente e fímbrias tipo I ou tipo III dos 

isolados resistentes de P. mirabilis e A. faecalis facilita a permanência destas espécies no 

ambiente aquático, uma vez que as fímbrias auxiliam na adesão da célula bacteriana a uma 

determinada superfície e o crescimento bacteriano em forma de biofilme confere proteção e 

estabilidade às mudanças que podem ocorrer no ambiente. Dessa forma, esses 

microrganismos podem atuar como reservatórios de genes de resistência a antibióticos na 

Laguna de Tramandaí, Rio Grande do Sul – Brasil. 
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3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Os resultados revelam que a Laguna de Tramandaí - RS possui uma população pouca 

diversificada em relação a bastonetes Gram-negativos não fermentadores de lactose e que os 

mesmos apresentam uma baixa resistência aos antimicrobianos testados. 

Contudo, onze isolados bacterianos foram resistentes aos antibióticos doxiciclina, 

sulfametoxazol/trimetoprim e tetraciclina; formadores de biofilme fortemente aderente e 

produtores de fímbrias tipo I ou tipo III. 

A capacidade de formar biofilme e produzir fímbrias dos isolados resistentes facilita a 

permanência no ambiente aquático e, assim, esses microrganismos podem atuar como 

reservatórios de genes de resistência a antibióticos. 

 Tendo em vista que a resistência aos antibióticos está gradualmente aumentando, os 

resultados deste trabalho são significativos, pois demonstram que o ambiente aquático é um 

veículo de disseminação de genes de resistência a antibióticos. Além disso, a detecção de 

bactérias resistentes presentes em ambientes aquáticos poderá refletir parte da origem dos 

mecanismos de resistência que é observada na área clínica atualmente. 
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