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Sumario: Diferentes acdes vém sendo realizadas pelo grupo NuBIOMA (Nucleo de
Biossegurangca e Meio Ambiente da UFPE) em parceria com a Prefeitura da Cidade
Universitaria (PCU) na tentativa de resgatar a qualidade da agua e vida do Riacho
Cavouco. Foram investigados isolados gram-positivos provenientes de cinco pontos do
riacho Cavouco da UFPE, sendo a diferenciacdo dos isolados gram-positivos feitos por
meio da técnica de coloracdo em Gram e observacdes macroscépicas das coldnias. Os
isolados identificados correspondem aos géneros Bacillus (Bacillus pumilus, Bacillus
cereus e Bacillus licheniformis) e Staphylococcus (Staphylococcus hominis). A extracéo do
DNA gendmico das culturas de Bacillus e Staphylococcus foi realizada mediante a técnica
descrita por Sambrook et al (1989) e para caracterizacdo molecular das bactérias foram
utilizados iniciadores especificos para a amplificacgio do gene RNA ribossémico
(WEISBURG et al.,1991). As amostras amplificadas foram purificadas e sequenciadas em
sequenciador automatico de DNA ABI 3100. As sequéncias de DNA analisadas no banco
de dados GenBank através da pagina web do NCBI, relevou que a amostra do género
Staphylococcus se tratava de uma bactéria do género Exiquobacterium com similaridade
genética 99% comparada com as sequencias depositadas previamente no GenBank. Dos
isolados correspondentes ao género Bacillus, as amostras de Bacillus pulimus, Bacillus
cereus e Bacillus licheniformis sequenciadas confirmaram os resultado obtidos pelos testes
bioquimicos, com 99% de similaridade genética com as espécies depositadas previamente
no GenBank. Os testes bioquimicos foram importantes para identificacdo, e os testes
moleculares para caracterizacao genética dos isolados do Riacho Cavouco.
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INTRODUCAO
A maior parte da producdo de efluentes domésticos e industriais é despejada em
ecossistemas aquaticos de agua doce limitando a disponibilidade dos recursos hidricos e
comprometendo as relagdes entre os seres vivos. A decomposicao de substancias organicas
por micro-organismo reduz o oxigénio presente na agua, causando desequilibrio nas
comunidades naturais (MORAIS E JORDAO, 2002). O riacho Cavouco localizado nas
coordenadas 8°2°52.05” latitude Sul e 34°57°10.33” longitude Oeste, possui sua nascente
na Universidade Federal de Pernambuco-UFPE. No trecho que percorre dentro da
Universidade, esse riacho recebe um aporte de carga poluidora de residuos provenientes
dos laboratérios de ensino e pesquisa; residuo hospitalar, além de despejo domestico
oriundos da populagdo circunvizinha. Estudos recentes comprovam o efeito cumulativo
desses residuos provocado por mudangas na dinamica desse ecossistema, afetando a
qualidade da 4gua, a macro e micro fauna e flora existentes (ARAUJO E OLIVEIRA,
2013). Diferentes acdes vém sendo realizadas pelo grupo NuBIOMA (Nucleo de
Biosseguranga e Meio Ambiente da UFPE) em parceria com a Prefeitura da Cidade
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Universitaria (PCU) na tentativa de resgatar a qualidade da agua e vida desse riacho.
Dentre essas agdes destaca-se a Caracterizacdo Fenotipica da Microbiota do Cavouco.
Considerando as interacfes entre os seres vivos e 0 ambiente, é factivel que alteracdes nas
condi¢Bes normais do meio influenciam diretamente na dindmica da sobrevivéncia desses
seres em seus respectivos ecossistemas. Sendo assim, a identificacdo de perfis genotipicos
distintos podera servir como indicativo da suposta exposi¢do desses organismos aos
agentes poluidores. Essa a¢do, em conjunto com outras realizadas pelo grupo NuBioma
poderd auxiliar na implantacdo de um Plano de Gerenciamento de Residuos, ainda
inexistente na instituicdo. Paralelamente, podera despertar e incentivar a comunidade
académica para a importancia dos temas ambientais e socioecondmicos do Campus. O
trabalho possuiu como objetivo identificar molecularmente isolados do género Bacillus
provenientes do riacho Cavouco-UFPE, através de técnicas como amplificacdo por PCR
(Reacdo em Cadeia de Polimerase) o gene ribossomal 16S (16S rDNA) e analisar o perfil de
restricdo do gene 16S rDNA amplificado por PCR (ARDRA).

MATERIAIS E METODOS
Foram investigados isolados do género Bacillus provenientes de cinco pontos da UFPE:
Nascente (P1), Ponte do Centro de Tecnologia e Geociéncias — CTG (P2), Ponte da
Biblioteca Central — BC (P3), Ponte do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami —
LIKA (P4) e Ponte do Hospital das Clinicas - HC (P5). A diferenciacdo dos isolados gram-
positivos foi previamente realizada por meio da técnica de coloragdo em Gram. Para
identificar essas bactérias observou-se a morfologia das coldnias, a presenca ou auséncia
de hemolise em meio agar sangue e microscopia de coldnias novas e antigas. Na sequéncia
foram feitos testes bioquimicos convencionais (KONEMAN et al., 2008) in house e alguns
isolados foram confirmados por meio de aparelho automatizado (BD Phoenix™). Os
isolados foram mantidos em glicerol -80°C e em Deep Freezer a -80 °C. Foram reativados
em meio sélido agar sangue e incubados em estufa a 37° C por 24 horas para analise
molecular. A extracdo do DNA total dos isolados de Bacillus foi realizada mediante a
técnica descrita por Sambrook et al (1989). O gene do RNA ribossomal 16S (16S rDNA)
foi amplificado utilizando os seguintes oligonucleotideos iniciadores : fD1 (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e rD1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3) (
WEISBURG et al,1991). A purificagdo dos produtos seguiu o protocolo do kit de
purificacdo PureLink (Invitrogen) e em seguida sequenciados em sequenciador automatico
de DNA ABI 3100. Os produtos do gene 16S rDNA amplificados foram clivados com as
enzimas de restricdo Ndell, Haelll e Stul a 37°C, em um volume final de 25uL dos
produtos amplificados de cada amostra, seguindo o protocolo do fabricante. As reacfes
foram analisadas por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,0% (p/v), em tampéao TBE
0,5X, juntamente com o marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb (Invitrogen).
Em seguida, o gel foi observado em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentado.
Os dados obtidos pelo sequenciamento foram analisados e comparados no banco de dados
Genbank usando BLASTN, BLASTX e BLASTP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

RESULTADOS
Os isolados identificados correspondem aos géneros Bacillus (Bacillus pumilus, Bacillus
cereus e Bacillus licheniformis) e Staphylococcus (Staphylococcus hominis). Os produtos
amplificados do gene 16S rDNA de S. hominis, B. cereus, B. pumilus e B.licheniformis
apresentaram um peso molecular de aproximadamente 1500 pares de bases, como pode ser
visualizado na figura 1. As sequéncias de DNA analisadas no banco de dados GenBank
através da pagina web do NCBI, relevou que a amostra do género Staphylococcus se
tratava de uma bactéria do género Exiquobacterium com similaridade genética 99%
comparada com as sequencias depositadas previamente no GenBank. Dos isolados
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correspondentes ao género Bacillus, as amostras de Bacillus pulimus, Bacillus cereus e
Bacillus licheniformis sequenciadas confirmaram os resultado obtidos pelos testes
bioquimicos, com 99% de similaridade genética de com as espécies depositadas
previamente no GenBank.

Figura 2: Fragmentos amplificados do gene 16S rDNA de 1= Bacillus licheniformis; 2= Bacillus pumilus;

3= Bacillus cereus; 4= Staphylococcus hominis.

DISCUSSAO

A caracterizacdo de bactérias realizadas por meio de ensaios bioquimicos tradicionais ndo
é suficiente para serem obtidos resultados fidedignos, é preciso confirmar essa
identificacdo com o auxilio de ferramentas moleculares. Neste estudo, a identificacdo do
isolado referente ao género Staphylococcus pelos os ensaios bioquimicos foram diferentes
dos resultados obtidos molecularmente, que indicou ser o género Exiguobacterium. Os
respectivos géneros apresentam Vvérias caracteristicas em comum, como motilidade,
catalase e uréase positivas, fosfatase e coagulase negativas, reducdo ou ndo de nitrato,
producdo de acidos em condicdes aerdbicas, aléem de apresentar espécies de bactérias
aerobicas e anaerdbicas facultativas. As coldnias apresentam formas cocdides podendo ser
opacas, butirosas ou amarelo-alaranjadas, crescendo a temperatura variante de 20° - 45° C
(SCHLEIFER et al, 1979; COLLINS et al, 1983). As caracteristicas morfologicas
semelhantes entre os dois géneros podem ter contribuido para a caracterizacéo,
incialmente, do isolado bacteriano como S. hominis através do aparelho automatizado (BD
Phoenix™).

CONCLUSOES
Diante dos resultados obtidos, comprovou-se que os testes bioquimicos foram eficientes na
identificacdo das bactérias gram-positivas isoladas do Riacho Cavouco, e que os testes
moleculares foram de grande importancia na caracterizacdo e confirmacédo das espécies dos
isolados, mostrando maior sensibilidade e maior especificidade no presente estudo.
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