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RESUMO

A contaminacgdo de corpos hidricos por material fecal € uma das principais causas
de doencas entéricas no mundo, além disso, bactérias tolerantes ao cloro séo
motivo de grande preocupacdo devido a sua relacdo com multirresisténcia aos
antibioticos. A bacia hidrografica do rio Guandu, localizada no estado do Rio de
Janeiro, possui como destino a Estacdo de Tratamento de Aguas (ETA) do Guandu,
que abastece cerca de 85% da populacdo da regido metropolitana do Rio de
Janeiro. No entanto, as aguas dos afluentes dessa bacia vém sendo poluidas por
residuos industriais, esgoto doméstico, entre outros. Atualmente os coliformes totais
e termotolerantes séo utilizados no monitoramento da qualidade microbiol6gica da
agua, porém estes indicadores ndao permitem a identificacdo do organismo-fonte da
contaminacdo, 0 que vem levantando questionamentos sobre sua eficiéncia.
Organismos dos dominios Archaea e Bacteria vém sendo apontados como
bioindicadores alternativos ao grupo coliforme, uma vez que possuem a capacidade
de indicar a fonte da contaminacdo fecal. O tratamento da agua destinada ao
consumo humano é necessario para torna-la potavel, ou seja, para eliminar as
impurezas prejudiciais e nocivas a saude. Desta forma, no Rio de Janeiro, 0s
afluentes chegam a ETA Guandu poluidos e turvos e passam por diversas etapas
tais como: coagulacdo quimica, floculacdo, decantacédo, filtracdo, clarificacao,
desinfeccado por cloro e fluoretacdo. Bactérias tolerantes ao cloro e resistentes aos
antibiéticos vém sendo descritas como agentes etiolégicos de varios processos
infecciosos. No presente estudo foi realizada a quantificacdo da contaminacéo fecal
hospedeiro-especifico e avaliacdo da tolerancia ao cloro e resisténcia aos
antimicrobianos em aguas destinadas ao abastecimento publico, da bacia do rio
guandu. Para isso, foram realizadas a determinacdo das concentracbes de
coliformes totais/E. coli, bem como, a quantificacdo dos biomarcadores em nove
pontos dessa bacia. Isolados bacterianos dos afluentes identificados pelo
sequenciamento do gene rrs do 16S rRNA foram analisados em relacdo a
susceptibilidade aos antimicrobianos e a determinacdo da concentragao bactericida
minima de cloro. As concentracbes de contaminacdo fecal variaram entre o0s
biomarcadores, sendo humana (8,59x102 e 1,92x108), equina (5,21x10* e 3,67x109),
bovina (8,26x107 e 3,33x10'?) e suina (4,52x10* e 4,83x10%? cépias/pL), mesmo em

amostras satisfatorias pela metodologia oficial, demonstrando a limitagdo da mesma



na avaliacdo da qualidade microbiolégica das aguas. Os isolados de Pseudomonas
Spp. apresentaram resisténcia ao meropenem e aztreonam e 0s Ochrobactrum spp.
foram resistentes a beta-lactamicos (cefalosporinas), fluoroquinolonas e
aminoglicosideo. Oitenta e dois por cento dos isolados foram tolerantes ao cloro
(2,5mg/L). Nossos resultados revelam gue mesmo ap0s o tratamento na ETA,
bactérias tolerantes ao cloro podem permanecer na agua potavel e com isso
aumentar a concentracdo de micro-organismos e genes de resisténcia, provocando
riscos a saude humana. Estes dados nos levam a concluir que questdes
relacionadas ao tratamento e a qualidade de 4guas destinadas ao abastecimento
publico, ainda necessitam de muito investimento no desenvolvimento de
metodologias mais sensiveis e acuradas com a finalidade de proporcionar um

monitoramento mais eficaz quanto a qualidade das aguas.

PALAVRAS CHAVES: Contaminacdo Fecal. Agua. Rastreamento de Fonte

Microbiana. Tolerancia ao Cloro. Resisténcia a Antibi6ticos.



ABSTRACT

Contamination of water bodies with fecal material is one of the main causes of
enteric diseases in the world, in addition, chlorine tolerant bacteria are of great
concern due to their relationship with multiresistance to antibiotics. The Guandu
watershed, located in Rio de Janeiro state, has Guandu Water Treatment Plant
(WTP) as its destination, which supplies about 85% of the population from
metropolitan region of Rio de Janeiro. However, the affluents of this watershed are
being polluted by industrial and domestic sewage, among others. Currently, total and
thermotolerant coliforms are adopted to monitor the microbiological water quality, but
these indicators do not allow the microbial source tracking, which has raised
guestions about its efficiency. Microorganisms of Archaea and Bacteria domains
have been identified as alternative bioindicators to the coliform group, since they
have the capacity to indicate the source of the fecal contamination. The treatment of
water intended for human consumption is necessary to make it potable. Thus, in Rio
de Janeiro, the Guandu affluents reach the WTP Guandu polluted and turbid and go
through several stages such as: chemical coagulation, flocculation, decantation,
filtration, clarification, chlorine disinfection and fluoridation. Chlorine tolerant and
antibiotic resistant bacteria have been described as etiological agents of various
infectious processes. In the present study, the quantification of host-specific fecal
contamination, the chlorine tolerance and antimicrobial resistance in waters destined
for public water supply in the Guandu Watershed were performed. For this purpose,
the determination of total coliforms / E. coli concentrations was done, as well as the
guantification of the biomarkers in nine points of this watershed. Bacterial isolates
from the affluents identified by the rrs gene 16 rRNA sequencing, were analyzed for
antimicrobial susceptibility and determination of minimal bactericidal concentration to
chlorine. Fecal contamination concentrations varied between the human (8.59x10?
and 1.92x108), equine (5.21x10* and 3.67x10°), bovine (8.26x107 and 3.33x10%?) and
swine (4.52x10* and 4.83x10'? copies/JL), even in samples satisfactory by the official
methodology, demonstrating the limitation of the same in the evaluation of the
microbiological quality of the waters. The isolates of Pseudomonas spp. showed
resistance to meropenem and aztreonam and Ochrobactrum spp. were resistant to
beta-lactams (cephalosporins), fluoroquinolones and aminoglycosides. Eighty-two

percent of the isolates were chlorine tolerant (2.5mg / L). Our results show that even



after treatment in WTP, chlorine tolerant and antimicrobial resistant bacteria can
remain in drinking water, thereby increase the microorganisms and resistance genes
concentration, leading human health risks. These data lead us to conclude that
issues related to the treatment and quality of water intended for public supply still
require great investment in the development of more sensitive and comprehensive

methodologies in order to provide safer water quality monitoring.

KEYWORDS: Fecal Contamination, Water, Microbial Source Tracking, Chlorine

Tolerance, Antibiotics Resistance.
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1 INTRODUCAO

1.1  Vigilancia ambiental em saude

Vigilancia sanitaria € o resultado de duas vertentes historicas, uma antiga e
outra moderna, e também o testemunho de duas posturas diante de problemas de
saude, uma elitista autoritaria, outra democrética e baseada no didlogo da
populacdo. Surgiu para prevenir ou diminuir riscos provocados por problemas
sanitarios decorrentes do meio ambiente, ou originados de doencas infecto
contagiosas (BUENO, 2005). Os saberes de praticas de vigilancia sanitaria sao
multidisciplinares, tem como intuito seu melhor desempenho (COSTA &
ROZENFELD, 2012).

A lei 6360, publicada em 1976 e que ficou conhecida justamente pelo nome
de Lei da Vigilancia Sanitaria, disp6s sobre a vigilancia sanitaria de medicamentos,
drogas, insumos farmacéuticos e saneantes, entre outros produtos. Somente a partir
dessa lei foi estabelecida a exigéncia de apresentacdo de receita médica na venda
de determinados medicamentos (BRASIL, 1976). A Medida Proviséria n°® 1.791/98 foi
aprovada em 13 de janeiro de 1999, originando a Lei n°® 9.782/99, de criacdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), promulgada em 26 de janeiro do
mesmo ano (BRASIL, 1999).

A Lei Organica da Saude, n°8.080, de 19 de setembro de 1990, definiu a
Vigilancia Sanitaria como “um conjunto de agdes capaz de eliminar, diminuir, ou
prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio
ambiente, da producéo e circulacéo de bens e da prestacdo de servi¢os de interesse
da saude”. Esta lei inclui no campo de atuacdo do Sistema Unico de Saude (SUS) a
"colaboracdo na protecdo do meio ambiente”, assim como o controle da agua para
consumo humano e de substancias toxicas e radioativas (BARCELLOS &
QUITERIO, 2006; AITH & DALLARI, 2009). Essas acBes sdo de extrema
importancia, pois “atuam sobre fatores de riscos associados a produtos, insumos e
servicos relacionados com a saude, com o meio ambiente, com a circulacdo
internacional de transportes, cargas e pessoas” (COSTA & ROZENFELD, 2012).

No Brasil, no setor saude, tradicionalmente a vigilancia sanitaria tem se
incumbido das ac¢bes sobre o ambiente, embora tais acdes estejam limitadas, via de

regra, ao saneamento basico, desde sua origem. Assim, a questdo ambiental, como
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parte das condi¢cbes de saude e como objeto das politicas publicas, sdo temas
inseridos na esfera da vigilancia sanitaria. De acordo com o Ranking do Saneamento
do Instituto Trata Brasil (2014), 2,5 bilhdes de pessoas (36%) viviam sem
saneamento adequado, 71% eram de &reas rurais. A cobertura de saneamento
adequado aumentou de 49% em 1990 para 64% em 2012. Entre 1990 e 2012,
quase dois bilhdes de pessoas ganharam acesso ao saneamento.

Em junho de 2003 foi criada a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) no
ambito do Ministério da Saude e dentre as competéncias inclui-se a Coordenacgéo da
Gestdo do Subsistema Nacional de Vigilancia em Saude Ambiental (SINVSA). Esse
sistema € definido como um conjunto de acBes que proporciona o conhecimento e a
deteccdo de qualquer alteracdo nos fatores determinantes e condicionantes do meio
ambiente que interferem na salde humana, com a finalidade de identificar as
medidas de prevencdo e controle dos fatores de risco ambientais relacionados as
doencas ou outros agravos a satde (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).
Dentre seus objetivos, estd a adogcdo de acles integradas, de modo a exercer a
vigilancia desses fatores de risco ambientais que possam vir a afetar a salude da
populacado, estabelecendo parametros, identificando e intervindo nos fatores que
levem a doencas e outros agravos, tendo em vista a eliminacao do risco, o controle
e a recuperacao do meio ambiente (AUGUSTO, 2003; BRASIL, 2017).

1.2 Qualidade da agua e a saude publica

Aguas ambientais, incluindo lagos, cérregos e marinhas costeiras s&o
suscetiveis a contaminacéo fecal de uma variedade de fontes pontuais e difusas,
como animais selvagens e domesticados, e/ou humanos. A poluicdo por animais
domesticados pode incluir residuos fecais de animais de estimacdo e animais de
fazenda, incluindo o escoamento agricola (BARCELLOS & QUITERIO, 2006).

A agricultura no Brasil €, historicamente, umas das principais bases da
economia do pais, desde os primordios da colonizacéo até o século XXI, evoluindo
das extensas monoculturas para a diversificacdo da produgdo. Segundo a
Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de Carnes (ABIEC), o Brasil é o
5° maior pais do mundo em territorio com cerca de 20% da sua area (174 milhdes de
hectares) ocupada por pastagens (ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS
EXPORTADORAS DE CARNES, 2011), produzindo atualmente em torno de 10
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milhdes de toneladas de carne bovina (ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS
INDUSTRIAS EXPORTADORAS DE CARNES, 2018). A grande variedade de
sistemas produtivos em um territorio t&o vasto também reflete na diversificagdo dos
produtos. Em 2000, o Brasil foi consolidado como poténcia na producdo e
exportacdo de carne bovina, assumindo em 2004 a primeira colocacdo dentre os
exportadores (ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS EXPORTADORAS
DE CARNES, 2011).

No Brasil, a criacdo de bovinos representa a principal e maior criacdo de
ruminantes, que por sua vez proporcionam a producdo de 10 a 15 kg/animal/dia de
dejetos (CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA VETERINARIA, 2011). Estudos
revelam que bovinos saudaveis podem carregar cepas Escherichia coli
verotoxigénica (VTEC) do sorotipo O157:H7. Cada vez mais, este sorotipo e outros
VTEC sé&o identificados em animais ndo ruminantes, incluindo porcos, coelhos,
gambéas e aves aquéticas. Vale ressaltar que no Brasil, a primeira cepa de E. coli
0157:H7 foi isolada e identificada em Parelheiros, no municipio de S&do Paulo, a
partir de uma amostra de agua de poco (UFNAR et al., 2007; BRASIL, 2011). Em
adicdo, atualmente, o aumento das concentracbes de hormdnios em aguas vem
sendo associado ao uso desenfreado de horménio do crescimento para o aumento
da producéo de leite, gerando um novo risco a saude humana.

Outra atividade importante para a economia brasileira, a criacdo de suinos,
gera emprego e renda para cerca de 2 milhdes de propriedades rurais. A
produtividade, por animal e por area, aumentou consideravelmente, passando-se a
produzir grandes quantidades de dejetos em pequenas extensdes de terra. A partir
dai, iniciaram-se os problemas com o destino dos efluentes, além do uso dos
antibiéticos com diferentes finalidades, tais como: promotor de crescimento,
terapéutica e "profilatica” (KONZEN, 1983). No Brasil a suinocultura € uma atividade
predominantemente de pequenas propriedades rurais, ocorrendo mais de 80% da
producdo em unidades de até 100 hectares (SCHMIDT et al., 2007), porém um dos
grandes entraves dessa atividade esta relacionado a aspectos ambientais, devido a
grande producdo de dejetos pelos suinos - 2 a 3 kg/animal/dia de dejetos -
principalmente, ao manejo que se da ao mesmo. A contaminacdo ambiental causada
pelos dejetos dos suinos é um problema sério devido ao elevado numero de
contaminantes, causando uma forte degradacao do ar, do solo e principalmente dos

recursos hidricos (aguas superficiais e subterraneas) (SEGANFREDO, 2000).
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Dejetos suinos sdo muito concentrados em matéria organica biodegradavel
(aproximadamente 55%), possuem numero elevado de micro-organismos
patogénicos e sdo ricos em nitrogénio e minerais (cobre, zinco e arsénico) (HOODA
& EDWARDS, 2000; SCHMIDT et al., 2007; SCANLON et al., 2013).

A falta de saneamento basico no meio rural, independente da forma de
ocupacdo, € um fator preocupante por se tratar de constante lancamento de
poluentes no meio ambiente (RHEINHEIMER et al., 2003). Os residuos rurais sdo a
principal fonte de poluicdo fecal em lagos e rios, contribuindo com um tergo da
poluicdo fecal em estuarios. Estes residuos fecais podem ser transportados pelo
escoamento durante chuvas afetando as bacias hidrograficas causando a
eutrofizacdo, o carreamento de sedimentos e a introdugcdo de micro-organismos
patogénicos. Essa contaminacao pode ter origem em animais de criagdo, animais de
estimacdo ou animais silvestres, sendo de grande relevancia a contaminacéo
proveniente de criacbes de alto impacto comercial, como por exemplo, bovinos,
caprinos, equinos, suinos e as avicolas, devido ao grande numero de animais
envolvidos (SIMPSON et al., 2002). Embora os riscos que essa contaminacdo da
agua por fezes animais em relacdo a saude humana ndo seja muito divulgada, &
importante a prevencdo e remediacdo dessas fontes poluidoras (FIELD &
SAMADPOUR, 2007).

Além disso, em regides agricolas e até mesmo regides urbanas ainda podem
observar a criacdo de cavalos, que produz cerca de 7 a 8 kg/animal/dia de dejetos
(20% urina e 80% material soélido), mais ricas em nitrogénio do que as fezes de
suinos e bovinos (MATOS, 2005). A infeccdo de seres humanos por Bacillus
anthracis, Trichinella spirallis e Salmonella enterica, vém sendo associada a
contaminacdo de fezes de equinos. Além da contaminacdo fecal bovina, suina e
equina, a contaminacédo fecal de humanos € umas das principais carreadoras de
patdgenos como Bacteroides spp., Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter
spp., Candida spp., E. coli enterohemorragica. Além de parasitas intestinais, seus
ovos também carregam grande quantidade de antibioticos, hormonios e outras
substéancias toxicas (NOGUEIRA, 2005).

As doencas veiculadas através da agua tém sido apontadas constantemente
como um problema nos diversos tempos histéricos da humanidade. Problemas com
a poluicdo fecal sdo comuns a todas as nacgdes, independentemente de situacao

econdmica, embora o nivel de poluigédo e o tipo variem entre os paises (STEWART
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et al., 2007). A agua contaminada pode transmitir doencas como diarréia, cOlera,
disenteria, febre tifdide e poliomielite. Calcula-se que a agua potavel contaminada
cause 502 000 mortes por diarreia todos os anos. Estimativas globais sugerem que
844 milhGes de pessoas ndo possuem acesso a servico basico de 4gua potavel,
incluindo 159 milhdes de pessoas que dependem da agua de superficie, pelo
menos, 2 bilhdes de pessoas usam uma fonte de agua potavel contaminada com
fezes. Calcula-se que cerca de 842 000 pessoas morrem anualmente devido a
diarreia resultante de 4gua potavel insegura, saneamento e higiene das maos. No
entanto, a diarreia é amplamente evitavel, e as mortes de 361.000 crian¢cas menores
de 5 anos poderiam ser evitadas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

O primeiro relato descrito sobre doenca de veiculacdo hidrica foi no ano de
1854 em Londres quando se verificou que as éareas de Londres que eram
abastecidas com agua da Companhia Southpark, captacéo a jusante do lancamento
de esgoto da cidade, registravam um namero de Obitos e uma taxa de mortalidade
muito superior a daquelas que recebiam a &gua da concorrente Lambeth com
captacdo ao montante do ponto de lancamento de esgoto. O niumero de casos de
célera era elevado, em apenas 10 dias foram registradas mais de 500 mortes. A
contaminagcdo da agua foi claramente comprovada por analises, ficando
demonstrado entdo, que a agua estava contaminada com fezes humanas e que era
a origem da infeccdo por célera (AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2018). No
Brasil, de maio a julho de 1999, a Agencia Nacional das Aguas relatou que em
Pedra Azul, Minas Gerais, foram contabilizados 25 casos suspeitos e uma morte
causada pelo vibrido colérico veiculado pela dgua de consumo sem tratamento
prévio (CENTRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2016).

A atencdo das autoridades sanitarias para com o0s sistemas publicos de
abastecimento de agua, destino de dejetos, tratamento de esgoto, coleta e
disposicdo de residuos solidos gerados, principalmente nos grandes centros
urbanos, esta tradicionalmente direcionada para as consequéncias que O0S
problemas desse contexto sdo capazes de causar a0 meio ambiente e a Saude
Publica. Essa situacdo tem se agravado nos ultimos anos devido a contaminagéo
frequente das aguas de consumo humano, aguas recreacionais e aguas de irrigacéo
por patégenos emergentes como Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, E. coli
0157:H7, entre outros (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007; ALVES, 2016).
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A qualidade da agua “in natura” € de grande importancia nos sistemas de
tratamento de aguas superficiais, uma vez que uma falha no tratamento pode
produzir agua com risco a saude dos consumidores. Em 1988 ocorreu um surto de
doencas de veiculacdo hidrica, na Suécia, atingindo cerca de 11.000 pessoas em
decorréncia de uma falha na cloragdo da agua. Com isso, podemos concluir que o
monitoramento da qualidade da 4gua que abastece as estacdes de tratamento € de
extrema importancia. A falta de estrutura sanitaria e principalmente o manejo
inadequado de dejetos humanos e de outros animais incorporadas ao solo sdo 0s
fatores mais importantes de contaminagdo dos recursos hidricos (ANDERSSON &
BOHAN, 2001; SILVA & MATTOS 2001; BIANCO, 2015a).

1.3 Aguadestinada ao abastecimento

A superficie do planeta é constituida por aproximadamente 70% de agua,
sendo 97% de agua salinas, e aproximadamente 3% de agua doce, sendo 2.5%
encontradas em geleiras. Dos 0.5% da agua doce do planeta a maior parte esta
presa em aquiferos subterraneos, dificultando o acesso humano. Somente 0.04% da
agua do planeta esta disponivel na superficie, em rios, lagos, mangues, etc (UN
Water, 2006) (Figura 1).

Figura 1 - Distribuicdo da dgua no mudo.

97% de agua sagada

Fonte: (UN Water, 2006).

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas (ORGANIZACAO DAS NACOES

UNIDAS, 2018) cerca de um bilhdo de pessoas ndo possuem acesso a um
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abastecimento suficiente, o acesso é definido como fonte que forneca 20 litros de
agua por pessoa por 1 dia a uma distancia que nao supere a mil metros. Sao
incluidas como fontes as ligagbes domésticas, fontes publicas, fossos, pocos e
nascentes protegidos e a coleta de aguas pluviais. A crise global enfrentada pelas
Nacdes Unidas é resultado da crescente demanda mundial de recursos hidricos
para atender as necessidades agricolas e comerciais da humanidade, além da
crescente necessidade de saneamento basico.

A distribuicdo de dgua no mundo ndo ocorre de maneira igualitéria. Apenas 9
paises concentram mais de 60% da agua disponivel no planeta: Brasil, RUssia,
China, Canada, Indonésia, EUA, india, Coldmbia e a Republica Democratica do
Congo, distribuidos em 5 continentes (Gréafico 1) (AGENCIA NACONAL DE AGUAS,
2009).

Gréfico 1 - Distribuicdo de dgua doce no mundo.

39,6%

31,8%
15%
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Fonte: (AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2009).

A maior disponibilidade hidrica do mundo se encontra no Brasil, 12% da
producdo hidrica de 182.170 m3/s. No entanto, sua distribuicdo ocorre de maneira
irregular entre as regides. Aproximadamente 70% da agua disponivel estdo
concentradas no Norte, onde habita 7% da populacdo nacional; enquanto 30%
restantes sao distribuidas desigualmente pelo pais, para atender 93% da populagéo
(GALINDO & FURTADO, 2006; CARVALHO, 2012). Além disso, o Brasil registra um
elevado desperdicio: de 20% a 60% da agua tratada para consumo se perde na

distribuicdo, dependendo das condi¢cdes de conservacéo das redes de
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abastecimento. Além dessas perdas de agua no caminho entre as estacdes de
tratamento e o consumidor, o desperdicio também é grande nas residéncias,
envolvendo, por exemplo, o tempo necessério para se tomar um banho, a propria
forma de se tomar banho, a utilizacdo de descargas no vaso sanitario que
consomem muita agua, a lavagem da louca com agua corrente, no uso da
mangueira como vassoura na limpeza de calcadas, na lavagem de carros, etc (MMA,
MEC e IDEC, 2005). O ciclo da agua tem sofrido alteragcbes em decorréncia das
acOes antropicas e a escassez de agua limpa ja é um dos grandes desafios do
século XXI. Levando em conta que mais de 24% da populacdo mundial ndo tem
acesso a agua tratada, o tema definitivamente entrou na agenda ambiental mundial
(CAB AMBIENTAL, 2018).

Durante séculos, considerou-se que as fontes de agua eram inesgotaveis,
porém com o grande crescimento da populacdo mundial, o desenvolvimento
industrial e tecnoldgico, a urbanizacdo e a expansao agricola, a capacidade de
autodepuracao das aguas foi comprometida. Tais fatores contribuem para a poluicao
e contaminacdo dos recursos hidricos, o que prejudica a qualidade e quantidade de
agua disponivel ao consumo humano (BOMFIM et al.,, 2007). Segundo a Lei n°
9.443, de 8 de janeiro de 1997, considera-se a agua um bem de dominio publico,
sendo um recurso natural limitado, dotado de valor econémico, constituindo seu uso
prioritario voltado para o consumo humano e a dessedentacdo de animais em caso
de escassez (AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2007).

A agua é imprescindivel para a manutencdo da vida, sendo utilizada para
consumo, alimentacdo, higiene pessoal, entre outros, desta forma, deve estar
disponivel em quantidade e qualidade adequadas a fim de prevenir danos a salde e
favorecer o bem-estar das pessoas (SOUSA, 2002; AMARAL, 2007). Uma das
preocupacdes mundiais estd vinculada ao uso preponderante da agua e a sua
manutencdo. As autoridades sanitarias tém funcdo de agentes fiscalizadores, e
possuem sua atencao voltada para o abastecimento de agua, destino de dejetos,
tratamento de esgoto, coleta e disposicdo de residuos solidos gerados,
principalmente nos grandes centros urbanos, tendo como objetivo prever as
consequéncias que problemas desse contexto possam gerar ao meio ambiente e a
Saude Publica (SA et al., 2005).

Fatos histéricos demonstram que algumas das mais generalizadas epidemias

que ja infligiram as popula¢des humanas, com excecao da peste bubdnica, tiveram
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sua origem em sistemas de distribuicdo de agua (ARRIGO, 2005). Como
consequéncia, a protecdo dos sistemas hidricos da contaminacdo fecal € um dos
mais importantes e dificeis desafios para ambientalistas, e o monitoramento dos
recursos hidricos € essencial como forma de controle da salde ambiental destes
ecossistemas. O monitoramento da qualidade da agua é um componente essencial
dos programas de protecdo da saude humana (PONTES & SCHRAMM, 2004).

A cada dia, milhdes de toneladas de esgoto tratado inadequadamente e
residuos agricolas e industriais sdo despejados nas aguas de todo o
mundo. [...] Todos os anos, morrem mais pessoas das consequéncias de
agua contaminada do que de todas as formas de violéncia, incluindo a
guerra. [...] A contaminacao da 4gua enfraquece ou destrii 0s ecossistemas
naturais que sustentam a salde humana, a producdo alimentar e a
biodiversidade. [...] A maioria da 4gua doce poluida acaba nos oceanos,
prejudicando areas costeiras e a pesca. [...] Ha4 uma necessidade urgente
para a comunidade global — setores publico e privado — de unir-se para
assumir o desafio de proteger e melhorar a qualidade da 4gua nos nossos
rios, lagos, aquiferos e torneiras (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS,
2010).

Pesquisas realizadas pelo Instituto Brasileiro de Defesa do Consumidor em
2007, nas cidades de Sédo Paulo, Rio de Janeiro e Parana, constataram que a agua
fornecida para estas cidades, principalmente no Rio de Janeiro, tem entre seus
principais problemas a contaminacg&o por coliformes, o baixo teor de cloro na agua e
alteracdes de cor. Na cidade do Rio de Janeiro, dentre os locais avaliados, o que
tem maior grau de contaminacdo € onde a &gua é fornecida pela CEDAE
(Companhia de Aguas e Esgotos do Rio de Janeiro). Tais parametros avaliados s&o
de fundamental importancia para a saude do consumidor, pois alguns patdgenos
podem estar presentes na agua podendo provocar surtos de doencas como colera,
gastroenterites (Tabela 1) (BRASIL, 2016).
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Tabela 1 - Principais doencas transmitidas pela agua, seus agentes patogénicos e
suas vias de entrada e saida do corpo humano Modificado de D’AGUILA e
colaboradores (2000)

Doenca Agente etiologico Via de saida do Via de entrada do
corpo humano corpo humano
Coélera Vibrio cholerae Fecal Oral
Febre tifoide Salmonella typhi Fecal Oral
Febre paratifoide Salmonella paratyphi A,B,C Fecal Oral
Leptospirose Leptospira spp. Fecal Oral
Giardiase Giardia lamblia Fecal Oral
Amebiase Entamoeba spp. Fecal Oral
Ascaridiase Ascaris lumbricoides Fecal Oral
Ancilostomose Ancylostoma duodenale Fecal Oral
Disenteria bacilar Shigella spp. Fecal Oral
Esquitossomose Schistosoma mansoni Fecal Oral
Salmonelose Salmonella entérica Fecal Oral
Hepatite infecciosa Virus da hepatite tipo A Fecal Oral

Outros tipos de Shigella,
Salmonella e Proteus spp.
Tipos enteropatogénicos de
Escherichia coli

Gastroenterite Fecal Oral

Diarréia infantil Fecal Oral

Fonte: (Do autor, 2014).

1.4 Bacia hidrogréfica do Rio Guandu

Situada no municipio do Rio de Janeiro, a bacia hidrogréfica do rio Guandu
abarca 15 municipios: Seropédica, Itaguai, Paracambi, Japeri, Queimados, Miguel
Pereira, Vassouras, Pirai, Rio Claro, Engenheiro Paulo de Frontin, Nova Iguagu, Rio
de Janeiro, Mendes, Mangaratiba e Barra do Pirai. Esta bacia é formada pelos rios
Guandu, da Guarda e Guandu-Mirim, com uma extensdo de 3.600 km?, esta
localizada a oeste da Baia da Guanabara (Figura 2) (VETTORAZZ] et al., 2012).
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Figura 2 - Mapa da Bacia Hidrografica dos Rios Guandu, da Guarda, Guandu-Mirim
- RII
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Fonte: (Comité Guandu, 2012).

A bacia do Guandu é de fundamental importancia, pois é responsavel pelo
abastecimento da regido metropolitana do Rio de Janeiro, e também proporciona o
funcionamento de hidrelétricas, termelétricas e outras industrias. Sendo considerada
Unica para subsisténcia e desenvolvimento da regido, estando sob a protecao das
legislacdes federal, estadual e municipal. Apesar da importancia da bacia para a
populacado, suas aguas sofrem com problemas decorrentes e recorrentes, causada
por lancamento in natura de esgoto doméstico, residuos industriais e defensivos
agricolas, além da extracdo mineral, principalmente areia, do desmatamento das
matas ciliares e com raras excec¢les, também pode se mencionar a fragil ou
inexisténcia gestdo ambiental por parte dos poderes publicos municipais e da
populacdo em geral (INSTITUTO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2012).

O rio Guandu, localizado na regido da Baixada Fluminense, Estado do Rio de
Janeiro com a extensdao de 48 km e largura variavel (50 a 90m), nasce na
confluéncia de Ribeirdo das Lajes com rio Santana, possuindo como principais
afluentes os rios dos Macacos, Santana, Sao Pedro, Pogos/Queimados e Ipiranga.

Grande parte da a4gua do rio Guandu provém do rio Paraiba do Sul através da
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transposicdo que ocorre no Bairro de Barra de Pirai no reservatorio de Santa Cecilia,
estacdo da concessionaria de energia elétrica do Estado do Rio de Janeiro. O trecho
final do rio, que possui 15 km de extensdo é denominado Canal de S&o Francisco
(SALAMENE, 2011).

A bacia do Guandu €é de grande importancia para o Rio de Janeiro, visto que
nela é realizada a captacéo de agua para a Estacdo de Tratamento de Agua (ETA)
Guandu, inserida no Guiness Book como a maior estacdo de tratamento de aguas
em producdo continua, operada pela CEDAE, sendo responsavel pelo
abastecimento de agua local e de aproximadamente 85% da populacdo da Regido
Metropolitana do Rio de Janeiro (VIANA, 2009; COMPANHIA ESTADUAL DE
AGUAS E ESGOTO, 2018a). A CEDAE possui grande interesse na qualidade da
adgua do Guandu, pois quanto menor for o grau de poluicdo, menor serd o gasto na
ETA Guandu (SALAMENE, 2007).

A poluicdo do rio Guandu esta diretamente relacionada com o crescimento
industrial e populacional nos municipios que comp8em a bacia hidrografica e da
poluigcdo oriunda do rio Paraiba do Sul. Os rios Pogos/Queimados e Cabucu/lpiranga
possuem suas aguas com alto indice de poluicdo, estes se encontram com 0 rio
Guandu na lagoa do Guandu que possui baixa taxa de renovacdo hidrica e por
vezes encontra-se tomada de macréfitas e apresenta mau cheiro (SALAMENE,
2007; VIANA, 2009).

O rio Queimados atravessa a area urbana do municipio de mesmo nome e o
Po6lo Industrial de Queimados, desembocando no rio dos Pocgos. Desde a nascente a
agua deste rio € comprometida, pois recebe esgoto sanitario da area de Queimados
sem qualquer tratamento. Também recebe efluentes industriais que provém das
atividades realizadas no Pdlo industrial. O rio dos Pocos recebe rios que drenam a
regido urbana de Queimados. Despejo que séo oriundos das areas urbanas de
Queimados e Nova lguagu séao langados no rio Ipiranga que possui como principal
afluente o rio Cabucu (SERBER, 2005).

A ETA Guandu estd situada em nova Iguacu e atende aos seguintes
municipios: Nilopolis, Nova Iguacu, Duque de Caxias, Belford Roxo, S&o Jo&o de
Meriti, Itaguai, Queimados e Rio de Janeiro. Segundo a CEDAE (2018b) a agua
chega a ETA Guandu barrenta e turva, e sai pura e cristalina apos passar por
diversas etapas tais como: coagulacdo quimica, floculacdo, decantacao, filtracéo,

clarificacéo, desinfec¢cdo com cloro e por ultimo fluoretacao (Figura 3).



31

Figura 3 - Esquema de uma ETA convencional
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Fonte: (SERVIQOS AUTONOMO MUNICIPAL DE AGUA E ESGOTO, 2018).

1.5 Desinfec¢cdo com cloro em ETA

Os processos de desinfeccdo tém como objetivo a destruicdo ou inativacdo de
organismos patogénicos, capazes de produzir doencas, ou de outros organismos
indesejaveis. O cloro e os agentes que contém cloro sdo bastante utilizados com o
intuito de desinfeccdo de agua. O seu primeiro uso foi relatado em 1850 e,

7

atualmente esse tratamento € considerado fator contribuinte para diminuicdo de
doencas veiculadas pela agua (DANIEL, 2001).

A adicdo de cloro a agua potavel reduz consideravelmente o risco de doencas
infecciosas transmitidas pela agua. Por mais de um século, a seguranca do
abastecimento de agua potavel foi melhorada pelo tratamento com cloro. E ainda
permanece como o desinfetante de agua potavel mais comum. A adi¢cédo de cloro na
adgua potéavel tem por finalidade reduzir ou eliminar micro-organismos, que podem
estar presentes na agua de abastecimento. Sabe-se que a maioria de estacdes de
tratamento de 4gua para abastecimento publico utiliza na sua desinfeccdo o gas
cloro. Ja piscinas, banheiras de hidromassagem, entre outros geralmente sé&o
clorados com substancias que contem cloro como hipoclorito de célcio, hipoclorito
(alvejante) ou tricloro-triazinetriona (com conhecido como " tricloro "). Em todos os

casos, a eficacia do cloro como germicida é
(SHRIVASTAVA et al., 2004).

resultado de sua acgdo oxidante
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A Portaria no 518/04 do Ministério da Saude estabelece que as aguas para
consumo, devam ser cloradas de forma a alcancar concentracéo de cloro residual
final entre 0,5 a 2,0 ppm, em qualquer ponto da rede de distribuicdo (BRASIL, 2004).
O hipoclorito de sédio é o agente de cloro mais utilizado. Seu mecanismo de acao
compreende em aumentar o pH do meio, provocando mudancas na estrutura da
célula, levando a danos na membrana externa, degeneragcao ou inibicao irreversivel
das proteinas do citoplasma, além de reac6es de oxidagdo. Podem ocorrer, também,
reacoes de cloraminacdo e saponificacdo (ESTRELA, 2000). Registros, na
literatura, demonstram que um consideravel nimero de bactérias tem a capacidade
de desenvolver resisténcia aos diversos agentes usados no tratamento de agua,
incluindo o cloro (LE DANTEC et al., 2002; MEDEIROS et al., 2007).

A Organizacdo Mundial da Saude considera a P. aeruginosa um micro-
organismo moderadamente resistente ao cloro (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2003). Estudos demonstram que bactérias que resistem a cloracdo parecem
apresentar mais resistencias, o que indica que o cloro pode ter capacidade de
selecionar linhagens mais resistentes aos antibioticos assim como anti-sépticos e
desinfetantes (PELLEGRINO et al, 2002; ORRETT, 2004). Os principais
mecanismos de resisténcia de micro-organismos séo: diminuicdo da permeabilidade
da membrana, mecanismos de efluxo, mudanca nos polissacarideos, modificacdo de
DNA-girase e inativacao de estruturas de enzimas (MEDEIROS et al., 2007).

E importante ressaltar que a P. aeruginosa € a espécie mais virulenta do
género Pseudomonas (NGWA et al., 2017). E um patégeno oportunista, encontrado
em diversos ambientes e podem causar infecbes nosocomiais severas e uma seérie
de infegbes sistémicas humanas, incluindo endocardite, osteomielite, meningite,
entre outras (STOLER et al., 2015).

O género Ochrobactrum, formado por bactérias Gram-negativas €
amplamente distribuido no meio ambiente e pode fazer parte da flora normal do
intestino grosso (APISARNTHANARAK et al, 2005). Espécies do género
Ochrobactrum pertencem a familia Brucellaceae e possuem 3 espécies principais, O.
anthropi, O. intermidium e O. pseudointermidium, isolados de amostras clinicas
(RASTOGI, 2017). O O. anthropi € cosiderado um patdgeno oportunista e
nosocomial, isolado de véarios espécimes clinicos. As infeccbes nosocomiais por O.
anthropi, principalmente em pacientes com cateter venoso central residente,

aumentaram durante a Ultima década, e apresentam resisténcia multipla a
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antibidticos (MOLLER et al, 1999). O. intermidium, também ¢ considerado um
patdgeno oportunista, mas ndo € tdo comum quanto do O. anthropi.
APISARNTHANARAK e colaboradores (2005) relataram um caso de bacteremia por
O. intermedium, inicialmente mal identificada como Shewanella putrefaciens, em

paciente com cancer de bexiga submetidos a mdltiplas cirurgias gastrointestinais.

1.6 Bioindicadores de contaminagéao fecal

O conceito de indicador microbiol6gico, originalmente definido para avaliar a
qualidade da &gua, é baseado na presenca ou auséncia de grupos ou de um Unico
micro-organismo indicador em ambientes aquéaticos (MACEDO, 2005). As &aguas
destinadas ao abastecimento apresentam o risco de serem poluidas por aguas
residudrias e dejetos de origem animal ou humano, podendo, desta forma, conter
micro-organismos patogénicos, tornando-se assim um veiculo de transmissdo de
doencas. Por isso, ha a necessidade de controlar a qualidade dessas aguas.

Coliformes totais, coliformes termotolerantes, enterococos e E. coli vém sendo
mundialmente utilizados como indicadores da qualidade microbiologica da agua
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001; APHA, AWWA & WEF, 2012), jaque
sdo micro-organismos presentes em grande ndamero na microbiota intestinal de
humanos e outros animais de sangue quente, e sdo faceis de serem enumerados
por métodos simples de cultivo (GRIFFITH et al., 2009). Assim, a qualidade
microbiolégica da dgua é frequentemente avaliada pela detec¢édo de bactérias fecais
indicadoras, tais como E. coli e Enterococos. A determinacdo de niveis elevados
desses indicadores indica a presenca de poluicdo fecal, o que pode implicar em
riscos para a saude publica. Além disso, ndo é possivel vincular essas bactérias
indicadoras a uma fonte de poluicdo especifica devido a natureza ubiqua desses
micro-organismos, o que dificulta a avaliacdo de riscos (GORDON 2001; STEWART
et al 2007; FIELD & SAMADPOUR, 2007). Além disso, jA se sabe que essas
bactérias fecais indicadoras sdo capazes de persistirem tanto em sedimentos
(DESMARAIS et al., 2002; ANDERSON et al., 2005) quanto em macrdfitas aquaticas
submersas (BADGLEY et al., 2010 a, b). Quando ocorre a suspensédo destes
sedimentos via turbuléncias naturais ou induzidas pelo homem, as concentracdes de

bactérias fecais indicadoras podem ser elevadas e assim superestimar o nivel de
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contaminacao fecal em aguas (GRACZYK et al., 2007a, b; PHILIP et al., 2009;
STALEY et al., 2012).

Os coliformes totais estdo presentes no intestino e fezes de animais
homeotérmicos sao representados por Klebsiella, Escherichia, Enterobacter e
Citrobacter (BETTEGA et al., 2006), porém, o grupo € mais heterogéneo e incluem
uma ampla variedade de géneros, tais como Serratia e Hafnia (GUERRA et al.,
2006), aléem de géneros nao entéricos, como Aeromonas Spp. que, por nao ser
especifica do trato gastrintestinal, sua enumeragcdo em &guas € menos
representativa em relagéo a coliformes termotolerantes ou E. coli (MACEDO, 2005).
Os coliformes tém sido utilizados como indicadores de polui¢do fecal em aguas ha,
aproximadamente, 90 anos. Durante este tempo, acumulou-se grande numero de
dados que permitem avaliagdo da sensibilidade e especificidade de tal indicador na
presenca de poluicdo de origem fecal. Andlises nas fezes de animais, incluindo
bovinos, suinos, ovinos, aves domeésticas, caes, gatos e roedores, indicam gue 0s
coliformes termotolerantes contribuem com 93-98% do total de coliformes
(GELDREICH, 1974).

Os coliformes termotolerantes sdo representados por trés géneros,
Escherichia, Enterobacter e Klebsiella. A E. coli é considerada o principal indicador
da qualidade da agua e de contaminacéo fecal (EDBERG et al., 2000). A presenca
dessa bactéria em aguas indica contaminacdo fecal, uma vez que uma série de
patdgenos pode ser veiculada através das fezes e requer acao imediata no que diz
respeito ao controle de qualidade das aguas nos seus mais diversos usos: consumo
humano, recreacdo, Iirrigagcdo, aquicultura e outros (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2004). As legislagbes canadenses e europeias adotam o0s
enterococos e E. coli para avaliacdo da qualidade de aguas recreacionais (HEALTH
AND WELFARE CANADA, 1992, Directive 2006/7/EC). A resolucdo 357/2005 do
CONAMA, que dispbe sobre a classificacdo de corpos de agua e diretrizes
ambientais para seu enquadramento, utiliza os coliformes termotolerantes como
padrdo de qualidade microbiologica, mas permite sua substituicdo pela E. coli, de
acordo com critérios estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente (CONSELHO
NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2005).

Os coliformes de origem humana ou animal podem indicar a presenca de
patbgenos de veiculagdo hidrica. No entanto, esses indicadores apresentam

limitacdes quanto a discriminagéo da origem dessa contaminagéao fecal (humana e
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de animais domésticos, silvestres, aves e outros), o que é considerado um fator
relevante na implementacdo de medidas efetivas de gerenciamento e remediacéo de
aguas superficiais (BLATCHLEY et al., 2007). Outra limitacdo desses indicadores &
a sua utilizagdo em ambientes tropicais, onde esses micro-organismos sobrevivem
em sedimentos e podem ser encontrados em areas distantes da atividade humana.
HARDINA e colaboradores (1991) demonstraram que no Havai, coliformes fecais
depositados em solos foram capazes de sobreviver e serem transportados para
corpos de agua através de aguas subterraneas. Assim, a sua presenca na coluna de
agua poderia ndo estar associada a contaminacao fecal recente.

O monitoramento de todos os agentes patogénicos em ambientes aquaticos &
inviavel devido a grande diversidade de agentes conhecidos presentes nas fezes
(incluindo virus, bactérias e protozodrios), no entanto, 0 monitoramento de um Unico
ou um grupo de patdgenos pode gerar resultados imprecisos no que se refere a
qualidade da agua. Além disso, muitos agentes patogénicos sao dificeis de
identificar e tém distribuicbes desiguais ou baixas nas aguas (FIELD et al., 2003;
STOECKEL & HARWOOQOD, 2007).

Além disso, muitos estudos epidemiolégicos ndo conseguiram associar 0s
niveis de coliformes e os riscos a saude humana, particularmente pela auséncia da
identificacdo da origem da contaminacdo (PRIETO et al.,, 2001; DWIGHT et al.,
2004; COLFORD et al., 2007). A incapacidade de correlacionar a contaminacao a
um organismo fonte pode ser atribuida, pelo menos em parte, ao fato de que os
coliformes sédo eliminados nas fezes de todos os animais homeotérmicos
(HARWOOD et al., 1999; SOUZA et al., 1999; LECLERC et al., 2001). Compreender
a origem da poluicédo fecal é essencial para a avaliagdo precisa dos riscos para a
saude humana, com a contaminacdo de fontes diferentes os niveis de risco também

sdo diferentes.

1.7 Rastreamento da fonte microbiana em ambientes aquaticos

Com o intuito de saber a fonte de contaminacéo fecal de 4guas ambientais, o
Rastreamento da Fonte Microbiana (RFM) surgiu no final da década do século XX
(HARWOOD et al., 2014). Esses métodos baseiam-se em moléculas de assinatura
(biomarcadores), tais como as sequéncias de DNA de micro-organismos associadas

a diferentes espécies animais, permitindo a distin¢cdo entre as fontes de
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contaminagdes fecais (SCOTT, 2002; MIESZKIN et al., 2009). A utilizacdo de
biomarcadores hospedeiro-especificos € de grande relevancia em sua aplicacdo em
aguas ambientais, principalmente em agua de abastecimento. Segundo BERNHARD
& FIELD (2000) a persisténcia da contaminagdo ocorre em parte pela auséncia de
meétodos que indique o agente causador.

A premissa basica do RFM é que certos micro-organismos fecais sao
fortemente associados a hospedeiros especificos. Os métodos de RFM podem ser
divididos em dependentes de cultivo e independentes de cultivo. Neste caso em
particular uma "biblioteca” é uma colecdo de micro-organismos de diferentes fontes
potenciais, bem como do local em estudo.

A Diretiva 2006/7/CE da Unido Europeia tem sido um impulso para estudos
RFM na Europa, e estabeleceu claramente a importéancia de identificar as fontes de
contaminacgéo, como parte da gestdo moderna medidas necessarias para melhorar a
qualidade microbiologica de aguas (SANTO DOMINGO et al., 2007; UE, 2006).
Exemplos de atividades recentes do RFM, além dos Estados Unidos estudos vém
sendo realizados no Canada (CIMENTI et al., 2005; MARTELLINI et al., 2005; EDGE
& HILL, 2007), Austrdlia (AHMED et al., 2005; BARNES & GORDON, 2004), Nova
Zelandia (GREGOR et al., 2002; GILPIN et al., 2003), Sudeste e leste da Asia
(ISOBE et al., 2002; SAVICHTCHEVA & OKABE, 2006; PENG et al., 2005; OKABE
et al., 2007), e Europa (SCHONNING et al., 2002; REISCHER et al., 2006; EBDON
& TAYLOR, 2006; BLANCH et al., 2007).

Nos Estados Unidos a necessidade do RFM, se tornou uma prioridade, em
virtude do requerimento federal de desenvolvimento e execucdo da quantidade
maxima de poluente (total maximum daily load - TMDL -) que um corpo hidrico pode
receber mantendo os padrdes exigidos de qualidade (SANTO DOMINGO et al.,
2007). A TMDL é também utilizada para verificar as contribuicdes de fontes pontuais
e nado pontuais de poluicdo. Em geral, a contribuicdo das fontes pontuais, como
estacdes de tratamento de esgoto ou efluentes industriais, é fixada por legislacao
especifica, sendo de mais facil controle. Por outro lado, as fontes nédo pontuais, que
incluem agricultura, reflorestamento, animais silvestres e escoamento do solo
urbano, sdo de dificil controle e na maior parte dos casos responsaveis por
alteracdes na qualidade da agua (SANTO DOMINGO et al., 2007).

Atualmente, diversos marcadores microbianos humanos tém sido avaliados

como Bacteroides thetaiotamicron (CARSON et al., 2005), Methanobrevibacter
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smithii (UFNAR et al., 2007), poliomavirus humano (MCQUAIG et al., 2006) e
Faecalibacterium (ZHENG et al., 2009). No Brasil, as pesquisas nessa area Sao
escassas e, dessa forma, a selecdo de bioindicadores e o desenvolvimento de
metodologias mais acuradas e sensiveis capazes de discriminar as diferentes fontes
de contaminacéo fecal sdo de extrema relevancia para assegurar a qualidade das
dguas e consequentemente evitar danos a saude da populacdo (FIELD &
SAMADPOUR, 2007).

Um bioindicador de contaminacédo fecal adequado, deve possuir as seguintes
caracteristicas: (1) deve ser um micro-organismo nao patogénico; (2) ser detectado e
enumerado por técnicas simples e rapidas; (3) apresentar sobrevivéncia no meio
ambiente similar aos patdgenos. Além de permitir o rastreamento da fonte de
contaminag¢@o microbiana, bioindicadores devem apresentar todas as caracteristicas
do indicador classico e ter poder de discriminar a origem do hospedeiro (SCOTT et
al., 2002, UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2005). Até
0 momento, ndo existe um método Unico e universal para este tipo de andlise,
portanto a obtencdo de biomarcadores moleculares que permitam a identificacao de
fontes de contaminacao fecal humana e animal podera ajudar na implantacdo de
técnicas que possibilitem rastrear essas fontes de contaminagcdo em aguas
superficiais. O uso desses bioindicadores para identificar a fonte de contaminacéo
fecal € imperativo para preservar a integridade dos corpos hidricos e proteger a
saude da populacéo.

Micro-organismos anaerébicos constituem a maior parte da microbiota das
fezes de humanos e de outros animais. Sendo assim, atualmente, os anaerobios
como Bifidobacterium spp., Clostridium perfringens, a ordem Bacteroidales, e
Methanobrevibacter spp., vém sendo apontados como bioindicadores alternativos ao
grupo coliforme, uma vez que ndo apresentam capacidade para se adaptar ao meio
aerobio, além de correlacionar a contaminacao fecal a hospedeiros especificos
(BERNHARD & FIELD, 2000; BOWER et al. 2005). Ferramentas moleculares tém
facilitado a deteccdo e quantificacdo desses micro-organismos em aguas

contaminadas e, assim expandindo os conhecimentos na area (RECHE et al., 2010).
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1.8 Ordem bacteroidales

O filo Bacteroidetes séo representados por bacilos Gram-negativos, e possui
4 classes: Bacteroidia, Cytophagia, Flavobacteriia e sphingobacteria. A classe
Bacteroidia possui uma Unica ordem: Bacteroidales, que por sua vez possui cinco
familias: Bacteroidaceae, Rikenellaceae, Porphyromonadaceae, Marinilabiliaceae e
Prevotellaceae. Esta classificacdo foi baseada em analises filogenética do gene rrs
16S rRNA (KRIEG et al., 2010; MERINO, 2012). Micro-organismos da ordem
Bacteroidales s&o considerados bons alvos, devido a sua taxa de sobrevida curta
quando liberados no ambiente natural (devido a sua baixa tolerancia ao oxigénio) e
sua abundancia em fezes de animais de sangue quente (FIKSDAL et al., 1985;
BERNHARD & FIELD, 2000; SAVICHTCHEVA E OKABE, 2006).

Estudos revelaram que Bacteroidales representam 20-52% da microbiota
intestinal de humanos. As andlises de bibliotecas génicas (16S rRNA) sugerem
menor abundancia em outros hospedeiros. Outro estudo encontrou 11,2% dos
filotipos relacionados a Bacteroides e Prevotella em suinos e 18% em equinos. As
analises de fezes baseadas em sequéncias do gene rrs também tém revelado altas
concentracfes de Bacteroidales em bovinos (LESER et al., 2001).

Dentro dessa ordem micro-organismos pertencentes a familia Bacteroidaceae
podem ser encontrados na cavidade oral e na microbiota intestinal de animais
(LESER, 2001), sendo predominantes entre as bactérias entéricas presente nas
fezes de animais de sangue quente (KOBAYASHI et al., 2013). Os micro-
organismos dos géneros Bacteroides e Prevotella sdo bacilos, anaerdbicos, gram-
negativos e estdo frequentemente envolvidos em infeccdes humanas (FALAGAS &
SIAKAVELLAS, 2000). Varios estudos tém sugerido que alguns micro-organismos
da ordem Bacteroidales podem ser associados a hospedeiro-especificos
(KREADER, 1995). BERNHARD & FIELD (2000) usaram a heterogeneidade dos
produtos da Reag¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) ou o polimorfismo de
fragmentos terminais de restricdo (T-RFLP) para identificar sequéncias especificas,
do rrs 16S rRNA de ruminantes e humanos como marcador genético da ordem

Bacteroidales.
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1.9 Dominio Archaea

Ha cerca de 25 anos atras, com base no estudo de sequéncias do gene 16S
do RNA ribossomal (16S rRNA) Carl Woese e colaboradores propuseram uma nova
classificagcdo dos organismos vivos em trés dominios: Archaea, Bacteria e Eukarya
(WOESE, 1990). Acredita-se que esses dominios surgiram através de diferentes vias
evolutivas pertencentes a um ancestral comum (CARDOSO et al., 2003). O dominio
Archaea possui aspectos comuns aos encontrados nos dominios Bacteria e
Eukarya, porém também apresenta muitas caracteristicas Unicas (BEVERIDGE,
2001)

O dominio Archaea consiste de quatro filos: Crenarchaeota, que contém as
archaea hipertermdéfilas redutoras de enxofre; Euryarchaeota, que compreende uma
grande diversidade de organismos, incluindo as espécies metanogénicas, as
haldfilicas extremas e espécies hipertermofilas; Korarchaeota, conhecida somente
de sequéncias genéticas do gene rrs do 16S rRNA obtida de amostras de fontes
hidrotermais; Thaumarchaeota, € um filo proposto recentemente para o dominio
Archaea (BROCHIER-ARMANET et al., 2008). E composto por organismos
mesofilicos e desenvolve papel importante nos ciclos geobioquimicos, como o ciclo
do nitrogénio. O filo foi proposto baseado em dados filogenéticos, como sequéncia
de rrs e a presenca de uma forma de topoisomerase tipo |, que previamente sO era
encontrada em eucariontes (CARDOSO et al., 2003; AUCHTUNG et al., 2006;).

O filo Euryarchaeota, € representado principalmente por archaeas
metanogénicas, porém, também possui um grupo distinto de organismos termo-
acidéfilo associado ao género Thermoplasma, que séo caracterizados pela auséncia
de parede celular (VAZOLLER et al.,1999). As archaeas metanogénicas s&o
organismos obrigatoriamente anaerdbios e liberam gas metano (CH4) como residuo
metabdlico. S&o encontradas em ambientes com auséncia de oxigénio e abundancia
de matéria organica, como brejos, acudes, lagos, sedimentos marinhos e rimen de
bovinos. Elas retiram hidrogénio e gas carbbnico desses ambientes e os utilizam em
seu metabolismo. Vivem como simbiontes de uma grande variedade de protozoarios
também anaerobicos, convertendo produtos finais de fermentacdo em gas metano
ou CO2. Séao de grande importancia no ambiente no qual vivem pela alta eficiéncia
de sua enzima hidrogenase, que, mantendo uma baixa presséo parcial de H2 — para

gue a metanogénese ocorra — permite que os demais organismos fermentadores
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facam reoxidagdo do NADH, o que corresponde a um maior rendimento de ATP e
um aumento da biomassa. Esse fendmeno é conhecido como “Transferéncia de
Hidrogénio Interespecifica” (CARDOSO et al., 2003).

O género Methanobrevibacter € um membro da ordem Methanobacteriales do
dominio Archaea. Este género inclui 14 espécies conhecidas que habitam o trato
intestinal animal, plantas em decomposicdo e lodo anaerébico de estacdes de
tratamento de esgoto. As espécies de Methanobrevibacter incluem M. ruminantium
(intestino de ruminantes); M. boviskoreani e M. millerae (rimen bovino); M.
arboriphilus encontrado em material de plantas em decomposicdo; M. cuticularis, M.
curvatus e M. filiformis (intestino de cupim); M. oralis (cavidade bucal humana); M.
gottschalkii e M. thaueri (intestino de cavalo e porco); M. woesei (intestino de rato e
ganso); M. acididurans e M. wolinii (intestino de carneiro); M. olleyae (rimen ovino);
M. smithii (intestino humano) (LAl et al. 2004; LEE et al. 2013). As espécies do
género Methanobrevibacter sdo consideradas metanogénicas dominantes nestes
animais e ajudam na digestdo da celulose. Poucas espécies ocorrem em mais de
um organismo e por esse motivo podem ser utilizados como bioindicadores de
poluicdo fecal no ambiente. Atualmente, com o auxilio das técnicas de biologia
molecular vem se investigando as possiveis relacdes de prevaléncia de archaea em
diversas espécies de animais de sangue quente.

Através do sequenciamento do gene rrs do 16S rRNA, estudos confirmam a
presenca de M. smithii e M. stadtmanae no intestino humano com prevaléncia
variavel e baixa, enquanto M. Stadtmanae apresenta menor deteccdo na maioria dos
casos. Segundo UFNAR et al. (2006), M. smithii é encontrado no trato
gastrointestinal de aproximadamente um terco dos individuos que residem nos
Estados Unidos e Reino Unido, podendo compreender até 10% de todos os
anaerobios encontrados no intestino de adultos saudaveis e altamente prevalente
em esgoto misto. Entretanto, estudos realizados por DEBIS et al. (2011)
demonstraram atraveés de otimizacbes no protocolo de extracdo de DNA de fezes
humanas, a obtencdo de resultados satisfatorios, onde a totalidade de individuos
testados apresentaram organismos do dominio Archaea. Dentre os 650 individuos
analisados foi possivel detectar uma elevada prevaléncia de M. smithii (95,5%) e M.
stadtmanae (29,4%) no intestino humano (DRIDI et al., 2011). Estudos em
camundongos gnotobioticos (“‘germe-free”) indicam que o M. smithii afeta a

especificidade e eficiéncia da digestdo de polissacarideos, influenciando, dessa
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maneira, a absorcdo de calorias e adiposidade do hospedeiro. O processo da
metanogénese previne o0 acumulo de H2 no intestino humano, aumentando a
eficiéncia da fermentacdo microbiana. Estas descobertas conduziram a hipétese de
que M. smithii pode ser um alvo terapéutico para a reducdo da absorcéo de energia
em humanos obesos (SAMUEL et al., 2007).

Outras espécies do género Methanobrevibacter que vem sendo considerados
bons alvos de contaminacéo fecal especificas como o M. ruminantium (M1 ou DSM
1093), isolada a partir do ramen de bovinos por BRYANT (1965), o M. thaueri,
isolada de fezes suinas, por Rolf K. Thauer, M. gottschalkii, isolada de fezes de
equinos e nomeada em homenagem a Gerhard Gottschalk devido suas significantes
contribuicdes na definicdo bioquimica da metanogénese (KONIG, 1986; MILLER et
al., 1986).

Assim, uma variedade de micro-organismos anaerdbicos vem sendo
apontados como alvos promissores, devido a sua maior abundancia em comparacao
com indicadores tradicionais (BERNHARD & FIELD, 2000; ECKBURG et al., 2005).
Membros da ordem Bacteroidales estdo presentes em altas concentragcbes nas
fezes (108 - 10! por grama) e ndo mantém a viabilidade por muito tempo quando
liberados em aguas doces ou salgadas devido sua intolerancia ao oxigénio. Devido a
estas caracteristicas estes micro-organismos vém sendo alvo frequente de ensaios
de gqPCR para o desenvolvimento de marcadores, Bacteroidales humanos-
especificos, ruminantes-especificos e suinos-especifico, baseados em regibes do
gene rrs do 16S rRNA, (SEURINK et al., 2005; KILDARE et al., 2007; REISCHER et
al., 2007; REISCHER et al., 2006; OKABE et al., 2007; MIESZKIN, 2009;
SCHRIEWER, 2010; MIESZKIN et al., 2010).

Em contrapartida, poucos estudos sao relacionados a deteccdo e
qguantificacdo de Methanobrevibacter spp. JOHNSTON e colaboradores (2010)
descreveram o desenvolvimento de gPCR para detectar o gene nifH de M. smithii
em agua. Eles demonstraram alta especificidade, sensibilidade e rapidez na
deteccdo do gene nifH, que foi considerado um bioindicador confidvel de
contaminagdo fecal humana em aguas ambientais. Mais recentemente, estudos
demonstraram a deteccdo de M. oralis por qPCR e sua correlagcdo com a gravidade
de periodontite sugerindo seu uso com biomarcador de periodontite e a deteccdo de
M. ruminantium em amostras de fezes de ruminantes sugerindo marcador de
contaminacdao fecal especifica (BRINGUIER et al., 2013; CARBERRY et al., 2013).
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1.10 PCR em tempo real na detecgao de biomarcador

O advento dos métodos moleculares foi um dos maiores passos das ciéncias
biologicas durante o século XX. Dentre as técnicas baseadas em biologia molecular,
Polymerase Chain Reaction (PCR) trouxe enormes beneficios e desenvolvimentos
cientificos, como sequenciamento de genoma, a expressao de genes em sistemas
recombinantes, o estudo de genética molecular, a determinacdo rapida da
paternidade e o diagndstico rapido de doencas infecciosas se mostrando como um
excelente caminho para a rapida deteccdo de patdégenos, até mesmo aqueles de
dificil cultivo (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004; VALONES et al., 2009).

A PCR em tempo real surgiu da necessidade de monitorar simultaneamente a
quantidade e qualidade do DNA amplificado levando assim ao desenvolvimento de
uma variante da técnica da PCR convencional, essa variante tem se mostrando uma
técnica mais rapida e precisa, e € considerada uma inovacdo tecnologica e tem
ganhado espaco em laboratorios clinicos e nos laboratdrios de pesquisas (NOVAIS
& PIRES-ALVES, 2004; VALONES et al., 2009; OLIVEIRA, 2010).

O monitoramento da PCR, em tempo real, revolucionou o processo de
guantificacdo de fragmentos de DNA e RNA. A PCR em tempo real permite a
quantificacdo destes acidos nucleicos de maneira precisa e com maior
reprodutibilidade, uma vez que determina valores de quantificacdo durante a fase
exponencial da reacdo. O acumulo de produtos da PCR é detectado e monitorado
diretamente pela leitura do aumento da fluorescéncia do fluoréforo utilizado,
enquanto na PCR tradicional os produtos precisam ser posteriormente analisados
por eletroforese. O principal fundamento na utilizagcdo deste método é o chamado
limiar do ciclo, ou threshold cycle (Ct). O Ct é definido como o ciclo da reacdo de
PCR no qual o sinal fluorescente do corante sinalizador atravessa uma linha
arbitraria denominada limiar. Para apresentar os dados na forma de Ct, deve-se
certificar que o limiar esta delimitado na fase exponencial de amplificacdo, acima do
ruido de fundo e abaixo da fase de platé da reacdo de PCR. O valor numérico do Ct
€ inversamente proporcional a quantidade inicial do transcrito de interesse na
reacao, ou seja, quanto menor o valor de Ct, maior a quantidade inicial do transcrito
na amostra (SCHMITTGEN & LIVAK, 2008).

O sucesso da técnica rapidamente levou ao seu aperfeicoamento. Para tal

contribuiram, por exemplo, o desenvolvimento de sondas de oligonucleétidos de
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dupla-hélice e a revelagédo da atividade exonucleasica da enzimaTag polimerase.
Foram criadas e comercializadas muitas plataformas de instrumentagdo, porém a
maioria € composta por um termociclador, com sistema Optico para a excitacédo e
coleta da emissdo da fluorescéncia e um computador com software préprio para a

aquisicdo de dados e analise final da reacdo (MACKAY et al., 2007).
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2 RELEVANCIA

A relagdo saude-ambiente vem sendo ressaltada desde os primérdios com
Hipocrates, na Grécia Antiga, no inicio do século IV a.C. Sua obra, denominada Dos
Ares, das Aguas e dos Lugares, ja trazia preocupacdes com aspectos ambientais na
determinacao de patologias, destacando a relacéo entre as doencas, principalmente
as endémicas, e suas origens (RIBEIRO, 2004).

As condi¢gbes ambientais adversas nos paises em desenvolvimento passaram
a serem identificadas como riscos a saude, que resultaram na necessidade de
estudar e intervir sobre novos problemas, bem como abordar antigos problemas em
uma nova perspectiva. Assim, surgiu a necessidade de superacdo do modelo de
Vigilancia a Saude baseado em agravos, incorporando a temética ambiental nas
praticas da Salde Puablica (BARCELOS & QUITERIO, 2006). O sistema de
Vigilancia em Saude Ambiental (SVSA) comecou a ser implantada pela Fundacéao
Nacional de Saude (FUNASA), com base no Decreto n° 3.450/2000, que
estabeleceu, dentre suas competéncias, “a gestdo do sistema nacional de vigilancia
ambiental”.

A integracdo das vigilancias ganhou respaldo com a publicacdo da Portaria do
Ministério da Saude n° 3252, de 22 de dezembro de 2009, que veio confirmar a
necessidade de atuacdo conjunta das vigilancias: epidemiologica, sanitaria, da
situacdo de saude, da saude ambiental, da satude do trabalhador, e da promocéao da
saude, com o objetivo de controlar determinantes, riscos e danos a saude de
populacées que vivem em determinados territorios, garantindo tanto a abordagem
individual como coletiva dos problemas de salde (BRASIL, 2009).

Em 2009, o Ministério da Saude iniciou o processo de revisdo da Portaria do
Ministério da Saude n° 518/2004, que determina o padréo de potabilidade da agua e
estabelece as competéncias do controle e da vigilancia da qualidade da agua para
consumo humano. O processo continuo e participativo de revisdo da norma de
potabilidade da agua permite, a qualquer tempo, devido a novos conhecimentos, a
adocdo de critérios técnicos e cientificos que assegurem a populacdo brasileira o
acesso a agua de qualidade.

Atualmente, encontra-se constituido o Sistema Nacional de Vigilancia

Ambiental em Saude, SNVA, que “prioriza a informacdo no campo da vigilancia
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ambiental, de fatores bioldgicos (vetores, hospedeiros, reservatorios, animais
peconhentos), qualidade da agua para consumo humano, contaminantes ambientais
quimicos e fisicos que possam interferir na qualidade da agua, ar e solo, e 0s riscos
de correntes de desastres naturais e de acidentes com produtos perigosos” (Decreto
n° 3.450, de 10 de maio de 2000) (OMS, 1978).

As doencas veiculadas através da agua tém sido apontadas constantemente
como um problema nos diversos tempos historicos da humanidade. A destinacao
dos residuos produzidos pelas populacbes humanas, sejam eles quimicos ou
biologicos, sempre estiveram presentes entre os problemas de saude publica
(Barcellos & Quitério, 2006). Segundo a OMS, 80% das doencas causadas em
paises em desenvolvimento estdo relacionadas a contaminacdo de agua e falta de
saneamento béasico (VERAS et al, 2017).

No que se refere a poluicdo fecal das aguas voltadas ao abastecimento, o
homem e outros animais de sangue quente diferem quanto a composicdo de suas
fezes, podendo liberar diferentes patdgenos e outras substancias, como antibiéticos
e horménios, capazes de provocar danos a saude da populacdo. Com isso, o
monitoramento da qualidade microbiol6gica dessas aguas, através da quantificacao
de biomarcadores de contaminacdo fecal hospedeiro-especifico, vem sendo
considerada de extrema relevancia.

As metodologias utilizadas atualmente para detecgcédo de contaminantes fecais
na agua apresentam limitacdes, tais como adaptacdo ou inibicdo de micro-
organismos indicadores, e principalmente a ndo determinacdo da fonte da
contaminagao. Ferramentas moleculares, como a PCR em tempo real sdao uma
alternativa para contornar essas limitacbes e gerar dados robustos capazes de

contribuir para o aprimoramento dos servi¢os de vigilancia em saude ambiental.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Quantificacdo da contaminacdo fecal hospedeiro-especifico e avaliacdo da
susceptibilidade de isolados bacterianos dos géneros Pseudomonas e
Ochrobactrum ao cloro e resisténcia aos antimicrobianos em aguas destinadas ao

abastecimento publico, da bacia do rio Guandu.

3.2 Especificos

e Coletar amostras de agua superficial de nove pontos da bacia hidrogréafica do
Rio Guandu.

e Avaliar os parametros fisicos e quimicos como: temperatura, Potencial
Hidrogenibnico (pH), Oxigénio Dissolvido (OD), salinidade e condutividade

nas amostras;

e Determinar as concentracfes de coliformes totais/E. coli dos pontos de coleta;

e Detectar e quantificar a contaminac¢éo fecal humana, suina, equina e bovina
por meio da gPCR utilizando biomarcadores dos dominios Bacteria e
Archaea;

e Caracterizar isolados de Pseudomonas spp. e Ochrobactrum spp. e
determinar a susceptibilidade aos antimicrobianos e as concentracoes
bactericidas minimas de hipoclorito de sodio em cinco pontos da bacia

hidrogréafica do rio Guandu
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coletade amostras fecais

A especificidade dos iniciadores foi realizada através da gPCR frente as fezes
humanas, suinas, equinas e bovinas coletadas de uma fazenda em Mato Grosso do
Sul em um estudo anteriormente descrito no laboratdrio. Foram coletadas 100
gramas de fezes de cada um dos hospedeiros. As amostras foram refrigeradas e
transportadas ao laboratorio, em seguida foram conservadas a -20°C e

posteriormente foi realizada a extracdo de DNA, conforme protocolo do item 4.2.

4.2 Extracdo de DNA total de amostras de origem fecal

A extracdo do DNA das amostras fecais foi realizada utilizando-se protocolo
adaptado de GRORKOPF et al., 1998 onde um grama de fezes foi colocado em
Eppendorf de 2 mL, e acrescidos 1 mL de Phosphate-Buffered Saline (PBS) e
centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos (repetido 3 vezes). Logo apos foi realizado o
Freeze-Thaw, que consiste em colocar as amostras a -70°C por 2 minutos e depois
a 65°C por 2 minutos, este processo foi repetido 3 vezes. Em seguida foram
acrescentado 5 mg de Lisozima e as amostras serdo incubadas por 1 hora a 37°C.
Apés foi acrescentado 2% de dodecil sulfato de sédio (SDS) e as amostras foram
incubadas por 15 minutos a 60°C. Em seguida foi adicionado 250 mg de pérolas de
vidro (0,1mm de diametro); as amostras foram agitadas por 3 vezes no equipamento
Mini-Beadbeater-1 (BIOSPEC) por 80 segundos a velocidade maxima e a seguir as
amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
recolhido para novos tubos de 2 mL e foram acrescentados 150 uL de CTAB/NACL
(10% CTAB/0,7M NaCL); homogeneizadas em Vortex e incubadas a 65°C por 30
minutos (Heat Block); e posteriormente armazenadas no freezer a -20°C, 24h.
Foram acrescentados 60 puL de PBS/BSA (1,5%) e 700 pL de fenol equilibrado com
TE (pH=7,5) que foi misturado gentilmente com as maos por 10 minutos. Apés foi
centrifugado a 8.000 rpm por 10 minutos. ApdOs a constatacdo de lise celular através
da presenca de 3 fases, o sobrenadante foi recolhido para novo tubo de 2 mL e
foram acrescentados 800 pL de cloroférmio/isoamilico (24:1) e agitado manualmente
por 10 minutos, centrifugado a 13:000 rpm por 10 minutos a 10°C. O sobrenadante
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foi recolhido para novo tubo de 2 mL e foram acrescentados 250 yL de acetato de
amoénio (3M a -20°C), e colocado no gelo por 15 minutos. Em seguida foram
acrescentados 900 pL de isopropanol (-20°C), agitado manualmente e incubado a -
70°por 10 minutos, ou -20°C por 1 hora ou por 24h. As amostras foram centrifugadas
a 10.000 rpm por 20 minutos a 4°C; O sobrenadante foi descartado e acrescentados
800 pL de etanol a 70%, para lavagem do pellet por inversdo. As amostras foram
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 min. o sobrenadante foi descartado e ficou
secando na estante por 10 minutos; logo apds o “pellet” foi ressuspendido em 200

uL de agua ultrapura (DNase e RNase — free) Gibco® (INVITROGEN), com pH=7,5
(ideal para DNA). O produto foi purificado utilizando-se o KIT QIAGEN (DNeasy
Blood & Tissue Handbook) de acordo com protocolo descrito no manual do
fabricante. Em seguida o DNA foi quantificado em equipamento Qubit® 2.0
Fluorometer (INVITROGEN) conforme o manual do fabricante.

Para verificacdo da integridade do DNA genbmico foi realizada eletroforese
em gel de agarose apés a extracdo e purificacdo do DNA. O gel foi preparado com
1% de agarose (SIGMA-ALDRICH) em tampé&o Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X e a
corrida foi realizada a 45 volts por 40 min e posteriormente 60 v por 20 min
adicionais. A coloracéo do gel foi realizada com solucdo de GelRed™ Acid gel Stain
60x e analisada através do sistema de video documentacdo ImageQuant 300 (GE
Healthcare).

4.3 Coleta de amostras de aguas superficiais

Foram realizadas 2 coletas de 9 pontos da bacia hidrogréafica do rio Guandu
nos anos de 2014 e 2016. Foram coletados 5 litros de amostras de cada ponto
(Figura 4).

As amostras foram refrigeradas e transportadas ao laboratério, em seguida
foram filtradas (Filtros Sterivex-GS de 0,22um). O material retido nos filtros foi
conservado a -20°C e posteriormente foi realizada a extragdo de DNA total,

conforme protocolo do item 4.2.
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Figura 4 - Pontos de coleta da bacia do rio Guandu.
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Ponto 1: Barragem de Santa Cecilia (22°28'56.81"S 43°50'20.45"0); Ponto 2: Rio Pirai
(22°37'41.90"S 43°53'49.22"0); Ponto 3: Calha de Ribeirdo das Lajes (22°41'31.43"S
43°51'44.38"0); Ponto 4: Rio dos Macacos (22°38'5.99"S 43°42'17.79"0); Ponto 5: Rio Santana
(22°38'13.87"S 43°40'5.58"0); Ponto 6: Rio Guandu (22°43'40.35"S 43°38'26.18"0); Ponto 7: Rio
Queimados (22°45'35.33"S 43°36'56.53"0); Ponto 8: lagoa do Guandu (22°47'8.43"S43°37'48.04"0);
Ponto 9: Barragem Principal (22°48'31.69"S 43°37'39.44"0).

Fonte: (Google, 2018).

4.4  Parametros fisico-quimicos e microbiolégicos

Apbs a coleta foram analisados os seguintes parametros fisico-quimicos das
amostras: temperatura, pH, condutividade, oxigénio dissolvido e turbidez. As
dosagens foram realizadas através do equipamento Water Quality Checker U-10
(HORIBA). A determinacdo do numero mais provavel (NMP) para deteccdo de
coliformes totais e de E. coli foi realizado através do método do substrato definido
(COLILERT, IDEXX), conforme protocolo descrito em Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA & WEF, 2012).

4.5 Extracdo de dnatotal em amostras de 4guas superficiais

O DNA total das amostras foi extraido, purificado e quantificado de acordo
com o protocolo descrito no item 4.2.
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4.6 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

O DNA de Methanobrevibacter smithii INCQS A45D (DSM 11975),
Methanobrevibacter ruminantium INCQS A36D (DSM 1093), Methanobrevibacter
gottschalkii INCQS A49D (DSM 11977) foram empregados como controles positivos
da reacdo de deteccdo e quantificacdo de bioindicadores do dominio Archaea. O
fragmento amplificado na detec¢do do bioindicador de contaminacao fecal suina do
dominio Bacteria foi sequenciado e apés confirmacdo da identidade, o mesmo foi
empregado como controle positivo nas reacdes para tal dominio. Como controle
negativo, foram utilizadas as cepas de Escherichia coli INCQS 00043/ATCC 23229,
Klebsiella pneumoniae INCQS 00629 (ATCC BAA-1706), Neisseria gonorrhoeae
INCQS 00604 (IAL1894 (WHO-D)), Pantoea agglomerans INCQS 00721 (ATCC
33243), Haloferax volcanii INCQS Al (DSM 3757) e Halococcus morrhuae INCQS
Al2 (DSM 1307). Além disso, também foi adicionada uma aliquota de &agua
deionizada estéril (Gibco®) para avaliar a auséncia de DNA contaminante na mistura
de PCR. A mistura para a reacdo de PCR em tempo real teve o volume final 20 L,
contendo 0,25 uM de cada iniciador e 0,2 yM de sonda (Tabela 2). Também
compuseram a mistura: 1X de MasterMix QuantiNova Probe (Qiagen®), cerca de 25
ng de DNA da amostra e agua Gibco® completando o volume nas seguintes
condi¢des: 5 minutos a 95 °C, 45 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C.
A amplificacdo foi realizada em termociclador Rotor-Gene Q 5PLEX HRM
PLATFORM. Para visualizagdo dos resultados e andlises dos parametros das
reacdes, como Threshold Cycle (Ct) e ARn foi utilizado o software Rotor-Gene

ScreenClust HRM Software fornecido pelo fabricante.
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Tabela 2 - Oligonucleotideos, genes alvo e condicdo da PCR em tempo real

Iniciadores Alvo Tamanho do Referéncia
produto (pb)

gMnif12F nifH/

gMnif143R Methanobrevibacter 131 Bianco, 2015b
gMnifProbe Smithii

gMrul81-F nifH/

gMru325-R Methanobrevibacter 145 Bianco, 2015b
gMru201-P Ruminantium

gPF191F 16S rRNA/

qPF276R Bacteroidales 86 Bianco, 2015b
gPFProbe Suinos

gqGot23F mcrA/

qGot103R Methanobrevibacter 80 Bianco, 2015b
gGotProbe Gottschalkii

Fonte: (Do autor, 2018).

4.7 Curva padrao para o ensaio da gPCR

As concentragbes de DNA foram determinadas pelo Qubit® 2.0 Fluorometer
guantitates (Life Technologies). Todas as reacfes foram realizadas em duplicata. A
inclinacdo da curva-padrdo para cada alvo foi calculada por regresséo linear,
segundo as diluicbes seriadas, pelo programa incorporado no sistema de deteccao
Rotor-Gene Q 5PLEX HRM PLATFORM (Rotor-Gene Q Series Software v.2.1). As
curvas-padrao foram construidas para determinar o numero de cépias amplificadas
do gene marcador de cada alvo. O numero de copias foi calculado conforme manual
do equipamento.

Foi utilizado também o kit Exogenous Internal Positive Control TagMan® (IPC)
(Integrated DNA Technologies) para verificar a presenca de inibidores, de acordo
com instrugBes do fabricante. Apos a construcdo da curva do IPC, foram realizadas
reagbes com o kit do IPC e com uma mistura do DNA das amostras e uma
concentracdo conhecida de IPC. Onde foram observados Ct (Cycle threshold)
diferentes do esperado, foi calculada a inibicdo de acordo com a seguinte férmula:
2(Ct Amostra+IPC — Ct IPC).
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4.8 Isolamento de micro-organismos na presenca ao hipoclorito de sddio

Da coleta realizada na bacia hidrografica do rio guandu em 2016, foram
selecionados 5 pontos, sendo rio Guandu, barragem de Santa Cecilia, rio
Queimados, rio Macacos e barragem principal. Foram coletados 5 litros de amostra
adicionais de cada ponto (Figura 4). Para verificar a sobrevivéncia dos micro-
organismos na presenca de cloro ativo, foram utilizadas 3 concentracdes sendo 0,5
mg/L, 1 mg/L e 2 mg/L em um tempo de contato de 15 minutos, e ainda foi incluido
uma amostra controle, ou seja, sem a presenca do cloro. Apés o tempo de contato,
as amostras foram filtradas em membranas 0,45um para clarificagdo e em seguida
foram concentradas em filtros Sterivex-GS de 0,22um. No final da filtracdo, foram
acrescidos 250mL de PBS para cessar a acdo do hipoclorito sobre a amostra. A
seguir, as membranas foram inoculadas em caldo nutriente incubadas a 37°C por
24h e apo6s o periodo de incubacdo, foram semeadas em duplicatas em agar
cetrimide e MacConkey, incubadas a 37°C por 24h.

ApOs esse periodo, foram selecionadas as placas com culturas originarias das
maiores concentracdes de cloro. A partir dai foram selecionadas colbnias distintas
que foram repicadas em &gar nutriente (AN) para checar a pureza das mesmas.
Todos os isolados foram criopreservados em criotubos com 0,5 mL de BHI glicerol
20% e guardadas em freezer -70°C. Posteriormente, os isolados foram submetidos a
coloracédo de Gram e ao OF Glicose. O DNA gendmico dos isolados foi extraido com
Kit Qiagen, protocolo para Gram negativos. Cepas obtidas do agar cetrimide foram
identificadas pela PCR com iniciadores especificos para o género Pseudomonas e
posteriormente para P. aeruginosa. Os outros isolados foram identificados pela PCR
do gene 16S rRNA.

4.9 Reacédo em cadeia da polimerase - PCR

A identificacdo de Pseudomonas spp e P. aeruginosa foi realizada através da
PCR convencional. Foi empregado como controle positivo da reagdo, Pseudomonas
aeruginosa INCQS 00311 (ATCC 10145) e controle negativo, Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae INCQS 00147 (ATCC 13883). Aléem disso, também foi
adicionada uma aliquota de agua deionizada estéril (Gibco®) para avaliar a auséncia
de DNA contaminante na mistura de PCR. Foi realizada também a PCR
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convencional do gene 16S rRNA para identificacdo de outros isolados bacterianos. A
mistura para a reacdo de PCR teve o volume final de 25 uL, contendo 12,5 yL de
Master Mix, 50 picomoles de cada iniciador e aproximadamente 25-50 ng de DNA da
amostra e agua Gibco® completando o volume. As condi¢des do ciclo consistiram
no passo inicial de 95°C durante 5 min e 35 ciclos de amplificacdo a 94°C durante 20
min, temperatura de anelamento especifica para cada par de iniciadores (Tabela 3)

durante 1 min, 72°C durante 40 seg e alongamento final a 72°C durante 10 min.

Tabela 3 - Oligonucleotideos, genes alvo e condicdo da PCR

Temperatura Tamanho
de do

Iniciadores  Sequéncias (5'-3") Alvo Referéncia
anelamento  produto
°C) (pb)
AGAGTTTGATCCTG Hongoh et, al
27F GCTCAG 16SrRNA 50 1464 2003
GGTTACCTTGTTAC
1492R GACTT
or~cc GACGGGTGAGTAAT Pseudomonas Spilker et al,
GCCTA spp. 54 618 2014
oA r~c o CACTGGTGTTCCTT
CCTATA
PA-SS.E  CGGGGGATCTTCGG  Pseudomonas Spilker et al,
ACCTCA aeruginosa 58 956 2014

orcep TCCTTAGAGTGCCC
ACCCG

PCR- Reacgdo em Cadeia da polimerase/ pb- Pares de Base
Fonte: (Do autor, 2018).

ApoOs a PCR, os produtos gerados na amplificacdo foram visualizados por
eletroforese. O gel foi preparado a 1,5% de agarose (SIGMA-ALDRICH) em tampé&o
TAE 1X, e a corrida foi realizada com 45 volts por 40 min e posteriormente 65V por
30 min adicionais. Foi utilizado o padrao de peso molecular de 100 bp (DNA Ladder,
INVITROGEN). A coloracéo do gel foi realizada com solucdo de GelRed™ Acid gel
Stain a 1x e analisada atraves do sistema de video documentacdo ImageQuant 300
(GE Healthcare). Apés a confirmacao da amplificacéo, os produtos foram purificados
utilizando o kit QIAquick® PCR Purification (QIAGEN), de acordo com o manual do

fabricante.
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4.10 Sequenciamento

Foi realizado o sequenciamento de todas as amostras que n&o foram
sugestivas de Pseudomonas spp. Os produtos da PCR com primer geral para o 16s
rRNA foram submetidos ao sequenciamento com objetivo de identificar o género
bacteriano dos fragmentos amplificados. Cerca de 200 a 300 ng dos produtos foram
distribuidos em placa de 96 pocos MicroAmp® Optical 96-well Reaction Plate
(APPLIED BIOSYSTEMS). Em cada poco foi adicionado solucdo tampéo 5X, Big
Dye, e 3,2 pmol.uL? do iniciadores forward (tabela 3). A placa foi submetida a uma
reagdo de amplificacdo em termociclador Mastercycler EP (EPPENDORF), nas
seguintes condicdes: 40 ciclos de 94°C por 10 seg, 50°C por 5 seg e 60°C por 4 min.
A reacado de sequenciamento foi realizada por eletroforese capilar em aparelho ABI
Prism 3730xL DNA Analyzer (APPLIED BIOSYSTEMS) usando o kit Big Dye
Terminator (Plataforma PDTIS/FIOCRUZ). As sequéncias com mais de 300 bases
apresentando “Phred score” maior ou igual a 20 foram consideradas boas e

incluidas nas analises subsequentes.

4.11 Andlise do sequenciamento

Os cromatogramas obtidos através do sequenciamento foram convertidos
para o formato “fasta” através do software Sequencher 3.0 (Gene Codes
Corporation, Ann Harbor, MI). A analise de similaridade das sequéncias foi realizada
pelo programa BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), no GenBank (NCBI).

4.12 Avaliacdo da susceptibildade aos antibiéticos dos isolados bacterianos

As andlises de resisténcia aos antimicrobianos foram realizadas empregando-
se o teste de suscetibilidade aos antibioticos por discos de difusdo de acordo com a
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), 2018 para
Pseudomonas spp. (Tabela 4) e Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),

2017 - para P. aeruginosa e Ochrobactrum spp. (Tabela 5)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Tabela 4

Fonte: (Do autor, 2018).

Tabela 5 - Antimicrobianos empregados no teste de suscetibilidade para P.

Antimicrobiano Concentracéao
fasobactam 30-6 g
Ceftazidima 30 ug
Cefepima 30 pg
Aztreonam 30 ug
Imipenem 10 pg
Meropenem 10 pg
Gentamicina 10 ug
Ciprofloxacina 5ug
Levofloxacina 5 ug

aeruginosa e género Ochrobactrum

Fonte: (Do autor, 2018).

4.13 Susceptibilidade dos isolados ambientais ao hipoclorito de sddio

Antimicrobiano = Concentrac¢éo
(asobactam 100120 g
Ceftazidima 30 ug
Cefepima 30 ug
Aztreonam 30 ug
Imipenem 10 pg
Meropenem 10 pg
Gentamicina 10 ug
Ciprofloxacina 5 ug
Levofloxacina 5 ug
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Antimicrobianos empregados no teste de suscetibilidade para
Pseudomonas sp.

A susceptibilidade dos isolados ambientais ao hipoclorito de sodio foi avaliada

através da metodologia da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Para determinar a

CIM foram utilizadas solugdes preparadas a partir do hipoclorito de sodio a 2%.

O ensaio para a determinacédo da CIM foi realizado segundo o CLSI (2003) e

MEDEIROS et al. (2007) da seguinte forma: os 23 isolados bacterianos ambientais

foram cultivadas em meio Agar Nutriente a 36 + 1°C por 24h. As concentracdes

finais do hipoclorito de sodio foram 2,5 mg/mL, 2,0 mg/mL, 1 mg/mL e 0,5 mg/mL em

Caldo Mueller Hinton.
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A partir do crescimento em meio AN foi preparada uma suspensdo em
solucéo de cloreto de sodio a 0,85% estéril, cuja turvacao foi ajustada para 0,5 da
Escala MacFarland. Essa suspensao foi diluida também no meio caldo Mdueller
Hinton até a concentracao final do inéculo de aproximadamente 10*UFC/mL.

Foram utilizadas microplacas com 96 pocos. Em cada poco, foram
adicionados 50 pL do hipoclorito de sodio nas diferentes concentracdes, entre 2,5 e
0,5 mg/L, logo apo6s foram adicionados 50 pL do indculo padronizado em seus
respectivos pogos. As placas foram incubadas por 24 h a 36 = 1°C. Foi considerada
como CIM, aquela correspondente a menor concentracdo do hipoclorito que nao

permitiu crescimento visivel.
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros fisico-quimicos e microbioldgico

Os parametros fisico-quimicos apresentaram variacdes entre 0s pontos
analisados. O pH e a turbidez variaram entre 1,83-12,23 e 0-24,8 UNT,
respectivamente. O nivel de oxigénio dissolvido, na maioria dos pontos, se mostrou
dentro dos valores recomendados pela legislacdo, apenas os rios Pirai, Macacos e
Queimados apresentaram valores abaixo do recomendado pela legislacdo nas duas
coletas (>5 mg/L), o que pode estar relacionado a presenca de descarte de efluentes
doméstico, hospitalar e rural. A temperatura variou entre 10,7 e 22,8°C na lagoa do
Guandu e no rio Macacos, respectivamente. O processo de decomposicdo da
matéria organica provoca o consumo de oxigénio presente no meio, 0 que €
acelerado, especialmente em temperaturas acima de 20°C. Os valores de
condutividade na lagoa do Guandu foram de 0,074 yS/ cm na primeira coleta e 335
pS/cm na segunda. Quanto a enumeracdo de E. coli nos afluentes da bacia
hidrografica do Guandu, 14 amostras de agua apresentaram contagem com limites
aceitaveis (<1-173 NMP/100mL) de acordo com o padrdo brasileiro (CONSELHO
NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2005). As outras 4 amostras, rios Queimados
(ambas coletas), Macacos e lagoa do Guandu apresentaram a contagem de E. coli
acima da recomendada entre 1986,3 e >24196 NMP/100 mL(Tabela 6).
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Tabela 6 - Parametros Fisico-quimicos e Microbiolégicos dos afluentes do rio Guandu

Condutividade da Turbidez O.D® Temperatura  Coliformes totais Escherichia coli
pH amostra (uS/cm) (UNT?) (mg/L) (°C) (NMP€/100 mL) (NMP/100 mL)
Resolucéo
CONAMA 357, 6,0-9,0 = Até 100 >5 = = 1000
2005
Barragem de Coletal 6,6 93 2,9 7,1 20,2 9804 120
Santa Cecilia Coleta 2 9,2* 107 0 5,15 16,4 6,3 <1
0 Pirai Coletal 6,4 91 2,6 4,8* 20,6 6131 97
rio Firal Coleta 2 1,83 0,83 4 4,72 12,1 21,1 6,2
Calha de Coleta 1 6,4 33 2,2 8,7 21,7 6488 10
Ribeirdo da lajes Coleta 2 11,05+ 177 33 6,41 12,56 6,3 <1,0
Rio Macacos Coletal 6,7 322 7,1 2,4* 22,8 >24196 >24196*
Coleta 2 5,74* 122 2 2,82* 13,8 >24196 29,2
Rio Santana Coletal 6,7 60 5,8 9,3 22,6 >24196 426
Coleta 2 8,42 0,57 2 6,21 16,6 33,6 <1,0
Rio Guandu Coleta 1 6,6 89 2,8 8,8 21,7 2909 52
Coleta 2 10,23* 113 3 6,04 14 579,4 <1,0
Rio Queimados Coleta 1 6.8 238 13 o* 22,2 >24196 >24196*
Coleta 2 7.6 327 23 2,98* 115 >24196 1986.3*
Lagoa do Coletal 7,8 335 24,8 8,3 21,3 >24196 173
Guandu Coleta 2 12,23 0,074 3 5.78 10,7 >24196 >04196*
Barragem Coletal 7 84 3,6 8,2 21,5 410 31
principal
Coleta 2 4.4* 0.69 5 5,95 11.6 193 <1

“Unidade nefelométrica de turbidez

b Oxigénio dissolvido

“Namero mais provavel

* Fora do preconizado pela legislagcéo
Fonte: (Do autor, 2018).
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5.2 Determinacdo quantitativa da contaminacéao fecal

O numero de copias do gene nifH de M. smithii quantificadas em 1 grama de
fezes humanas foi de aproximadamente 1,02x10%! cépias/uL. Este biomarcador foi
quantificado em todas as amostras (n=18) da bacia, variando entre 8,59x10? e
1,92x108 cépias/yL, nos rios Guandu e Macacos, respectivamente. O nimero de
copias do gene nifH de M. ruminantium existente em 1 grama de fezes bovinas foi
quantificado e apresentou concentracdes de aproximadamente 4,35x107 cépias/uL.
Este mesmo biomarcador foi detectado e quantificado em 16 das 18 amostras da
bacia hidrografica do rio Guandu analisadas, variando entre 8,26x107 e 3,33x10%?
copias/uL, na segunda coleta, na barragem principal e no rio Santana,
respectivamente. O numero de copias do gene rrs de Bacteroidales associado a
suinos existentes em 1 grama de fezes foi de aproximadamente 3,06x108 cépias/L.
Este biomarcador foi detectado e quantificado em todas as 18 amostras analisadas,
variando entre 4,52x10* e 4,83x10'? copias/uL, na calha de Ribeirdo das Lajes e no
rio Santana, respectivamente. O niumero de copias do gene mcrA de M. gottschalkii
quantificado em 1 grama de fezes equina foi de aproximadamente 7,79x10%
copias/uL. Este biomarcador também foi detectado em todas as amostras analisadas
apresentando 5,21x10* coépias/uL, na barragem principal e 3,67x10° no rio Macacos
(Grafico 2).
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Grafico 2 - Representacao grafica da quantificacdo do gene nifH de M. smithii (Humano), gene nifH de M. ruminantium (Bovino),
gene rrs de Bacteriodales de origem suina e gene mcrA de M. gottschalkii (Equino) nas amostras de agua da bacia hidrogréfica do
rio Guandu.
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Lagoa do Guandu RioPiraf BarragemdeSantaCecilia ~ RioQueimados RioMacacos Barragem Principal Rio Guandu RioSantana CalhadeRiberdodasLajes Amostra
fecal

Numero de Copias/pL

B Humano M Bovino B Suino M Equino

Fonte: (Do autor, 2018).
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5.3 Isolados ambientais resistentes ao hipoclorito de sodio

Foi verificado crescimento microbiano nas concentracées de 0,5 mg/L, 1,0
mg/L e 2,0 mg/L, nas amostras dos rios Guandu, Queimados e Macacos, e na
barragem principal. Na barragem de Santa Cecilia s6 houve crescimento nas
concentracbes de 0,5 e 1,0 mg/L, ndo apresentando crescimento na concentracao
de 2,0 mg/L. Foram selecionados os isolados advindos das maiores concentragdes
de cloro, de cada ponto, ou seja, 2,0 mg/L em quatro pontos de coleta que
apresentaram crescimentos nesta concentracdo e de 1,0 mg/L na barragem de

Santa Cecilia, resultando em um total de 41 isolados (Figura 5)

Figura 5 - Percentual de isolados resistentes a concentracdes que variam de 1,0 a
2,0 mg/L de cloro ativo.

¥ rio Guandu
M rio Macacos
rio Queimados
M barragem principal

B barragem de Santa Cecilia

Fonte: (Do autor, 2018).

5.4 Identificacdo dos isolados

5.4.1 Coloragao Gram e OF Glicose

Os 41 isolados foram semeados em meios seletivos, agar Cetrimide,
comumente adotado para isolar Pseudomonas spp. e agar MacConkey utilizado
para enterobactérias. Apds o isolamento foi realizada a coloracdo de Gram e meio
de oxidacao/fermentacéo de glicose - OF Glicose. Dos 41 isolados 20 apresentaram

metabolismo oxidativo de glicose, 9 metabolismo fermentador de glicose e 12 inerte.
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5.4.2 PCR dos isolados de Pseudomonas spp.

Para a reacdo de PCR foram utilizados iniciadores especificos para o gene
16S rRNA de espécies do género Pseudomonas, foram selecionadas 20 isolados
com metabolismo oxidativo de glicose. Todas os isolados apresentaram um
fragmento de aproximadamente 618 pb, compativel com o fragmento detectado no
DNA gendmico de P. aeruginosa INCQS 00311 (Figura 6).

Figura 6 - Gel representativo da PCR do gene 16S rRNA de Pseudomonas spp.
(618pb).

Linha (P) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (1) P. aeruginosa INCQS 00311 (ATCC 10145);
Linhas (2,3,4) representam 20 amostras positivas; Linha (5) Klebsiela pneumoniae subsp.
pneumoniae INCQS 00147 (ATCC 13883); (6) H20 Gibco®.

Fonte: (Do autor, 2018).

Dos 20 isolados de Pseudomonas spp., 9 apresentaram fragmento de
aproximadamente 965 pb, compativel com o fragmento detectado no DNA de
espécies de P.aeruginosa 0031 INCQS (Figura 7)
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Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR dos isolados

para deteccao de P. aeruginosa (956pb).

Linha (P) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (1) P. aeruginosa INCQS 00311 (ATCC 10145);
Linhas (2,3,4) representam 9 amostras positivas; Linha (5) Klebsiela pneumoniae subsp. pneumoniae
INCQS 00147 (ATCC 13883); Linha (6) H20 Gibco®.

Fonte: (Do autor, 2018).

5.4.3 Sequenciamento

O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA dos outros 21 isolados (OF GLI
fermentador e OF GLI inerte) analisados no banco de dados apresentaram
percentuais de identidade entre 94% a 99% para espécie de Ochrobactrum, 99%
para Klebisiella pneumoniae, 94% para o género de Klebisiella, 98% para
Achomobacter, 99% para espécies do género Pandoreae, 97% para espécie do
género Lysinibabacillus, 97% para espécie de Bacillus, 96% para espécies do

género Pantoea e 99% para espécies do género Serratia (Figura 8).
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Figura 8 - Identificac@o dos isolados através do sequenciamento

u Ochrobactrum

u Klebsiela pneumoniae
u Klebsiela

® Achromobacter

B Pandoraea

m Lysinibacillus

u Bacillus

u Pantoea

Serratia

Fonte: (Do autor, 2018).

5.4.4 Identificagao final dos isolados

A identificacdo dos 41 isolados resultou em nove géneros bacterianos, sendo

Pseudomonas spp. e Ochrobactrum spp. os mais prevalentes (grafico 3).

Grafico 3 - Total de Isolados identificados a partir das amostras de agua da bacia
hidrogréafica do rio Guandu

Serratia
Pantoea
Bacillus
Lysinibacillus
Pandoraea
Achromobacter
Klebsiela
Klebsiela pneumoniae
Ochrobactrum
P.aeruginosa
Pseudomonas

B Numero dos isolados

Fonte: (Do autor, 2018).
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5.4.5 Identificacdo bioquimica de Ochrobactrum

Os 6 isolados identificados pelo sequenciamento parcial do gene 16S rRNA
como Ochrobactrum spp. foram confirmados pelas provas bioquimicas
convencionais, lactose oxidativo, citrato positivo, urease positivo, indol negativo e

sem producao de gas.
5.5 Resisténcia dos isolados aos antimicrobianos

Os 11 isolados de Pseudomonas spp. foram resistentes ao aztreonam,
destes, seis apresentaram também resisténcia a meropenem e um ao meropenem e

ciprofloxacina (Gréfico 4).

Grafico 4 - Gréfico da suscetibilidade aos antibioticos dos isolados de Pseudomonas
spp.

Imipinem
Ciprofloxacina
Gentamicina
Ceftazidima
\vaiolecl el |
Cefepima
Meropenem |
piperacilina- Tazobactam

0 2 4 6 8 10 12
Numero de isolados

Fonte: (Do autor, 2018).

Dos nove isolados de P. aeruginosa, seis foram resistentes exclusivamente
ao meropenem, um resistente ao meropenem e ao aztreonam, e dois foram

sensiveis a todos antibidticos testados (Grafico 5).
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Grafico 5 - Grafico da suscetibilidade aos antibidticos dos isolados de P. aeruginosa

Levofloxacina
Gentamicina
Ceftazidima
Aztreonam T
cefepima
Meropenem I ——

Piperacilina-tazobactam

Nuamero de isolados

Fonte: (Do autor, 2018).

Cem por cento (6/6) dos isolados de Ochrobactrum spp. foram resistentes a
gentamicina, ceftazidima, aztreonam, cefepima e piperacilina-tazobactam. A
resisténcia a levofloxacina foi observada em apenas 14,28% (1/6) dos isolados e ao
meropenem em 28,57% (2/6) dos isolados. Todos os isolados foram sensiveis a

ciprofloxacina (Gréfico 6).

Gréafico 6 - Gréfico da suscetibilidade aos antibidticos dos isolados de Ochrobactrum
spp.

Levofloxacina
Ciprofloxacina
Gentamicina I
Ceftazidima I
Aztreonam
Cefepima I
Meropenem IE—————
|

Piperacilina-tazobactam

Numero de isolados

Fonte: (Do autor, 2018).
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5.6 Concentragao inibitéria minima do cloro dos isolados bacterianos

Foram selecionados 23 isolados para a determinacao da CIM ao cloro, sendo
Pseudomonas spp. (n=10), P. aeruginosa (n=7) e Ochrobactrum (n=6). Foi
observado crescimento na concentracdo maxima de 2,5 mg/L de cloro ativo em
82,6% (19/23) dos isolados. Treze por cento (3/23) dos isolados de Ochrobactrum
Sp. ndo apresentaram crescimento em nenhuma das concentragdes sugerindo uma
CIM inferior a 0,5 mg/L. Um unico isolado de pseudomonas sp. teve CIM de 1,0
mg/L. Os trés isolados que tiveram CIM inferior a 0,5 mg/L e o que tem o CIM de 1,0
mg/L foram estriados em AN e apresentaram crescimento bacteriano apos

incubacéao (Grafico 7).

Gréfico 7 - Porcentagem de todas as amostras submetidas ao teste da CIM
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Fonte: (Do autor, 2018).
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6 DISCUSSAO

A 4gua € um elemento essencial para a sobrevivéncia basica, pois constitui
até 60% do corpo humano adulto. No entanto, a 4gua contaminada contendo
patdogenos, como bactérias, virus e ou parasitas pode promover a disseminacao
desses patdgenos, comprometendo a saude humana. As doencas mais comuns séo
as patologias diarreicas, como coélera, febre tiféide, paratiféide, salmonelose,
giardiase e criptosporidiose. Além de outros contaminantes que oferecem riscos
para a saude humana, como elementos quimicos e radioativos na agua. Por essas
razdes, a qualidade da agua potavel é uma preocupacéo universal, principalmente
para os paises em desenvolvimento (GASANA, 2014).

O monitoramento da qualidade microbiolégica da &gua através da
guantificacdo de coliformes é atualmente a metodologia oficial adotada, porém
apresenta algumas limitacdes, a ndo determinacdo da fonte de contaminacdo
(APHA, AWWA & WEF, 2012). Desta forma, essa quantificacdo pode ser sub ou
superestimada por inibicdo do crescimento ou adaptacao das bactérias ao ambiente,
respectivamente (SCOTT et al., 2002; SAVICHTCHEVA & OKABE, 2006. Desta
forma, metodologias independentes de cultivo, voltadas para a deteccdo e
quantificacdo de contaminacédo fecal, vem sendo uma alternativa no controle da
qualidade microbioldgica da 4gua (BIANCO, 2015a).

A correlacdo entre marcadores de contaminacao fecal hospedeiro-especificos
e indicadores fecais tradicionais ainda ndo é bem documentada. Embora, um estudo
na Franca revelou uma correlacdo significativa entre as concentracdes de E. coli e
de marcadores de poluicdo fecal humana, nenhuma correlagéo foi observada para
fezes de outros animais (GOURMELON et al., 2007). Em outro estudo, a qualidade
da agua foi avaliada nas praias de Doheny e Avalon na Califérnia, pela avaliagéo de
concentracbes de bactérias indicadoras fecais (BIF) e por rastreamento de fontes
microbianas (RFM), tendo como alvos M. smithii e Bacteroides sp, biomarcadores de
contaminagao fecal humana dos dominios Archaea e Bacteria, respectivamente.
Foram verificadas correlagbes entre BIFs e os marcadores humanos com maior
frequéncia na praia de Doheny do que em Avalon, demonstrando a importancia da
utilizacdo de ambas metodologias no controle microbiologico das aguas (MCQUAIG
et al., 2012)
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No presente estudo, a quantificacdo de E. coli na bacia hidrografica do rio
Guandu revelou niveis dentro do preconizado pela legislagdo na maioria dos pontos
de coleta, com excecao dos rios Queimados, Macacos e Lagoa do Guandu (Tabela
6). O monitoramento da qualidade dos afluentes do rio Guandu entre 2003 e 2008
também demonstrou altas concentracfes de E. coli nos rios Queimados e Macacos,
demonstrando a constante contaminacgao fecal nos rios que correm para a Estacéo
de Tratamento de Agua do Guandu (ETA) (SILVA et al., 2009). Assim como no
estudo de MCQUAIG e colaboradores (2012), nosso estudo também revelou altas
concentracdes de biomarcadores hospedeiro-especificos em amostras que atendiam
aos padrbes regulatérios do BIF, demonstrando que sua utilizacdo isoladamente
apresenta limitacdes, o que reafirma a necessidade da combinacdo de metodologias
mais sensiveis e seguras.

A avaliacdo de parametros fisico-quimicos de um determinado ambiente
permite tracar um perfil de condicfes e potencial ecolégico do mesmo, visando nao
somente a valorizacdo biologica local, mas também evidenciando aspectos
ambientais que permitam conduzir investigacdes e a preven¢do de possiveis riscos
a saude humana (PEREIRA & GOMES, 2002).

No presente estudo, alguns parametros fisico-quimicos como, por exemplo, a
temperatura, ndo apresentou variacées significativas em relacdo as concentracdes
de E. coli e a presenca dos biomarcadores de poluicdo fecal nos pontos de coleta.
Por outro lado, embora as concentracdes de coliformes totais e E. coli tenham
apresentado niveis baixos na maiorias dos pontos analisados, todos os marcadores
de contaminacdo fecal hospedeiro-especificos foram revelados pela qPCR. Um
outro parametro relevante foi a concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) que
apresentou baixos valores nos rios Pirai, Macacos, sendo a menor concentracdo no
rio Queimados. Esses dados eram esperados, uma vez que este rio recebe esgoto
sanitario de todas as areas urbanas de Queimados, sem qualquer tratamento,
comprometendo assim, a qualidade de suas aguas, desde a nascente (Serber
2005).

Nossos resultados também demonstraram a presenca de pelo menos um
biomarcador de contaminacdo fecal hospedeiro-especifica em todos os pontos de
coleta analisados. Segundo REIMANN e colaboradores (2013), o esgoto doméstico
é a principal fonte de contaminagéo fecal dos afluentes da bacia hidrogréafica do rio

Guandu. Altas taxas de contaminacdo nessas aguas comprometem o sistema de
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tratamento, que se torna bastante oneroso e até mesmo improvavel, acarretando
danos a ETA Guandu. Em meados da década de 70, a Companhia Estadual de
Aguas e Esgotos (CEDAE) foi obrigada a desativar duas estacdes de tratamento de
agua. Uma delas em Santa Cruz, na Zona Oeste, a estacdo de Santos Malheiros
gue captava agua do Rio Guandu-Mirim. Devido a grande quantidade de poluentes,
nao foi possivel realizar o tratamento das aguas. Ja na ETA Guandu, o descarte de
esgoto bruto diretamente nos afluentes do rio Guandu é compensado pela
transposicdo do rio Paraiba do Sul, que promove um aporte extra de agua e dilui
essa poluicao e favorece o tratamento dessas aguas (SANTOS, 2014).

Com isso, a CEDAE gasta em média 318 toneladas de produtos quimicos
(cerca 250 toneladas de sulfato de aluminio, 18 toneladas de cloro, 30 a 40
toneladas de cal, 10 toneladas de fldor), além de 100 quilos de polimeros por dia,
apenas para tratar a agua captada pelo ETA Guandu, nas bacias hidrograficas dos
rios Guandu e Paraiba do Sul. Esta quantidade poderia ser reduzida em cerca de 20
a 25%, nao fosse o excesso de poluicdo encontrada naqueles corpos hidricos — que
representam a Unica fonte de abastecimento da Regido Metropolitana do Rio de
Janeiro (ASSOCIACAO DOS EMPREGADOS DE NIVEL UNIVERSITARIO DA
CEDAE, 2018). Os lodos gerados na ETA Guandu classificados como residuos
sélidos deveriam ser tratados e dispostos corretamente segundo a norma brasileira
ABNT 10.004:2004. No entanto, a maior parte desses lodos tem sido langcada nos
cursos de agua préximos sem nenhum tipo de tratamento. Desta maneira, esse lodo
se torna um material com potencial poluidor sendo cada vez mais prejudicial ao meio
ambiente e a saude publica. O mesmo efeito pode ocorrer com seu descarte em
aterros porgue com o acumulo deste residuo, as chuvas podem transporta-lo para
os rios (COSIN et al., 2004).

A poluicdo fecal é de fato um grave problema ambiental que afeta muitas
regibes costeiras no mundo. Patdgenos associados a polui¢do fecal, além de gerar
danos a saude humana, podem acarretar perdas econdmicas em agricultura e
industrias que dependem de recursos hidricos (PANDEY et al., 2014). Apesar dos
esforcos para minimizar a contaminacdo de recursos hidricos por material fecal, o
problema persiste, em parte devido a uma incapacidade de se identificar, com
seguranca, fontes ndo pontuais de contaminacdo. Essas fontes podem incluir
estacdes de tratamento de esgoto ineficientes, vazamento de sistemas sépticos ou

escoamento agricola (STRITTHOLT et al., 1998). Conhecer a origem da
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contaminacdo fecal é crucial para uma gestéo eficaz desses recursos e, em ultima
analise, solucionar o problema (BENHARD & FIELD, 2000).

Dejetos equinos e humanos podem conter esporos de Clostridium tetani,
oriundos do trato intestinal. Estes esporos quando sao introduzidos em ferimentos
externos através de lesdes podem germinar e causar tétano, uma infeccdo aguda e
grave que acomete seres humanos (FUNDACAO OSVALDO CRUZ, 2013). Vale
ressaltar, que dejetos bovinos, podem conter E. coli verotoxigénica, principalmente
representantes do sorotipo O157:H7 produtoras de toxina Shiga-like (STEC) e outros
tipos n&o-verotoxigénicos, comumente relacionadas a doencas entéricas. Estas
bactérias podem estar associadas a diversos outros hospedeiros, mas o0 gado
bovino é seu principal reservatorio (STELLA, 2009). De fato, a contaminacao fecal
humana nos corpos hidricos pode conter, além de bactérias, fungos e virus, cistos
de Giardia intestinalis, que podem desenvolver um quadro de diarréia cronica,
esteatorréia, colicas abdominais, sensacdo de distensdo, perda de peso e
desidratacdo (FERREIRA et al., 2008).

Evidéncias crescentes sugerem que a agua potavel € um reservatorio para
bactérias resistentes aos antibioticos (BRA) e genes de resisténcia aos antibidticos
(GRA) (ARMSTRONG et al., 1981; SCHWARTZ et al., 2003). Dessa forma, a
possivel ocorréncia de problemas de salde publica vem gerando preocupacoes
(RAM et al., 2008). Estudos indicam que a cloracdo, uma desinfeccdo comumente
usada em agua potavel ou no tratamento de aguas residuais pode contribuir para o
aumento de BRA e de GRA (Xl et al., 2009). A resisténcia cruzada ou co-resisténcia
de desinfetantes e genes de resisténcia pode ser o mecanismo fundamental,
responsavel pela promocéo da resisténcia a antibidticos (DUKAN E TOUATI, 1996;
GREENBERG et al., 1990; NAKAJIMA et al., 1995).

Um estudo realizado com diferentes linhagens de P. aeruginosa demonstrou a
ocorréncia de linhagens resistentes ao cloro em aguas de diferentes fontes. Os
autores observaram que as amostras de agua da torneira da unidade de terapia
intensiva de adulto precisaram de maior concentracdo de cloro (2,0 ppm) e maior
tempo de contato (entre 10 e 20 min) para a agéo bactericida (Medeiros et al., 2007).
A sensibilidade ao cloro de bactérias isoladas de sistemas de distribuicdo de agua
potavel clorados e né&o-clorados foram comparadas por dois métodos
independentes. Um método mediu o efeito toxico do cloro livre nas bactérias,

enquanto o outro mediu o efeito do cloro combinado. Isolados do sistema clorado
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foram mais resistentes as formas combinadas e livres de cloro do que as do sistema
nao clorado, sugerindo que pode haver selecdo de micro-organismos mais
tolerantes ao cloro em aguas cloradas (RIDGWAY & OLSON 1982).

Segundo SHRIVASTAVA et al. (2004) bactérias que sobrevivem a cloracdo
podem apresentar multirresisténcia, indicando a capacidade do cloro de selecionar
linhagens resistentes aos antibiéticos. Curiosamente, no presente estudo, isolados
de P. aeruginosa e de Pseudomonas spp tolerantes ao cloro ndo apresentaram
perfis de multirresisténcia. No entanto, nossos isolados de Ochrobactrum spp.
tolerantes ao cloro, demonstraram resisténcia aos betalactamicos de espectro
extendido analisados, assim como demonstrado em estudos anteriores, que
atribuiram essa resisténcia intrinseca a sua capacidade de produzir B-lactamases
AmpC (HIGGINS et al., 2001; THOMA et al., 2009; ALONSO et al., 2017,). Ainda,
33% dos Ochrobactrum e 77% de P. aeruginosa foram resistentes ao meropenem, a
resisténcia aos antibioticos carbapenémicos pode surgir em alguns organismos por
meio de mutacdes que diminuem o influxo (perda de porina da membrana externa)
ou elevam o efluxo (ativagdo da bomba de efluxo) (SHI, 2013; WEBB et al., 2016).

No presente estudo, os isolados de P. aeruginosa, Pseudomonas spp e
Ochrobactrum spp sobreviveram a altas concentracdes de hipoclorito de sédio, o
que pode ser atribuido ao lancamento continuo de esgoto sanitario “in natura” nos
afluentes destinados ao tratamento na ETA Guandu. Este dado € preocupante, pois
sinaliza a possibilidade da presenca de linhagens tolerantes ao cloro e
possivelmente aos antibidticos em aguas tratadas e destinadas ao abastecimento

publico.
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CONCLUSOES

A contaminacéo fecal humana, equina e bovina, detectada por marcadores
dos dominios Archaea e Bacteria mesmo em amostras satisfatorias pelo BIF,
demonstram a limitacdo da abordagem convencional na avaliagcdo da

qualidade microbioldgica das aguas.

Bactérias tolerantes ao cloro e resistentes aos antibigticos, mesmo apds o
tratamento, podem permanecer na agua potavel e com isso aumentar a
concentracdo de micro-organismos e genes de resisténcia o que podera

provocar riscos a saude humana.

Por fim, concluimos que investigacGes das fontes de poluicdo fecal em aguas
destinadas ao abastecimento publico, podem contribuir para a implementacéo

de estratégias mais eficientes no monitoramento e tratamento destas aguas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de altas concentracfes de matéria organica nos afluentes da
bacia do rio Guandu, principalmente nos rios Queimados e Macacos, pode
comprometer a eficiéncia do tratamento das aguas destinadas ao

abastecimento publico.

Questdes relacionadas ao tratamento e a qualidade de aguas destinadas ao
abastecimento publico, ainda necessitam de muito investimento no
desenvolvimento tecnoldgico e cientifico, uma vez que quase 2,4 bilhdes de
pessoas no mundo ndo tém acesso a agua potavel ou instalacdes de

gerenciamento de residuos.
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