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RESUMO

A contaminacédo fecal de corpos hidricos € uma das principais causas de
doengas entéricas veiculadas pela agua no mundo, responsaveis pela morte de mais
de dois milhées de criangas por ano. As aguas das bacias do rio Sao Joao e do rio
Guandu vém sendo destinadas ao abastecimento publico da Regiao dos Lagos e da
regiao metropolitana do estado do Rio de Janeiro. Os indicadores de contaminag¢ao
fecal usualmente empregados na avaliagdo da qualidade microbioldgica da agua
quanto a presenca de patdgenos entéricos sdo os coliformes termotolerantes,
representados pela Escherichia coli, 0s quais estdo associados com matéria fecal
humana e de outros animais de sangue quente. Entretanto, para um gerenciamento
mais efetivo deve ser identificada a fonte de contaminacéo fecal. Microrganismos
anaerdbios, como a ordem Bacteroidales e as archaeas metanogénicas, vém sendo
apontados como bioindicadores alternativos de contaminacao fecal hospedeiro-
especifico. O presente estudo tem como objetivo avaliar a qualidade das aguas das
bacias do rio S&o Joao e do rio Guandu por meio da aplicagdo de biomarcadores
moleculares capazes de revelar contaminagdes fecais suina, humana, equina e de
ruminantes. Esta abordagem representa uma importante ferramenta na detecgéo de
contaminacao hospedeiro-especifica de ambientes aquéticos, o que podera

contribuir para as agdes preventivas de vigilancia ambiental em salde.

Palavras Chaves: Contaminagao Fecal, Agua, Archaea, Bacteroidales,

Rastreamento de Fonte Microbiana
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ABSTRACT

Fecal contamination of water bodies is a major cause of waterborne enteric
diseases in the world, responsible for the deaths of more than two million children per
year. The waters from S&o Joao river basin and Guandu river basin have been
intended for public supply of the Lakes Region and the metropolitan region of the
State of Rio de Janeiro. Indicators of fecal contamination usually employed to
evaluate the microbiological quality of water for the presence of enteric pathogens
are coliforms, represented by Escherichia coli, which are associated with human
faecal matter and other warm-blooded animals. However, for a more effective
management the source of fecal contamination should be identified. Anaerobic
microorganisms, such as the order Bacteroidales and methanogenic archaea, have
been identified as alternative biomarkers for host-specific fecal contamination. The
present study aims to evaluate the water quality of Sdo Joao river basin and Guandu
river basin through the application of molecular biomarkers able to reveal swine,
human, equine and ruminants fecal contamination. This approach represents an
important tool in the detection of host-specific contamination of aquatic environments,
which may contribute to prevention efforts for environmental health surveillance.

Key Words: Fecal Contamination, Water, Archaea, Bacteroidales, Microbial Source

Tracking
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1 INTRODUCAO

1.1. VIGILANCIA SANITARIA

A Vigilancia Sanitaria é conceituada como um conjunto de acdes capazes de
eliminar, diminuir ou prevenir riscos & saude e de intervir nos problemas sanitéarios
decorrentes do meio ambiente, da produgdo e da circulagéo de bens e da prestacao
de servigos de interesse da saude, abrangendo: 1 - o controle de bens de consumo
que, direta ou indiretamente, se relacionem com a salde, compreendidas todas as
etapas de processo, da produgdo ao consumo; 2 - o controle da prestagdo de
servigos que se relacionam direta ou indiretamente com a satde (BRASIL, 1990). No
que se referem ao meio ambiente, 0S recursos naturais representam uma relevante
parcela, em especial a agua.

Essa definicdo amplia o seu campo de atuacéo, pois, ao ganhar a condigao
de pratica capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos decorrentes do meio
ambiente, da producéo e circulagio de bens e da prestacdo de servicos de interesse
da salde, torna-se uma pratica com poder de interferir em toda a reproducao das
condigbes econOmico-sociais e de vida, isto €, em todos os fatores determinantes do
processo salde—doenca. A incorporacdo da nocdo de meio ambiente, que hoje
significa mais do que o conjunto de elementos naturais fisico-bioldgicos e de
relagdes sociais do mundo construido pelo homem, abrange também o ambiente de
trabalho (BRASIL, 1990).

A organizacgéao da Vigilancia Sanitaria no Brasil foi modificada com a edigéao da
Lei 9.782 de 1999, que criou a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) —
que substituiu a antiga Secretaria de Vigilancia Sanitaria integrante do Ministério da
Saude — e definiu o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS), entrando em
consonancia com o0s ordenamentos juridicos que organizam o sistema de salde
brasileiro, e se inserindo nas estratégias para se enfrentar os problemas da época,
como a crise dos medicamentos falsificados no pais (DALLARI, 2001; IVAMA &
MELCHIOR, 2007).

O Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria € composto na Esfera Federal
pela ANVISA, agéncia vinculada ao Ministério da Salde, o Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Salde (INCQS), a Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
o Conselho Nacional de Secretarios Estaduais de Saide (CONASS), o Conselho
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Nacional de Secretarios Municipais de Saude (CONASEMS), o Conselho Nacional
de Saude (CNS) e a Comisséao Intergestores Tripartite (CIT). As Esferas Estaduais
sdo compostas pelos érgaos de Vigilancia Sanitaria das Secretarias Estaduais de
Saude e do Distrito Federal que contam com os Laboratérios Centrais (LACEN) de
Saude Publica, pelos Conselhos Estaduais e Distrital de Saide (CEDS) e pela
Comissao Intergestores Bipartite (CIB) (RIBEIRO, 2010). As Esferas Municipais séo
compostas pelos 6rgdos de Vigilancia Sanitaria das Secretarias Municipais de
Saude (SMS), pelos Conselhos Municipais de Saude (CMS) e Colegiados de Gestao
Regional (CGR) (Rio Grande do Norte, 2007).

A definicao atual da vigilancia sanitaria, como ja foi visto, torna seu campo de
abrangéncia vasto e ilimitado, pois podera intervir em todos os aspectos que possam
afetar a saude dos cidadaos. Para facilitar a exposigao, assumimos que seu campo
de abrangéncia € composto por dois subsistemas, Bens e servigos de satde e Meio
Ambiente (EDUARDO E MIRANDA, 1998).

1.1.1. VIGILANCIA AMBIENTAL EM SAUDE

A Vigilancia Ambiental em Saude é um conjunto de acdes que proporciona o
conhecimento e a deteccao de qualquer alteracdo nos fatores determinantes e
condicionantes do meio ambiente que interferem na saude humana, com a finalidade
de identificar as medidas de prevencao e controle dos fatores de risco ambientais
relacionados as doencgas ou outros agravos a saude (FUNASA, 2002). Desta forma,
o Sistema de Vigilancia Ambiental engloba as areas de vigilancia da qualidade da
agua, de vigilancia e controle de fatores biolégicos e de contaminantes ambientais
(BARCELLOS E QUITERIO, 2006).

Os sérios problemas ambientais que afetavam o mundo levaram a
convocagao, pela Assembleia Geral da Organizagao das Nagdes Unidas (ONU) em
1968, da Conferéncia das Nacdes Unidas sobre o Meio Ambiente Humano, em
junho de 1972 em Estocolmo. Em 1988 a ONU aprovou uma Resolucao
determinando a realizacao, até 1992, de uma Conferéncia sobre o meio ambiente e
desenvolvimento para avaliar como o0s paises haviam promovido a protecao
ambiental desde a Conferéncia de Estocolmo de 1972. A cidade do Rio de Janeiro
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foi sede desse evento por duas vezes consecutivas, a ECO92, em 1992 e a RIO+20
em 2012.

As atividades humanas, cada dia mais intensas devido ao acentuado
crescimento populacional € ao desenvolvimento industrial, tém resultado na
producdo de residuos, na forma de energia ou de matérias sdlidas, liquidas ou
gasosas, 0s quais sdo langados no ambiente, causando a poluigdo. Varias formas
de poluicdo tém sido constatadas e, em funcdo dos tipos de residuos ou do
ambiente onde os mesmos sdo lancados, podem ser classificadas como: poluicdo
do solo, do ar, da agua, acUstica, radioativa, dos pesticidas, térmica, entre outras
modalidades. O langamento de esgotos domésticos ou industriais no solo, através
de préaticas inadequadas ou mesmo por meio de sistemas de tratamento tipo lagoas
de estabilizacdo ou de outras técnicas de aplicagdo de residuos liquidos no solo,
também pode resultar no carreamento de impurezas para aguas superficiais ou
subterraneas, poluindo-as.

1.2. AGUA

A agua é necessidade primordial para a vida, recurso natural indispensével ao
ser humano e aos demais seres vivos, além de ser suporte essencial aos
ecossistemas. Utilizada para o consumo humano e para as atividades
socioeconOmicas, é retirada de rios, lagos, represas e aquiferos, tendo influéncia
direta sobre a saulde, a qualidade de vida e o desenvolvimento das populagdes
(SOUZA, 2000). Cerca de 70% do planeta Terra é coberto por dgua, desta, 96,4 % &
salgada e encontra-se nos oceanos e 3,6 % doce, aproximadamente 2,25 % estéo
localizados nas calotas polares e nas geleiras, enquanto apenas 0,75 % séao
encontrados na forma de agua subterranea, em lagos, rios e também na atmosfera,
como vapor d'agua.

O Brasil possui a maior disponibilidade hidrica do mundo, 12%, tendo em
territério nacional a produgéo hidrica de 182.170 m3s. Porém a sua distribuicao
ocorre de forma irregular entre as regides. No Norte estdo concentrados
aproximadamente 70% da agua disponivel para uso, onde habita apenas 7% da
populagdo nacional; enquanto 0os 30% restantes distribuem-se desigualmente pelo
pais, para atender a 93% da populacdo (GALINDO E FURTADO, 2006;
CARVALHO, 2012). O ciclo da agua tem sofrido alteracbes em decorréncia das
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acoes do homem e a escassez de agua limpa ja € um dos grandes desafios do
século 21. 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, 2013).

Apesar de ser geralmente reconhecida a importancia de manter pureza da
agua, na pratica acontece que se fazem inUmeras descargas (industriais, urbanas,
domeésticas, hospitalares) de efluentes potencialmente causadores de poluigdo
diretamente para os cursos de agua e para lagos. Os dois aspectos mais
frequentemente considerados quando existem problemas de qualidade da agua sao
a eutrofizacao e a poluicdo. Com isso, a ocupagdo humana das bacias hidrogréficas,
de forma cada vez mais desordenada tem promovido uma deterioracao da qualidade
das &guas naturais, com riscos de propagacao de doengas de veiculacéo hidrica ao
proprio ser humano.

De acordo com as Politicas de Recursos Hidricos, os corpos de agua séo
enquadrados em classes. O enquadramento € o estabelecimento do nivel de
qualidade a ser alcangado e/ou mantido em um segmento de corpo de agua ao
longo do tempo. A Resolucao do Conselho Nacional de Recursos Hidricos — CNRH,
N° 12/2000, define que as Agéncias de Agua devem propor ao respectivo Comité de
Bacia Hidrografica o enquadramento de corpos de agua em classes segundo os
usos predominantes, com base na legislagcao vigente. Na auséncia de Agéncias de
Agua, as propostas poderdo ser elaboradas pelos consércios intermunicipais de
bacias hidrograficas, com a participagao dos érgaos gestores de recursos hidricos e
de meio ambiente. A proposta de enquadramento deve ser desenvolvida em
conformidade com os Planos de Recursos Hidricos (nacional, estadual e de bacia). A
classificacdo dos corpos d’agua e principais requisitos de qualidade segundo
Resolugao CONAMA n° 357/2005 estao dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1: Classificacdo dos corpos d’agua e principais requisitos de qualidade segundo Resolugéo
CONAMA n° 357/2005 (CONAMA, 2005).

Aguas doces (aguas com salinidade igual ou inferior a 0,5 %o)

Valor minimo Valor maximo
oD? E. coli Turbidez
{mg/L) (NMPb/'I 00mL) (UNT®)

Classe Destino

Abastecimento para consumo humano,
apo6s tratamento simplificado; Protegéo
Classe 1 das comunidades aguéticas; Recreagao 6,0 200 40
de contato primario; irrigagdo de
hortaligas e frutas.

Abastecimento para consumo humano,
ap6s tratamento convencional; Protegéo
Classe 2 das comunidades aquéticas; Recreagao 5.0 1000 100
de contato priméario; Irrigagéo de
hortalicas. Aglicultura e pesca.

Abastecimento para consumo humano,
apds tratamento convencional ou

Classe 3 avangado; Irrigagdo de  culturas 4.0 2500 100
arboreas, cerealfferas e forrageiras; !
Pesca amadora; Recreagdo de contato
secundario; Dessedentagdo de animais.

Classe 4 Navegagdo e Harmonia paisagistica. 2,0 - -
/\guas salinas (aguas com salinidade igual ou superior a 30 %.o)
Protecdo das comunidades aqudticas;

Classe 41 Hecreagdo de contato  primario; 6.0 1000 )
Aquicultura e pesca; Irrigagdo de ’
hortaligas.

Classe 2 Pesca amadora; Recreagdo de contato 50 5500 _
secundario. ’

Classe 3 Navegagéo e Harmonia paisagfstica. 4,0 4000 -

Aguas salobras (dguas com salinidade superior a 0,5 %e. e inferior a 30 %)

Protecdo das comunidades aquaticas;
Classe 1 Recreagdo de contato  primario; 5,0 1000 -
AgUicultura e pesca.

Pesca amadora; Recreagdao de contato
Classe 2 gocundario. 4.0 2500 -

Classe 3 Navegacgdo e Harmonia paisagistica. 3,0 4000 -

@ Oxigénio Dissolvido;
5 Ntimero Mais Provével;
¢Unidades Nefelométricas de Turbidez.
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1.3. LOCAIS DO ESTUDO

Os locais selecionados para esse estudo foram as bacias hidrogréaficas do Rio
S&o Jodo (22° 20’ e 22° 50' S e 42° 00’ e 42° 40’ O) e do rio Guandu (22°43'40.35"S
43°38'26.18"0), no Rio de Janeiro.

1.3.1. Bacia hidrografica do rio Sao Joao

Um dos locais selecionados para esse estudo foi a bacia hidrografica do Rio
Sao Joao, localizada na Regiao dos Lagos, norte do estado do Rio de Janeiro
(Figura 1). O rio S&o Jo&o € o principal rio da regiao, por isso 0 mesmo da o nome a
Bacia Hidrografica e, juntamente com os Rios Bacaxa e Capivari, formam a Represa
de Juturnaiba, manancial que abastece de agua toda a Regi&o dos Lagos.

Regiao Hidrografica Lagos Séo Joao - Municipios
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Figura 1: Regiao hidrogréf.i'é_Lagos Séo Jodo. (Fonte: Consorcio Intermunicipal Lagos Sao Joao).

Na década de 80, a bacia hidrografica do rio Sao Jodo sofreu uma grande
intervencao feita pelo governo federal para tornar o vale do Sao Jodo em uma area
agricultavel. Ainda neste projeto, uma represa foi construida ampliando a area
original da Lagoa de Juturnaiba de 8 para 30 quildbmetros quadrados, causando
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diversos impactos ambientais. Sete municipios integram parcialmente o territério da
bacia Cachoeiras de Macacu, Rio Bonito, Casimiro de Abreu, Araruama, Sao Pedrq
da Aldeia, Cabo Frio e Rio das Ostras, enquanto o municipio de Silva Jardim esta
integralmente nela inserido. A bacia faz limite a oeste com a bacia da baia da
Guanabara, ao norte e nordeste com as bacias dos rios Macaé e das Ostras e ao sul
com as bacias do rio Una e das lagoas de Araruama, Jacarepia e Saguarema,
totalizando uma area de aproximadamente de 2160 km?” (CBHLSJ, 2013).

No rio Sao Jo&o encontra-se a represa de Juturnaiba, que € a principal fonte
de agua para abastecimento publico da Regido dos Lagos do Rio de Janeiro.
Quando cheia, o nivel da agua da represa atinge 8,4 m acima do nivel do mar. Nesta
situacéo, a superficie da represa é de 43 km?, perimetro de 85 km, largura maxima
de 4,0 km e comprimento méaximo de 15 km. A profundidade maxima atinge 8,0 m,
enquanto que a média é de 2,3 m. Apesar do barramento, Juturnaiba é considerada
por muitos como um santuario ecologico, em razdo de sua proximidade com
a Reserva Bioldgica Pogo das Antas, além de possuir uma grande diversidade de
peixes e pequenas ilhas que fazem da lagoa um viveiro natural de espécies nativas
de animais. A represa tem capacidade de acumular um volume de 10 milhdes de m?,
sendo o tempo de residéncia da agua (deteng&o hidraulica) estimado em 38 dias.
Contam-se ainda dezenas de acudes, todos de pequeno tamanho, utilizados
principalmente para dessedentacéo do gado e para irrigacao” (CBHLSJ, 2013).

Ainda ndo ha proposta de enquadramento dos corpos de agua para a Bacia
Hidrografica do Rio Sao Jodo. De acordo com a Resolugdo Conama 357/2005 em
seu artigo 42, “enquanto ndo aprovados os respectivos enquadramentos, as aguas
doces serio consideradas classe 2, as salinas e salobras classe 1, exceto se as
condigbes de qualidade atuais forem melhores, o que determinara a aplicacéo da
classe mais rigorosa correspondente” (BRASIL, 2005; CBHLSJ, 2013).

Apesar da importéncia da bacia do Rio S&o Jo&o, pouco se sabe sobre a
qualidade destas aguas e o monitoramento da mesma é recente, iniciado em maio
de 2011, além disso, nao ha registros do monitoramento da qualidade das &guas da
Represa de Juturnaiba, isso demonstra a necessidade de medidas mais consistentes
para o controle da qualidade sanitaria da bacia, a fim de diminuir possiveis impactos
no ambiente e na salde da populagéo.
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1.3.2. Bacia hidrografica do rio Guandu

A bacia hidrogréafica do Rio Guandu é formada pelos rios Guandu, da Guarda
e Guandu-Mirim, esta situada a oeste da bacia da Baia de Guanabara, contribuinte a
Baia de Sepetiba, no Estado do Rio de Janeiro, e ocupa uma area de 3.600 kmz,
abrangendo 15 municipios onde vivem aproximadamente de 12 milhées de
habitantes. (Figura 2). Grande parte do volume de agua que a compde tem origem
na transposicdo de, em média, 120 m3/s do Rio Paraiba do Sul, no municipio de
Barra do Pirai (SEMADS, 2001).

As aguas da bacia abastecem a segunda maior regido metropolitana do pais,
a regiao metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, sendo responsavel pela
subsisténcia e desenvolvimento da mesma.

Vassouras

o
1

' Eoy, Paulo®
de Frontin )\
. A3

{
'f Miguel Pereira
.

Figura 2: Regiao hidrografica da Bacia do rio Guandu. (Fonte: Comité Guandu, 2012)

O problema do abastecimento da Regiao Metropolitana do Rio de Janeiro é
historico e estende-se desde os primordios do Brasil Colénia até os dias atuais. A
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bacia hidrografica do rio Guandu teve sua vazdo natural minima extremamente
ampliada com a transposicao dos rios Pirai e Paraiba do Sul, no inicio do século XX,
passando de 25 m?/s para 120 m3/s (Sondotécnica, 2007).

O rio Guandu possui como principais afluentes os rios dos Macacos, Santana,
S&o Pedro, Pogos/Queimados e lpiranga, todos muito impactados negativamente
em funcao de langamentos de efluentes in natura (ANA, 2006).

Apbs a barragem da Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) do Guandu, uma
parte sera destinada a ETA para o tratamento e a outra parte do rio Guandu recebe
as aguas do rio Guandu-Mirim e é dividido em varios canais, sendo o principal deles
o canal de Sao Francisco, que serve a importante zona industrial, em que se
encontram a COSIGUA (Companhia Siderdrgica da Guanabara) e a termelétrica de
Santa Cruz, terminando por desaguar na baia de Sepetiba. |

Toda a poluigado depositada nessa bacia poderia provocar um colapso no
sistema de abastecimento de agua dos municipios da regido Metropolitana do Rio
de Janeiro. Em meados da década de 1970, a Companhia Estadual de Aguas e
Esgotos (CEDAE) foi obrigada a desativar duas pequenas estacdes de tratamento
de agua, devida a grande quantidade de poluentes dispensados nessas aguas,
inviabilizando o tratamento das mesmas. No caso da ETA do Guandu, a presenca
de grande quantidade de esgoto & compensada pela diluicdo com o grande volume
de &gua do rio Paraiba do Sul. Porém, a capacidade de fornecimento de agua do rio
Paraiba do Sul para o Guandu é limitada pela capacidade da elevatdria de Santa
Cecilia e pelo abastecimento de 4gua nas importantes cidades de S&o Fidélis,
Cambuci e Campos dos Goytacazes (ABESA, 2013)

Outro grande problema s&o 0s areais, alguns clandestinos, que sédo locais em
que se abrem grandes buracos para extragao de areia do solo, retirando para isso a
cobertura vegetal e, muitas vezes, a extragdo de areia que se da no leito e ao longo
das margens do rio Guandu. Embora seja uma préatica ilegal, muitos areais ainda
estdo em funcionamento. A extragdo é proibida dentro da darea de protegdo
ambiental do rio Guandu, que abrange uma faixa de terra de até quinhentos metros
em ambas as margens do rio. Esta pratica promove o assoreamento do rio, o que
diminui a vazado da agua e aumenta a concentragédo de poluigdo, facilita a ocorréncia
de enchentes e aumenta a quantidade de residuos a serem retirados da agua
durante o tratamento.
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1.4. QUALIDADE DA AGUA E A SAUDE PUBLICA

Aguas ambientais, incluindo lagos, corregos e marinhas costeiras sao
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 estimacédo e animais de
fazenda, incluindo o escoamento agricola (BARCELLOS E QUITERIO, 2006).

A falta de saneamento basico no meio rural, independente da forma de
ocupagao, € um fator preocupante por se tratar de constante lancamento de
poluentes no meio ambiente (RHEINHEIMER et al., 2003). Os residuos rurais sao a
principal fonte de poluicdo fecal em lagos e rios, contribuindo com um terco da
poluicao fecal em estuarios. Estes residuos fecais podem ser transportados pelo
escoamento durante chuvas afetando as bacias hidrograficas causando a
eutrofizacado, o carreamento de sedimentos e a introdugdo de micro-organismos
patogénicos. Essa contaminacéo pode ter origem em animais de criacéo, animais de
estimagcao ou animais silvestres, sendo de maior relevancia a contaminagéo
proveniente de criacbes de alto impacto comercial, como por exemplo bovinos,
caprinos, equinos, suinos e as avicolas, devido ao grande nimero de animais
envolvidos (SIMPSON et al., 2002). Embora os riscos que essa contaminagao da
agua por fezes animais em relacao a saude humana nédo seja muito divulgada, é
importante a prevencdo e remediagcdo dessas fontes poluidoras (FIELD &
SAMADPOUR, 2007).

A agricultura no Brasil é, historicamente, umas das principais bases da
economia do pais, desde os primérdios da colonizagao até o século XXI, evoluindo
das extensas monoculturas para a diversificacdo da produgdo. Segundo a
Associacao Brasileira das Industrias Exportadoras de Carnes (ABIEC), o Brasil é o
5° maior pais do mundo em territdrio com cerca de 20% da sua area (174 milhdes de
hectares) ocupada por pastagens (ABIEC, 2011). A grande variedade de sistemas
produtivos em um territdrio tdo vasto também reflete na diversificagdo dos produtos.
Em 2000, o Brasil foi consolidado como poténcia na producéo e exportagéo de carne
bovina, assumindo em 2004 a primeira colocagado dentre os exportadores (ABIEC,
2011).

No Brasil, a criagao de bovinos representa a principal e maior criagédo de
ruminantes, que por sua vez proporcionam a producao de 10 a 15 kg/animal/dia de
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dejetos (CRMV, 2011). Estudos revelam que bovinos saudaveis carregam cepas E.
coli Shiga-Like. Cada vez mais, este sorotipo € identificado em animais nao
ruminantes, incluindo porcos, coelhos, gambas e aves aquaticas. Vale ressaltar que
no Brasil, a primeira cepa de E. coli Shiga-Like foi isolada e identificada em
Parelheiros, no municipio de Sao Paulo, a partir de uma amostra de agua de pogo
(UFNAR et al.,, 2007; BRASIL, 2011). Em adi¢do, atualmente, o aumento das
concentragdes de hormonios em aguas vem sendo associado ao uso desenfreado
de hormdnio do crescimento para 0 aumento da produgao de leite, gerando um novo
risco a saude humana.

Outra atividade importante para a economia brasileira, a criagdo de suinos,
gera emprego e renda para cerca de 2 milhoes de propriedades rurais. A
produtividade, por animal e por area, aumentou consideravelmente, passando-se a
produzir grandes quantidades de dejetos em pequenas extensOes 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
producado 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 produgdo de dejetos pelos suinos - 2 a 3 kg/animal/dia de dejetos -
principaimente, ao manejo que se dé ao mesmo. A contaminacdo ambiental causada
pelos dejetos dos suinos é um problema sério devido ao elevado numero de
contaminantes, causando uma forte degradagéao do ar, do solo e principalmente dos
recursos hidricos (aguas superficiais e subterraneas) (SEGANFREDO, 2000).
Dejetos suinos sd&o muito concentrados em matéria orgénica biodegradavel
(aproximadamente 55%), possuem nUmero elevado de micro-organismos
patogénicos e sdo ricos em nitrogénio e minerais (cobre, zinco e arsénico) (HOODA
E EDWARDS, 2000; SCHMIDT et al., 2007; SCANLON ef al., 2013).

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

As doencas veiculadas através da agua tém sido apontadas constantemente
como um problema nos diversos tempos histéricos da humanidade. Problemas com
a poluicao fecal sdo comuns a todas as nagodes, independentemente de situagéo
econdmica, embora o nivel de poluigao e o tipo variem entre os paises (STEWART
et al. 2007). Estimativas globais sugerem que o contato com agua contaminada com
material fecal e consumo de moluscos colhidos a partir destas aguas vém resultando
em cerca de 175 milhdes de casos de doencas infecciosas a cada ano (SHUVAL
2003). Todos os anos, cerca de 1,8 milhdes de criangas (4.900 mortes por dia)
morrem em decorréncia de diarréia e de outras doengas provocadas por agua
inadequada ao consumo humano e por mas condicdes de saneamento (PNUD,
2006; BOMFIM et al., 2007).

No Brasil, cerca de 43% dos municipios ndo possuem rede de esgoto,
enguanto isso no Estado do Rio de Janeiro 35% do esgoto é tratado. A Regiao dos
Lagos, no Estado do Rio de Janeiro, foi a regido que mais avancou até agora no
setor de saneamento, tendo sido alcancado o indice de 70% de esgoto tratado
(SEA, 2015).

O primeiro relato descrito sobre doenca de veiculacéo hidrica foi no ano de
1854 em Londres quando verificou-se que as areas de Londres que eram
abastecidas com agua da Companhia Southpark, captacdo a jusante do langamento
de esgoto da cidade, registravam um numero de o6bitos e uma taxa de mortalidade
muito superior a daquelas que recebiam a agua da concorrente Lambeth com
captacao ao montante do ponto de langamento de esgoto. O nimero de casos de
colera era elevado, em apenas 10 dias foram registradas mais de 500 mortes. A
contaminagdo da agua foi claramente comprovada por andlises, ficando
demonstrado entéo, que a agua estava contaminada com fezes humanas e que era
a origem da infecgao por célera (BRASIL, 2013). No Brasil, de maio a julho de 1999,
a Agencia Nacional das Aguas relatou que em Pedra Azul, Minas Gerais, foram
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contabilizados 25 casos suspeitos e uma morte causada pelo vibrido colérico
veiculado pela dgua de consumo sem tratamento prévio (BRASIL, 2014).

A atencdo das autoridades sanitarias para com os sistemas publicos de
abastecimento de agua, destino de dejetos, tratamento de esgoto, coleta e
disposicdo de resfduos soélidos gerados, principalmente nos grandes centros
urbanos, estd tradicionalmente direcionada para as consequéncias que 0s
problemas desse contexto s&o capazes de causar ao meio ambiente e a Saude
PUblica. Essa situagdo tem se agravado nos Ultimos anos devido a contaminagao
frequente das dguas de consumo humano, &guas recreacionais e aguas de irrigagao
por patbgenos emergentes como Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, E. coli
Shiga-Like, entre outros (WHQO, 2007).

A qualidade da agua “in natura” é de grande importancia nos sistemas de
tratamento de aguas superficiais, uma vez que uma falha no tratamento pode
produzir &gua 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 cloracdo da agua. Com isso, podemos concluir que o
monitoramento da qualidade da agua 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 sao 0s
fatores mais importantes de contaminacdo dos recursos hidricos (ANDERSSON &
BOHAN, 2001; SILVA & MATTOS 2001).

Pesquisas realizadas pelo Instituto Brasileiro de Defesa do Consumidor nas
cidades de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Parang, constataram que a agua fornecida
para estas cidades, principalmente no Rio de Janeiro, tem entre seus principais
problemas a contaminagdo por coliformes, o baixo teor de cloro na agua e
alteracbes de cor. Na cidade do Rio de Janeiro, dentre os locais avaliados, o que
tem maior grau de contaminacdo é onde a agua é fornecida pela CEDAE
(Companhia de Aguas e Esgotos do Rio de Janeiro). Tais parametros avaliados
sao de fundamental importancia para a saude do consumidor, pois alguns patégenos
podem estar presentes na agua podendo provocar surtos de doengas como cdlera,
gastroenterites sobretudo a diarréia (BRASIL, 2014).
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1.4.1. O Monitoramento de Metais Pesados em Aguas

Metais pesados estdo presentes nas aguas devido, principalmente, as
descargas de efluentes industriais (ANZECC/ARMCANZ, 2000). O chumbo, por
exemplo, estd presente no ar, no tabaco, nas bebidas e nos alimentos, nestes
ultimos, naturalmente, por contaminagdo. Constitui veneno cumulativo, provocando
um envenenamento croénico denominado saturnismo, que consiste em efeito sobre o
sistema nervoso central (MELVILLE AND BURCHETT, 2002).

Os metais pesados se acumulam no organismo e podem causar Sérios
problemas, como disfungdes do sistema nervoso e aumento na incidéncia de cancer,
em animais marinhos e também no homem. Devido as suas altas toxicidades, os
niveis de metais pesados sao duramente controlados nas Legislagdes vigentes
como, por exemplo, a Portaria 2914 do Ministério da Saude, que rege os parametros
da Agua Potavel e o Decreto 8468 do Estado de S&o Paulo, que dispde sobre o
controle da Poluicao do Meio Ambiente (BRASIL, 2011).

Os efeitos de metais pesados em organismos tém sido estudados ha
décadas, especialmente apds os acidentes da Baia de Minamata e em Niigata, no
Japao, nas décadas de 40 e 50, quando cerca de 1740 pessoas (além de gatos e
ratos), apds ingerirem peixe e mariscos com altas concentragcdes de metilmercurio,
vieram a adoecer, muitas ficando com sequelas (SALGADO, 1980; DIAS, 2004). Ja
a doenca de ltai-itai (década de 60) foi provocada pelo cadmio concentrado nos
graos de arroz cultivado por inundagéo, que causava dor intensa nos 0ssos, dai o
nome itai-itai ("d6i-déi", em japonés) (THORNTON, 1995; DIAS, 2004).

Outro exemplo ocorreu em Hinkley, na Califérnia, EUA, onde uma empresa
provocou a contaminacao da agua e do solo por uso indevido de cromo hexavalente.
A fonte de contaminacédo foi uma estagcdo de compressao de gas natural onde séao
usadas grandes torres de resfriamento para reduzir a temperatura dos
equipamentos. O liquido utilizado nestas torres continha a substancia para evitar a
oxidacdo das maquinas. Este era armazenado em lagos artificiais, sem forro de
contengao, o que permitiu a infiltracdo nos lengdis freaticos do agente quimico em
questao, desta forma muitos habitantes que usavam a agua de pocos artesianos
foram contaminados (SANTOS, 2011). O cromo é largamente empregado nas
industrias, especialmente em galvanoplastias, onde a cromeacdo é um dos

revestimentos de pecas mais comuns. Pode ocorrer como contaminante de aguas
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sujeitas a langamentos de efluentes de curtumes e de circulagdo de aguas de
refrigeracdo, onde é utilizado para o controle da corroséo. A forma hexavalente €
mais téxica do que a trivalente. Produz efeitos corrosivos no aparelho digestivo e
nefrite (CETESB, 2007).

Um estudo feito em ratos de laboratorio expostos a agua contaminada com
chumbo e arsénio durante 30, 90 e 180 dias, usando a avaliacao dos efeitos
observados nas dosagens minimas mostrou nefrotoxicidade e stress oxidativo,
houve um incremento da producéo do acido aminolevulinico pré-oxidante assim
como o aumento de mecanismos de defesa celular tais como a glutationa (RIVIERE,
2006). O arsénio é facilmente absorvido no trato gastrointestinal e rapidamente
transportados para os tecidos como pele, unhas, cabelos, ossos e musculos. Este
composto esta associado a inibicAo de enzimas responsaveis pelo metabolismo
celular e respiragao. Uma intoxicagéo cronica por arsénio normalmente resulta em
perda de apetite, perda de peso, distlrbios gastrointestinais, hiperqueratose, entre
outros sintomas (DESHPANDER, 2002). Tragos deste metaldide sdo encontrados
em aguas naturais e em fontes termais. E usado como inseticida, herbicida,
fungicida, na indUstria da preservagédo da madeira e em atividades relacionadas com
a mineragao e com o uso industrial de certos tipos de vidros, tintas e corantes. Em
moluscos, até 100 mg/Kg, sendo que a ingestdo de 130 mg é fatal. Apresenta efeito
cumulativo, sendo carcinogénico.

O mercUrio € largamente utilizado no Brasil nos garimpos, no processo de
extragdo do ouro (amalgama). Este metal além de persistente no ambiente, & um
dos metais mais perigosos na cadeia alimentar humana, estando relacionado com
os alimentos de origem aquatica. A contaminacé&o das aguas por mercurio ocorre
devido a atividade das industrias e a atividade agricola. Atuaimente o merctrio é
utilizado em baterias, luzes fluorescentes, tintas fungicidas, entre outros itens. O
mercurio na sua forma pura néo é absorvido pelo organismo, nem capaz de causar
intoxicagao, no entanto nas formas inorganicas ou orgéanicas € facilmente absorvido
no trato gastrointestinal causando intoxicacdo (DIAS, 2004). Um dos seis
xenobidticos ambientais mais perigosos é o metiimerclrio, sendo este
eficientemente absorvido, transportado até a corrente sanguinea onde se liga as
proteinas plasmaticas; & acumulado no cérebro e tem efeitos neurotdxicos. Os sinais
de intoxicagdo por metilmercurio variam entre distlrbios sensoriais nos membros,
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lingua e labios, também o sistema nervoso central é afetado, manifestando ataxia,
tremores e disturbios visuais (COUTO, 1989; DESHPANDER, 2002).

O acelerado crescimento industrial e agricola, a utilizacdo, muitas vezes sem
critério, de agrotéxicos e o langamento de esgoto industrial, eventualmente sem
tratamento adequado, em corpos d’agua e no solo, tem provocado um incremento
no conteddo de metais pesados no ambiente, colocando em risco a satde humana
(THORNTON, 1995; MOURA, 2002). As atividades industriais, tipicamente, resultam
na deposicao de elevados niveis de chumbo, cadmio, mercurio e zinco em rios e
lagos, vindo a atingir os organismos aquaticos (JACKSON, 1991), razdo porque
estudos ligados a qualidade dos ambientes aquéticos devem levar em conta nao
apenas a qualidade da agua, mas igualmente a vegetagdo, 0s organismos
aquaticos, os sedimentos suspensos e de fundo (MOURA, 2002).

1.4.2. Parametros fisico-quimicos

Aguas ambientais podem conter uma grande variedade de constituintes que
surgem naturalmente no seu ciclo hidrolégico. A composicéo fisico-quimica destas
aguas é constituida por uma grande variedade de solutos entre eles gases, produtos
de arrastamento e da erosao das rochas e solos. Uma agua natural ndo é uma agua
quimicamente pura.

Um dos principais parametros utilizados nas analises fisico-quimica de agua é
a avaliacao do potencial hidrogenidnico. A condigao acida ou basica da agua refere-
se a concentracdo de ions de hidrogénio (H+) em uma solugdo. Condicbes muito
acidas ou muito basicas da agua afetam o desenvolvimento dos organismos nela
contidos. A condutividade € a medida da habilidade de uma solugdo aquosa, para
transportar uma corrente elétrica. Esta habilidade ¢ indicada pela presenca de sais,
pois quanto maior a concentracdo total, e a valéncia desses ions, maior sera a
condutividade elétrica (COSTA et al., 2003). Outro parametro relevante é a turbidez
que reflete a reducéo da transparéncia da agua devido a presencga de particulas
solidas em suspensao, que reduzem a transmissao da luz no meio. Ela pode reduzir
a eficiéncia da cloragao, pela protecao fisica dos micro-organismos do contato direto
com os desinfetantes, além de transportar matéria organica absorvida que pode
provocar alteracao de sabor e odor. A turbidez pode ser avaliada numa escala de 0
a 1000 UNT (SANTOS et al., 1999). O oxigénio dissolvido (OD) é fundamental para
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a sobrevivéncia dos organismos aerdbios presentes em ambientes aquaticos.
Durante o processo de biodegradacéo e consumo da matéria organica, as bactérias
fazem uso do oxigénio nos seus processos respiratorios, podendo causar uma
redugédo acentuada da sua concentragdo no meio. A andlise de OD é um importante
teste para aguas poluidas e para aguas em processo de tratamento; ambientes
pobres em oxigénio e ricos em matéria organica sdo propensos a proliferagao de
micro-organismos anaerébios (COSTA et al., 2003). A temperatura € um parametro
importante a ser analisado, pois esta diretamente relacionado com o metabolismo
dos micro-organismos. E importante o seu controle porque elevagdes da
temperatura aumentam a taxa metabdlica, aceleram o processo de biodegradacéo
da matéria organica, a assimilacao de nutrientes e o consumo do OD do corpo
aquatico, diminuem a solubilidade dos gases e aumentam a taxa de transferéncia de
gases, o que pode causar odor desagradavel (APHA, 2012; VON SPERLING, 2005).
A salinidade que é a medida dos teores de sais na agua, também é um fator
importante porque interfere diretamente no desenvolvimento microbiano (ESTEVES,
1988).

1.4.3. ParAGmetros microbiolégicos

As aguas destinadas ao abastecimento apresentam o risco de serem poluidas
por aguas residuais e dejetos de origem animal ou humano, podendo, desta forma,
conter micro-organismos patogénicos, tornando-se assim um veiculo de transmisséo
de doencgas. Por isso, ha a necessidade de andlises rotineiras, para determinar sua
qualidade e seu grau de seguranga do ponto de vista microbioldégico. Como ja foi
dito, na avaliagao da qualidade da agua séo utilizados métodos para a determinagéo
da presenga de coliformes, que atuam como indicadores de poluigéo fecal, ja que
estdo sempre presentes no intestino humano e de outros animais, sendo eliminadas
em grande quantidade pelas fezes. O conceito de indicador microbioldgico,
originalmente definido para avaliar a qualidade da agua, é baseado na presenca ou
auséncia de grupos ou de um Unico microrganismo indicador em ambientes
aquaticos (MACEDO, 2005).

A qualidade microbioldgica da agua é frequentemente avaliada por meio de
bactérias fecais indicadoras, tais como Escherichia coli e Enterococos. A presenca

de niveis elevados desses indicadores sugere a presenca de poluicdo fecal e
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potenciais riscos para a saude publica, no entanto, muitas vezes é dificil de vincular
essas bacterias indicadoras a uma fonte de poluicdo especifica devido a natureza
ubiqua desses micro-organismos, o que dificulta a avaliagdo precisa dos riscos
(STEWART et al 2007; FIELD AND SAMADPOUR, 2007). Além disso, ja se sabe
que as bactérias fecais indicadoras séo capazes de persistirem tanto em sedimentos
(DESMARAIS et al., 2002; ANDERSON et al., 2005) quanto em macréfitas aquaticas
submersas (BADGLEY et al, 2010 a, b). Quando ocorre a suspensdo destes
sedimentos via turbuléncias naturais ou induzidas pelo homem, ressuspensoes
destas bactérias podem elevar as concentragdes de bactérias fecais indicadoras e
assim superestimar o nivel de contaminagdo fecal em aguas (GRACZYK et al.,
2007a, b; PHILIP et al., 2009; STALEY et al., 2012).

Coliformes totais, coliformes termotolerantes, enterococos e E. coli vém sendo
mundialmente utilizados como indicadores da qualidade microbiolégica da agua
(APHA, AWWA & WEF, 2012), ja que sao micro-organismos presentes em grande
namero na flora intestinal de humanos e outros animais de sangue quente, e sdo
faceis de serem enumerados por métodos simples de cultivo (GRIFFITH et al,
2009).

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

Os coliformes termotolerantes sao representados por trés géneros,
Escherichia, Enterobacter e Klebsiella. A E. coli € considerada o principal indicador
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da qualidade da agua e de contaminacéo fecal (EDBERG et al., 2000). A presenca
dessa bactéria em aguas indica contaminacéo fecal, uma vez que uma serie de
patdégenos pode ser veiculada através das fezes e requer acéao imediata no que diz
respeito ao controle de qualidade das aguas nos seus mais diversos usos: consumo
humano, recreacao, irrigacdo, aquicultura, e outros (WHO, 2004). As legislagdes
canadenses e europeias adotam os Enterococos e E. coli para avaliacdo da
qualidade de aguas recreacionais (HEALTH AND WELFARE CANADA, 1992,
Directive 2006/7/EC). A resolugdo 357/2005 do CONAMA, que dispbe sobre a
classificacdo de corpos de agua e diretrizes ambientais para seu enguadramento,
utiliza os coliformes termotolerantes como padrao de qualidade microbioldgica, mas
permite sua substituicdo pela E. coli, de acordo com critérios estabelecidos pelo
6rgéo ambiental competente (BRASIL, 2005).

Os coliformes de origem humana ou animal podem indicar a presenca de
patégenos de veiculagdo hidrica. No entanto, esses indicadores apresentam
limitagbes quanto a discriminagédo da origem dessa contaminagao fecal (humana e
de animais domésticos, silvestres, aves e outros), o que é considerado um fator
relevante na implementacao de medidas efetivas de gerenciamento e remediacéo de
aguas superficiais (BLATCHLEY ef al., 2007). Outra limitagdo desses indicadores &
a sua utilizacdo em ambientes tropicais, onde esses micro-organismos sobrevivem
em sedimentos e podem ser encontrados em areas distantes da atividade humana.
Hardina e Fujioka (1991) demonstraram que no Haval, coliformes fecais depositados
em solos foram capazes de sobreviver e serem transportados para corpos de agua
através de dguas subterraneas. Assim, a sua presenca na coluna de agua poderia
nao estar associada a contaminagao fecal recente.

O monitoramento de todos os agentes patogénicos em ambientes aquaticos é
inviavel devido a grande diversidade de agentes conhecidos presentes nas fezes
(incluindo virus, bactérias e protozoarios), no entanto, o monitoramento de um dnico
ou um grupo de patégenos pode gerar resultados imprecisos no que se refere a
qualidade da égué. Alem disso, muitos agentes patogénicos sdo dificeis de
identificar e tém distribuicdes desiguais ou baixas nas aguas (FIELD et al., 20083;
STOECKEL & HARWOOD, 2007).

Alem disso, muitos estudos epidemioldgicos ndo conseguiram associar 0s
niveis de coliformes e os riscos a saude humana, particularmente pela auséncia da
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identificacdo da origem da contaminacdo (PRIETO et al., 2001; DWIGHT et al.,
2004; COLFORD et al., 2007). A incapacidade de correlacionar a contaminacéo a
um organismo fonte pode ser atribuida, pelo menos em parte, ao fato de que os
coliformes s&o eliminados nas fezes de todos o0s animais homeotérmicos
(HARWOOD et al., 1999; SOUZA et al., 1999; LECLERC et al., 2001). Compreender
a origem da poluicao fecal & essencial para a avaliagdo precisa dos riscos para a
saude humana, com a contaminacéo de fontes diferentes os niveis de risco também
sao diferentes.

1.5.RASTREAMENTO DE FONTE MICROBIANA — RFM

O rastreamento de fonte microbiana (RFM) é uma alternativa aos métodos
tradicionais de deteccéo e tem como objetivo identificar a origem (s) da poluicédo
fecal na &agua. 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 distincdo entre as fontes de
contaminagodes fecais (MIESZKIN et al., 2009; SCOTT et al., 2002). O RFM surgiu
no final do século XX como uma tentativa para determinar as fontes dominantes de
contaminacgéo fecal em aguas (BERNHARD & FIELD, 2000; SCOTT et al., 2002;
HARWOQOD et al., 2009). O impulso para o surgimento desta area de investigacao
deriva do esforgo para determinar a extensao da fonte fecal (por exemplo, humano
ou ruminante) apresenta maior risco a saude humana. 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" € uma colecédo
de micro-organismos de diferentes fontes potenciais, bem como do local em estudo.

Dentre os métodos independentes de cultivo e de biblioteca estdo o DGGE e
a PCR de sequéncias especificas de bioindicadores fecais como, virus e bactérias.
Os métodos dependentes de cultivo podem ser divididos em independentes de
biblioteca e dependentes de biblioteca. Os métodos independentes de biblioteca
consistem no enriquecimento do organismo alvo para posterior identificacdo, como
por exemplo, a hibridizacdo com genes especificos. Os métodos dependentes de
biblioteca podem consistir em analises fenotipicas, como por exemplo, analise de
resisténcia aos antibiéticos (JIANG et al, 2007; PRICE et al., 2007), perfil de

Kayo Cesar Bianco Fernandes 2015




40

utilizacao de fontes de carbono (HARWOOD et al., 2003; MOUSSA e
MASSENGALE, 2008) e MALDITOF/MS (SIEGRIST et al., 2007), ou em anélises
genotipicas, como ribotipagem (PARVEEN et al., 1999; NELSON ef al., 2008), PFGE
(Pulse Field Gel Electrophoresis) (CASAREZ et al., 2007). Os métodos dependentes
de biblioteca permitem a identificagdo pela comparacéo entre os perfis encontrados
na amostra teste e os padroes obtidos dos isolados das bibliotecas (SANTO
DOMINGO et al., 2007; FIELD e SAMADPOUR, 2007).

Na Europa, a Diretiva 2006/7/CE da Unido Europeia tem sido um impulso
para estudos RFM na Europa, e estabeleceu claramente a importancia de identificar
as fontes de contaminagao, como parte da gestdo moderna medidas necessarias
para melhorar a qualidade microbiolégica 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), Australia (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, recentemente, a necessidade do RFM, se tornou uma
prioridade dos estados e territérios, em virtude do requerimento federal de
desenvolvimento e execucdo da quantidade maxima de poluente (TMDL - total
maximum daily load) 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 contribuigbes de fontes pontuais e ndo pontuais de poluicdo. Em
geral, a contribuic&o das fontes pontuais, como estagdes de tratamento de esgoto ou
efluentes industriais, é fixada por legislacado especifica, sendo de mais facil controle.
Por outro lado, as fontes nao pontuais, que incluem agricultura, reflorestamento,
animais silvestres e escoamento do solo urbano, sao de dificil controle e na maior
parte dos casos responsaveis por alteragdes na qualidade da dgua (SANTO
DOMINGO et al., 2007).

Atualmente, diversos marcadores microbianos humanos tém sido avaliados
como Bacteroides thetaiotamicron (CARSON et al.,, 2005), Methanobrevibacter
smithii (UFNAR ef al., 2007), poliomavirus humano (MCQUAIG et al.,, 2006) e
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Faecalibacterium (ZHENG et al., 2009). No Brasil, as pesquisas nessa area sao
escassas e, dessa forma, a selecao de bioindicadores e o desenvolvimento de
metodologias mais acuradas e sensiveis capazes de discriminar as diferentes fontes
de contaminagéao fecal sdo de extrema relevancia para assegurar a qualidade das
aguas e consequentemente evitar danos a salde da populacdo (FIELD &
SAMADPOUR, 2007).

Um bioindicador de contaminacéo fecal para ser considerado ideal deve ser
um microrganismo nao patogénico; que pode ser detectado e enumerado por
técnicas simples e rapidas; e que apresenta sobrevivéncia no meio ambiente similar
aos patogenos. Alem de permitir o rastreamento da fonte de contaminagao
microbiana, deve apresentar todas as caracteristicas do indicador classico e ter
poder de discriminar a origem do hospedeiro (SCOTT et al., 2002, USEPA, 2005).
Até o momento, ndo existe um método Unico e universal para este tipo de andlise,
portanto a obtencao de biomarcadores moleculares que permitam a identificacao de
fontes de contaminagéo fecal humana e animal poderd ajudar na implantacédo de
técnicas que possibilitem rastrear essas fontes de contaminagdo em &guas
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 populacao.

Micro-organismos anaerdbicos constituem a maior parte da microbiota das
fezes de humanos e de outros animais. Sendo assim, atualmente, os anaerdbios
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 contaminagéo fecal a hospedeiros especificos
(BERNHARD & FIELD, 2000; BOWER et al. 2005). Ferramentas gendmicas tém
facilitado a deteccdo e quantificacdo desses micro-organismos em &aguas
contaminadas e, assim expandindo os conhecimentos na area (RECHE et al., 2010).

1.5.1. Ordem Bacteroidales
A ordem Bacteroidales consiste de cinco familias: Bacteroidaceae,
Rikenellaceae, Porphyromonadaceae, Marinilabiliaceae e Prevotellaceae, esta

classificacédo foi baseada em analises filogenéticas do gene rrs do 16S rRNA
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(KRIEG et al., 2010). Seus representantes séo bacilos Gram-negativos, anaerdbios
estritos, ndo esporulados. Representam uma fracdo substancial da flora
gastrointestinal de muitos animais (BROOK, 1995; FERREIRA ef al., 2003). Esta
ordem tem sido proposta como um indicador alternativo da poluicdo fecal, em parte
por causa da sua abundancia nas fezes. A utilizacdo de métodos moleculares torna
mais viavel a utilizacdo de micro-organismos anaerdbicos, incapazes de
sobreviverem fora do ambiente anaerdbio.

Um dos primeiros métodos desenvolvidos para a detecgdo de contaminagéo
fecal foi baseado na detecgdo do gene rrs do 16S rRNA de Bacteroidales
associados a humanos (BERNHARD & FIELD, 2000; CARSON et al., 2005;
SEURINCK et al., 2005; LAYTON et al., 2006; KILDARE ef al., 2007; REISCHER et
al., 2007; OKABE ef al., 2007; SHANKS et al., 2009; LEE AND LEE, 2010) e, mais
recentemente, a aves (LU et al., 2007), alces (DICK et al., 2005), suinos (DICK ef al.,
2005; OKABE et al.,, 2007; MIESZKIN et al., 2009), cdes (DICK et al., 2005;
KILDARE et al., 2007) ruminantes (REISCHER et al., 2006; OKABE et al., 2007;
SHANKS et al., 2008; DORAI-RAJ et al., 2009; MIESZKIN et al., 2010) e equinos
(DICK et al, 2005; MIESZKIN et al, 2009). Micro-organismos da ordem
Bacteroidales sao considerados bons alvos, devido sua taxa de sobrevida curta,
uma vez liberados no ambiente natural (devido & sua baixa tolerancia ao oxigénio) e
sua abundéancia 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 analises de bibliotecas génicas (16S rRNA) sugerem
menor abundéncia 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
concentragdes de Bacteroidales em bovinos (LESER et al., 2001).

A sobrevivéncia de Bacteroidales fecais em ambientes aerdbios varia entre as
espécies, alguns, como Bacteroides fragilis, pode até mesmo crescer na presenga
de concentragbes muito baixas de oxigénio (BAUGHN et al., 2004), enquanto a
maioria Bacteroidales fecais sobrevivem apenas algumas horas em aguas
(SAVICHTCHEVA et al., 2005).
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1.5.2. Dominio Archaea

O dominio Archaea apresenta um grande nimero de aspectos comuns aos
dominios Bacteria e Eukarya, mas também possui caracteristicas UGnicas
(BEVERIDGE, 2001). Este dominio compreende, atualmente, cinco filos:
Crenarchaeota, Thaumarchaeaota, Euryarchaeota, Korarchaeota e Nanoarchaeota
(BROCHIER-ARMANET et al., 2008; PESTER et al., 2011). Crenarchaeota consiste
de uma unica classe, Thermoprotei, que contém organismos capazes de crescer em
altas temperaturas (70 a 113°C), denominados termofilicos (KONNEKE et al., 2005:
SALLOTO et al,, 2012). O filo Thaumarchaeota possui um Unico representante
isolado em cultura pura, o Nitrosopumilos maritimus isolado da agua de aquério
marinho (KONNEKE et al., 2005). O Cenarchaeum symbiosum (simbionte de
esponjas) também é um Thaumarchaeota que habita temperaturas mais amenas,
assim como outras Thaumarchaeotas mesofilicas dos ambientes marinhos
(PRESTON et al. 1996).

O filo Euryarchaeota consiste de sete classes: Methanobacteria,
Methanococci, Halobacteria, Thermoplasmata, Thermococci, Archaeoglobi e
Methanopyri. Exceto para Methanococci, que é subdividido em trés ordens, cada
classe conttm uma Unica ordem. O filo Korarchaeota engloba organismos
hipertermdfilos pouco conhecidos, identificados a partir de sequéncias de DNA que
codificam o gene ribossomal 16S rRNA, isoladas de fontes termais terrestres, porém
somente sao mantidas no laboratério na forma de culturas mista (Barns et al. 1996).
Nanoarchaeota e Thaumarchaeota).

Pesquisas realizadas em uma fenda termal localizada no fundo do mar da
Islandia, em 2002, levaram a identificacdo de uma nova espécie de archaea
apresentando caracteristicas bastante distintas, quando comparados aos demais
membros desse dominio, sendo proposta a criacao do filo Nanoarchaeota. A espécie
Nanoarchaeum equitans (Huber et al. 2002) se diferenciam das demais archaeas
por ser aparentemente muito primitiva, sendo encontrada em associacdo com outra
archaea (/gniococcu spp.). De acordo com seus descobridores, as grandes
diferencas apresentadas por Nanorachaeum em relagdo a sequéncia de RNA
ribossomal, sugerem que tal organismo seja classificado em um novo filo (Huber et
al. 2002). Alguns autores propdem sua raiz evolutiva no filo Euryarchaeota (GAO E
GUPTA, 2007), enquanto outros propéem a alocacao de N. equitans em um ramo
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que néo emerge nem de Crenarchaeota e, nem de Euryarchaeota (Gribaldo &
Brochier-Armanet 2006).

O filo Euryarchaeota ¢é representado principalmente por archaea
metanogénicas, porém, também possui um grupo distinto de organismos termo-
acidofilos associados ao género Thermoplasma, que sao caracterizados pela
auséncia de parede celular (CLEMENTINO et al. 2007). As archaeas metanogénicas
sdo organismos obrigatoriamente anaerébios e liberam gas metano (CHs) como
residuo metabdlico. Sdo encontradas em ambientes com auséncia de oxigénio e
abundéancia de matéria organica, como brejos, agudes, lagos, sedimentos marinhos
e rimen de bovinos. Elas retiram hidrogénio e gas carbénico desses ambientes e 0s
utilizam em seu metabolismo. Vivem como simbiontes de uma grande variedade de
protozoarios também anaerdbicos, convertendo produtos finais de fermentacdo em
gas metano ou CO2. Sao de grande importancia no ambiente no qual vivem pela alta
eficiéncia de sua enzima hidrogenase, que, mantendo uma baixa pressao parcial de
Hz — para que a metanogénese ocorra — permite que 0s demais organismos
fermentadores facam reoxidacdo do NADH, o que corresponde a um maior
rendimento de ATP e um aumento da biomassa. Esse fendmeno & conhecido como
“Transferéncia de Hidrogénio Interespecifica” (CARDOSO et al., 2003).

O género Methanobrevibacter € um membro da ordem Methanobacteriales do
dominio Archaea. Este género inclui 16 espécies conhecidas que habitam o trato
intestinal animal, plantas em decomposicdo e lodo anaerdbico de estagbes de
tratamento de esgoto. As espécies de Methanobrevibacter incluem M. ruminantium
(intestino de ruminantes); M. boviskoreani e M. millerae (rumem bovino); M.
arboriphilus encontrado em material de plantas em decomposicao; 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 (rumem ovino);
M. smithii e M. stadtmanae (intestino humano) (LAl et al. 2004; LEE et al. 2013). As
espécies de Methanobrevibacter sdo consideradas as metanogénicas dominantes
nestes animais e ajudam na digestdo da celulose. Poucas espécies ocorrem em
mais de um organismo e por esse motivo podem ser utilizadas como bioindicadores

de poluicao fecal no ambiente. Atualmente, com o auxilio das técnicas de biologia
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molecular vem se investigando as possiveis relagbes de prevaléncia de archaeas
em diversas espécies de animais homeotérmicos.

Através do sequenciamento do gene rrs 16S rRNA, estudos confirmam a
presenca de M. smithii no intestino humano, com prevaléncia variavel e baixa,
enquanto M. stadtmanae apresenta menor detec¢do na maioria dos casos (UFNAR
et al., 2005). Segundo UFNAR et al. (2005), M. smithii é encontrado no trato
gastrointestinal de aproximadamente um tergo 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 demonstraram, através de otimizagdes no
protocolo de extracdo de DNA de fezes humanas, 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 digestao de polissacarideos, influenciando, dessa
maneira, a absor¢ao de calorias e adiposidade do hospedeiro. O processo da
metanogénese previne o acumulo de Hz no intestino humano, aumentando a
eficiéncia da fermentagéo microbiana. Essas descobertas conduziram a hip6tese de
que M. smithii pode ser um alvo terapéutico para a reducéo da absorcéo de energia
em humanos obesos (SAMUEL et al., 2007).

Além disso, através do sequenciamento do gene mecrA, foi confirmada a
presenca de uma espécie ainda nao cultivada Methanobrevibacter presente somente
no intestino de suinos, o clone P23-2 foi considerado um bom alvo para a detecgéo
de contaminagdo fecal suina (UFNAR et al., 2007). Outras espécies do género
Methanobrevibacter vém sendo considerados bons alvos na deteccdo de
contaminacéo fecal especificas incluem o M. ruminantium, isolada a partir do
conteddo do rumen de bovinos (BRYANT, 1965), M. thaueri, isolada de fezes
suinas, por Rolf K. Thauer e M. gottschalkii, isolada de fezes de equinos e nomeada
em homenagem a Gerhard Gottschalk devido suas significantes contribuicdes na
definicéo bioquimica da metanogénese, (KONIG, 1986; MILLER et al, 1986, 2002).
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1.6. PCR EM TEMPO REAL NA DETECCAO DE BIOINDICADORES

O surgimento de técnicas moleculares baseadas na amplificagdo de
segmentos de DNA pela reagdo em cadeia da polimerase - PCR abriu inUmeras
perspectivas em estudos taxonémicos e epidemioldgicos envolvendo a deteccdo de
sequéncias de genes conservados e funcionais, a deteccdo e identificacdo de
agentes infecciosos, alteragdes genéticas, entre outras (GILL, 2008). A amplificagao
de DNA pela técnica da PCR convencional depende de diversos fatores, como a
presenca de inibidores, a concentracdo de DNA, presenca de degradagao do DNA,
entre outros. Assim, a necessidade de monitorar simultaneamente a quantidade e
qualidade do DNA amplificado levou ao desenvolvimento de uma variante da técnica
da PCR convencional: a PCR em tempo real.

A PCR em tempo real, também conhecida como PCR quantitativa ou PCR em
tempo real quantitativa ou simplesmente qPCR, foi descrita pela primeira vez em
1993, por HIGUCHI et al. O procedimento é semelhante ao da técnica da PCR
convencional, diferindo essencialmente numa caracteristica inovadora: a
possibilidade de quantificacdo em tempo real do DNA amplificado, a cada ciclo de
amplificacdo. Neste método, as fases de amplificacéo, detecgdo e quantificacdo sao
totalmente automatizadas, ocorrendo simultaneamente em tempo real (HEID et al.,
1996; AHMED, 2002; BRANQUINHO, 2010).

Os compostos fluorescentes e 0s equipamentos utilizados para gerar e
monitorar as reagbes sao responsaveis pela especificidade da técnica de PCR em
tempo real. Os métodos de fluorescéncia sao diversificados recorrendo sempre a um
composto fluorescente, divididos em corantes intercalantes (SYBR Green®) e
sondas de sequéncia especifica (TagMan®), de acordo com o tipo do composto
fluorescente (MACKAY et al., 2007; PELT-VERKUIL et al., 2008). Esta abordagem
vem sendo amplamente utilizada na quantificagdo do numero de copias de
transgénicos, na resisténcia a antimicrobianos, na contaminagé&o de alimentos, na
detecgdo e quantificagdo de patdgenos e contaminantes ambientais, entre outros
(WEIGHARDT, 2004; GASPARIC et al. 2010).

A reacao de qPCR é dividida em 3 fases distintas: 1) A fase “lag” com
flutuacdo correspondendo ao sinal do rufdo de fundo (background), 2) A fase
exponencial, onde a quantidade de produtos de amplificacdo dobra a cada ciclo, e 3)

a fase onde ocorre a formacéo de um platé sem aumento do nimero de produtos de
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amplificacdo. A quantificagdo na reacao de PCR em tempo real ocorre na fase
exponencial, onde hd um acumulo de produtos amplificados, consequentemente
aumento da emissao de fluorescéncia (BRANQUINHO, 2010).

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos, para a detecgdo e quantificacéo
de patdgenos atraves da gPCR, como os micro-organismos causadores de
pneumonia (S. pneumoniae, H. influenzae, M. pneumoniae, C. pneumoniae, L.
pneumophila, e Streptococcus pyogenes) (MOROZUMI et al., 2006), gastroenterites
(Vibrio parahaemolyticus) (BLACKSTONE et al, 2003), infeccbes na corrente
sanguinea (E. aerogenes, S. marcescens, E. coli, P. mirabilis, P. aeruginosa, A.
fumigatus e C. glabrata) (LEHMANN et al., 2008).

Em relagdo aos indicadores de poluicao fecal, uma variedade de micro-
organismos anaerobicos vem sendo apontados como alvos promissores, devido a
sua maior abundancia em comparacao com indicadores tradicionais (BERNHARD
AND FIELD, 2000; ECKBURG et al. 2005). Membros da ordem Bacteroidales estao
presentes em altas concentracdes nas fezes (108 - 10" por grama) e ndo mantem 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 gPCR para o desenvolvimento de
marcadores Bacteroidales humanos-, bovinos- e suinos-especifico, baseados em
regides do gene rrs do 16S rRNA, (SEURINK et al., 2005a; KILDARE et al., 2007;
REISCHER et al., 2007; REISCHER et al., 2006; OKABE et al., 2007; MIESZKIN,
2009; SCHRIEWER et al., 2010; MIESZKIN et al. 2010).

Em contrapartida, poucos estudos sao relacionados a deteccédo e
quantificacado de Methanobrevibacter spp.. JONHSON e colaboradores (2010)
descreveram o0 desenvolvimento de qPCR para detectar o gene nifH de M. smithii
em agua. Eles demonstraram alta especificidade, sensibilidade e rapidez na
deteccao do gene nifH, que foi considerado um bioindicador confiavel de
contaminagéo fecal humana em aguas ambientais. Mais recentemente, estudos
demonstraram a deteccao de M. oralis por gPCR e sua correlagao com a gravidade
de periodontite sugerindo seu uso com biomarcador de periodontite e a detecgao de
M. ruminantium em amostras de fezes de ruminantes sugerindo marcador de
contaminacéao fecal especifica (BRINGUIER et al., 2013 CARBERRY et al., 2013).
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1.7.JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O monitoramento da qualidade da agua destinada ao abastecimento publico é
de importancia devido a capacidade de alguns micro-organismos resistirem ao
tratamento, desta forma, sendo distribuidos a populacdo. Além disso, estas mesmas
aguas nao sdo somente para consumo humano, mas também para recreacéo,
irrigacdo, aquicultura e dessedentagéo.

As metodologias utilizadas atualmente para analise microbiolégica da agua
possuem limitagbes, tais como adaptacdo ou inibicdo de micro-organismos
indicadores, e principalmente a ndo determinacao do organismo fonte. Ferramentas
moleculares podem ser uma solucdo para se contornar essas limitagbes. Tais
ferramentas possuem elevada sensibilidade, especificidade, e fornecem resultados
de forma mais rapida, sem a necessidade de cultivo e etapas adicionais de
confirmacédo. Consequentemente, permitem a deteccdo especifica de micro-
organismos, cultivaveis ou ndo, ao contrario dos métodos tradicionais. Nesse
contexto, uma metodologia baseada na reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
como a PCR em tempo real para deteccdo e quantificacdo de bioindicadores
hospedeiro-especificos pode ser promissora.

O homem e outros animais de sangue quente diferem quanto a composicéo
de suas fezes, podendo liberar diferentes patdgenos e substancias, como
antibiéticos e hormdnios, capazes de provocar danos a salde da populagéo.
Portanto, determinar a origem da contaminagéo fecal € essencial na avaliagdo dos
riscos a salde que ela representa. Vale ressaltar, que no Brasil estudos de RFM
ainda s&o escassos.

Sendo assim, o presente estudo teve como principal objetivo a identificacdo
de fontes de contaminagéo fecal em aguas destinadas ac abastecimento, através da
deteccdo e quantificacdo de biomarcadores hospedeiro-especificos dos dominios
Bacteria e Archaea, visando o rastreamento da contaminagao e o monitoramento da
qualidade da agua, procurando prevenir possiveis riscos a salde da populagao e do

meio ambiente.
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2 OBJETIVO

GERAL

Identificar fontes de contaminacdo fecal em 4guas destinadas ao
abastecimento, atraves da deteccdo e quantificacdo de biomarcadores hospedeiro-
especificos dos dominios Bacteria e Archaea

ESPECIFICOS

v" Determinar as concentragdes de coliformes totais e E. coli das amostras;

v Avaliar os parametros fisico-quimicos como: temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, salinidade e condutividade nas amostras;

v Determinar as concentragbes de metais pesados pela espectrometria de
emissao oOtica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e espectrometria
de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS);

v" Desenvolver iniciadores especificos para a deteccdo do gene mcrA de
Methanobrevibacter gottschalkii e do gene rrs Bacteroidales humanos e equino
pela PCR convencional;

v' Determinar a especificidade e a sensibilidade dos iniciadores da PCR
convencional para a deteccao de Bacteroidales e Methanobrevibacter spp.

v" Desenvolver iniciadores e sondas especificos para a deteccdo e quantificagéo
do gene rrs de Bacteroidales suinos e mcrA Methanobrevibacter smithii, M.

ruminantium e M. gottschalkir;

v' Detectar e quantificar os genes marcadores de contaminagao fecal especifica

nas amostras de agua pela PCR em tempo real;

v Analisar os resultados e prever possiveis consequéncias para o meio ambiente e

para a saude da populagao;
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3 METODOLOGIA

3.1. AMOSTRAS FECAIS

Para determinar o especificidade e sensibilidade dos marcadores, 49
amostras de fezes foram coletadas a partir de 6 grupos de hospedeiros. Amostras
de fezes humanas (n = 12) foram coletadas de voluntarios da equipe do laboratério.
As amostras de fezes de cavalo (n = 12), suinos (n = 8), ovinos (n = 3), frango (n =
3) e vaca (n = 11) foram coletadas de duas diferentes fazendas no Mato Grosso do
Sul. As amostras de fezes (2-20 gramas) foram coletadas em tubos estereis,
refrigeradas e transportadas para o laboratério. Entre 0,3 e 0,5 g de material fecal foi
lavado duas vezes com 1 mL de tampéo de fosfato de sdédio (PBS) (0,12 mol L-1, pH
8,0) e armazenada a -20°C para posterior extragdo de DNA.

3.2. EXTRACAO DE DNA TOTAL DAS FEZES

O procedimento utilizado para a extracdo do DNA foi de adaptado de
protocolos descritos anteriormente por OGRAM et al., 1987 e GROBKOPF et al.,
1998. O material obtido apds a lavagem do material fecal foi suspenso em 1 mL de
tampao PBS e centrifugados a 5.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado
e o pellet foi lavado 2x em 1 mL de PBS, sendo centrifugado nas mesmas condigoes
ditas anteriormente apds cada ressuspenséo. O sobrenadante foi descartado e as
amostras foram submetidas a Freeze-Thaw, alternando por 3x entre -70°C e 65°C a
cada 2 min. Foram acrescentados 5mg de lisozima, e as amostras foram incubadas
a 37°C por 1 hora. Apds a incubacao, foram acrescentados 2% de dodecil sulfato de
sodio (SDS) as amostras, que foram incubadas a 60°C por 10 min. Foram
adicionados aproximadamente 250 mg de pérolas de vidro (0,1 mm de didmetro). As
amostras foram entdo agitadas por duas vezes no equipamento Mini-Beadbeater-1
(BIOSPEC) por 80 segundos a velocidade maxima, e posteriormente centrifugadas a
13.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi recolhido para novos microtubos de 2 mL
e foram acrescentados 150 pL de solugdo CTAB/NaCl (10% CTAB/0,7M NaCl). As
amostras foram homogeneizadas em vortex e incubadas a 65°C por 30 min e
posteriormente armazenadas em freezer a -20°C overnight. Em seguida foi
acrescido de 80 uL de PBS com 1,5% BSA e 700 L de fenol saturado com TE (pH
= 7,5), sendo gentilmente misturados por 10 min e posteriormente centrifugadas a

8.000 rpm por 10 min. Apds constatacéo da lise celular, com a formacao de 3 fases,
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o sobrenadante foi recolhido para um novo tubo e foram acrescentados 800 pL de
cloroférmio/isoamilico (24:1), agitando manualmente por 10 min. As amostras foram
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 min a 10°C. Foram acrescentados 250 uL de
acetato de aménio (3 M) e as amostras foram colocadas no gelo por 15 min. As
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi
recolhido para novo tubo e foram acrescentados 900 pL de isopropanol, agitando
manualmente e incubando as amostras a -20°C overnight. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
foram acrescentados 800 uL de etanol a 70 %, para lavagem do pellet por inversao.
As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e as amostras foram deixadas secando de 10 a 30 min. As amostras
foram suspensas em agua ultrapura Gibco® (DNase & RNase-free, INVITROGEN).
A purificacdo do DNA foi realizada com Kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN), de
acordo com protocolo descrito no manual do fabricante.

Para verificar a integridade do DNA extraido, o mesmo foi visualizado num gel
de agarose (SIGMA-ALDRICH) a 1% em tampao Tris-Acetato-EDTA 1X (TAE)
corado com 0,3 ng/mL de brometo de etidio. A analise foi realizada no equipamento
de video documentacado ImageQuant 300 (GE Healthcare). Em seguida o DNA foi
quantificado em equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (INVITROGEN) conforme o
manual do fabricante.

3.3. OLIGONUCLEOTIDEOS

As reacdes de PCR para a deteccao de Bacteroidales humanos bem como
equinos-associado foram realizadas de acordo com protocolos anteriormente
descritos (Bernhard e Field, 2000; Dick et al., 2005). No entanto, nao foi observado o
fragmento esperado, mesmo depois de varios procedimentos de optimizagao. A fim
de contornar este problema, novos oligonucleotideos especificos para Bacteroidales
equinos e humanos foram desenhados com base em sequéncias do gene rrs do 16S
rRNA (AY212554 e AF233411, respectivamente) disponiveis no GenBank. Também
foi desenhado um novo conjunto de iniciadores para a detecgao de M. gottschalkii
baseado no gene mcrA (EU919431). Os iniciadores foram desenhados usando
software Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e
sintetizados pela Invitrogen (Co., Carlsbad, CA, EUA). A andlise de especificidade
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iniciador foi realizada primeiramente in silico utilizando o programa BLASTn contra o
banco de dados NCBI e por PCR-in Silico contra o0 DNA gendmico de Archaea e
Bacteria (http://insilico.ehu.es/PCR).
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Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados para a PCR convencional.
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Temp.
Iniciadores Sequéncias (5'-3') Alvo Tgﬁ; Anelamento ;?&t?g?pdb(; Referéncia
(°C)

HuM113F ACTCTTGGCCAGCCTTCTGA 16S rRNA / Bacteroidales
HuM403R ACCCATAGGGCAGTCATCCT humano 1,5 57 291 Neste Estudo
Mnif-342F AACAGAAAACCCAGTGAAGAG nifH | Methanobrevibacter
Mnif-363R ACGTAAAGGCACTGAAAAACC smithii 2 58 222 Utnar (2006)
CF128F CCAACYTTCCCGWTACTC 16S rRNA / Bacteroidales i5 - 164 Bernhard (2000)
CF592R AYMTCCCGTCTACGCTCC bovinos ’ Liu (2012)
Mrnif-F AATATTGCAGCAGCTTACAGTGAA nifH /| Methanobrevibacter
Mrnif-R TGAAAATCCTCCGCAGACC ruminantium 2 56 336 Utnar (2007a)
PF163F GCGGATTAATACCGTATGA 16S rRNA / Bacteroidales 15 - -~ Dick (2005)
PF548R CCCAATAAATCCGGATAACG suinos : Neste Estudo
P23-2 F TCTGCGACACCGGTAGCCATTGA
P23-2 R ATACACTGGCGACATTCTTGAGGATTAC merA | Clone P23-2 < 60 258 Ufnar (2007b)
HoR201F TGGGGATGCGTCTGATTAGC 16S rRNA | Bacteroidales
HOR442R  CCCACACGTGGGTCACTTTA equinos 15 53 242 Neste Estudo
GoT285F GCACAAACTGGTTTAAGCGGA mcrA | Methanobrevibacter
GOoT404R GGAGAATACGTTAGCAGCACCA gottschalkii 1,5 54 120 Neste Estudo
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3.4. ESPECIFICIDADE, SENSIBILIDADE E LIMITE DE DETECCAO (LOD)

A sensibilidade (r) e especificidade (s) dos iniciadores foi testada usando o
DNA fecal de humanos, porcos, cavalos, vacas, carneiros e frangos. Os valores de r
e s foram calculados de acordo com as seguintes formulas: r = [TP/(TP + FN)] e s =
[TN/(TN + FP)], onde TP é o nimero de amostras que foram positivas para a PCR
do marcador da espécie (verdadeiro positivo); FN € o nimero de amostras que
foram negativas para a PCR do marcador da espécie (falsos negativos); TN é o
namero de amostras que foram negativas para a PCR do marcador de uma outra
espécie (verdadeiro negativo); e FP € o numero de amostras que eram positivas
para um marcador de uma outra espécie (falsos  positivos).
Para determinar o LOD de Bacteroidales associados a equinos e humanos e o
marcador de Methanobrevibacter associado a equinos, foram feitas diluicoes
seriadas (10! a 10-°) do DNA das amostras de fezes.

3.5. REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) DAS AMOSTRAS DE FEZES

A mistura para a reacao PCR das amostras de fezes e agua teve o volume
final de 50 uL contendo 1X de tampéo de PCR; 5% de dimetil-sulféxido (DMSO), 200
uM de desoxirribonucleotideos fosfatados; concentracdo adequada de cloreto de
magneésio (MgClz) (Tabela 1); 2U Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen®); 50
UM (de cada) do iniciador; cerca de 25 ng de DNA molde e agua Gibco®
completando o volume. As condigoes de ciclo consistem de um passo inicial de 95°C
durante 5 min, e 35 ciclos de amplificacdo a 95°C durante 1 minuto, temperatura de
anelamento adequado (Tabela 1) durante 1 minuto e 72°C durante 1 minuto. E um
alongamento final a 72°C durante 6 minutos. A amplificacdo foi realizada em
termociclador Mastercycler EP (EPPENDORF). Os produtos da PCR foram
visualizados num gel de agarose (SIGMA-ALDRICH) a 2% em tampao Tris-Acetato-
EDTA 1X (TAE) corado com 0,3 ng/mL de brometo de etidio. O primeiro pogo foi
reservado para a adicdo do padrdo de peso molecular (100 bp DNA Ladder,
INVITROGEN). A analise foi realizada no equipamento de video documentacao
ImageQuant 300 (GE Healthcare). Apds confirmar a amplificagédo, os produtos foram
purificados utilizando kit Q/Aquick® PCR Purification (QIAGEN), de acordo com o
manual do fabricante.
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O DNA das cepas de referéncia Methanobrevibacter smithii INCQS A45D
(DSM  11975), Methanobrevibacter ruminantium INCQS A36D (DSM 1093),
Methanobrevibacter gottschalkii INCQS A49D (DSM 11977) foram empregados
como controles positivos da reagédo de deteccao de bioindicadores do dominio
Archaea. Os fragmentos amplificados na detecgdo de bioindicadores do dominio
Bacteria foram sequenciados e apos confirmacéo da identidade, os mesmos foram
empregados como controles positivos nas reagdes 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) e Pantoea agglomerans INCQS 00721/ATCC
33243. Além disso, também foi adicionada uma aliquota de dgua deionizada estéril
(Gibco®) para avaliar a auséncia de DNA contaminante na mistura de PCR.

3.6. SEQUENCIAMENTO

Os produtos purificados foram submetidos ao sequenciamento com objetivo
de confirmar a identidade dos fragmentos amplificados. Em cada poco foi adicionado
3,2 UM dos respectivos iniciadores (Tabela 1) e cerca de 200 ng dos produtos foram
distribuidos em placa de 96 pocos MicroAmp® Optical 96-well Reaction Plate
(APPLIED BIOSYSTEMS). A placa foi submetida a uma reagéao de amplificacdo em
termociclador Mastercycler EP (EPPENDORF), nas seguintes condicbes: 40 ciclos
de 94°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. As reagdes
de sequenciamento foram realizadas usando o kit Big Dye Terminator por
eletroforese capilar em aparelho AB/ 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City CA, USA) (Plataforma PDTIS/FIOCRUZ). As sequéncias com “Phred
score” maior ou igual a 20 foram consideradas boas e incluidas nas andlises
subsequentes.

Os cromatogramas obtidos foram convertidos para o formato “fasta” através
do software Sequencher 3.0 (Gene Codes Corporation, Ann Harbor, Ml). A analise
de similaridade das sequéncias foi realizada pelo programa BLASTn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), no GenBank (National Center for
Biotechnology Information-NCBI).
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3.7. COLETA DE AMOSTRAS DE AGUA

Foram coletadas amostras de agua (5 L de cada ponto) da Represa de
Juturnaiba, Rio Sao Joado, Foz do Rio Sao Jodo, Rio Capivari, Linha Férrea Capivari
e Rio Bacaxa em diferentes periodos de tempo (Maio/2013, Novembro/2013,
Maio/2014). Para cada amostra, 4 L foram filtrados através de sistema Stericup®
0,22 um (Millipore) posteriormente o DNA total foi extraido usando um método
descrito no item 4.2. As amostras de agua para deteccdo de metais pesados foram
coletadas em frascos com capacidade para armazenar 500 mL de amostra contendo
1 mL de acido nitrico P.A. e conservadas em caixa de isopor com gelo até chegarem
ao laboratdrio.

Figura 3: Pontos de coleta da Bacia do rio S&do Jodo. (1) Rio Sédo Jodo - 22°33'52.85"S e
42°21'49.68"0, (2) Rio Capivari - 22°38'33.31"S e 42°24'0.87"0, (3) Linha Férrea Capivari -
22°38'48.15"S e 42°22'35.88"0, (4) Rio Bacaxa - 22°42'44.56"S e 42°21'37.18"0, (5) Represa de
Juturnaiba - 22°38'26.98"S e 42°18'16.97"0, (6) Foz do Rio Sao Jodo - 22°35'41.08"S e
41°59'43.85"0.

Também foram coletadas amostras de agua (5 L de cada ponto) da bacia do
rio Guandu (Agosto/2014). Para cada amostra, 4 L foram filirados através de sistema
Stericup® 0,22 um (Millipore) posteriormente o DNA total foi extraido usando um

método descrito no item 4.2. As amostras de agua para deteccao de metais pesados

Kayo Cesar Bianco Fernandes 2015

0C: Lk
ENBTRITO




57

foram coletadas em frascos com capacidade para armazenar 500 mL de amostra

contendo 1 mL de &cido nitrico P.A. e conservadas em caixa de isopor com gelo até

chegarem ao laboratério.

Figura 4: Pontos de coleta da bacia do rio Guandu. (1) Barragem de Santa Cecilia - 22°28'56.81"S
43°50'20.45"0, (2) Rio Pirai - 22°37'41.90"S 43°53'49.22"0, (3) Calha de Ribeirdo das Lajes -
22°41'31.43"S 43°51'44.38"0, (4) Rio dos Macacos - 22°38'5.99"S 43°42'17,79"0, (5) Rio Santana -
22°38'18.87"S 43°40'5.58"0, (6) Rio Guandu - 22°43'40.35"S 43°38'26.18"0, (7) Rio Pogos -
22°45'35.51"S 43°36'57.70"0, (8) Rio Queimados - 22°45'35.33"S 43°36'56.53"0, (9) Final da Lagoa -
22°47'8.43"S 43°37'48.04"0, (10) Barragem Principal - 22°48'31.69"S 43°37'39.44"0.

3.8. PARAMETROS ABIOTICOS E MICROBIOLOGICOS

Um litro de cada amostra foi analisado e os seguintes parédmetros abidticos
foram aferidos: temperatura, pH, condutividade, oxigénio dissolvido (OD), turbidez e
salinidade. As dosagens foram realizadas através do equipamento Water Quality
Checker U-10 (HORIBA). A determinagdo do numero mais provavel (NMP) para
deteccdo de coliformes totais e de E. coli foi realizada 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).

3.9. DETECGCAO DE METAIS PESADOS

As analises foram realizadas no Setor de Elementos Inorgénicos do
Laboratdrio de Alimentos - Departamento de Quimica, INCQS. As concentragdes de

metais pesados foram determinadas utilizando as técnicas de espectrometria de
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emissao otica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).

3.9.1.ICP-OES

O ICP-OES, muitas vezes conhecido simplesmente como ICP, é uma técnica
de analise multi-elemento que utiliza uma fonte de plasma indutivamente acoplado
para dissociar a amostra em seus 4tomos ou ions constituintes, excitando-os a um
nivel em que eles emitem luz de um comprimento de onda caracteristico. Um
detector mede a intensidade da luz emitida e calcula a concentracdo de um
determinado elemento na amostra. O instrumento ICP simultdneo pode identificar
até 60 elementos em uma Unica amostra em menos de um minuto, sem nenhum
compromisso de limites de preciséo ou de detecgao (Thermo Elemental, 2001). Esta
técnica foi usada para determinar e quantificar Manganés (Mn), Aluminio (Al), Bario
(Ba), Cromo (Cr), Fluor (F), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Litio (Li), Prata (Ag), Niquel (Ni),
Cobalto (Co), Selénio (Se) e Uranio (U).

3.9.2. ICP-MS

ICP-MS é uma técnica multi-elemento que também usa uma fonte de plasma
ICP para dissociar a amostra em seus atomos constituintes ou ions. No entanto,
neste caso, os préprios ions sao detectados, em vez das luzes que estes emitem.
Os ions séo extraidos do plasma e passam para o espectrometro de massa, onde
séo separados com base em sua relagdo atbmica massa-carga, por um analisador
quadrupolo ou setor magnético. O elevado numero de ions produzidos, combinado
com fundos muito baixos, oferece os melhores limites de detec¢éo disponiveis para
a maioria dos elementos, normalmente em partes por trilhdo (Thermo Elemental,
2001). Esta técnica foi usada para determinar e quantificar Cadmio (Cd), Cobre (Cu),
Zinco (Zn), Chumbo (Pb) e Mercurio (Hg).

3.10. EXTRAGAO DO DNA TOTAL DAS AMOSTRAS DE AGUA

O DNA total das amostras foi extraido, purificado e quantificado de acordo
com o protocolo descrito no item 3.2.
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3.11.PCR E SEQUENCIAMENTO DAS AMOSTRAS DE AGUA

A PCR e o sequenciamento das amostras de agua foram realizados de

acordo com protocolos descritos previamente nos itens 3.5 e 3.6, respectivamente.

3.12. PCR EM TEMPO REAL

3.12.1. Desenho dos iniciadores e sondas

Apds a deteccédo, através da PCR convencional, e confirmagéo das
identidades, foram determinados os alvos a serem utilizados na PCR em tempo real.
Novos iniciadores e sondas foram desenhados com base nas sequéncias obtidas na
PCR convencional utilizando o software “OligoArchitect™ Online” disponivel em
http://www.oligoarchitect.com (Tabela 3). Inicialmente as amplificagbes de PCR
foram realizadas in silico através do site http://insilico.ehu.es/ € no programa
BLASTN, com objetivo de avaliar a especificidade dos iniciadores. Apds a avaliagao,

foram determinados os kits a serem utilizados.

Tabela 3: Oligonucleoctideos utilizados para a PCR em tempo real.

Tamanho
. . .. '~ do
Iniciadores Sequéncias (5'-3") Alvo produto
(pb)
gMnifi2F  CAGTGAAGAGGATATTATIGTA nifH /
gMnif143R  ACACCTAAGTTTTCAAGTC Methanobrevibacter 131
gMnifProbe (FAM)AGCTACTATTACACCACGTCCG (BHQ-1) smithii
gMrui8i-F  ATGTGTTGRAAGCGGAGGTC nifH [
gMru3d25-R GCAGACCACATCCCCTARAA Methanobrevibacter 145
gMru201-P  (Cy5)CTGAACCTGGAGTGGGATGT (BHQ-2) ruminantium
gPF191F CAGCAGTGAGGAATATTG 16S rRNA /|
qPF276R  GCAGTTTACAACCCATAG Bacteroidales 86
gPFProbe  (TET)CACGCTACTTGGCTGGTTCA (BHQ-1) suinos
qGot23F GGTACTTATCCATGTACTTAC merA [
qGot103R  CACCACATTGATCTTGTAR Methanobrevibacter 80

qGotProbe  (Cy3.5)CGAARCCGTAGARACCTAATCTGGAAT (BHQ-1) goftschalkii

3.12.2. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
O DNA de referéncia de Methanobrevibacter smithii INCQS A45D (DSM
11975), Methanobrevibacter  ruminantium INCQS A36D (DSM  1093),

Kayo Cesar Bianco Fernandes 2015




,fi;.....,.....ch.;i&i-GUANDU/!!ﬂ.‘ !F:

i
;Rubricu:

Methanobrevibacter gottschalkii INCQS A49D (DSM 11977) foram empregados
como controles positivos da reacdo de deteccao e quantificacdo de bioindicadores
do dominio Archaea. O fragmento amplificado na deteccdo do bioindicador de
contaminagao fecal suina do dominio Bacteria foi sequenciado e apds confirmacéo
da identidade, o mesmo foi empregado como controle positivo nas reacoes 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 A1 (DSM
3757) e Halococcus morrhuae INCQS A12 (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 reacao de PCR em tempo real teve o volume final 20 pL,
contendo 0,25 uM de cada iniciador e 0,2 pM de sonda (Tabela 3). Também
compOem a mistura: 1X de MasterMix QuantiNova Probe (Qiagen®), cerca de 25 ng
de DNA da amostra e agua Gibco® completando o volume nas seguintes condigoes:
5 minutos a 95 °C, 45 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C. A
amplificacéo foi realizada em termociclador Rotor-Gene Q 5PLEX HRM PLATFORM.
Para visualizacao dos resultados e anadlises dos parametros das reacbes, como
Threshold Cycle (Ct) e ARn foi utilizado o software Rotor-Gene ScreenClust HRM
Software fornecido pelo fabricante.

3.12.3. Construgao da curva-padrao para os ensaios de PCR em tempo real

As concentragbes de DNA foram determinadas pelo Qubit® 2.0 Fluorometer
quantitates (Life Technologies). Todas as reagdes foram realizadas em duplicata. A
inclinacao da curva-padrao para cada alvo foi calculada por regressao linear,
segundo as diluicoes seriadas, pelo programa incorporado no sistema de deteccéao
Rotor-Gene Q 5PLEX HRM PLATFORM (Rotor-Gene Q Series Software v.2.1. As
curvas-padrao foram construidas para determinar o nimero 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
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com instrugbes do fabricante. Apds a construgdo da curva do IPC, foram realizas
reacbes 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 formula:
2(Ct Amostra+lPC — Gt IPC)
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4 RESULTADOS

41. DESENVOLVIMENTO DE INICIADORES PARA DETECCAO DE
CONTAMINACAO FECAL

» Iniciadores para contaminacao fecal humana

Iniciadores para o gene rrs de Bacteroidales para a determinacao de
contaminacao fecal humana (HF183F e HF183R) foram testados inicialmente, porém
apresentaram inespecificidade. Em seguida foram realizadas curvas de
concentracao de MgCl2 (1,0, 1,5, 2,0, 2,5 mM) e de temperatura de anelamento

(50°C, 52°C, 55°C, 57°C), porém as inespecificidades permaneceram (Figura 5).

Figura 5: Detecgdo de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminagao
fecal humana em material fecal. (A) Ciclo da PCR descrito por BERNHARD AND FIELD (2000),
Linha (1) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (2) Agua de curral; Linha (3) Fezes equinas;
Linha (4) Fezes suinas; Linha (5) Fezes de carneiro; Linha (6,7,8) Fezes humanas; Linha (9) Fezes
de galinha; Linha (10) Fezes bovinas; Linha (11) Fezes de carneiro; Linha (12) K. pneumoniae INCQS
00629/ATCC BAA-1706; Linha (13) Agua Gibco®. (B) Ciclo da PCR descrito por SEURINCK et al.
(2005). Linha (1) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (2) Agua de curral; Linha (3) Fezes
equinas; Linha (4) Fezes suinas; Linha (5) Fezes de carneiro; Linha (6,7,8) Fezes humanas; Linha
(9) Fezes de galinha; Linha (10) Fezes bovinas; Linha (11) Fezes de carneiro; Linha (12) K.
pneumoniae INCQS 00629/ATCC BAA-1706; Linha (13) Agua Gibco®. (C) Curva de concentragao de
MgCl2, Linha (1) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (2 a 11) Material fecal humano; Linha
(12) K. pneumoniae INCQS 00629/ATCC BAA-1706; Linha (13) Agua Gibco®. (D) Curva de
temperatura de anelamento, Linha (1) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (2 a 11) Material
fecal humano; Linha (12) K. pneumoniae INCQS 00629/ATCC BAA-1706; Linha (13) Agua Gibco®.
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Novos iniciadores para o gene rrs de Bacteroidales humanos (HuM113F e
HuM403R) foram desenhados a fim de eliminar a inespeficidade. Os novos
iniciadores foram testados frente ao material fecal de diversos hospedeiros e

apresentaram especificidade frente ao material fecal humano, a reacdo de PCR

resultou na amplificagdo de fragmento Unico de aproximadamente 291 pb (Figura 6).

Figura 6: Detecgao de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminagéo
fecal humana em material fecal. Linha (1) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (2) Fezes
humanas; Linha (3-4) Fezes suinas; Linha (5-6) Fezes bovinas; Linha (7-8) Fezes equinas Linha (9)
Fezes de galinha; Linha (10) K pneumoniae INCQS 00628/ATCC BAA-1706; Linha (11) Agua
Gibco®.

Os iniciadores para o gene nifH de Methanobrevibacter smithii (Mnif-342F e
Mnif-363R) foram avaliados segundo o protocolo descrito pelo autor frente ao DNA
total extraido das fezes de diferentes hospedeiros e apresentaram especificidade
frente ao material fecal humano, a reacdao de PCR resultcu na amplificacdo de um

fragmento Unico de aproximadamente 222 pb (Figura 7).

Figura 7: Detecgdo de biomarcadores do dominio Archaea (Methanobrevibacter smithi) de
contaminagédo fecal humana em material fecal. Linha (1) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha
(2-4) Fezes humanas; Linha (5-6) Fezes suinas; Linha (7-8) Fezes bovinas; Linha (9) Fezes equinas
Linha (10) M. smithii INCQS A45D/DSM 11975; Linha (11) K. pneumoniae INCQS 006829/ATCC
BAA-1706; Linha (12) Agua Gibco®.
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» Iniciadores para contaminacéo fecal bovina

Os iniciadores para o gene rrs da ordem Bacteroidales especificos para a
deteccao de contaminacao fecal bovina (CF128F e CF592R) e para o gene nifH de
Methanobrevibacter ruminantium (Mmif-F e Mrnif-R) foram testados segundo os
protocolos descritos pelos autores com DNA total extraido de fezes de diferentes
hospedeiros. A reacao de PCR resultou na amplificacdo de um fragmento unico de
aproximadamente 464 pb para a ordem Bacteroidales (Figura 8) e aproximadamente

336 pb para o0 M. ruminantium (Figura 9).

Figura 8: Detecgcao de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminacao
fecal bovina em material fecal. Linha (1) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (2-3) Fezes
humanas; Linha (4) Fezes equinas; Linha (5) Fezes de galinha; Linha (6) Fezes suinas; Linha (7)
Fezes de carneiro; Linha (8) Fezes bovinas; Linha (9) Agua de curral; Linha (10) K. pneumoniae
INCQS 00629/ATCC BAA-1706; Linha (11) Agua Gibco®.

Figura 9: Detecgdo de biomarcadores do dominio Archaea (Methanobrevibacter ruminantium) de
contaminagéo fecal de bovinos em material fecal. Linha (1) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha
(2) Agua de curral; Linha (3) Fezes bovinas; Linha (4) Fezes de galinha; Linha (5) Fezes equinas;
Linha (6) Fezes suinas; Linha (7-8) Fezes humanas; Linha (9) M. ruminantium INCQS A36D/DSM
1093; Linha (10) K. pneumoniae INCQS 00629/ATCC BAA-1706; Linha (11) Agua Gibco®.
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> Iniciadores para contaminacao fecal sufna

Os iniciadores para organismos da ordem Bacteroidales especificos para a
detecgé@o de contaminagéo fecal de suina (PF163F e PF548R) e para o clone P23-2
(P23-2 F e P23-2 R) foram testados segundo os protocolos descritos pelos autores
com DNA total extraido de fezes de diferentes hospedeiros. A reagdo de PCR

resultou na amplificagdo de um fragmento Unico de aproximadamente 385 pb para a

ordem Bacteroidales (Figura 10) e aproximadamente 258 pb para o P23-2 (Figura
11).

%,

Figura 10: Detecgé@o de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminagédo
fecal suina em material fecal. Linha (1) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (2) Fezes
humanas; Linha (3,4) Fezes suinas; Linha (5) Fezes equinas; Linha (6) Fezes de galinha; Linha (7)
Fezes suinas; Linha (8) Fezes de ruminante; Linha (9) Fezes de carneiro Linha (10) K. pneumoniae
INCQS 00629/ATCC BAA-1706; Linha (11) Agua Gibco®.

Figura 11: Detecgéo de biomarcadores do dominio Archaea (clone P23-2) de contaminagéo fecal
suina em material fecal. Linha (1) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (2) Agua de curral; Linha
(8) Fezes bovinas; Linha (4) Fezes equinas; Linha (5) Fezes suinas; Linha (6) Fezes humanas;
Linha (7) Fezes suinas; Linha (8) K. pneumoniae INCQS 00629/ATCC BAA-1706; Linha (9) Agua
Gibco®.
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> Iniciadores para contaminacao fecal equina

Os iniciadores para organismos da ordem Bacteroidales especificos para a
deteccdo de contaminagcdo fecal de suina (HoR201F e HoR442R) e para
Methanobrevibacter gottschalkii (GoT285F e GoT404R) foram testados com DNA
total extraido de fezes de diferentes hospedeiros. A reacdo de PCR resultou na
amplificacdo de um fragmento Unico de aproximadamente 242 pb para a ordem
Bacteroidales (Figura 12) e aproximadamente 120 pb para o M. gottschalkii (Figura
13).

Figura 12: Detecgdo de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminagao
fecal equina em material fecal. Linha (P) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (1-2) Fezes
humanas; Linha (3-4) Fezes equinas; Linha (5-6) Fezes suinas; Linha (7-8) Fezes bovinas; Linha (9)
Fezes de galinha; Linha (10) K. pneumoniae INCQS 00629/ATCC BAA-1706; Linha (11) Agua
Gibco®.

Figura 13: Detecgao de biomarcadores do dominio Archaea (Methanobrevibacter gottschalkii) em
material fecal. Linha (P) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (1-3) Fezes humanas; Linha (4-5)
Fezes suinas; Linha(6-8) Fezes bovinas; Linha (9) Fezes equinas; Linha (10) M. gottschalkii
INCQS A49D/DSM 11977; Linha (11) K. pneumoniae INCQS 00629/ATCC BAA-1706; Linha (12)
Agua Gibco®.
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4.2. ESPECIFICIDADE, SENSIBILIDADE E LOD DOS INICIADORES

A especificidade e sensibilidade dos marcadores humanos, bovino, equino e
suinos foram avaliados pela triagem 49 amostras fecais de 6 grupos de hospedeiros.
O marcador humano do dominio Archaea foi detectado em todas (12/12) amostras
de DNA de fezes humanas testadas e néo foi observado em grupos néo-alvo (0/37).
No entanto, Bacteroidales associado a humanos foram observados em 8 de 12
amostras humanas e 1 de 37 amostras de DNA de fezes de outros animais. O
marcador bovino archaeano foi detectado em 10 de 11 amostras de DNA fecal de
bovinos, enquanto Bacteroidales bovinos foi detectado em todas as amostras de
fezes bovinas analisados (11/11). O marcador archaeano suino foi detectado em
todas as amostras de fezes de suinos (8/8), enquanto o marcador do mesmo
dominio para equinos foi amplificado em todas as amostras de equinos (12/12). Por
outro lado, Bacteroidales suinos e equinos foram detectados em 7 de 8, e 10 de 12
das amostras de cada hospedeiro-alvo, respectivamente (Tabela 4). A sensibilidade
do marcadores do domino Archaea associados a humanos, sufnos e equinos para
diferenciar entre seu proprio grupo e outras amostras de fezes de animais foi de 1
(valor maximo de 1), como foi observado no marcador bacteriano associado a
bovinos. Bacteroidales associados a humanos, equinos e suinos apresentaram
valores de sensibilidade de 0,67, 0,83 e 0,88, respectivamente, enquanto que para o
marcador archaeano associado a bovinos foi de 0,91. O valor da especificidade para
todos os marcadores archaeanos e para Bacteroidales associados a suinos e
equinos foi de 1 (valor maximo de 1). O valor especificidade para Bacteroidales tanto
humanos quanto bovino foi de 0,97. Todos os resultados de sensibilidade e
especificidade s&o apresentadas na Tabela 5. O marcador archaeano equino foi
capaz de amplificar um unico fragmento visivel até uma diluigdo de 105 de DNA
fecal de cavalo. O LOD dos biomarcadores restantes foi estabelecido na diluicao 102
do DNA. Para determinar a reprodutibilidade dos ensaios, varias repeticbes (n = 5)

de DNA gendmico diluido seriadamente foram testados.
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Tabela 4: Distribuicao de marcadores genéticos especificos do hospedeiro em amostras de fezes.

N. de resultados positivos na PCR

Alvo anI:lésdt?as Marcadores Marcadores Marcadores Marcadores
testadas humanos bovinos suinos equinos
Archaea Bacteria Archaea Bacteria Archaea Bacteria Archaea Bacteria

12 12/12 8/12 i i . ] ] )

Humano (100%) (67%)
8 - - _ _ 8/8 7/8

Suino (100%)  (91%)
11 } ) (10/11) 11/11

Bovino 91% (100%)

. 12 5 . . _ ) ; 12/12 10/12
Equino (100%) (83%)
Frango 3 - - - - - ] . ]

3 ) 1/3 ) ) ] ]
Ovino (33%)

Tabela 5: Sensibilidade e especificidade dos marcadores de contaminagéo fecal

Marcadores Marcadores 5 Marcadores
Valor humanos bovinos MEIGEIBHSE SRS equinos
Archaea Bacteria Archaea Bacteria Archaea Bacteria Archaea Bacteria
(Sr;ens'b"'dade . 067 091 : 1 0.88 1 0.83
Especificidade 4 0.97 1 0.97 1 1 1 1

(s)

4.3. DOSAGEM DE PARAMETROS ABIOTICOS E MICROBIOLOGICOS

4.3.1. Bacia Hidrografica do rio Sao Joao

O valor de pH mais baixo foi apresentado na 12 coleta na Linha Férrea do
Capivari com valor igual a 6,25 e 0 mais alto também na 12 coleta na Foz do Rio Sao
Joao com valor igual a 8,70 (Tabela 7 e 6, respectivamente). Os valores de
condutividade ficaram entre 43,4 mS/cm na 22 coleta na Foz do Rio Séao Joao e
0,040 mS/cm na 12 coleta no Rio Capivari (Tabela 6 e 7, respectivamente). Em
relacao a turbidez o valor encontrado na 12 coleta do Rio Bacaxa de 202 NTU foi
considerado elevado e o menor valor foi na 22 coleta na Represa de Juturnaiba com
1 NTU (Tabela 8 e 6, respectivamente). Os niveis de oxigénio dissolvido
apresentaram-se em sua maioria dentro do preconizado pela legislacao, entretanto a
12 coleta nos rios Bacaxa e Capivari e na Linha Férrea do Capivari apresentaram
valores abaixo do esperado, 4,40, 3,27 e 3,05 mg/L, respectivamente (Tabela 7). As
temperaturas variaram entre 22,8 e 33 °C, 12 coleta na Foz do rio Sao Joao e na 22
coleta na Represa de Juturnaiba, respectivamente (Tabela 5 e 7, respetivamente).
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Os parametros microbiolégicos também foram considerados dentro do limite
preconizado na maioria dos pontos, com excecdo da 32 coleta da Foz do Rio Sao
Jodo com >2500 NMP/100mL de E. coli e 22 coleta do Rio Capivari com 1119,9
NMP/100mL (Tabela 6 e 7, respectivamente).

Tabela 6: Pardmetros abidticos e microbiolégicos da Foz do Rio Séo Joao.

Padrac CONAMA Foz do Rio Séao Joao
Parametro 357/05 classe | 12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta

Aguas Salobras  (Maio/2013) (Novembro/2013) (Maio/2014)
pH 6,5 a 8,5 8,70 7,5 6,98
Condutividade (uS/cm) - - 18,9 43,4 23,9
Turbidez (NTU) <100 15 5 48
Oxigénio Dissolvido (mg/L) >5,0: 11,14 5,3 5,91
Temperatura (°C) - 22,8 27 25
Salinidade (%o) 20,5 a 30 1,18 2,86 1,44
Coliformes Totais (NPM/100ml) - >2500 >2500 >2500
E. coli (NPM/100ml) <1000 1203,3 517,4 >2500
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Tabela 7: Pardmetros abiéticos e microbioldgicos dos rios Bacaxa, Capivari e linha férrea do Capivari.

Padrao Rio Bacaxa Rio Capivari Rio Capivari (Linha Feérrea)
Parametro CONAMA
357/05 classe |l 12 Coleta 22 Coleta 12 Coleta 22 Coleta 12 Coleta 22 Coleta

Aguas Doces  (Novembro/2013) (Maio/2014) (Novembro/2013) (Maio/2014) (Novembro/2013) (Maio/2014)
pH 6,0a9,0 6,76 6,93 6,53 6,95 6,25 7,34
Condutividade (uS/cm) - 0,064 0,078 0,040 0,048 0,041 0,050
Turbidez (NTU) <100 202 35 66 10 79 12
Oxigénio Dissolvido (mg/L) >5,0 4,40 5,40 3,27 5,40 3,05 5,71
Temperatura (°C) - 26 30 30 26 31 28
Salinidade (%o) <0,5 0,00 0 0,00 0,00 0,00 0
Coliformes Totais
(NPM/100m) - >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500
E. coli (NPM/100ml) <1000 597,4 82 547,5 920,8 435,2 1119,9
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Tabela 8: Parametros abidticos e microbioldgicos da represa de Juturnaiba e do rio Séo Joao.

Padrio CONAMA Represa de Juturnaiba Rio Sao Jodo

Parametro 357/05 classe |l
Aguas Doces

12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta 12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta
(Maio/2013) (Novembro/2013) (Maio/2014) (Maio/2013) (Novembro/2013) (Maio/2014)

pH 6,0a9,0 8,10 6,90 7,34 7,55 7,70 7,60
Condutividade (uS/cm) - 0,071 0,057 0,062 0,654 0,310 0,349
Turbidez (NTU) <100 6 1 3 12 78 20
Oxigénio Dissolvido (mg/L) >5,0 7,03 5,15 5,84 6,03 5,40 5,2
Temperatura (°C) - 25 33 28 25 27 25
Salinidade (%) <0,5 0,00 0,00 0 0,00 0,00 0,01
Cloro Residual (ppm) 0,01 0 0 0 0 0 0
Coliformes Totais (NPM/100ml) - 549,3 98,7 1553,1 1011,2 >2500 >2500
E. coli (NPM/100ml) <1000 1 0 4,1 6,2 597,4 307,6

|

Ny
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4.3.2. Bacia Hidrografica do rio Guandu

O valor de pH mais baixo foi apresentado no rio Pirai e na Calha de ribeirao
das Lajes com valor igual a 6,4 e o mais alto também no final da Lagoa com valor
igual a 7,8. Os valores de condutividade ficaram entre 586 mS/cm no rio Pogos e 33
mS/cm na calha de Ribeirdo das Lajes. Em relacdo a turbidez os valores
encontrados foram considerados dentro do limite preconizado. Os niveis de oxigénio
dissolvido apresentaram-se em sua maioria dentro do preconizado pela legislacao,
entretanto o rio Pirai, Macacos e Pogos apresentaram valores abaixo do
preconizado, 4,8, 2,4 e 2,3 mg/L. Vale ressaltar que o rio Queimados apresentou
zero mg/L. As temperaturas variaram entre 20,2 e 22,8 °C, na barragem de Santa
Cecilia e no rio Macacos, respectivamente. Os parametros microbiolégicos foram
considerados dentro do limite preconizado na maioria dos pontos, com excecao dos
rios Macacos e Queimados com >25000 NMP/100mL de E. coli (Tabela 9).
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Tabela 9: Pardmetros abidticos e microbioldgicos da bacia do rio Guandu.

P;g;%%%g:?xf‘ Barragem_ Rio Piraf Calha.de R. R. R. R.Pogos .R. Final Barragem

Aguas Doces Santa Cecilia R. Lajes Macacos Santana Guandu Queimados Lagoa Principal

pH 6,0a9,0 6,6 6,4 6,4 6,7 6,7 6,6 7 6,8 7,8 7
Condutividade (uS/cm) - 93 91 33 322 60 89 586 238 335 84
Turbidez (NTU) <100 29 2,6 2,2 il 5,8 2,8 20,1 13 24,8 3,6
Oxigénio Dissolvido (mg/L) >5,0 7,1 4.8 8,7 2,4 9,3 8,8 2,3 0 8,3 8,2
Temperatura (°C) = 20,2 20,6 21,7 22,8 22,6 21,7 22 22,2 21,3 21,5
Salinidade (%) <0,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
&°F'ff,\j|’/'%%smTl)°taiS : 9804 6131 6488 25000 >25000 2909 8164  >25000 >25000  410,6
E. coli (NPM/100ml) <1000 120 97 <10 >25000 426 52 41 >25000 248,1 35,5
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4.4. DOSAGEM DE METAIS PESADOS

4.4.1. Bacia do rio Sao Joao

A concentragdo de Mn mais alta foi apresentada no Rio Bacaxa com valor
igual a 0,209+0,0027 mg/L, superior ao permitido pela legislagao, e a mais baixa no
Rio Sao Joao com valor igual a 0,027+0,0002 mg/L. Os valores de Al ficaram entre
1,01+0,013 mg/L, na Foz do Rio Sao Joao e 0,059+0,0103 mg/L na Represa de
Juturnaiba. Em relagao ao Fluor os valores apresentados se elevados com menor
concentragdo de 0,290+0,0079 mg/L na Represa de Juturnaiba e maior
concentracao de 1,95+0,034 mg/L no Rio Bacaxa. Os niveis de Cr apresentaram-se
em acima do limite preconizado pela legislacao que é inferior a 0,05 mg/L, variando
de 0,065+0,00 mg/L no Rio Capivari e 0,067+0,0001 mg/L no Rio Bacaxa. Todas as
contragoes de U apresentarem muito acima do limite permitido pela legislacao
variando entre 0,124+0,0023 e 0,850+0,0079, na Represa de Juturnaiba e na Foz do
Rio Sao Joao, respectivamente. As concentragdes de Li, Ag, Co, Cu, Zn, Pb, As, Cd
se encontram dentro do padrao preconizado pela legislacdo. Os valores encontrados
para Hg encontram-se dentro da legislagdo, com exceg¢do do Rio Bacaxa que
apresentou valor igual a 0,00046 mg/L (Tabela 10 e 11).
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Tabela 10: Teor de metais em amostras dos seis pontos de coleta de dgua da bacia do rio Sao Joo.

Resultado médio de 3 lefturas.

SONAN . . Represade Linha Férrea . e G ox 1x
Elemento 357/05 classe |l Rio Bacaxa Juturnaiba do Capivari Rio Capivari  Rio Sgo Jodo
Aguas Docses-
M 6%{ i 4 0,209+0,0027 <0,02 0,036+0,0010 0,058+0,0022 0,027+0,0002
n 1 m
g 0,203x0,0019 <0,02 0,049+0,0007 0,058+0,0013 0,028x0,0009
A 0.1 mall 0,118+0,0083 0,069+0,0076 0,091+0,0111 0,127+0,0467 0,108+0,0032
J'm
, g 0,125£0,0122 0,059+0,0103 0,096+0,0028 0,098+0,0067 0,133+0,0031
e 03 /]_ 1 1,95+0,034 0,317+0,0034 1,35+0,034 1,53+0,035 0,6+£0,0128
wom :
g 1,890,030 0,290+0,0079 1,37+0,031 1,500,021  0,641+0,0141
. 10,0470,0007 0,020+0,0003 0,055+0,0011 0,056x0,0004 <0,01
Ba 0,7 mg/L
v - 0,045+£0,0005 0,019x0,0004 0,055x0,0011 0,055+0,0001 <0,01
R <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Ni 0,025 mg/L
‘ <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
0,067+0,0001 0,065+0,0002 0,065£0,0002 0,065+0,00 0,065+0,0004
Cr 0,05 mg/L.
0,066+0,0002 0,065+0,0003 0,065+0,0003 0,065x0,0001 0,065+0,0004
U ' 0,751+0,0075 0,132+0,0029 0,561+0,003 0,623x0,0102 0,236+0,0029
0,738x0,0151 0,124+0,0023 0,557+0,0081 0,616+0,005 0,257+0,0066
i <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
[
<0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
S <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Ag 0,01 mg/L-
. T <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
C e <O,1 <O’1 <0’1 <O,1 <O,1
Se 0,01 mg/L
' L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
' : <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Co 0,05 mg/L.
‘ . <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
. <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Cu 0,009 mg/L. -
‘ . <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Zn 0,18 mg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Ar 0,01 mg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Hg 0,0002 mg/L 0,00046 (,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Pb 0,01mg/L 0,0006 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Cd 0,001 mg/L i <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
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Tabela 11: Teor de metais em amostras dos seis pontos de coleta de agua da foz do rio Sdo Joao.

Resultado médio de 3 leituras.

Padrao
CONAMA Foz do Rio
Elemento :’357/05 Classe | Séo JOéO
Aguas Salobras
0,047+0,0013
Mn 0,1 mg/L
0,050+0,0004
0,866+0,0195
Al 1,5 mg/L
1,01+0,013
1,37+0,020
F 0,3 mg/L
1,64+0,023
<0,01
Ba 1,0 mg/L
<0,01
<0,1
Ni 0,025 mg/L
<0,1
0,065:0,0002
Cr 0,05 mg/L
0,065+0,0002
0,692+0,0087
U 0,5 mg/L
0,850+0,0079
<0,1
Ag 0,005 mg/L
<0,1
<0,1
Se 0,01 mg/L
<0,1
1,09+0,014
Cu 0,005 mg/L
1,43+0,012
Zn 0,09 mg/L <0,1
Ar 0,01 mg/L <0,1
Hg 0,0002 0,0001
- 0,01 0,0005
Cd 0,005 <0,0001
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4.4.2. Bacia do rio Guandu

Foram encontrados valores elevados de Al (0,266 e 0,272 mg/L) no rio
Queimados, seguido da final da lagoa (0,186 e 0,16 mg/L), barragem principal (0,137
mg/L), rio Santana (0,118 e 0,119 mg/L) e barragem de Santa Cecilia (0,114 e 0,113
mg/L). Em relagdo aos outros elementos nao foi possivel detecta-los devido a sua

baixa concentracdo nas amostras (Tabela 12).
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45. DETECCAO DE CONTAMINACAO FECAL ATRAVES DA PCR
CONVENCIONAL

» Contaminacgéao fecal humana

Os iniciadores para os genes nifH de Methanobrevibacter smithii (Mnif-342F e
Mnif-363R) e rrs de Bacteroidales humanos (HuM113F e HuM403R) foram utilizados
segundo o protocolo descrito previamente no item 3.4 com DNA total extraido das
amostras de agua (n=25). Vinte e quatro amostras analisadas apresentaram um
unico fragmento de aproximadamente 222 pb (Figura 14 e 15), compativel com o
fragmento detectado no M. smithii (INCQS A45D/DSM 11975) utilizado como
controle positivo da reagdo e 14 amostras apresentaram um fragmento Unico de
aproximadamente 291 pb (Figura 16 e 17), compativel com o fragmento detectado
no DNA de Bacteroidales Humano.

1 2 .28 4055 8. 7By "R Uy L 2Rl e TE O S bt | sk

Figura 14: Deteccdo de biomarcadores do dominio Archaea (Methanobrevibacter smithij) de
contaminagéo fecal humana em amostras de agua da Bacia do rio Sdo Jodo. Linha (P) Peso
molecular (100 pb Invitrogen); Linha (1) Represa de Juturnaiba (12 Coleta); Linha (2) Represa de
Juturnaiba (22 Coleta); Linha (3) Represa de Juturnaiba (32 Coleta); Linha (4) Rio Sao Joéo (12
Coleta); Linha (5) Rio Sao Jodo (22 Coleta); Linha (6) Rio S&o Jo&o (3?2 Coleta); Linha (7) Foz do Rio
Sao Joao (12 Coleta); Linha (8) Foz do Rio Sdo Jodo (22 Coleta); Linha (9) Foz do Rio Séo Jo&o (32
Coleta); Linha (10) Rio Capivari (12 Coleta); Linha (11) Rio Capivari (22 Coleta); Linha (12) Linha
Férrea Capivari (12 Coleta); Linha (13) Linha Férrea Capivari (22 Coleta); Linha (14) Rio Bacaxa (12
Coleta); Linha (15) Rio Bacaxa (2° Coleta); Linha (16) M. smithii INCQS A45D/DSM 11975; Linha
(17) Pantoea agglomerans INCQS 00721/ATCC 33243, Linha (18) Agua Gibco®.
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Figura 15: Deteccéo de biomarcadores do dominio Archaea (Methanobrevibacter smithii) de
contaminagéo fecal humana em amostras de dgua da Bacia do rio Guandu. Linha (P} Peso molecular
(100 pb Invitrogen); Linha (1) Final da Lagoa; Linha (2) Barragem de Santa Cecilia: Linha (3) Rio
Santana; Linha (4) Rio Guandu; Linha (5) Ribeirdo das Lajes; Linha (6) Rio Macacos; Linha (7) Rio
Pogos; Linha (8) Rio Piraf; Linha (9) Barragem Principal; Linha (10) Rio Queimados; Linha (11) m.
smithii INCQS A45D/DSM 11975; Linha (12) Pantoea agglomerans INCQS 00721/ATCC 33243:
Linha (13) Agua Gibco®.

Figura 16: Detecgao de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminagao
fecal humana em amostras de agua da Bacia do rio Sdo Jodo. Linha (P) Peso molecular (100 pb
Invitrogen); Linha (1) Represa de Juturnaiba (12 Coleta); Linha (2) Represa de Juturnaiba (22 Coleta);
Linha (3) Represa de Juturnaiba (32 Coleta); Linha (4) Rio S&o Jodo (12 Coleta); Linha (5) Rio Sdo
Joao (22 Coleta); Linha (6) Rio S&o Jodo (32 Coleta); Linha (7) Foz do Rio Séo Jo&o (12 Coleta); Linha
(8) Foz do Rio S&o Jodo (22 Coleta); Linha (9) Foz do Rio S&o Jodo (32 Coleta); Linha (10) Rio
Capivari (12 Coleta); Linha (11) Rio Capivari (22 Coleta); Linha (12) Linha Férrea Capivari (12 Coleta);
Linha (13) Linha Férrea Capivari (22 Coleta); Linha (14) Rio Bacaxa (12 Coleta); Linha (i5) Rio
Bacaxa (2° Coleta); Linha (16) DNA de Bacteroidales Humanos; Linha (17) Pantoea agglomerans
INCQS 00721/ATCC 33243; Linha (18) Agua Gibco®.
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Figura 17: Detecgéo de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminagao
fecal humana em amostras de agua da Bacia do rio Guandu. Linha (P) Peso molecular (100 pb
Invitrogen); Linha (1) Final da Lagoa; Linha (2) Barragem de Santa Cecilia; Linha (3) Rio Santana;
Linha (4) Rio Guandu; Linha (5) Ribeirdo das Lajes; Linha (6) Rio Macacos; Linha (7) Rio Pogos;
Linha (8) Rio Pirai; Linha (9) Barragem Principal; Linha (10) Rio Queimados; Linha (11) DNA de
Bacteroidales Humano; Linha (12) Pantoea agglomerans INCQS 00721/ATCC 33243; Linha (13)
Agua Gibco®.

» Contaminacgéao fecal bovina

Os iniciadores para os genes nifH de Methanobrevibacter ruminantium (Mrnif-
F e Mmif-R) e rrs de Bacteroidales bovinos (CF128F e CF592R) foram utilizados
segundo o protocolo descrito previamente no item 3.4 com DNA total extraido das
amostras de agua (n=25). Vinte e trés amostras de agua analisadas apresentaram
um fragmento Unico de aproximadamente 336 pb (Figura 18 e 19), compativel com o
fragmento detectado no M. ruminantium (INCQS A36D/DSM 1093) utilizado como
controle positivo da reagdo e 8 amostras apresentaram um fragmento Unico de
aproximadamente 464 pb, compativel com o fragmento detectado no DNA de
Bacteroidales Bovino (Figura 20 e 21).
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Figura 18: Detecgdo de biomarcadores do dominio Archaea (Methanobrevibacter ruminantium) de
contaminagao fecal bovina em amostras de dgua da Bacia do rio S&o JoZo. Linha (P) Peso molecular
(100 pb Invitrogen); Linha (1) Represa de Juturnaiba (12 Coleta); Linha (2) Represa de Juturnaiba (22
Coleta); Linha (3) Represa de Juturnaiba (3% Coleta); Linha (4) Rio Sdo Jodo (12 Coleta); Linha (5) Rio
Sao Jodo (22 Coleta); Linha (6) Rio S&o Jodo (32 Coleta); Linha (7) Foz do Rio Sdo Joéo (12 Coleta);
Linha (8) Foz do Rio S&o Jodo (22 Coleta); Linha (9) Foz do Rio S&o Jodo (32 Coleta); Linha (10) Rio
Capivari (12 Coleta); Linha (11) Rio Capivari (22 Coleta); Linha (12) Linha Férrea Capivari (12 Coleta);
Linha (13) Linha Férrea Capivari (22 Coleta); Linha (14) Rio Bacaxa (12 Coleta); Linha (15) Rio
Bacaxa (2° Coleta); Linha (16) M. ruminantium INCQS A36D/DSM 1093; Linha (17) Pantoea
agglomerans INCQS 00721/ATCC 33243; Linha (18) Agua Gibco®.

o & 5 P
Figura 19: Detecgé@o de biomarcadores do dominio Archaea (Methanobrevibacter ruminantium) de
contaminagéo fecal bovina em amostras de 4gua da Bacia do rio Guandu. Linha (P) Peso molecular
(100 pb Invitrogen); Linha (1) Final da Lagoa; Linha (2) Barragem de Santa Cecilia; Linha (3) Rio
Santana; Linha (4) Rio Guandu; Linha (5) Ribeirdo das Lajes; Linha (6) Rio Macacos; Linha (7) Rio
Pogos; Linha (8) Rio Pirai; Linha (9) Barragem Principal; Linha (10) Rio Queimados; Linha (11) M.
ruminantium INCQS A36D/DSM 1093; Linha (12) Panfoea agglomerans INCQS 00721/ATCC 33243;
Linha (13) Agua Gibco®.
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Figura 20: Detecgédo de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminagao
fecal bovina em amostras de agua da Bacia do rio Sdo Jodo. Linha (P) Peso molecular (100 pb
Invitrogen); Linha (1) Represa de Juturnaiba (12 Coleta); Linha (2) Represa de Juturnaiba (22 Coleta);
Linha (3) Represa de Juturnaiba (32 Coleta); Linha (4) Rio Sdo Joéo (12 Coleta); Linha (5) Rio Sao
Jodo (22 Coleta); Linha (6) Rio S&o Jo&o (32 Coleta); Linha (7) Foz do Rio Séao Joao (12 Coleta); Linha
(8) Foz do Rio Séo Jodo (22 Coleta); Linha (9) Foz do Rio Sao Jodo (32 Coleta); Linha (10) Rio
Capivari (12 Coleta); Linha (11) Rio Capivari (22 Coleta); Linha (12) Linha Férrea Capivari (12 Coleta);
Linha (13) Linha Férrea Capivari (22 Coleta); Linha (14) Rio Bacaxa (12 Coleta); Linha (15) Rio
Bacaxa (2° Coleta); Linha (16) DNA de Bacteroidales Bovinos; Linha (17) Pantoea agglomerans
INCQS 00721/ATCC 33243; Linha (18) Agua Gibco®.

Figura 21: Deteccao de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminagao
fecal bovina em amostras de 4gua da Bacia do Rio Guandu. Linha (P) Peso molecular (100 pb
Invitrogen); Linha (1) Final da Lagoa; Linha (2) Barragem de Santa Cecilia; Linha (3) Rio Santana;
Linha (4) Rio Guandu; Linha (5) Ribeirdo das Lajes; Linha (6) Rio Macacos; Linha (7) Rio Pogos;
Linha (8) Rio Pirai; Linha (9) Barragem Principal; Linha (10) Rio Queimados; Linha (11) DNA de
Bacteroidales Bovinos; Linha (12) Pantoea agglomerans INCQS 00721/ATCC 33243; Linha (13)

Agua Gibco®.
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> Contaminagao fecal suina

Os iniciadores para os genes mcrA do clone P23-2 (P23-2F e P23-2R) e do
gene rrs de Bacteroidales suinos (PF163F e PF548R) foram utilizados segundo o
protocolo descrito previamente no item 3.4 com DNA total extraido das amostras de
agua (n=25). Doze amostras apresentaram um fragmento Unico de
aproximadamente 258 pb (Figura 22 e 23), compativel com o fragmento detectado
no controle positivo da reagao e 15 amostras apresentaram um fragmento Unico de
aproximadamente 385 pb, compativel com o fragmento detectado no DNA de

Bacteroidales suino (Figura 24 e 25).

Figura 22: Detecgdo de biomarcadores do dominio Archaea (Clone P23-2) de contaminagéo fecal
suina em amostras de agua da Bacia do rio S&8o Jo&o. Linha (P) Peso molecular (100 pb Invitrogen);
Linha (1) Represa de Juturnaiba (12 Coleta); Linha (2) Represa de Juturnaiba (22 Coleta); Linha (3)
Represa de Juturnaiba (32 Coleta); Linha (4) Rio Sao Jodo (12 Coleta); Linha (5) Rio Séo Jodo (2?2
Coleta); Linha (6) Rio Sdo Jodo (32 Coleta); Linha (7) Foz do Rio Sdo Jodo (12 Coleta); Linha (8) Foz
do Rio S&do Jodo (22 Coleta); Linha (9) Foz do Rio S&o Joéo (32 Coleta); Linha (10) Rio Capivari (12
Coleta); Linha (11) Rio Capivari (22 Coleta); Linha (12) Linha Férrea Capivari (12 Coleta); Linha (13)
Linha Férrea Capivari (22 Coleta); Linha (14) Rio Bacaxa (12 Coleta); Linha (15) Rio Bacaxd (2°
Coleta); Linha (16) Clone P23-2; Linha (17) Pantoea agglomerans INCQS 00721/ATCC 33243; Linha
(18) Agua Gibco®.
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Figura 23: Detecgao de biomarcadores do dominio Archaea (Clone P23-2) de contaminagao fecal
suina em amostras de agua da Bacia do rio Guandu. Linha (P) Peso molecular (100 pb Invitrogen);
Linha (1) Final da Lagoa; Linha (2) Barragem de Santa Cecilia; Linha (3) Rio Santana; Linha (4) Rio
Guandu; Linha (5) Ribeirdo das Lajes; Linha (6) Rio Macacos; Linha (7) Rio Pocgos; Linha (8) Rio
Pirai; Linha (9) Barragem Principal; Linha (10) Rio Queimados; Linha (11) Clone P23-2; Linha (12)
Pantoea agglomerans INCQS 00721/ATCC 33243; Linha (13) Agua Gibco®.

Figura 24: Deteccéao de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminagéo
fecal suina amostras de agua na Bacia do rio Sdo Joao. Linha (P) Peso molecular (100 pb Invitrogen);
Linha (1) Represa de Juturnaiba (12 Coleta); Linha (2) Represa de Juturnaiba (22 Coleta); Linha (3)
Represa de Juturnaiba (32 Coleta); Linha (4) Rio Sao Joao (12 Coleta); Linha (5) Rio S&o Joao (22
Coleta); Linha (6) Rio Sao Joéo (32 Coleta); Linha (7) Foz do Rio Sao Jodo (12 Coleta); Linha (8) Foz
do Rio Sao Joao (22 Coleta); Linha (9) Foz do Rio Séo Joao (32 Coleta); Linha (10) Rio Capivari (12
Coleta); Linha (11) Rio Capivari (22 Coleta); Linha (12) Linha Férrea Capivari (12 Coleta); Linha (13)
Linha Feérrea Capivari (22 Coleta); Linha (14) Rio Bacaxa (12 Coleta); Linha (15) Rio Bacaxa (2°
Coleta); Linha (16) Bacteroidales Suino; Linha (17) Pantoea agglomerans INCQS 00721/ATCC
33243; Linha (18) Agua Gibco®.
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Figura 25: Detecgdo de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminagdo
fecal suina amostras de dgua na Bacia do rio Guandu. Linha (P) Peso molecular (100 pb Invitrogen);
Linha (1) Final da Lagoa; Linha (2) Barragem de Santa Cecilia; Linha (3) Rio Santana; Linha (4) Rio
Guandu; Linha (5) Ribeirao das Lajes; Linha (6) Rio Macacos; Linha (7) Rio Pocgos; Linha (8) Rio
Piraf; Linha (9) Barragem Principal; Linha (10) Rio Queimados; Linha (11) Bacteroidales Suino;
Linha (12) Pantoea agglomerans INCQS 00721/ATCC 33243; Linha (13) Agua Gibco®.

> Contaminagao fecal equina

Os iniciadores para os genes mcrA de Methanobrevibacter gottschalkii
(GoT285F e GoT404R) e rrs de Bacteroidales equinos (HoR201F e HoR442R) foram
utilizados segundo o protocolo descrito previamente no item 3.4 com DNA total
extraldo das amostras de agua (n=25). Foi observado em 21 amostras apresentaram
um fragmento Unico de aproximadamente 120 pb (Figura 26 e 27), compativel com o
fragmento detectado no M. goftschalkii (INCQS A49D/DSM 11977) utilizado como
controle positivo da reagcdo e 17 amostras apresentaram um fragmento Unico de
aproximadamente 242 pb, compativel com o fragmento detectado no DNA de

Bacteroidales equino (Figura 28 e 29).
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Figura 26: Deteccdo de biomarcadores do dominio Archaea (Methanobrevibacter gottschalkii) de
contaminacéao fecal equina em amostras de dgua da Bacia do rio Sdo Jo&o. Linha (P) Peso molecular
(100 pb Invitrogen); Linha (1) Represa de Juturnaiba (12 Coleta); Linha (2) Represa de Juturnaiba (22
Coleta); Linha (3) Represa de Juturnaiba (32 Coleta); Linha (4) Rio Séo Joao (12 Coleta); Linha (5) Rio
Sao Joao (22 Coleta); Linha (6) Rio Sao Joao (32 Coleta); Linha (7) Foz do Rio Séo Joao (12 Coleta);
Linha (8) Foz do Rio S&o Jo&o (22 Coleta); Linha (9) Foz do Rio Sao Joéo (32 Coleta); Linha (10) Rio
Capivari (12 Coleta); Linha (11) Rio Capivari (22 Coleta); Linha (12) Linha Férrea Capivari (12 Coleta);
Linha (13) Linha Férrea Capivari (22 Coleta); Linha (14) Rio Bacaxa (12 Coleta); Linha (15) Rio
Bacaxa (2° Coleta); Linha (16) M. gottschalkii INCQS A49D (DSM 11977); Linha (17) Pantoea
agglomerans INCQS 00721/ATCC 33243; Linha (18) Agua Gibco®.

Figura 27: Deteccdo de biomarcadores do dominio Archaea (Methanobrevibacter gottschalkii) de
contaminagéo fecal equina em amostras de agua da Bacia do rio Sao Jodo. Linha (P) Peso molecular
(100 pb Invitrogen); Linha (1) Final da Lagoa; Linha (2) Barragem de Santa Cecilia; Linha (3) Rio
Santana; Linha (4) Rio Guandu; Linha (5) Ribeirdo das Lajes; Linha (6) Rio Macacos; Linha (7) Rio
Pogos; Linha (8) Rio Pirai; Linha (9) Barragem Principal; Linha (10) Rio Queimados; Linha (11) M.
gottschalkii INCQS A49D (DSM 11977); Linha (12) Pantoea agglomerans INCQS 00721/ATCC

33243; Linha (13) Agua Gibco®.
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Figura 28: Detecgio de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminagdo
fecal equina em amostras de agua da Bacia do rio S&o Jodo. Linha (P) Peso molecular (100 pb
Invitrogen); Linha (1) Represa de Juturnaiba (12 Coleta); Linha (2) Represa de Juturnaiba (22 Coleta);
Linha (3) Represa de Juturnaiba (32 Coleta); Linha (4) Rio Sdo Jodo (12 Coleta); Linha (5) Rio Sédo
Joao (22 Coleta); Linha (6) Rio Sao Jodo (32 Coleta); Linha (7) Foz do Rio Sdo Jodo (12 Coleta); Linha
(8) Foz do Rio Séo Jo&o (22 Coleta); Linha (9) Foz do Rio Sédo Jo&o (3% Coleta); Linha (10) Rio
Capivari (12 Coleta); Linha (11) Rio Capivari (22 Coleta); Linha (12) Linha Férrea Capivari (12 Coleta);
Linha (13) Linha Férrea Capivari (22 Coleta); Linha (14) Rio Bacaxa (12 Coleta); Linha (15) Rio
Bacaxa (2° Coleta); Linha (16) DNA Bacteroidales de equinos; Linha (17) Pantoea agglomerans
INCQS 00721/ATCC 33243; Linha (18) Agua Gibco®.

{

Figura 29: Detecgédo de biomarcadores do dominio Bacteria (ordem Bacteroidales) de contaminagéo
fecal equina em amostras de 4gua da Bacia do rio Guandu. Linha (P) Peso molecular (100 pb
Invitrogen); Linha (1) Final da Lagoa; Linha (2) Barragem de Santa Cecilia; Linha (3) Rio Santana;
Linha (4) Rio Guandu; Linha (5) Ribeirdo das Lajes; Linha (6) Rio Macacos; Linha (7) Rio Pogos;
Linha (8) Rio Pirai; Linha (9) Barragem Principal; Linha (10) Rio Queimados; Linha (11) DNA
Bacteroidales de equinos; Linha (12) Pantoea agglomerans INCQS 00721/ATCC 33243; Linha (13)
Agua Gibco®.

A partir desses resultados foi possivel observar a maior prevaléncia de
biomarcadores do dominio Archaea na detecgdo de contaminagé&o humana (24/25),
bovina (23/25) e equina (12/25). Entretanto os biomarcadores bacterianos

demonstraram maior prevaléncia na detecgéo de contaminagao fecal suina ((Tabela
13).
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Grafico 1: Representagao grafica da detecgao de contaminagao fecal através da PCR convencional
nas amostras de agua da bacia do rio Sdo Jo&o e da bacia do rio Guandu.
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4.6. SEQUENCIAMENTO E ANALISE DOS RESULTADOS

Apo6s o sequenciamento dos fragmentos do dominio Bacteria a andlise de
identidade das sequéncias pelo BLASTn mostrou valores de similaridade entre 98-
99% com o gene rrs de Bacteroidales bovino, humano, equino e suino. Desta forma,
as sequéncias foram depositadas no GenBank com nimero de acesso KM924823,
KM924824, KM924825, KM924826, respectivamente.

A analise de identidade das sequéncias dos fragmentos do dominio Archaea
mostrou valores de similaridade entre 96-99% com os genes mcrA de M. gottschalkii
e nifH de M. ruminantium e M. smithii.

4.7. PADRONIZACAO DA REACAO DE QUANTIFICACAO POR PCR EM TEMPO
REAL

Foram padronizadas as reacoes de PCR em tempo real para a quantificagao
de M. smithii, M. ruminantium, M. gofttschalkii e Bacteroidales suinos. A
concentracao dos iniciadores foi determinada para atingir uma eficiéncia entre 90 e
110% e a reagéo otimizada para um volume final de 20 uL, sendo 5 uL de amostra.
Essa padronizagao permitiu definir as concentracdes de iniciadores em 250 nM e
200 nM para a sonda. A curva do IPC teve concentragdo inicial de 0,4 ng/mL, a
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reagdo produziu a curva representada na figura 30. Diluicbes decimais seriadas de
cada DNA foram utilizadas na construcdo de suas respectivas curvas padrao. Para
a construgao das curvas-padrao para quantificacdo do gene nifH de M. smithii e M.
ruminantium foram utilizadas 8 diluicbes decimais seriadas com concentragoes
iniciais de 1,51x10%% e 4,04x108 copias/uL, respectivamente (Figura 31 e 32).

Para a construgdo da curva padréo para quantificacado do gene mcrA de M.
gottschalkii foram utilizadas 7 diluigbes decimais seriadas, com concentragdo inicial
de 2,32x107° copias/uL (Figura 33). Para a construgdo da curva padrdo para
quantificacdo do 16S rRNA de Bacteroidales suinos foram usadas 8 diluicdes

decimais seriadas, com concentragéo inicial de 1,29x10° cdpias/uL (Figura 34).
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Diluigao 10-4.
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Figura 31: Padronizagdo da curva-padrdo para o gene nifH de M. smithii (A) Perfil de amplificagéo da
curva padréo com iniciador especifico; (B) Curva padrdo para quantificagdo do marcador de M.
smithii. (1) Diluigdo 10% (2) Diluicdo 10-; (3) Diluigdo 10-2; (4) Diluigdo 10-%; (5) Diluigdo 10'4; (6)
Diluigao 10%; (7) Diluigdo 10°6; (8) Diluigdo 107.
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Figura 33: Padronizagao da curva-padrdo para o gene mcrA de M. gottschalkii (A) Perfil de
amplificag@o da curva padrdo com iniciador especifico; (B) Curva padrdo para quantificagdo do
marcador de M. gottschalkii. (1) Diluicdo 109; (2) Diluigao 10-1; (3) Diluigdo 10%2; (4) Diluigdo 103; (5)
Diluicdo 10-4; (6) Diluigdo 10-5; (7) Diluigao 10-¢; (8) Diluigao 107,
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4.7.1. Determinacéo quantitativa de contaminacao fecal

4.7.1.1. Bacia Hidrogréfica do rio Sdo Jodo

Foi quantificado o numero de cépias do gene nifH de M. smithii existentes em
1 grama de fezes de humanos, foram encontrados valores de aproximadamente
1,02x10'". O gene alvo foi detectado e quantificado em 15 das 15 amostras da Bacia
do rio Sao Joao analisadas, variando entre 1,35x10% e 2,70x10'° copias/ul, na
primeira coleta na represa de Juturnaiba e no rio Bacaxa, respectivamente (Grafico
2). O numero de copias do gene nifH de M. ruminantium quantificadas em 1 grama
de fezes bovinas foi de aproximadamente 4,35x107. O gene alvo foi detectado e
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quantificado em 15 das 15 amostras analisadas, variando entre 8,19x10% e 1,81x101"
copias/ul, na primeira coleta na Foz do rio S&o Jodo e na segunda coleta na Linha
Férrea do Capivari, respectivamente (Grafico 3).

O numero de cdpias do gene mcrA de M. gottschalkii quantificados em 1
grama de fezes equinas foi de aproximadamente 7,79x10% O gene alvo foi
detectado e quantificado em 12 das 15 amostras analisadas, variando entre
1,39x102% e 8,41x108 cépias/ul, na terceira coleta no Rio Sao Jodo e na primeira
coleta do mesmo ponto, respectivamente (Grafico 4). O nimero de copias do gene
rrs de Bacteroidales suinos existentes em 1 grama de fezes suinas foi de
aproximadamente 3,06x108. O gene alvo foi detectado e quantificado em 15 das 15
amostras analisadas, variando entre 1,49x10% e 1,80x10'° cépias/ul, na segunda
coleta do rio Bacaxa e na primeira coleta do mesmo ponto, respectivamente (Gréafico
5). Todas as amostras apresentaram inibicao e tiveram seus valores ajustados

conforme a formula do item 3.12.3.
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Grafico 2: Representagédo grafica da quantificagcdo do gene nifH de M. smithii, através de PCR em
tempo real nas amostras de dgua da bacia do rio Sdo Jodo e em 1 grama de fezes do hospedeiro-

alvo.
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em tempo real nas amostras de &gua da bacia do rio Sdo Jodo e em 1 grama de fezes do
hospedeiro-alvo.
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Grafico 5: Representagé@o grafica da quantificagdo do gene rrs de Bacteroidales de origem suina,
através de PCR em tempo real nas amostras de agua da bacia do rio Sdo Jodo e em 1 grama de
fezes do hospedeiro-alvo.

4.7.1.2. Bacia Hidrogréafica do rio Guandu

Foi quantificado o ndmero de copias do gene nifH de M. smithii existentes em
1 grama de fezes de humanos, foram encontrados valores de aproximadamente
1,02x10%. O gene alvo foi detectado e quantificado em 10 das 10 amostras do rio
Guandu analisadas, variando entre 5,83x10¢ e 1,47x10'2 copias/ul, na barragem de
Santa Cecilia e no rio Queimados, respectivamente (Grafico 6). O nimero de cépias
do gene nifH de M. ruminantium quantificadas em 1 grama de fezes bovinas foi de

aproximadamente 4,35x107. O gene alvo foi detectado e quantificado em 10 das 10
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amostras analisadas, variando entre 6,93x10° e 6,76x10° copias/ul, no rio Pirai e na
Barragem principal, respectivamente (Grafico 7).

O numero de cépias do gene mcrA de M. gottschalkii quantificados em 1
grama de fezes equinas foi de aproximadamente 6,30x10*. O gene alvo foi
detectado e quantificado em 10 das 10 amostras analisadas, variando entre
8,93x10% e 2,45x107 copias/ul, no Final da lagoa e no rio Queimados,
respectivamente (Grafico 8). O numero de cdpias do gene rrs de Bacteroidales
suinos existentes em 1 grama de fezes suinas foi de aproximadamente 3,06x108. O
gene alvo foi detectado e quantificado em 10 das 10 amostras analisadas, variando
entre 1,34x10° e 1,20x10'° copias/ul, no rio Pirai e na Barragem de Santa Cecilia,
respectivamente (Grafico 9). Todas as amostras apresentaram inibicdo e tiveram
seus valores ajustados conforme a formula do item 3.12.3.

1,00E+13
1,00E+12
1,00E+11
1,00£+10 ’
1,006+09 oy
> 1,006+08 W 4
< 1,006407 4] -
2 1,00E+06 -
S 1,006+05 b Lt
1,00E+04 =3 I
1,006+03 £
1,006+02 = i
1,00E+01 £
1,00E+00 - -
m Barragem Principal ® Final da Lagoa " Rio Guandu
Ribeirdo das Lajes ® Rio Macacos m Rio Pirai
= Rio Pogos ® Rio Queimados & Rio Santana

B Barragem de Santa Cecilia ®1 grama de fezes

Grafico 6: Representagéo grafica da quantificagdo de M. smithii, através de PCR em tempo
real nas amostras de dgua da bacia do rio Guandu e em 1 grama de fezes do hospedeiro-alvo.
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Grafico 7: Representagéo grafica da quantificagao de M. ruminantium, através de PCR em tempo
real nas amostras de agua da bacia do rio Guandu e em 1 grama de fezes do hospedeiro-alvo.
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Gréfico 8: Representacdo gréfica da quantificagéo de M. gottschalkii, através de PCR em tempo real

nas amostras de dgua da bacia do rio S&o Jodo e em 1 grama de fezes do hospedeiro-alvo.
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5 DISCUSSAO |

De acordo com um estudo realizado pela Organizagdo nao governamental
(ONG) SOS Mata Atlantica que coletou amostras em 15 pontos da cidade do Rio de
Janeiro, 60% deles apresentaram qualidade ruim da agua. Entretanto, o estado
adotou acdes importantes, como planos de preservacao da Mata Atlantica em 18
municipios e projeto de recuperagéo de microbacias na Regido dos Lagos. Ainda
segundo o estudo, muitos cdrregos e canais pesquisados langam suas aguas
diretamente no mar, por meio dos emissarios (SOS Mata Atlantica, 2014).

A avaliagéo de parametros fisico-quimicos de um determinado ambiente
permite tracar um perfil de condicdes e potencial ecolégico do mesmo, visando néo
somente a valorizacdo biologica local, mas também evidenciando aspectos
ambientais que permitam conduzir investigactes e a prevengao de possiveis riscos
a saude humana. A temperatura é uma propriedade fisica que caracteriza o
equilibrio térmico de um sistema e atua como fator limitante .a reproducgéo,
crescimento e distribuicdo de comunidades microbianas, influenciando praticamente
todos os processos fisicos, quimicos e bioldgicos que ocorrem na agua (PEREIRA &
GOMES, 2002).

Neste estudo, alguns parametros fisico-quimicos, como por exemplo, a
temperatura apresentou variagdes na barragem de Santa Cecilia e na represa de.
Juturnaiba, entre 20,2 e 33°C, respectivamente. Embora as concentragbes de E. coli
tenham apresentado niveis baixos na barragem e ausentes na represa, a presenca
de marcadores de contaminagdo fecal de trés hospedeiros-especificos foram
detectados pela gqPCR, em cada um deles. Um outro parametro relevante foi a
concentragdo de oxigénio dissolvido (OD) que demonstrou baixos valores no rio
Capivari (3,27 mg/L) e na linha férrea do Capivari (3,05 mg/L) onde aparentemente
ndo ha descarte de esgoto, o que nos levou a sugerir um possivel descarte a
montante desses pontos de coleta.

As aguas da bacia do rio Sdo Jodo e do rio Guandu sdo impactadas com
niveis elevados de contaminagéo fecal, pela falta de tratamento do esgoto gerado
nas cidades no entorno dos mesmos. Embora a legislacdo ndao determine um limite
de coliformes totais, estes revelaram valores elevados em todos os pontos
analisados. Além disso, quatro pontos de coleta, foz do rio S&o Jodo (32 coleta),
linha férrea do Capivari (22 coleta), rio Macacos e rio Queimados também
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apresentaram altas concentragdes de E. coli e dois pontos, foz do rio Sdo Jo&o (12
coleta) e rio Capivari (22 coleta) apresentaram valores proximos aos limites
permitidos pela Resolugao N° 357/2005 do CONAMA.

Neste estudo, verificamos uma baixa correlagdo entre a enumeragéo de E.
coli e a detecgao de Methanobrevibacter spp. e Bacteroidales. Das 21 amostras que
apresentam niveis de E. coli dentro de limites aceitaveis, todas demostraram a
presenca de, pelo menos, 3 dos biomarcadores dos dominios Bacteria e Archaea.
Por outro lado, as outras 4 amostras com niveis de E. coli acima do limite
recomendado mostraram a presenca de todos os biomarcadores de ambos os
dominios. Resultados semelhantes foram observados em um estudo realizado por
Johnston e colaborares (2010), onde houve pouca ou nenhuma correlacéo entre a
deteccao de biomarcadores de contaminacéo fecal humana e a enumeracéo de E.
coli e Enterococcus faecalis. Apesar dessas limitagdes, coliformes totais e E. coli
continuam a ser os indicadores microbianos de contaminagdo fecal mais
amplamente utilizados em muitos paises (CABRAL, 2010).

Ainda em relacéo a correlagcao entre biomarcadores, um estudo demonstrou
que o gene nifH de M. smithii detectado em efluentes tratados apresentaram baixa
correlagdo com Enterococcus cultiviveis, mas apresentaram alta correlagdo com
norovirus, Cryptospiridium spp. e Giardia Lamblia. Estes resultados indicaram que
este bioindicador pode ser correlacionado com patdgenos nao removidos durante o
processo de tratamento (Rosario et al., 2009).

Em nosso estudo, os biomarcadores do dominio Archaea, gene nifH de M.
smithii e M. ruminantium foram detectados pela PCR convencional na maior parte
das amostras de agua, 96% e 92%, respectivamente, enquanto o gene rmrs de
Bacteroidales humanos e bovinos foram detectadas em 56% e 32%,
respectivamente. No entanto, um estudo realizado na Australia, avaliou a
especificidade e a sensibilidade do gene nifH como marcador, frente a amostras
fecais e de aguas residuais de 11 espécies de animais, incluindo seres humanos. A
especificidade foi de 96%, enquanto a sensibilidade em esgoto humano foi de 81%.
A prevaléncia do marcador em amostras de agua do ambiente foi relativamente
baixa em comparagdo com outros marcadores testados (esp, HF183, HPyVs e
adenovirus). No entanto, concluiu-se que o marcador nifH sozinho pode néao ser
sensivel o suficiente para detectar poluicao fecal nas aguas ambientais, mas
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apresentou alta especificidade sendo recomendado a sua utilizagdo em conjunto
com outros marcadores de material fecal humano (Ahmed 2012).

Tanto a contaminacéo fecal humana, quanto a contaminagéo bovina foram
detectadas em 100% das amostras de agua pela PCR em tempo real através da
deteccdo do gene nifH. A quantificagdo deste biomarcador demonstrou a presenga
de altas concentragbes em todos os pontos analisados, foi possivel notar um
aumento gradual na concentracdo de contaminacao fecal humana na represa de
Juturnaiba e a acdo da sazonalidade na foz do rio S&o Jodo em relacéo a
contaminacgéo fecal bovina. Estes biomarcadores permitiram constatar que tanto os
pontos considerados impréprios quanto os préprios pelo método da detecgéo de E.
coli, foram contaminados recentemente com residuos fecais de origem humana e
bovina, uma vez que Methanobrevibacter spp. sdo archaeas anaerdbicas estritas,
incapazes de se reproduzir na presenca de oxigénio (UFNAR et al.2007).

Essa € uma questdo que requer a atencdo de autoridades locais, pois
segundo dados recentes do INEA (2014), a praia do pontal, localizada entre Cabo
Frio e Casimiro de Abreu, que recebe as aguas do rio Sao Jodo foi considerada
imprépria em relagdo a balneabilidade. O rio Sdo Jodo vem sofrendo com despejo
irregular de esgoto de trés municipios, Casimiro de Abreu, Cabo Frio e Rio das
Ostras devido a falta de saneamento nessa area, o que torna o problema ainda mais
grave em relacdo a qualidade das aguas dessa praia e os riscos para a salde
humana.

Nossos resultados demonstraram também através da PCR convencional a
presenca de contaminagao fecal suina em 92% das amostras com marcador de
Bacteroidales e 52% com o gene mcrA, especifico de archaeas metanogénicas.
Entretanto, um estudo realizado por Ufnar e colaboradores (2007b), relatou alta
sensibilidade do gene mcrA, todavia vale ressaltar que neste estudo o marcador foi
testado apenas frente a amostras de fezes do hospedeiro alvo e ndo com amostras
ambientais. Fezes sufnas costumam carrear diversos parasitas, como Cysticercus
cellulosae (forma larval da Taenia solium), Cryptosporidium spp. e Ascaris suum
(UFNAR et al. 2007b). Quando utilizamos gqPCR observamos a presenca de
contaminacgao fecal suina em 100% das amostras testadas com o marcador do gene
rrs de Bacteroidales. Nota-se também o aumento gradativo da contaminacdo na
represa de Juturnaiba, além de altos niveis em todos os pontos, principalmente na
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32 coleta da represa de Juturnaiba e na barragem de Santa Cecilia, apresentando
mais de 1 grama de fezes a cada 4 litros de agua.

Vale ressaltar que, os iniciadores para o gene mcrA, descritos neste estudo,
para deteccdo de poluicao fecal equina demonstraram alta especificidade e
sensibilidade, foram detectados pela PCR convencional em 84% das amostras
estudadas em comparacédo com 64% dos marcadores de Bacteroidales. Enquanto
isso, 84% das amostras analisadas pela PCR em tempo real apresentaram
contaminacéo fecal equina. Nota-se também a agao da sazonalidade na represa de
Juturnaiba, assim como com outros marcadores. No entanto, os niveis encontrados
foram mais baixos em comparagao ao marcador humano, bovino e suino. Na foz do
rio S&o Joado, em todas as coletas, ndo foi possivel detectar e quantificar a
contaminagéo fecal equina pela PCR em tempo real, entretanto pela PCR
convencional onde foi detectada contaminacdo equina em 2 coletas neste ponto.
Esta diferenga de sensibilidade pode ser atribuida a uma combinacdo de fatores
como, por exemplo, a presenca de inibidores e as condicbes das reacoes. Fezes
equinas também sao carreadoras de diversos patégenos, como Salmonella spp. e
Bacillus anthracis.

Nenhum indicador individualmente € capaz de revelar de forma significativa a
presenca de todos os patdégenos na agua. Muitos estudos relatam que altas
concentragbes de coliformes totais, E. coli em aguas, geralmente, indicam a
presenca de contaminacao fecal, independentemente da existéncia ou ndo da
presenca de patdgenos especificos, isso quer dizer que, auséncia de indicadores na
agua nao garante a auséncia de micro-organismos patogénicos (CARTER et al.,
1987; LONG and SOBSEY, 2004).

Os novos iniciadores para os dominios Bacteria e Archaea propostos neste
estudo demonstraram alta sensibilidade e especificidade tanto frente as amostras
fecais quanto as amostras de agua analisadas. Embora, os marcadores de dominio
Archaea foram mais frequentemente detectados, nas fezes e nos corpos d'agua
estudados. Eles detectaram a presenca de marcadores humanos, suinos e equinos
em 100% das amostras de fezes, enquanto os marcadores bacterianos mostraram
100% apenas para bovinos.

Estes dados nos levam a sugerir que 0 uso de varios marcadores na deteccao
e identificacdo da fonte de contaminacgéo fecal € sempre recomendado, assim como
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constatamos neste estudo, os marcadores apresentam variacdes dependendo da
composigao e tratamento das amostras, entre outros fatores. Essas inconsisténcias
podem gerar resultados imprecisos em relagdo ao rastreamento de origem da
contaminacao fecal. Por exemplo, 0 marcador mais amplamente utilizado, o gene rrs
de Bacteroides HF183, ndo apresentou alta especfficidade na detecgao de fezes
humanas; no entanto, tem a vantagem de ser amplamente distribuido na populacéo
humana e consequentemente bastante detectado em aguas residuais (AHMED
2009; CARSON et al., 2005).

Vale ressaltar que, até onde € do nosso conhecimento, este € o primeiro
estudo utilizando os genes nifH (M. smithii, M ruminantium), mcrA (M. gottschalkii) e
rrs (Bacteroidales suinos) como marcador de poluicdo fecal humana, bovina, equina
e suina em aguas destinadas ao abastecimento publico no Brasil.

A abordagem aqui apresentada demonstrou que a utilizacdo de indicadores

dos dominios Archaea e Bacteria simultaneamente, foi considerada eficiente no

rastreamento de fontes de poluigao fecal, o que certamente ira colaborar para o
aprimoramento dos servicos de vigilancia ambiental e epidemiolégica e de modelos
de prevencao e monitoramento de doencas emergentes e reemergentes advindas

da contaminacéo fecal que interferem na salde da populagéo.
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6 CONCLUSOES

Diversos micro-organismos ja foram propostos como indicadores alternativos
da presenga de contaminagdo fecal em corpos d'agua, mas a aplicacdo dos
dominios Bacteria e Archaea como biomarcadores moleculares pela PCR em tempo
real € uma metodologia relativamente recente, e sua aplicacéo é inédito no Brasil.

A avaliacao da especificidade e sensibilidade dos biomarcadores ja descritos
e dos novos propostos neste estudo, frente ao material fecal de diferentes
hospedeiros, nao apresentou reagdo cruzada o que demonstra boa especificidade
dos mesmos.

Os biomarcadores aqui utilizados nos permitiram constatar que os pontos
coletados considerados préprios ou imprépios, segundo a legislagdo, demostraram a
contaminacao por diferentes residuos fecais recentes.

Considerando que no Brasil, cerca de 43% dos municipios ndo possuem rede
de esgoto e que no Estado do Rio de Janeiro apenas 35% do esgoto é tratado,
nossos resultados alertam para a necessidade de maiores investimentos em
saneamento basico e fiscalizacdo do poder publico, principalmente em relacao ao
esgotamento sanitario, que é um problema de saude publica no estado do Rio de
Janeiro.

A aplicacao de varios bioindicadores pode apresentar resultados mais
precisos e confiaveis em relacao a qualidade dos corpos de agua.

Por fim, concluimos que as investigacoes a respeito das fontes de poluicéao
fecal em aguas destinadas ao abastecimento publico podem contribuir para a
implementacdo das melhores estratégias do programa de monitoramento e
remediagéo, a fim de melhorar a qualidade da saude humana e do ecossistema.
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1 RESULTADOS

1.1.1.  Bacia Hidrografica do rio Guandu

O valor de pH mais baixo foi apresentado no rio Pogos com valor igual a 6,4 e
0 mais alto no final da Lagoa com valor igual a 7,5. Os valores de condutividade
ficaram entre 446 mS/cm no rio Queimados e 30 mS/cm na calha de Ribeirdo das
Lajes. Em relagao a turbidez os valores encontrados foram considerados dentro do
limite preconizado. Os niveis de oxigénio dissolvido apresentaram-se em sua
maioria dentro do preconizado pela legislagado, entretanto o rio Macacos, Pocos e
Queimados apresentaram valores abaixo do preconizado, 4,1, 1 e 0,7 mg/L. As
temperaturas variaram entre 18,2 e 24,5 °C, no rio Guandu e na Barragem Principal,
respectivamente. Os parametros microbiolégicos foram considerados fora do limite

preconizado na maioria dos pontos, com excecao calha de Ribeirao das Lajes e da
Barragem Principal (Tabela 1).
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Tabela 1: Parametros abiéticos e microbiologicos da bacia do rio Guandu em junho de 2015.

P:fsd?r/éoosiggsAeN:IA Barragem Rio Calhade R. R. R. R. R. Final Barragem
Aguas Doces Santa Cecilia Pirai R.Lajes Macacos Santana Guandu Pogos Queimados Lagoa  Principal
pH 6,0a9,0 6,9 6,9 6,7 6,9 6,9 7,2 6,4 7.2 7,5 43
Condutividade (uS/cm) - 123 116 30 178 41 118 101 446 315 123
Turbidez (NTU) <100 44 42 2,5 34,6 46,7 9,2 55,6 32,6 18,6 32
Oxigénio Dissolvido
(mg/L) >5,0 10 5,6 71 4,1 8,8 8,4 1 0,7 10,4 7.7
Temperatura (°C) - - 21,1 20,8 21,2 20,3 18,2 211 20 21,6 24,5
Salinidade (%) <0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Coliformes Totais
(NPM/100ml) - 11199 24196 24196 24196 24196 19863 24196 24196 24196 7701
E. coli (NPM/100ml) <1000 6020 17329 2 24196 9804 9208 5475 24196 4350 547,5
R
EEE.
&
=
=
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1.2. DOSAGEM DE METAIS PESADOS

1.2.1. Bacia do rio Guandu

Foram encontrados valores elevados de Al em todos os pontos analisados. O
rio Queimados apresentou valor elevado de Cd (0,0065 mg/L). Cu foi detectado
apenas no rio Pogos (0,059 mg/L). Todas as amostras apresentaram valores
elevados de Fe, com excegéo do rio Queimados. O U foi detectado no rio Pirai (0,21
mg/L), Santana (0,05 mg/L) e Guandu (0,096 mg/L) (Tabela 2).
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Tabela 1: Teor de metais em amostras dos seis pontos de coleta de 4gua da bacia do rio Guandu. Resultado médio de 3 leituras.

Padrao
Ce?sr\;%ngA Bamagem  _  CahaRb.  Rio Rio Rio . Rio . B.
ck":l::aesll g:;fg Rio Pirl das Lajes = Macacos Santana Guandu Rip Pagos Queimados Final Lagaa Principal
Doces
Ag 0,01 mg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Al 0,1 mg/L 0,50 0,26 0,31 0,12 0,24 0,26 0,65 0,13 0,44 0,34
As 0,01 mg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Ba 0,7 mg/L <0,1 0,078 <0,1 0,088 <0,1 0,056 <0,1 0,088 <0,1 <0,1
Cd 0,001 mg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 0,0065 <0,1 <0,1
Co 0,05 mg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Cr 0,05 mg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Cu 0,009 mg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 0,059 <0,1 <0,1 <0,1
Fe 0,3 mg/L 0,53 2,3 1,6 0,38 0,43 0,71 2,9 0,18 33 2,6
Li 2,5 mg/L <0,1 0,12 <0,1 0,13 0,12 0,12 <0,1 0,13 <0,1 <0,1
Pb 0,01mg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
u 0,02 mg/L <0,1 0,21 <0,1 <0,1 0,05 0,096 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Zn 0,18 mg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
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1.3. Determinagéo quantitativa de contaminacgao fecal

Foi quantificado o nimero de cépias do gene nifH de M. smithii existentes em
1 grama de fezes de humanos, foram encontrados valores de aproximadamente
1,02x10™. O gene alvo foi detectado e quantificado em 10 das 10 amostras do rio
Guandu analisadas, variando entre 1,35x108 e 2,70x10"! copias/pl, na barragem de
Santa Cecilia e no rio Queimados, respectivamente (Grafico 1). O numero de copias
do gene nifH de M. ruminantium quantificadas em 1 grama de fezes bovinas foi de
aproximadamente 4,35x107. O gene alvo foi detectado e quantificado em 10 das 10
amostras analisadas, variando entre 3,03x10" e 2,04x10% copias/ul, no Final da
lagoa e no rio Pogos, respectivamente (Grafico 2).

O numero de copias do gene mcrA de M. gottschalkii quantificados em 1
grama de fezes equinas foi de aproximadamente 6,30x10%. O gene alvo foi
detectado e quantificado em 10 das 10 amostras analisadas, variando entre
1,34x10° e 2,49x10% cépias/ul, no rio Macacos e no rio Pogos, respectivamente
(Grafico 3). O nimero de cépias do gene rrs de Bacteroidales suinos existentes em
1 grama de fezes suinas foi de aproximadamente 3,06x108. O gene alvo foi
detectado e quantificado em 10 das 10 amostras analisadas, variando entre
2,62x10% e 4,81x108 copias/ul, no rio Macacos e no rio Santana, respectivamente
(Gréfico 4). Todas as amostras apresentaram inibicdo e tiveram seus valores
ajustados conforme a formula do item 3.12.3.
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Grafico 1: Representagéo grafica da quantificagdo de M. smithii, através de PCR em tempo real nas
amostras de agua da bacia do rio Guandu e em 1 grama de fezes do hospedeiro-alvo.
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Grafico 2: Representagéo grafica da quantificagdo de M. ruminantium, através de PCR em tempo
real nas amostras de agua da bacia do rio Guandu e em 1 grama de fezes do hospedeiro-alvo.
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Grafico 3: Representagéo grafica da quantificagio de M. gottschalkii, através de PCR em tempo real
nas amostras de &gua da bacia do rio Guandu e em 1 grama de fezes do hospedeiro-alvo.
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Grafico 4: Representagéo grafica da quantificagdo de Bacteroidales de origem suina, através de

PCR em tempo real nas amostras de &gua da bacia do rio Guandu e em 1 grama de fezes do
hospedeiro-alvo.
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1.4.1solamento e identificagado bacteriana

Foram obtidos 64 isolados de diferentes géneros bacteriano, com prevaléncia
de Gram-negativos, os dois géneros mais encontrados foram Pseudomonas spp. e
Acinetobacter spp.. Vale ressaltar que 39% (25/64) dos isolados foram recuperados
da Barragem Principal, destes 15 foram identificados como Pseudomonas spp.,
também foram recuperados Klebsiella spp. (1/25), Staphylococcus spp. (1/25) e
Enterobacter spp. (2/25).

Foram obtidos 8 isolados do rio Guandu que foram identificados como
Enterobacter spp., Serratia spp., Klebsiella spp. e Acinetobacter spp.. Do rio
Macacos foram isoladas cepas de Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. e
Providencia spp.. Foram obtidos isolados de Pseudomonas spp., Klebsiella spp.
advindos do rio Pirai. E do rio Queimados foram obtidas cepas de Acinetobacter

spp., Pseudomonas e Klebsiella spp..
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