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RESUMO Rubrica:

A contaminagdo de corpos hidricos por material fecal € uma das
principais causas de doencgas entéricas no mundo. A bacia hidrografica do rio
Guandu, localizada no estado do Rio de Janeiro, possui como destino a ETA
Guandu, que responde pelo abastecimento de agua local e cerca de 85% da
populacéo da regido metropolitana do Rio de Janeiro. A baia de Sepetiba, local
onde desagua o rio Guandu, é de grande importancia para economia da regiao
através da atividade pesqueira. No entanto, as aguas dos afluentes da bacia
hidrografica do rio Guandu vém sendo poluidas por residuos industriais, esgoto
domeéstico, entre outros. Atualmente os coliformes totais e termotolerantes sao
utilizados no monitoramento da qualidade da agua, porém estes indicadores
ndo permitem a identificacdo do organismo-fonte da contaminagéo, o que vem
levantando questionamentos sobre sua eficiéncia. Organismos da ordem
Bacteroidales vém sendo apontados como bioindicadores alternativos ao grupo
coliforme, uma vez que possuem a capacidade de indicar a fonte da
contaminagao fecal. O objetivo principal deste estudo foi a aplicacdo de
biomarcadores hospedeiro-especifico na deteccdo de contaminacao fecal de
bovinos, suinos, equinos e humanos para a avaliagdo da qualidade de 10
pontos da bacia hidrografica do rio Guandu e 3 pontos do rio Guandu
destinados a baia de Sepetiba. Foram coletados 5 litros de agua de cada ponto
de coleta e em seguida foram verificados os parametros fisico-quimicos e
microbiologicos. Os resultados obtidos demonstraram que dos 13 pontos
analisados 6 apresentaram os valores de oxigénio dissolvido abaixo do
preconizado segundo o CONAMA 357, 5 pontos apresentaram a concentragao
de E. coli acima do preconizado, os demais parametros ficaram dentro dos
valores estabelecidos. As reacées de PCR do gene rrs 16S rRNA com
iniciadores hospedeiro-especificos da ordem Bacteroidales demonstraram
especificidade frente ao material fecal de ruminantes (690 pb); humanos (291
pb); equinos (242 pb), suinos (694 pb) e gene nifH de M. Smithii para humano
(222pb). Foi detectado contaminacao fecal em todos os pontos, pelo menos por
um marcador. As sequéncias do gene rrs foram analisados em banco de dados
(GenBank) e apresentaram identidades entre 96-99%, com o gene rrs de
marcadores da ordem Bacteroidales. Estes resultados alertam para a
necessidade de maior conscientizacdo dos governantes e da sociedade em
relacdo ao descarte de residuos domeésticos nas aguas voltadas ao
abastecimento da populag¢ao do Rio de Janeiro.

Palavras Chave: rrs 16S rRNA. Agua. Contaminacédo Fecal. Bacteroidales.




ABSTRACT

The water body contamination by faecal matter is a major cause of
enteric diseases in the world. Guandu River's watershed, located in the state of
Rio de Janeiro, has as destination WTE Guandu, which is responsible for water
spot supply and about 85% of the metropolitan region population of Rio de
Janeiro. The Sepetiba bay, where the river empties into Guandu, is of great
importance to the region's economy through fishing. However, the water of the
tributaries of the Guandu river basin has been polluted by industrial waste,
sewage and others. Currently the total and thermotolerant coliforms are used to
monitor water quality, but these indicators do not allow the identification of the
organism source of the contamination, which has been raising questions about
its effectiveness. The order Bacteroidales organisms have been pointed to as
bioindicators coliform group alternative, since they have the ability to indicate
the source of fecal contamination. The main objective of this study was the
application of host-specific biomarkers in the detection of fecal contamination of
bovine, pigs, horses and humans for evaluation of the quality of 10 points from
the Guandu river's watershed and 3 points for the Guandu river destinated the
Sepetiba bay. 5 liters of water were collected from each collection point and
then the physical-chemical and microbiological parameters were checked. The
results showed that 6 of the 13 points analyzed showed values of dissolved
oxygen below the accepted according to CONAMA 357, 5 points showed the
concentration of E. coli above the recommended levels, the other parameters
were within the established values. PCR reactions rrs 16S rRNA gene with
host-specific primers showed specificity Bacteroidales order front the bovine
fecal material (690 bp); humans (291 bp); equines (242 bp), pigs (694 bp) and
M. smithii nifH gene for human (222pb). Faecal contamination was detected in
all points, by at least one marker. The sequences of the rrs gene were analyzed
in the database (GenBank) and showed identities between 96-99%, with the rrs
gene markers of Bactferoidales order. These results warn us for the need for
greater awareness of the governments and society concerning the disposal of
domestic waste in waters aimed at supplying the population of Rio de Janeiro.

Keywords: rrs 16S rRNA. Water. Fecal contamination. Bacteroidales.
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1. INTRODUGAO Rubrica:
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1.1. Vigilancia Sanitaria

A Vigilancia Sanitaria constitui de acdes preventivas e sua atuacao
engloba as praticas médico-sanitaria: promogédo, protegdo, recuperagdo e
reabilitacdo da saude. Essas agdes sdo de extrema importancia, pois “atua
sobre fatores de riscos associados a produtos, insumos e servigos relacionados

com a saude, com o ambiente e o ambiente de trabalho, com a circulacdo

internacional de transportes, cargas e pessoas” (COSTA & ROZENFELD, .

2012). Os saberes das praticas de vigilancia sanitaria sdo multidisciplinares,
que tem como intuito seu melhor desempenho. A Lei Organica da Saude,
n°8.080, de 19 de setembro de 1990, definiu a Vigilancia Sanitaria cbmo “um
conjunto de agées capaz de eliminar, diminuir, ou prevenir riscos a satde e de
intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da produgéo e
circulagdo de bens e da prestacdo de servigos de interesse da satide”. Esta lei
inclui no campo de atuagéo do Sistema Unico de Sadde (SUS) a "colaboracao
na prote¢do do meio ambiente", assim como o controle da agua para consumo
humano e de substancias toxicas e radioativas (BARCELLOS & QUITERIO,
2006; AITH & DALLARI, 2009).

1.2. Vigilancia Ambiental em Saude

A Vigilancia Ambiental em Salde é de extrema importancia para a saude
publica, uma vez que é formada no conjunto de agdes e servigos que tém como
finalidade permitir que se tenha o conhecimento e a deteccdo de fatores de
riscos do meio ambiente que interfere na salide humana, com sua finalidade
voltada a recomendacéo e adogao de medidas de prevencdo e controle dos
fatores de riscos e doengas ou agravos relacionados a varidvel ambiental
(AUGUSTO, 2003). Com proposito de implementar as agées da Vigilancia
Ambiental em Salude, a Fundagdo Nacional de Salde (FUNASA) vem
interagindo com outras instituicbes do setor publico e privado que estdo
inseridos no SUS e demais integrantes das areas de meio ambiente,

saneamento e saude, adogdes de agdes integradas tendo como objetivo a
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execucdo da vigilancia dos fatores de riscos ambientais que podem de alguma

maneira comprometer a saude da populacdo (FUNASA, 2002).

1.3. Agua

A superficie do planeta é constituida por aproximadamente 70% de
agua, 97% composto de agua salinas, e 3% de agua doce, sendo 2,7%
encontradas em geleiras, em forma de vapor d’agua e em lengéis freaticos e
somente 0,3% da agua doce do planeta é acessivel para o consumo, em rios e
lagos e fontes subterréanea (pogos e nascentes) (LIMA, 2009).

Durante séculos, considerou-se que as fontes de agua eram
inesgotaveis, porém com o grande crescimento da populagdo mundial, o
desenvolvimento industrial e tecnologico, a urbanizagao e a expansao agricola,
a capacidade de autodepuragao das aguas foi comprometida. Tais fatores
contribuem para a poluigdo e contaminagcdo dos recursos hidricos, o que
prejudica a qualidade e quantidade de agua disponivel ao consumo humano
(BOMFIM et al., 2007). Segundo a Lei n° 9.443, de 8 de janeiro de 1997, que
alterou o art. 1° da Lei 8.001, de 13 de margo de 1990, considera-se a agua um
bem de dominio publico, sendo um recurso natural limitado, dotado de valor
econdmico, constituindo seu uso prioritario voltado para o consumo humano e
a dessedentagéao de animais em caso de escassez (ANA, 2007). A agua é
imprescindivel para a manutencado da vida, sendo utilizada para consumo,
alimentagao, higiene pessoal, entre outros, desta forma, deve estar disponivel
em quantidade e qualidade adequada, a fim de prevenir danos a saude e
favorecer o bem estar das pessoas (SOUSA, 2002; AMARAL, 2007).

Atualmente, uma das preocupag¢dées mundiais esta vinculada ao uso
preponderante da agua e a sua manutencdo. As autoridades sanitarias tém
funcdo de agentes fiscalizadores, e possuem sua atengado voltada para o
abastecimento de agua, destino de dejetos, tratamento de esgoto, coleta e
disposicao de residuos sdlidos gerados, principalmente nos grandes centros
urbanos, tendo como objetivo prever as consequéncias que problemas desse

contexto possam gerar ao meio ambiente e a Sadde Publica (SA et al., 2005).
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1.4. Contaminagao dos corpos hidricos Rubrica:

Fatos historicos demonstram que algumas das mais generalizadas
epidemias que ja infligiram as populagbes humanas, com excecdo da peste
bubdnica, tiveram sua origem em sistemas de distribuicao de agua (ARRIGO,
2005). Como consequéncia, a protecao dos sistemas hidricos da contaminagéao
fecal € um dos mais importantes e dificeis desafios para ambientalistas, e o
monitoramento dos recursos hidricos & essencial como forma de controle da
saude ambiental destes ecossistemas. O monitoramento da qualidade da agua
€ um componente essencial dos programas de protecdo da saude humana
(PONTES & SCHRAMM, 2004).

Os processos de urbanizagdo, de industrializacdo e de producao
agricola néo tém levado em conta a capacidade de suporte dos ecossistemas,
afetando drasticamente os potencias de agua doce (REBOUCAS, 1997).

O despejo de esgotos urbanos e aqueles decorrentes de atividades
rurais sdo as principais fontes de poluicdo fecal em ambientes aquaticos,
contribuindo com um tergo da polui¢ao fecal em estuarios. Contaminacéo fecal
proveniente de industrias agricolas também pode ser escoada para os corpos
hidricos durante periodos de chuvas, afetando a salde das bacias
hidrograficas pela introdugédo de micro-organismos patogénicos para os seres
humanos (TUCCI, 1997).

Doencas de veiculagdo hidrica sdo causadas por micro-organismos
patogénicos ou oportunistas, principalmente, de origem entérica, sendo
transmitidos através da rota fecal-oral, isto &, sdo excretados nas fezes de
individuos que estao infectados e logo apds séo ingeridos através da agua ou
de alimentos contaminados por essas fezes (Tabela 1) (AMARAL, 2007).

Dejetos de suinos € uma fonte significativa de poluigdo fecal, e podem
contaminar aguas subterraneas e superficiais, além do solo. Estudos mostram
gue os derramamentos de lagoas contendo dejetos suinos elevam os niveis de
azoto, fosforo e Clostridium perfringens, além da persisténcia de patégenos
como Salmonella, Listeria e Campylobacter spp. na superficie do solo (MALLIN
et al., 1997; HUTCHISON et al., 2005).
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Tabela 1 — Principais doencgas transmitidas pela agua, seus agentes patogénicos e suas vias

de entrada e saida do corpo humano Modificado de D’aguila e colaboradores (2000)

Via de saidado Via de entrada do

Doenca Agente etiolégico
corpo humano corpo humano
Colera Vibrio cholerae Fecal Oral
Febre tifoide Salmonella typhi Fecal Oral
Febre paratifoide Salmonella paratyphi A,B,C Fecal Oral
Leptospirose Leptospira spp. Fecal Oral
Giardiase Giardia lamblia Fecal Oral
Amebiase Entamoeba spp. Fecal Oral
Ascaridiase Ascaris lumbricdides Fecal Oral
Ancilostomose Ancylostoma duodenale Fecal Oral
Disenteria bacilar Shigella spp. Fecal Oral
Esquitossomose Schistosoma mansoni Fecal Oral
Salmonelose Salmonella entérica Fecal Oral
Hepatite infecciosa Virus da hepatite tipo A Fecal Oral
Outros tipos de Shigella,
Gastroenterite Salmonella e Proteus spp. Fecal Oral
Tipos enteropatogénicos
Diarréia infantil de Escherichia coli Fecal Oral

Corpos hidricos contaminados com dejetos humanos podem conter
cistos de Giardia intestinalis, causadora da giardiase. Pacientes infectados

podem desenvolver um quadro de diarréia crbnica, esteatorréia, célicas

- abdominais, sensagcdo de distensdo, perda de peso e desidratacdo

(FERREIRA, et al., 2008).
Dejetos equinos e humanos podem conter esporos de Clostridium tetani,

oriundos do trato intestinal. Estes esporos quando sao introduzidos em
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ferimentos externos através de les6es pode causar tétano, uma infecgao aguda
e grave que acomete seres humanos (FIOCRUZ, 2013). Ainda podemos
destacar os dejetos bovinos, que podem conter E. coli verotoxigénica,
principalmente representantes do sorotipo O157:H7 produtoras de toxina
Shiga-like (STEC) e outros tipos nao- verotoxigénicos, comumente
relacionadas a doencgas entéricas. Estas bactérias podem estar associadas a
diversos outros hospedeiros, mas o gado bovino € seu principal reservatério
(STELLA, 2009).

1.5. Bacia Hidrografica do Rio Guandu

Situada no municipio do Rio de Janeiro, a bacia hidrografica do rio
Guandu abarca 15 municipios: Seropédica, ltaguai, Paracambi, Japeri,
Queimados, Miguel Pereira, Vassouras, Pirai, Rio Claro, Engenheiro Paulo de
Frontin, Nova Iguacu, Rio de Janeiro, Mendes, Mangaratiba e Barra do Pirai.
Esta bacia € formada pelos rios Guandu, da Guarda e Guandu-Mirim, com uma
extensdo de 3.600 km? esta localizada a oeste da Baia da Guanabara
(VETTOROZZI et al., 2012).

A bacia do Guandu é de fundamental importancia, pois é responsavel
pelo abastecimento da regido metropolitana do Rio de Janeiro, e também
proporciona o funcionando de hidrelétricas, termelétricas e outras industrias.
Sendo considerada unica para subsisténcia e desenvolvimento da regido,
estando sob a protecéo das legislagées federal, estadual e municipal. Apesar
da importancia da bacia para a populagdo, suas aguas sofrem com problemas
decorrentes e recorrentes, causada por langamento in natura de esgoto
domeéstico, residuos industriais e defensivos agricolas, além da extracdo
mineral, principalmente areia, do desmatamento das matas ciliares e com raras
excegOes, também pode se mencionar a fragil ou inexisténcia gestdo ambiental
por parte dos poderes publicos municipais e da populagdo em geral (INEA,
2012).

O rio Guandu, localizado na regido da Baixada Fluminense, Estado do
Rio de Janeiro com a extensdo de 48 km e largura variavel (50 a 90m), nasce

na confluéncia de Ribeirdo das Lajes com rio Santana, possuindo como
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principais afluentes os rios dos Macacos, Santana, S&do Pedro,
Pocos/Queimados e Ipiranga. Grande parte da agua do rio Guandu provém do
rio Paraiba do sul através da transposicdao que ocorre no Bairro de Barra de
Pirai no reservatério de Santa Cecilia, estagdo da concessionaria de energia
elétrica do Estado do Rio de Janeiro. O trecho final do rio, que possui 15 km de
extensdo & denominado Canal de S&o Francisco (SALAMENE, 2011). Os
afluentes selecionados da bacia hidrografica do guandu se encontram na

Figura 1.
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Figura 1. Localizag&o geogréfica dos afluentes selecionados para estudo da bacia hidrografica
do rio Guandu e rio Guandu com destino a Baia de Sepetiba. Google Earth.

A bacia do Guandu é de grande importancia para o Rio de Janeiro, visto
que nela é realizada a captagdo de agua para a ETA Guandu, inserida no
Guiness Book como a maior estagdo de tratamento de aguas em producéo

continua, operada pela CEDAE, sendo responsavel pelo abastecimento de
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agua local e de aproximadamente 85% da populagdo da Regido Metropolitana
do Rio de Janeiro (VIANA, 2009; CEDAE, 2013).

A CEDAE possui grande interesse na qualidade da agua do Guandu,
pois quanto menor for o grau de poluigdo, menor sera o gasto na Estacédo de
Tratamento de Agua (ETA) do Guandu (SALAMENE, 2007). A poluigao do rio
Guandu esta diretamente relacionada com o crescimento industrial e
populacional nos municipios que compdem a bacia hidrografica, e da poluigao
oriunda do rio Paraiba do Sul. Os rios Pogos/Queimados e Cabugu/lpiranga
possuem suas aguas com alto indice de poluigao, estes se encontram com o
rio Guandu na lagoa do Guandu que possui baixa taxa de renovagao hidrica e
por vezes encontra-se tomada de macréfitas e apresenta mau cheiro
(SALAMENE, 2007; VIANA, 2009).

O rio Queimados desemboca na regiao de Pogos ap6s atravessar a area
urbana do municipio de Queimados e o Pélo industrial de Queimados. Desde a
nascente a agua deste rio € comprometida, pois recebe esgoto sanitario da
area de queimados sem qualquer tratamento. Também recebe efluentes
industriais que provém das atividades realizadas no Poélo industrial. O rio dos
pocos recebe rios que drenam a regido urbana de Queimados. Despejo que
sao oriundos das areas urbanas de Queimados e Nova Iguagu sdo langados no

rio Ipiranga que possui como principal afluente do rio Cabugu (SERBER, 2005).

1.6. Baia de Sepetiba

A baia de Sepetiba (447 km?) localizada na regido sudeste do Rio de
Janeiro, apresenta agua salobra e salgada, no entanto recebe aporte de aguas
doce (tabela 2) (WASSERMAN, 2005). A baia apresenta zonas’de mangue e
estuarina, onde habitam diversas espécies de peixes, moluscos e crustaceos,
sendo de grande importancia econémica para a regido através da atividade
pesqueira, no entanto a baia tem recebido durante anos rejeitos domésticos e
industriais (MONTEZUMA, 2012). Esgoto sanitario de 1.400.000 habitantes que
residem na regido metropolitana do Rio de Janeiro e 12 municipios préoximos é
langado na baia de Sepetiba (CUNHA, 2002). Figura 1, pontos A, B, C estdo

demonstrando aguas do rio Guandu que irdo desagua na baia de Sepetiba.
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Tabela 2: Aporte de Agua doce a Baia de Sepetiba (WASSERMAN, 2005)

Aporte dos Rios Volume Volume
(10°m®ano™) (m®s™)
Engenho Novo 52 1.6
Piracéo 18 0.6
Piraqué 132 4.2
Porto 21 0.7
Ita 92 2.9
Guandu 221 7.0
Sao Francisco 6538 207.3
Guarda 445 141
Cangéao 107 3.4
Itingussu 12 0.4
Total: 7638 2422

1.7. Bioindicadores de contaminagao fecal

Bioindicadores s&o organismos ou comunidades utilizadas para
monitorar a qualidade das aguas ambientais, através da sua presenca,
quantidade e distribuicdo (MORENO & CALLISTO, 2005). Um bioindicador
ideal precisa estar dentro de alguns critérios, como ser detectado em todos os
ambientes, ser mais numeroso que os patdgenos, possuir resisténcia
semelhante & dos patégenos (DUARTE, 2011).

Bioindicadores microbiolégicos como coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Esherichia coli e estreptococos fecais sdo indicadores
utilizados em programas de monitoramento da qualidade microbiolégica de
aguas, segundo as normas do CONAMA 274/2000, 357/2005 e 430/2011.

Entretanto, esses Bioindicadores apresentam limitagées na deteccdo da
fonte especifica da contaminagao, limitando sua utilizagdo como indicador de
contaminacao fecal (BOEHM et al., 2009).

1.8. Rastreamento da Fonte Microbiana em ambientes aquaticos
Com o intuito de saber a fonte de contaminagdo fecal de aguas

ambientais, o Rastreamento da Fonte Microbiana (RFM) surgiu no final da




0000000000000 0000~~0000000C00C00C0CCCRQRAOOGOGECGOGEOCOOOONCOCPOOOTC®OI(

{R.....Poc- 132 cumouddL

Rubrica:

década do século XX (HARWOOD et al., 2014). Esses métodos baseiam-se
em moléculas de assinatura (biomarcadores), tais como as sequéncias de DNA
de microrganismos associadas a diferentes espécies animais, permitindo a
distingcao entre as fontes de contaminacgées fecais (SCOTT, 2002; MIESZKIN et
al., 2009). A utilizagao de biomarcadores hospedeiro-especificos € de grande
relevancia em sua aplicagcdo em aguas ambientais, principalmente em agua de
abastecimento. Segundo Bernhard & Field (2000) a persisténcia da
contaminagdo ocorre pela auséncia de métodos que indique o agente
causador.

Dentre os biomarcadores pode-se citar os Géneros Bifidobacterium,
Methanobrevibacter e a ordem Bacteroidales que estao presentes naturalmente
na microbiota humana e animal, ainda podemos citar os Enterococcus, F+ RNA
colifagos, virus que causam lise em bactérias do grupo coliformes. Desta
forma, presenca desses marcadores na agua é indicativo de contaminacgao
fecal especifica de humanos, suinos, bovinos e equinos, dentre outros
(PEDROSO et al., 2003; GORDON et al., 2013).

Dentre os representantes do género Bifidobacterium, podemos citar B.
adolescentis e B. dentium, espécies associadas a microbiota humana, B.
ruminantium, associada a ruminantes, B. psychraerophilum, associada a
suinos, entre outros (STENICO et al., 2014).

No Dominio Archaea, encontramos o género Methanobrevibacter, onde
podemos citar M. smithii e M. oralis, associados a microbiota humana, M.
ruminantium, associado aos ruminantes, M. thaueri, associado a suinos e M.
gottschalkii, associada a equinos (HORZ & CONRADS, 2011; MATHUR et al,,
2013).

1.9. Ordem Bacteroidales e género Methanobrevibacter smithii

O filo Bacteroidetes sao representados por bacilos Gram-negativos, e
possui 4 classes: Bacteroidia, Cytophagia, Flavobacteriia e sphingabacteria. A
classe Bacteroidia possui uma unica ordem: Bacteroidales, que por sua vez

possui cinco familias: Bacteroidaceae, Rikenellaceae, Porphyromonadaceae,
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Marinilabiliaceae e Prevotellaceae. Esta classificagao foi baseada em analises
filogenética do gene rrs 16S rRNA (MERINO, 2012).

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

O dominio Archaea compreende o0s micro-organismos anaerobios,
termofilos e haldfilos cujas enzimas sdo adaptadas a altas concentragdes de
salinidade. Os metanogénicos, da archaea, possuem a propriedade de
consumir o hidrogénio e o dioxido de carbono a fim de produzir metano.
Membros do género methanobrevibacter sao anaerdbios estritos, produtores de
metano (FERMIANO et al., 2011).

A flora intestinal humana é dominada por duas divisdes de bactérias, o
Bacteroidetes e o Firmicutes, que em conjunto abrangem mais de 90% de
todos os tipos (filogenéticas filotipos). Archaea também estdo representados,
mais proeminentemente por um Euryarchaeote metanogénica,
Methanobrevibacter smithii, que compreende até 10% de todos os anaerodbios
nos dois pontos de adultos saudaveis (HARWOOD et al., 2014).

Considerando que o método biomolecular, além de indicar a presenca
de poluicao, também indica quem é o agente causador, espera-se que seja um
método para auxiliar o método atual, que utiliza a E. coli, representando uma
analise generalizada, nao sendo possivel determinar a fonte especifica da

contaminagao, limitando sua utilizacdo como indicador de contaminagao. A

10
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ocorréncia de micro-organismos anaerébios em ambientes aquaticos
geralmente esta ligada a entrada de emissarios de esgoto. No entanto, a
capacidade limitada de crescimento fora do hospedeiro, devido presenca de
oxigénio, é superada com utilizagao de técnicas moleculares, que permitem a
deteccao e quantificacdo rapida desses micro-organismos para posteriores
estudos (BOEHM et al., 2009).

11
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2. OBJETIVO Rubrica:

2.1. Geral

Avaliar a presenga de contaminacdo fecal em afluentes da bacia
hidrografica do rio Guandu e em &guas do rio Guandu que possuem como
destino a baia de Sepetiba por meio da aplicagdo de biomarcadores

hospedeiro-especificos.

2.2. Especificos

Verificar a especificidade dos marcadores frente a fezes de suinos,
equinos, bovinos e humanos.

Coletar amostras de agua de 10 pontos da bacia hidrografica do rio
Guandu e de 3 pontos das aguas do rio Guandu com destino a baia
de Sepetiba.

Avaliar os parametros fisico-quimicos como: temperatura, Potencial
Hidrogeniénico (pH), oxigénio dissolvido (OD), salinidade e
condutividade nas amostras.

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

Detectar a presenca de contaminagao fecal humana, de animais
suinos, bovinos e equinos pela PCR do gene rrs (16S rRNA) da

ordem Bacteroidales.

12
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3. MATERIAIS E METODOS Rubrica:

3.1. Coleta de amostras fecais

A especificidade dos iniciadores foi realizada através da PCR
convencional frente as fezes humanas, suinas, equinas e bovinas coletadas de
uma fazenda em Mato Grosso do Sul. Foram coletadas 100 gramas de fezes
de cada um dos hospedeiros. As amostras foram refrigeradas e transportadas
ao laboratoério, em seguida foram conservadas a -20°C e posteriormente foi

realizada a extragao de DNA, conforme protocolo do item 3.2.

3.2. Extracdao de DNA total de Amostras de origem fecal

A extracdo do DNA das amostras fecais foi realizada utilizando protocolo
adaptado de GRORKOPF et al., 1998 onde dois gramas de fezes foram
colocadas em Eppendorf de 2 mL, onde foram acrescidos 1 mL de PBS e
centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos (repetido 3 vezes). Logo apos foi
realizado o Freeze-Thaw, que consiste em colocar as amostras a -70°C por 2
minutos e depois a 65°C por 2 minutos, este processo foi repetido 3 vezes. Em
seguida foi acrescentado 5 mg de Lisozima e as amostras foram incubadas por
1 hora a 37°C. Apos foi acrescentado 2% de dodecil sulfato de sédio (SDS) e
as amostras foram incubadas por 15 minutos a 60°C. Em seguida foi
adicionado 250 mg de pérolas de vidro (0,imm de didmetro), as amostras
foram agitadas por 3 vezes no equipamento Mini-Beadbeater-1 (BIOSPEC) por
80 segundos a velocidade maxima e a seguir as amostras foram centrifugadas
a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido para novos tubos
de 2 mL e foi acrescentado 150 uL de CTAB/NACL (10% CTAB/0,7M NaCL);
homogeneizadas em Vortex e incubadas a 65°C por 30 minutos (Heat Block); e
armazenadas no freezer a 20°C, 24h. Foi acrescentado 60 uL de PBS/BSA
(1,5%) e 700 pyL de fenol equilibrado com TE (pH=7,5) que foi misturado
gentilmente com as méaos por 10 minutos, apds foi centrifugado a 8.000 rpm
por 10 minutos. Apés a constatacédo de lise celular através da presenca de 3
fases, o sobrenadante foi recolhido para novo tubo de 2 mL e foi acrescentado
800 pL de cloroférmio/isoamilico (24:1) e agitado manualmente por 10 minutos,

centrifugado a 13:000 rpm por 10 minutos a 10°C, o sobrenadantes foi

13
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recolhido para novo tubo de 2 mL e foi acrescentado 250 pL de acetato de
amoénio (3M a -20°C), e colocado no gelo por 15 minutos, em seguida foi
acrescentado 900 pL de isopropanol (-20°C), agitado manualmente e incubado
a -70°por 10 minutos, ou -20°C por 1 hora ou por 24h. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 20 minutos a 4°C; O sobrenadante foi
descartado e acrescentados 800 uL de etanol a 70%, para lavagem do pellet
por inversdo. As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10 min. o
sobrenadante foi descartado e ficou secando na estante 10 minutos, logo apos
o pellet foi ressuspendido em 200 pL de agua ultrapura (DNase e RNase —
free) Gibco® (INVITROGEN), com pH=7,5 (ideal para DNA). O produto foi
purificado utilizando o KIT QIAGEN (DNeasy Blood & Tissue Handbook) de
acordo com protocolo descrito no manual do fabricante. Em seguida o DNA foi
quantificado em equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (INVITROGEN)
conforme o manual do fabricante.

Para verificagdo da integridade do DNA gendémico foi realizada
eletroforese em gel de agarose apés a extragao e purificagdo do DNA. O gel foi
preparado com 1% de agarose (SIGMA-ALDRICH) em tamp&o Tris-Acetato-
EDTA (TAE) 1X , e a corrida foi realizada a 45 volts por 40 min e
posteriormente 60 v por 20 min adicionais. A coloragio do gel foi realizada com
solugao de brometo de etidio (0,3 ng/mL) e analisada através do sistema de

video documentagao ImageQuant 300 (GE Healthcare).

3.3. Coleta de amostras de aguas superficiais

Foram realizadas duas coletas no rio Guandu com destino a baia de
Sepetiba, na primeira coleta (dezembro/2013) foi realizada coleta em um Unico
ponto, ja na segunda foi realizada coleta de 3 pontos (junho/2014). Também foi
realizada coleta (julho/2014) de 10 pontos da bacia hidrogréafica do rio guandu.
Foram coletados 5 litros de amostras de todos os pontos (Figura 2).

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

total, conforme protocolo do item 3.2.

14
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Figura 2: Pontos de coleta. Google Earth

Ponto 1: Barragem de Santa Cecilia (BSC) (22°28'56.81"S 43°50'20.45"0)
Ponto 2: Rio Pirai (RP) (22°37'41.90"S 43°53'49.22"0)
Ponto 3: Calha de Ribeirdo das Lajes (CRL) (22°41'31.43"S 43°51'44.38"0)
Ponto 4: Rio dos Macacos (RM) (22°38'5.99"S 43°42'17.79"0)
Ponto 5: Rio Santana (RS) (22°38'13.87"S 43°40'5.58"0)
Ponto 6: Rio Guandu (RG) (22°43'40.35"S 43°38'26.18"0)
Ponto 7: Rio Pogos (RPC) (22°45'35.51"S 43°36'57.70"0)
Ponto 8: Rio Queimados (RQ) (22°45'35.33"S 43°36'56.53"0)
Ponto 9: Final da Lagoa (FL) (22°47'8.43"S 43°37'48.04"0)
Ponto 10: Barragem Principal (BP) (22°48'31.69"S 43°37'39.44"0)
Ponto A: Rio Guandu, destino a baia de Sepetiba
(22°52'41.97"S 43°42'41.30"0)
Ponto B: Rio Guandu, destino a baia de Sepetiba
(22°52'34.85"S 43°42'31.73"0)
Ponto C: Rio Guandu, destino a baia de Sepetiba
(22°52'51.44"S 43°42'53.69"0)
3.4. Parametros fisico-quimicos e microbiolégico
Apods a coleta foram analisados os seguintes parametros fisico-quimicos

das amostras: temperatura, pH, condutividade, OD, turbidez, cloro e salinidade.

15
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As dosagens foram realizadas através do equipamento Water Quality Checker
U-10 (HORIBA) e por medidor de cloro (HOMIS). A determinagdo do nimero
mais provavel (NMP) para deteccdo de coliformes totais e de E. coli foi
realizada através do meétodo do substrato definido (COLILERT, IDEXX),
conforme protocolo descrito em Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, AWWA & WEF, 2012).

3.5. Extracao de DNA total em amostras de aguas superficiais
O DNA total das amostras foi extraido, purificado e quantificado de

acordo com o protocolo descrito no item 3.2.

3.6. Reagcao em cadeia da polimerase — PCR

A deteccdo do gene marcador rrs (16S rRNA) e gene nifH
(Methanobrevibacter Smith) foi realizada através da PCR, onde foram utilizados
iniciadores previamente descritos (Tabela 3). Foram preparados 50 pl da
mistura de PCR contendo 1x (20 mM Tris-HCI; 50 mM de cloretro de potassio
(KCI)); tampao da reacéo, 2 U de Tag DNA Polimerase Plantinum, 50 pmoles
de cada iniciador, 0,2 mM de cada desoxiribonucleotidio trifosfato (ANTPs); 5%
de dimetilsulféxido (DMSO); 1,5 a 2,0 mM de cloreto de magnésio (MgClz);
aproximadamente 25-50 ng de DNA da amostra e agua Gibco® completando o
volume. Para controle da reagdo para verificar possivel contaminagdo com
DNA foi realizada a substituicdo do DNA pela agua. Como controle positivo foi
utilizado o DNA das amostras de fezes alvos, como controle negativo foi
utilizada a cepa Neisseria gonorrhoeae INCQS (Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude) 00601 (ATCC 49226). Todos os controles foram
incluidos em cada experimento. A amplificacao foi realizada em termociclador
Mastercycler EP (EPPENDOREF).

16




Tabela 3 - Iniciadores utilizados no estudo

... Poc: {22-GUANDUEY

Rubrica:

Oligonucleotideos - PCR Convencional

Tamanho do
Iniciadores Sequéncias Gene/Mcrorganismo Programa produto Origem
95°C-2min
Bac32F 5-AACGCTAGCTACAGGCTT-3' s 16S RNA/  95°C-1min s76np  BErhard & Field
Bac708R 5-CAATCGGAGTTCTTCGTG-3" Bacteroidales ~ °6°C-1min 30x P (2000)
72°C-1:30min
72°C-7min
§5°C-2min
rrs 16S rRNA/ 95°C-1min
PF163F 5. GCGGATTAATACCGTATGA-3' : B iz ,
Bac708R 5-CAATCGGAGTTCTTCGTG-3" Boctaroldelesidl - e A Gl4pb  Diek{2005)
suino ¢
72°C-5min
95°C-5min
95°C-1min
CF128F 5-CCAACY TTCCCGWTACTC-3' 8 165 TR P Bernhard & Field
g oGTe3 Bacteroidales de ~ 55°C-1min 55x 690pb -
Bac708R 5.CAATCGGAGTTCTT o ilodiouy (2000)
72°C-5min
55°C-5min
95°C-30s
PF183F 5.ATCATGAGTTCACATGTCCG-3' B o Bernhard & Field
\ TCGCAGTTCTTCGTG.S' Bacteroidales de ~ 57°C-1min 40x 695pb o
Bac708R 5. CAA v — =570 drin (2000)
72°C-5min
sy | 25C2mn
rrs 1 rl o .
HoF597F 5" CCAGCCGTAAAATAGTCGG-3' ; 95°C-1min !
B les d . . 6
Bac708R 5-CAATCGGAGTTCTTCGTG-3' pcleiigsiosde gwu4sine  pwk  BEED  DRkiEdw)
equino 72°C-1:30min
72°C-10min
95°C-5min
Mnif- 342F  5-AACAGAAAACCCAGTGAAGAG-3' i e
- - ; 58°C-30s 35x
Mni- 363R  5-ACGTAAAGGCACTGAAAAACC-3 Methanobrevibacter 57 7 } 222pb  Ufnar (2006)
smithii 2°C-1min
72°C-6min

PCR- Reacao em Cadeia da polimerase
pb- Pares de Base

Apés a PCR, a eletroforese foi realizada para verificar os produtos
gerados na amplificagdo. O gel foi preparado com 2% de agarose (SIGMA-
ALDRICH) em tampédo TAE 1X, e a corrida foi com 45 volts por 40 min e
posteriormente 65 v por 30 min adicionais em tampao TAE 1X. Foi utilizado o
padrao de peso molecular de 100 bp (DNA Ladder, INVITROGEN). A coloragao
do gel foi realizada com solugao de brometo de etidio (0,3 ng/mL) e analisada
através do sistema de video documentagdo ImageQuant 300 (GE Healthcare).
Apos a confirmacao da amplificagéo, os produtos foram purificados utilizando
kit Q/Aquick® PCR Purification (QIAGEN), de acordo com o manual do

fabricante.
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Os produtos da PCR foram submetidos ao sequenciamento com objetivo
de confirmar a identidade dos fragmentos amplificados. Cerca de 200 a 300 ng
dos produtos foram distribuidos em placa de 96 pogos MicroAmp® Optical 96-
well Reaction Plate (APPLIED BIOSYSTEMS). Em cada poco foi adicionado
solugdo tampao 5X, Big Dye, e 3,2 pmol.uL" dos respectivos iniciadores
forward (tabela 3). A placa foi submetida a uma reacdo de amplificagdo em
termociclador Mastercycler EP (EPPENDORF), nas seguintes condigcdes: 40
ciclos de 94°C por 10 seg, 50°C por 5 seg e 60°C por 4 min. A reacao de
sequenciamento foi realizada por eletroforese capilar em aparelho ABI Prism
3100 Genetic Analyzer Sequencer (APPLIED BIOSYSTEMS) usando o kit Big
Dye Terminator (Plataforma PDTIS/FIOCRUZ). As sequéncias com mais de
300 bases apresentando “Phred score” maior ou igual a 20 foram consideradas

boas e incluidas nas analises subsequentes.

3.8. Analise do sequenciamento

Os cromatogramas obtidos através do sequenciamento foram
convertidos para o formato “fasta” através do software Sequencher 3.0 (Gene
Codes Corporation, Ann Harbor, MI). A andlise de similaridade das sequéncias
foram realizada pelo programa BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/),
no GenBank (NCBI).
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4.1. Parametros fisico-quimicos e microbioldgicos

Os valores de pH encontrados na 1% e 2% coleta no ponto A
apresentaram pH igual a 7,57 e 7,56 respectivamente, o valor mais baixo foi
apresentado na 22 coleta no ponto B com pH igual a 6,91, no entanto todos os
valores ficaram dentro do preconizado segundo o CONAMA 357/2005. Os
valores de condutividade entre 0,224 uS/cm na 22 coleta no ponto B e 0,252
uS/ cmna 12 coleta no ponto A, apresentando assim o valor mais alto no ponto
A na primeira. Em relagéo a turbidez, todos os pontos apresentaram-se dentro
dos valores estabelecidos, os maiores valores encontrados foram na 12 e 22
coleta do ponto A (90 e 91 UNT respectivamente) e o menor valor foi na 22
coleta no ponto B com 9 UNT. Os niveis de oxigénio dissolvido apresentaram-
se na 1% coleta no ponto A e 2° coleta no ponto B com valor de 2,99 mg/L e 3,7
mg/L respectivamente, sendo considerados abaixo do preconizado pela
legislagdo que € superior a 5 mg/L e foi visto que os maiores valores de
oxigénio dissolvido foram encontrados na 2° coleta nos pontos A e C com
valores de 6,75 mg/L e 5,27 mg/L respectivamente. As temperaturas variaram
entre 20,4 e 25,5 °C, na 2% coleta no ponto B e na 12 coleta no ponto A,
respectivamente. Os parametros microbiolégicos foram considerados fora do
limite preconizado em todo os pontos de coleta com valores maiores que 24196
NMP/100mL de E. coli.
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Tabela 4 ~ Parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do rio Guandu com destino a baia de

Sepetiba
V.R
Rio Guandu
Agua Doce
Classe 2 12 coleta 2% coleta
Parémetros Dez. 2013 Jun. 2014
Ponto A Ponto A Ponto B Ponto C
Cloro residual total 0 0 0 0
0,01
(ppm)
pH 6,0a9,0 7,57 7,56 6,91 7,22
Condutividade da 0,252 0,242 0,224 0,228
Amostra, (uS/cm) Y
Turbidez (UNT?) Até 100 90 91 9 14
0.D°, (mg/L) >5 2,99 6,75 37 5,27
Temperatura (°C) - ~25,5 ~22 ~20,4 ~21,5
Salinidade (%) 5 0 0 0 0
Coliformes totais >24196 >24196 >24196 >24196
(NMP/100 mL) s
Escherichia coli 1000 >24196 >24196 >24196 >24196
(NMP/100 mL)

Ponto A= ponto principal de coleta, ponto B = 350 m distante do ponto A em direcdo a
nascente, ponto C = 450 m distante do ponto A em direcdo oposta a nascente.

? Unidade Nefelométrica de Turbidez

® Oxigénio Dissolvido

“Numero Mais Provavel

Os valores de pH ficou entre 6,4 e 7,8, dentro do preconizado pela
legislagdo em todos os pontos. Os valores de condutividade ficaram entre 33
uS/cm na calha de Ribeirdo das Lajes e 586 uS/cm no rio Pocos. Em relacao a
turbidez, todos os pontos ficaram com valores dentro do preconizado, o valor
mais elevado foi encontrado no final da Lagoa com valor de 24,8 UNT e o
menor valor foi na calha de Ribeirao das Lajes com valor 2,2 UNT. Os niveis de
oxigénio dissolvido apresentaram-se na maioria dos pontos dentro do valor
preconizado pela legislagdo, somente o rio Pirai com 4,8 mg/L, rio Macacos

com 2,4 mg/L, rio Pogos com 2,3 mg/L e rio Queimados com 0 mg/L ficaram
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abaixo do preconizado pela legislagdo. As temperaturas variaram entre 20,2 e

22,8 °C, na barragem de Santa Cecilia e rio Macacos, respectivamente. Os
parametros microbiolégicos foram considerados dentro do limite preconizado
na maioria dos pontos, com exceg¢do do rio Macacos e rio Queimados com
valores acima de 24196 NMP/100mL, em ambos.

Tabela 5 — Pardmetros fisico-quimicos e microbiolégicos dos afluentes da bacia hidrografica do

rio Guandu
V.R
. Agua I ;
Parametros Bacia hidrografica do rio Grandu
Doce
classe 2
Jul. de
2014
BSC RP CRL* RM RS RG RPC RQ FL BP
Cloro residual
0,01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
total (ppm)
pH 6,0a9,0 6,6 6,4 6,4 6,7 6,7 6,6 7 6,8 78 7
Condutividade
da Amostra, - 93 91 33 322 60 89 586 238 335 84
(uS/cm)
Turbidez (UNT?) }
Até 100
29 26 22 | 58 28 20,1 13 24,8 3,6
0.D° (mg/L) >5 7.3 48 87 24 9.3 88 23 0 83 82
Temperatura
C) - 20,2 20,6 217 22,8 22,6 2.7 22 22,2 21,3 21,5
Salinidade (%) 5
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Coliformes
totais
- 9804 | 6131 6488 | >24196 >24196 | 2909 565 >24196 | >24196 | 410
(NMP®/100
mL)
Escherichia coli
1000 120 97 10 >24196 426 52 41 >24196 173 31
(NMP/100 mL)

#Unidade Nefelométrica de Turbidez
® Oxigénio Dissolvido

°Numero Mais Provavel

"Agua de Classe Especial
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4.2. Especificidade dos iniciadores e detecg¢dao dos marcadores nas

amostras

4.2.1. Primeira coleta - aguas com destino a baia de Sepetiba

Para a realizagdao da especificidade dos iniciadores foi incluido DNA
extraido de fezes de suino na PCR com iniciadores especificos de bovino
(Figura 3.A), DNA extraido de fezes de humano com iniciadores especificos de
equino (Figura 3.B), DNA extraido de fezes de bovino com iniciadores
especificos de suino (Figura 3.C) e DNA extraido de fezes de equino com
iniciadores especificos de humano (Figura 3.D). Os resultados demonstraram a
especificidades dos iniciadores especificos frente ao DNA extraido de amostra
fecal de outros organismos. A especificidade dos iniciadores deste estudo foi
avaliada previamente no laboratério, todos os iniciadores foram especificos
frente ao DNA fecal dos hospedeiros alvos, desta forma utilizamos apenas um
DNA fecal para demonstrar a especificidade.

Para PCR das amostras, foram utilizados os iniciadores para o gene rrs
16S rRNA de Bacteroidales de bovinos (CF128F e Bac708R), Bacteroidales de
suino (PF163F e Bac708R), Bacteroidales de equino (HOF597F e Bac708R) e
Bacteroidales de humano (HF183F e Bac708R), entretanto os iniciadores de
equino e humano descritos na literatura ndo foram sensiveis neste estudo, por
este motivo foram substituidos pelos iniciadores desenhados por Bianco, K
(comunicagdo pessoal, 2014), foram utilizados segundo o protocolo
previamente descrito no item 3.6 com DNA total extraido das amostras de agua
(n=1). A amostra de agua analisada apresentou o fragmento esperado para
todos os organismos testados. Para bovino aproximadamente 690 pb,
compativel com o fragmento detectado no DNA de Bacteroidales de bovino
(Figura 3.A), para Equino aproximadamente 242 pb, compativel com o
fragmento detectado no DNA de Bacteroidales de equino (Figura 3.B), para
Suino aproximadamente 694 pb, compativel com o fragmento detectado no

DNA de Bacteroidales de suino (Figura 3.C), para humano aproximadamente
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291 pb, compativel com o fragmento detectado no DNA de Bacteroidales de

humano (Figura 3.D).

Figura 3: Primeira Coleta. Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR das
amostras do rio Guandu com destino a baia de Sepetiba para detecgéo de contaminagéo fecal
e teste de especificidade. A) Bacteroidales de bovino (690pb); (B) Bacteroidales de equino
(242pb); (C) Bacteroidales de suino (694pb); (D) Bacteroidales de humano (291 pb). Pogos:
(pb) 100bp DNA Ladder; (1A) fezes bovina; (1B) fezes equina; (1C) fezes suina; (1D) fezes
humana; (2A, B, C, D) Ponto A; (3A) fezes suina; (3B) fezes humana; (3C) fezes bovina; (3D)
fezes equina; (4A, B, C, D) Neisseria gonorrhoeae INCQS 00601 (ATCC 49226); (5A, B, C, D)
H20 Gibco®.

4.2.2. Segunda coleta- aguas com destino a baia de Sepetiba

Os iniciadores para o gene rrs 16S rRNA de Bacteroidales de bovino
(CF128F e Bac708R), Bacteroidales de suino (PF163F e Bac708R),
Bacteroidales de humano (comunicagdo pessoal) e Bacteroidales de equino

(comunicagdo pessoal) foram utilizados segundo o protocolo descrito
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previamente no item 3.6 com DNA total extraido das amostras de agua (n=3).

‘Para bovino aproximadamente 690 pb, compativel com o fragmento detectado

no DNA de Bacteroidales de bovino, foi encontrado apenas no ponto B (Figura
4.A), para equino aproximadamente 242 pb, compativel com o fragmento
detectado no DNA de Bacteroidales de equino foi detectado em todos os
pontos (Figura 4.B), para Suino aproximadamente 694 pb, compativel com o
fragmento detectado no DNA de Bacteroidales de Suino foi detectado em todos
os pontos (Figura 4.C), para Humano aproximadamente 291 pb, compativel
com o fragmento detectado no DNA de Bacteroidales de Humano nio foi

detectado em nenhum dos pontos ( Figura 4.D).

Figura 4. Segunda Coleta. Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR das
amostras do rio Guandu com destino a baia de Sepetiba para detecgéo de contaminagao fecal.
A) Bacteroidales de bovino (690pb); (B) Bacteroidales de equino (242pb); (C) Bacteroidales de
suino (694pb). (D) Bacteroidales de humano (291pb). Pogos: (pb) 100bp DNA Ladder; (1A)
fezes bovina; (1B) fezes equina; (1C) fezes suina; (1D) fezes humana; (2A, B, C, D) Ponto A;
(3A, B, C, D) Ponto B; (4A, B, C, D) Ponto C; (5A, B, C, D) Neisseria gonorrhoeae INCQS
00601 (ATCC 49226); (6A, B, C, D) H20 Gibco®.
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Iniciadores para o gene rrs 16S rRNA de Bacteroidales de Humano, nao
foi encontrado na segunda coleta do rio Guandu com destino a baia de
Sepetiba, para se ter a certeza dos resultados foi realizada uma nova PCR com
marcador para o gene nifH de Methanobrevibacter smithii de archaea, segundo
o protocolo descrito previamente no item 3.6 com DNA total extraido das
amostras de agua (n=3), onde todas das amostras apresentaram
aproximadamente 222 pb, compativel com o fragmento detectado no DNA de
M. smithii. Para verificar a especificidade dos iniciadores foi incluido DNA
extraido de fezes de equino (Figura 5). A especificidade do marcador foi
avaliada previamente no laboratério, e demonstrou-se especifico frente ao DNA
fecal dos hospedeiros alvos, desta forma utilizamos apenas um DNA fecal para

demonstrar a especificidade.

e
—
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR das amostras de agua do
rio guandu com destino a baia de Sepetiba para detecgdo de Methanobrevibacter smithii

(222pb). (1) fezes de Humano; (2) Ponto A; (3) Ponto B; (4) Ponto C; (5) Fezes de equino; (6)
Neisseria gonorrhoeae INCQS 00601 (ATCC 49226); (7) H20 Gibco®.

4.2.3. Afluentes da bacia hidrografica do rio Guandu

Os iniciadores para o gene rrs 16S rRNA de Bacteroidales de bovino
(CF128F e Bac708R), Bacteroidales de equino (comunicagdo pessoal),
Bacteroidales de suino (PF163F e Bac708R) e Bacteroidales de humano
(comunicacéo pessoal), foram utilizados segundo o protocolo descrito
previamente no item 3.6 com DNA total extraido das amostras de agua (n=10).
Para bovino aproximadamente 690 pb, compativel com o fragmento detectado

no DNA de Bacteroidales de bovino, foi encontrado no rio Queimados, rio
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Guandu e rio Macacos (Figura 6), para equino aproximadamente 242 pb,
compativel com o fragmento detectado no DNA de Bacteroidale de equino foi
detectado maioria dos pontos com excegdo do rio Guandu e barragem de
Santa Cecilia (Figura 7), para Suino aproximadamente 694 pb, compativel com
o fragmento detectado no DNA de Bacteroidales de suino foi detectado no rio
Queimados, rio Macacos e barragem de Santa Cecilia (Figura 8), para humano
aproximadamente 291 pb, compativel com o fragmento detectado no DNA de

Bacteroidales de humano nao foi detectado em nenhum dos pontos (Figura 9).

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR das amostras da bacia
hidrogréfica do rio Guandu para detecgdo de Bacteroidales de bovino (690pb). Pogos: (bp)
100bp DNA Ladder; (1) fezes de bovino; (2) rio Pirai; (3) rio Queimados; (4) rio Macacos; (5) rio
Santana; (6) barragem de Santa Cecilia; (7) calha de Ribeirdo das Lajes; (8) barragem
Principal; (9) rio Guandu; (10) rio Pogos; (11) final da Lagoa; (12) Neisseria gonorrhoeae
INCQS 00601 (ATCC 49226); (13) H20 Gibco®.

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR das amostras da bacia
hidrografica do rio Guandu para detecgdo de Bacteroidales de equino (242pb). Pogos: (bp)
100bp DNA Ladder; (1) fezes de equino; (2) rio Pirai; (3) rio Queimados; (4) rio Macacos; (5) rio
Santana; (6) barragem Principal; (7) calha de Ribeirdo das Lajes; (8) barragem de Santa
Cecilia; (9) rio Guandu; (10) rio Pogos; (11) final da Lagoa; (12) Neisseria gonorrhoeae INCQS
00601 (ATCC 49226); (13) H20 Gibco®.
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR das amostras da bacia
hidrografica do rio Guandu para detecg@o de Bacteroidales de Suino (690pb). Pogos: (bp)
100bp DNA Ladder; (1) fezes de suino; (2) rio Pirai; (3) rio Queimados; (4) rio Macacos; (5) rio
Santana; (6) barragem de Santa Cecilia; (7) calha de Ribeirdo das Lajes; (8) barragem
Principal; (9) rio Guandu; (10) rio Pogos; (11) final da Lagoa; (12) Neisseria gonorrhoeae
INCQS 00601 (ATCC 49226); (13) H20 Gibco®.

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR das amostras da bacia
hidrografica do rio Guandu para detecgdo de Bacteroidales de humano (291pb). Pogos: (bp)
100bp DNA Ladder; (1) fezes de humano; (2) rio Pirai; (3) rio Queimados; (4) rio Macacos; (5)
rio Santana; (6) barragem de Santa Cecilia; (7) calha de Ribeirdo das Lajes; (8) barragem
Principal; (9) rio Guandu; (10) rio Pogos; (11) final da Lagoa; (12) Neisseria gonorrhoeae
INCQS 00601 (ATCC 49226); (13) H20 Gibco®.

Iniciadores para o gene rrs 16S rRNA de Bacteroidales de Humano, nio
foi encontrado na Bacia hidrografica do rio Guandu, entédo foi realizada uma
nova PCR com marcador para o gene nifH de Methanobrevibacter smithii de
archaea, onde a maioria das amostras, com excegcdao do rio Guandu,
apresentaram aproximadamente 222 pb, compativel com o fragmento
detectado no DNA de M. Smith (Figura 10).
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR das amostras da bacia
hidrografica do rio Guandu para detecgéo de Methanobrevibacter smithii (222pb). Pogos: (bp)
100bp DNA Ladder; (1) fezes de humano; (2) rio Pirai; (3) rio Queimados; (4) rio Macacos; (5)
rio Santana; (6) barragem de Santa Cecilia; (7) calha de Ribeirdo da Lajes; (8) barragem
Principal; (9) rio Guandu; (10) rio Pogos; (11) final da Lagoa; (12) Neisseria gonorrhoeae
INCQS 00601(ATCC 49226); (13) H20 Gibco®.

4.3. Sequenciamento

A analise das sequéncias através do BLASTn resultou na confirmacao
da identidade dos fragmentos. Os fragmentos amplificados do gene rrs 16S
rRNA de Bacteroidales de humano, equino, suino e bovino apresentaram alta
similaridade (96-99%) com os respectivos alvos (figuras 11, 12, 13 e 14

respectivamente).

Sequences producing significant alignments:
Select: All Hone Selected.0
i1 Alignments o)

Max Total Query E

Description 5
score score cover value

ldent  Accession

jene, parhial sequence 239 239 25% 3e-59 99% HQ7870051
239 239 25% 3e-59 99% AM4049101
237 231 2% 1e-58
237 231 25% 1e-58
Uncuttured bacterium clone 03EWH24 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 237 237 25% 1e-58

T 1T ¢ 1A

Figura 11: Bacteroidales de Humano apresentou identidade de 99%
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i} Alignments

Sequences producing significant alignments:

Select: Al lone Selected.0

: o Max Total
Description

score score

™ Uncultured bacterium done horsei aai89d05 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 348 348
303 303

303 303

™ Uncultured rumen baderium gens for 168 rRNA partial seguence, clone: D-C-43 303 303
™ Uncultured rumen daderium gane for 16S rRMA partial sequence, clone’ D-C-26 303 303

Figura 12: Bacteroidades de Equino apresentou identidade de 98%

Query
cover

37%
4%
4%
34%
%

E
value

Ident
4e-92 98%
1e-78 97%
1e-78 97%
1e-78 97%

1e-78 97%

o
Accession

EU453500 1
ABA14859 1
AB614842.1
AB6127421

ABE127251

i1 Alignments

Description

Max Total Query

score score cover value

]

Ident  Accession

Figura 14: Bacteroidales de Bovino apresentou identidade de 97%

POOPTPOOOTOOIOOOOOO~"T200000000000 ~~0000000C000C0O0C00COCO0CC® C® O (

I Uncuitured bactenum clons TIWKISDE3 158 finosamal RMA gens_parial ssgusnce 839 839 93% 00 97% HO7132551
™ Uncultured Bacteroigzies badtariym clone 153MPQHO01 168 rigosomal RNA gens_parbal sequancs 833 833 93% 00

™ Uncuitured bacterium clone PWOOBT 158 ribosomal RNA gene parial sequence 828 828 93% 00

™ Uncultured bactetium clons MPOS7 168 ripgsomal RNA gene partial sequence 828 828 94% 0.0

817 817 %% 00 96% Av5958911
Figura 13: Bacteroidales de Suino apresentou identidade de 96%

Select: Ali None Selacted.0

it Alignments [

Description :ﬁ::e :::Ie S:;?' v:ue Ident  Accession

™ Unculturzd Bactercidales baderium dlone CBS 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 941 941 97% 00 97% EU5737971
™ Uncultured Badtercidales bacerium clone YHF41 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 935 935 97% 00 97% GQI218611
™ Uncutured baderium clone PYO253 158 ribosomal RMA gene, partial sequence 929 929 97% 0.0 97% KC3010391
™ Uncuturad Bactaroidales baderium done C21 168 rinosomal RNA gene._partial sequence 929 929 97% 0.0 97% HLI100RI41
I Unculturad Bacteroidales baderium clone Cow143 168 ribosomal RNA gene_partial sa 924 924 97% 0.0 97% AVEYSA67 1
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5. DISCUSSAO

Os resultados da analise de agua do rio Guandu com destino a baia de
Sepetiba demonstraram a presenca de contaminagdo em suas aguas, onde a
atividade pesqueira é de grande relevancia para a economia local. Na primeira
coleta, primavera de 2013, foi registrada concentragdo mais baixa de oxigénio
dissolvido, com apenas 2,99 mg/L que aquela obtida no mesmo ponto, na
segunda coleta, outono de 2014, com 6,75 mg/L. Ainda em 2014, onde foram
realizadas 3 coletas do rio Guandu, no ponto B foi verificada baixo nivel de OD
que aumentou nos pontos A e C. Esse aumento pode estar relacionado a
presenca de descarte de efluente doméstico que pode estar sendo diluido ao
longo das aguas que afluem para baia de Sepetiba. Segundo Pinto e
colaboradores (2010) o OD em 4&aguas é de extrema importancia para
manutenc¢do da vida aquatica, principalmente para os peixes, onde a maioria
das espécies ndo sobrevivem em quantidade inferiores a 4 mg/L de OD, sendo
a quantidade de OD a principal ferramenta utilizada, para verificar o impacto de
poluentes em aguas.

Durante a primeira coleta, a temperatura mais alta (25,5°C), no ponto A,
foi inversamente proporcional ao nivel de OD. O processo de decomposicdo da
matéria organica provoca o consumo do oxigénio presente no meio, o que é
acelerado, sobretudo em temperaturas acima de 20°C (CETESB, 2014). Ja na
segunda coleta foi observado que o ponto B, apesar de apresentar temperatura
mais baixa, foi o unico ponto que apresentou niveis de OD abaixo do
preconizado pela legislagdo, sugerindo a presenga de contaminagdo por
matéria organica. Além disso, este foi o ponto que apresentou o menor indice
de turbidez (9 UNT).

A quantidade de Escherichia coli revelou niveis elevados nas duas
coletas realizadas, em todos os pontos, o que é preocupante, pbis demonstra a
presenca de bactérias entéricas nas aguas, que pode provocar danos a satde
da populagao ao entrar em contato com essas aguas, e também é prejudicial
as espécies aquaticas, uma vez que essas bactérias utilizam o OD das aguas.

A maioria dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos analisados

nas duas coletas do ponto A ndo sofreram grandes variagbes, com excecdo da

30




POIPIPIIIIIOPPOOPOOESOOOOOO0O000C " ~00000C000C0C0C0CCCPCOS® @0 (

i Ptoc:‘[fz?,.JGUANDU/.lﬂ..l

Rubrica:

temperatura que apresentou ~3,5°C de diferenga, sendo superior na primeira
coleta, o que era esperado, pois a coleta foi realizada na primavera,
diferentemente da segunda coleta que foi realizada no outono e OD, onde na
primeira coleta realizada no ponto A o resultado obtido foi menor que o
resultado encontrado na segunda coleta do ponto A.

A PCR do gene rrs revelou a presenca de fezes bovinas, equinas,
suinas e humanas na primeira coleta (Ponto A). Para verificar se havia uma
contaminagdo constante por esses organismos, foi realizada uma segunda
coleta no outono, onde foram inseridos mais dois pontos de coleta (B e C), um
antes e outro ap6s o ponto A, para checar a possivel origem e disseminacao
desses contaminantes fecais detectados. Somente o ponto B apresentou
contaminagao fecal para a maioria dos organismos testados, com excegao ao
marcador de humano. Os pontos A e C ndo apresentaram contaminacao fecal
bovina e humana e apresentou um aumento nos niveis de OD, o que sugere
que a contaminagdo esta mais préoxima da nascente. Para checar a auséncia
de deteccdo de contaminagdo fecal humana, realizamos a amplificacdo do
gene nifH de Methanobrevibacter smithii, que demonstrou contaminacao fecal
em todos os pontos analisados, demonstrando maior sensibilidade que o
marcador da ordem Bacteriodales. Por outro lado, um estudo realizado na
Australia por Ahmed e colaboradores (2012) avaliou a especificidade de
hospedeiros e a sensibilidade do marcador gene nifH, frente as amostras fecais
de 11 espécies de animais, incluindo seres humanos e posteriormente em
amostras de aguas residuais. A especificidade do hospedeiro relatado neste
estudo em particular foi de 96%, enquanto a sensibilidade do marcador de
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).

Os resultados do estudo realizado nos afluentes da bacia hidrografica do
rio Guandu demonstraram valores de OD abaixo do preconizado pela
legislagcé@o no rio Pirai (4,8 mg/L), rio Macacos (2,4 mg/L), rio Pogos (2,3 mg/L)
e rio Queimado (0 mg/L). Vale ressaltar a auséncia total de oxigénio dissolvido

em aguas do rio Queimados que recebe o lancamento direto de esgoto
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domestico, sem qualquer tratamento, de toda a area de queimados, segundo o
IBGE (2014) a regido de queimados possui populagdo estimada de 142.709
habitantes em 2014, gerando um forte impacto negativo. Ja o rio Pocos recebe
a contaminacdo fecal de outros rios que drenam a regido urbana de
Queimados.

E interessante notar que a Lagoa do Guandu recebe aguas dos poluidos
rios Pogos/Queimados e Cabugu/lpiranga, mas apresentou niveis de OD dentro
do preconizado pela legislacdo. Esse dado pode ser atribuido ao grande
volume de agua do rio Guandu diminuindo os impactos da poluicdo (NOVA
CEDAE, 2009). A temperatura também variou de 22,8°C (rio macacos) e 20,
2°C (barragem de Santa Cecilia), o que propicia a aceleracao da
decomposicdo de matéria organica presente em agua.

A quantidade e Escherichia coli (NMP/100 mL) encontrou-se com seus
niveis dentro o preconizado pela legislacdo (<1000) na maioria dos pontos de
coleta, com .excegéo dos rios Queimados e Macacos (>24196), Silva e
colaboradores (2009) realizou o monitoramento dos afluentes da bacia do
Guandu entre 2003 e 2008 e também demonstrou a presenga de contaminagao
fecal nos rios Queimado e Macacos. Estes dados sdo preocupantes, pois
demonstra a contaminagdo constante nesses rios que afluem para a ETA
Guandu. Além disso, os autores verificaram altas concentracdes de E. coli no
rio Pirai, o que nédo ocorreu neste desse estudo. As aguas da calha de Ribeirao
das Lajes demonstraram os menores valores de E. coli, com 10 NMP/100mL, o
que era o esperado, uma vez que as aguas do rio Ribeirdo das Lajes sao
consideradas classe especial segundo o CONAMA.

A contaminagao fecal de equinos foi a mais prevalecente em 8 dos 10
pontos de coleta analisados, demonstrando a necessidade da intervencgao da
vigilancia sanitaria e da conscientizagdo da populagdo em relacdo ao descarte
de residuos domésticos, nos afluentes da Bacia Hidrografica do rio Guandu. Os
rios mais poluidos foram os rios de Queimados e Macacos que apresentaram
contaminacdo fecal da ordem Bacteroidales, de bovinos, equinos e suinos.
Curiosamente, ndo foi detectada contaminacgao fecal humana em nenhum dos

pontos testados com o marcador de bactéria, o que nos chamou atengao, uma
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vez que o rio Queimados sofre com o lancamento de esgoto doméstico sem
qualquer tratamento, e o rio pog¢os recebe rios que drenam a regiao urbana de
Queimados. Por este motivo, foi realizado a PCR do gene nifH, e foi verificada
a presenca de contaminacao fecal na maioria dos pontos, com excegao do rio
Guandu. Os resultados demonstraram a presenca de fezes equinas e humanas
na maioria dos pontos analisados, o que é prejudicial para a Bacia hidrografica
do Guandu, pois suas aguas sao destinadas ao abastecimento apés tratamento
na ETA Guandu.

As aguas do rio Guandu com destino a estacdo de tratamento
demonstraram menor contaminagéo que as aguas do rio Guandu que fluem
para a baia de Sepetiba, sugerindo um possivel descarte de material fecal apés
a captacao para ETA Guandu.

A contaminagcdo das aguas da Bacia hidrografica do rio Guandu é
preocupante, pois se os niveis de poluicao forem muito altos o tratamento se
torna bastante oneroso e até mesmo improvavel, o que pode acarretar danos a
ETA Guandu. Em meados da década de 70, a Companhia Estadual de Aguas e
Esgotos (CEDAE) foi obrigada a desativar duas estagdes de tratamento de
agua. Uma delas ficava em Santa Cruz, na Zona Oeste. A Estagdo de Santos
Malheiros captava agua do Rio Guandu-Mirim. Devido ao recebimento de uma
quantidade de poluentes, a situagdo ficou tdo grave que nado foi possivel
realizar o tratamento das aguas. No caso da ETA Guandu, a falta de
tratamento do esgoto € compensada com agua de diluigdo. Durante o processo
de transposigédo, € retirado do Rio Paraiba da Sul quantidade extra de agua
para diluir a poluicdo do Guandu (JORNAL DO BRASIL, 2003).

Por fim, concluimos que as investigacdoes a respeito das fontes de
poluicdo fecal em aguas de abastecimento publico pode contribuir para a
implementacdo das melhores estratégias do programa de monitoramento e
remediacao, a fim de melhorar a qualidade da saude humana e do

ecossistema.
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6. CONCLUSOES Rubrica:

Os biomarcadores de contaminacao fecal suina, equina, bovina e humana da
ordem Bacteriodales apresentaram especificidade frente ao material fecal

especifico

Os biomarcadores de contaminacao fecal suina, equina e bovina da ordem
Bacteriodales apresentaram especificidade e sensibilidade frente as amostras
das aguas da baia de Sepetiba e dos afluentes da bacia hidrografica do rio
Guandu direcionadas. O biomarcador de fezes humanas apresentou baixa

sensibilidade.

O biomarcador de contaminacdao fecal humana do dominio Archaea

apresentou maior sensibilidade comparado ao marcador do dominio Bacteria.

Nossos resultados expressam a presengca de matéria organica nos
afluentes da bacia do rio Guandu, principalmente nos rios Queimados e
Macacos o que compromete a qualidade das aguas submetidas a ETA

Guandu.

Em relacdo ao langamento de esgoto sanitario a situagao inspira cuidados,
principalmente na regido de Queimados, visto que a poluigdo gerada nessa

regiao esta muito proxima da captagcao de agua da ETA Guandu.

A ETA guandu foi incluida no Guiness Book por ser a maior Estacdo de
Tratamento em producdo continua, no entanto a contaminagdo dos seus
afluentes é prejudicial a ETA e assim ocasionar futuros problemas na

distribuicdo de suas aguas em quantidade e qualidade adequada ao consumo.
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