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RESUMO

O rio Sao Francisco corresponde a um dos mais importantes rios brasileiros, sendo a
principal fonte hidrica da regido Nordeste do Brasil. O uso indiscirminado de suas
aguas vem intensificando seu processo de degradacdo. No municipio de Paulo
Afonso, Bahia, esta bacia hidrografica desempenha func¢des importantes para a
populacédo local. Contudo, o crescimento populacional desordenado e a utilizacao
inadequada desse ecossistema vém impactando a qualidade da agua e vida aquatica.
O presente estudo objetivou avaliar os parametros fisico-quimicos, microbioldgicos e
parasitologicos deste rio no municipio de Paulo Afonso, Bahia, bem como realizar
trabalhos de revisdo relacionados a temas voltados para o0 monitoramento de
ambientes aquéticos impactados. Para isso, foram realizadas coletas de agua em
cinco pontos estratégicos denominados P1-P5. A determinacdo dos parametros fisico-
guimicos e de metais foram realizadas por meio de equipamentos e kits especificos.
Ja a presenca de contaminantes emergentes foi determinada por meio da analise
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para classificacdo e identificacdo bacteriana
foram utilizadas a coloracdo de Gram e o método bioquimico automatizado,
respectivamente. Este Ultimo também foi aplicado para identificacdo do perfil de
suscetibilidade/resisténcia a antibioticos. Adicionalmente, as amostras foram
avaliadas quanto a presenca de coliformes totais, termotolerantes e parasitas. Os
resultados demontraram que a maioria dos pontos investigados apresentou 0s
parametros fisico-quimicos em conformidade com a resolugdo n° 357/2005 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). Apenas o P3 apresentou
divergéncia para os valores de amoénia encontrados. Todos 0s metais investigados
foram detectados na agua, todavia, estes estavam dentro dos valores limitrofes. Em
relacdo a andlise cromatografica ndo foi identificado nenhum dos contaminantes
avalidos. Ja em relacdo a caracterizacdo da microbiota , foram identificadas tanto
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas, classificadas em 15 géneros,
representando 54 isolados. O perfil de suscetibilidade/resisténcia revelou que 40%
foram resistentes a ampicilina e 31% a amoxilina\acido clavulanico. Dos pontos
investigados o P1 e o P3 foram os mais contaminados, uma vez que apresentaram
maior diversidade bacteriana e resisténcia aos farmacos testados. Coliformes totais
estavam presentes nos cinco pontos com valores iguais ou maiores que 6.600

NMP/100 mL. J4 a andlise parasitologica detectou parasitas nos pontos P1, P3 e P5,



sendo estes as espécies: Endolimax nana (P1 e P3); Entamoeba coli (P5) e Ténia sp.
(P3). Os resultados aqui apresentados correspondem a uma alternativa viavel para o
monitoramento de ambiente aquatico impactado. A presenca e disseminacao de
bactérias patogénicas é um indicativo de que este ambiente estd albergando
microrganismos patogénicos que representam risco a populacdo podendo contribuir
com problemas futuros de saude publica. Diante disso, é evidente que sem a tomada
de medidas corretivas pleiteando a recuperacdo do rio e a conscientizacdo da
populacédo do entorno, 0s riscos para a saude, seguranca e bem-estar dos que utilizam

esta agua tendem a crescer.

Palavras-chave: Bacia hidrografica; Patdégenos bacterianos; Resisténcia; Saude

publica.



ABSTRACT

The Sa&o Francisco River corresponds to one of the most important Brazilian rivers,
being the main water source in the Northeast region of Brazil. The indiscriminate use
of its waters has intensified its degradation process. In the municipality of Paulo
Afonso, Bahia, this watershed plays important roles for the local population. However,
disordered population growth and inadequate use of this source ecosystem impacting
the quality of water and aquatic life. The present study aimed to evaluate the physical-
chemical, microbiological and parasitological parameters of this river in the municipality
of Paulo Afonso, Bahia, as well as to carry out review works related to themes related
to the monitoring of impacted aquatic environments. For this, water collections were
carried out at five strategic points called P1-P5. The determination of physical-chemical
and metal parameters were performed using specific equipment and kits. The
presence of emerging contaminants was provided by means of high performance liquid
chromatography analysis. For bacterial classification and identification, Gram stain and
automated biochemical method were used, respectively. The latter was selected for
identification of the antibiotic susceptibility/resistance profile. Additionally, how they
were evaluated for the presence of total coliforms, thermotolerants and parasites. The
results showed that most of the investigated points present the physical-chemical
parameters in accordance with the resolution n° 357/2005 of the National Council for
the Environment (CONAMA). Only P3 diverged from the ammonia values found. All
investigated metals were detected in water, however, these were within the limit
values. Regarding the chromatographic analysis, none of the contaminants evaluated
were identified. In relation to a characterization of the microbiota, both Gram-positive
and Gram-negative bacteria were identified, classified into 15 genera, representing 54
named. The susceptibility/resistance profile revealed that 40% were resistant to
ampicillin and 31% to amoxicillin\clavulanic acid. Of the investigated points, P1 and P3
were the most contaminated, as they are a source of greater bacterial diversity and
resistance to the drugs tested. Coliforms were present in the five points with values
equal to or greater than 6600 NMP / 100 mL. The parasitological analysis detected
parasites at points P1, P3 and P5, these being as species: Endolimax nana (P1 and
P3); Entamoeba coli (P5) and Tapeworm sp. (P3). The results here attributed to a

viable alternative for the monitoring of impacted aquatic environment. The presence



and dissemination of pathogenic bacteria is an indicator that this environment is
harboring pathogenic microorganisms that pose a risk to the population and may
contribute to future public health problems. Therefore, it is evident that without taking
corrective measures claiming the recovery of the river and the awareness of the
surrounding population, the risks to the health, safety and well-being of those who use

this water tend to grow.

Keywords: Hydrographic basin; Bacterial pathogens; Resistance; Public health.
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1 INTRODUCAO

Os recursos hidricos sdo essencias a manutencdo da vida, representando um
meio natural insubstituivel em todo o processo ecoldgico considerado, portanto,
fundamental desde o inicio da histéria da civilizagdo humana (Y1 et al., 2017). Sua
utilizacdo busca atender as necessidades essencias dos seres vivos. No entanto, em
decorréncia do crescimento populacional, as atividades humanas tém representado
sérias ameacas a esses recursos (ZHONG et al., 2018).

Aproximadamente 82% da populacdo mundial ndo tem acesso a agua potavel
de qualidade. Decorrente disso, anualmente, mais de cinco milhdes de pessoas
morrem por adquirirem doencas veiculadas pela agua. No Brasil, 35 milhdes de
pessoas ndo tem acesso a agua tratada, bem como menos da metade (46%) do
esgoto do pais é tratado (GUEDES et al., 2017; HECK et al., 2021).

O suprimento de agua de boa qualidade € essencial para o desenvolvimento
econdmico, para a qualidade de vida das populagbes humanas e para a
sustentabilidade dos ciclos dos nutrientes do planeta. Todavia, a sociedade tem
explorado de forma nédo sustentavel, ocasionando graves problemas a fauna e a flora,
provocando sua escassez. (OLIVEIRA et al., 2021).

Os rios, encontram-se entre 0s ecossistemas mais vulneraveis e sujeitos a
diversos impactos antropicos. Esses ambientes vém sofrendo graves transformacdes
em consequéncia da grande quantidade de efluentes sem tratamento prévio, o que
culmina na deterioracdo das propriedades fisicas, quimicas e biologicas (AGUILLAR
et al., 2020).

O monitoramento e avaliacdo da qualidade da &gua sédo fatores primordiais
para a gestdo adequada desse recurso. Desta forma, analisar os parametros fisico-
guimicos e microbiologicos da agua permite detectar ndo apenas o grau de poluicédo
presente, mas também auxilia na tomada de decisdo por meio de estratégias que
melhorem e/ou resgatem a qualidade de &gua e vida desses ecossistemas
(QUINELATO et al., 2020), eliminando os riscos para o ambiente e para saude publica
(DIAS, 2020).

O Rio Sao Francisco € um importante curso de agua que percorre
aproximadamente 2.756 km. Tem uma grande importancia regional, principalmente
para as comunidades ribeirinhas e € considerado como um dos principais fatores de

desenvolvimento do Nordeste. O abuso indiscriminado sofrido pelo corpo d’agua ao
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longo do seu leito vem intensificando o processo de degradacé&o do rio (MELO et al.,
2018). No municipio de Paulo Afonso-BA, este rio desempenha um papel importante
para a populacéo, principalmente no que diz respeito a sua utilizagdo para recreacao,
lazer e pesca. Todavia, o crescimento da cidade provocou a ocupagao de terrenos,
desobedecendo as normas ambientais e sanitarias reduzindo, consequentemente, a
gualidade das aguas e compromentendo a biota local (PINTO; MARQUES; SANTOS,
2020).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os parametros,
fisico-quimicos e microbioldgicos do Rio Sao Francisco no municipio de Paulo Afonso,
Bahia.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Analisar a qualidade das aguas do rio Sdo Francisco ho municipio de Paulo

Afonso, Bahia.

2.2 ESPECIFICOS

e Realizar trabalhos de revisdo (artigos e capitulo de livro) abordando as
seguintes tematicas: 1. Monitoramento de ambientes aquaticos impactados;
2. Técnicas moleculares para identificacdo de bactérias de importancia
clinica e ambiental e 3. Ambientes aquaticos de agua doce como um

reservatorio de bactérias resistentes;

e Avaliar os parametros fisico-quimicos da dgua em pontos estratégicos deste

rio;

e Analisar quantitativamente a presenca de metais de transicdo téxicos na

agua;

e Identificar espécies Gram-positivas e Gram-negativas ao longo do rio Sao
Francisco e avaliar seu perfil de suscetibilidade/resisténcia a diferentes

antimicrobianos;

e Avaliar a qualidade da agua por quantificacdo de coliformes totais e

termotolerantes;

¢ Realizar a analise parasitolégica da agua coletada nos pontos investigados;

e Realizar andlises cromatograficas nos pontos investigados;

e Ampliar o acervo da bacterioteca de microrganismos de ambientes aquaticos

impactados da UFPE.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 AMBIENTES AQUATICOS IMPACTADOS

A agua € um dos recursos naturais mais significativos para manutencao da vida.
Entretanto, acbes antropicas tém resultado, cada vez mais, na sua escassez. A
utilizacdo da agua tém sido progressiva devido ao aumento populacional e as
alteragbes no manejo do solo, resultando assim, em uma crescente pressao sobre 0s
ecossistemas aquaticos e, com isso, potencializando sua degradacdo (MARTINS;
ANTUNES, 2019).

Em 2019, foram divulgados dados do relatério de agua, saneamento e higiene
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e do Fundo das Nac¢des Unidas para a
Infancia (Unicef), os quais relataram que aproximadamente 2,2 bilh6es de pessoas no
mundo ndo tém servicos de agua potavel; 4,2 bilhdes de individuos ndo possuem
acesso a esgotamento sanitario seguro e cerca de 3 bilhdes de pessoas ndo possuem
instalacdes basicas para lavar as maos de forma adequada. Nesta abordagem, a
Figura 1 apresenta dados referentes a utilizacdo de agua potavel em 117 paises no
ano de 2017.

Figura 1 - Proporcao da populagdo que usa os servi¢os de agua potavel com gestao segura em 117
paises

# p : A > U
1 -
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&

Fonte: WHO (2019).

De acordo com o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), a agua
designada para o consumo humano deve respeitar os padroes de potabilidade,
estando livre de qualquer tipo de contaminagéo, sendo esta de origem quimica, fisica,

microbiolégica e/ou radioativa, devendo assim, ndo oferecer riscos a saude
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(CONAMA, 2011).

Os ecossistemas de agua doce sdo 0s que mais tém sofrido influéncias
antropicas, com destaque para os rios e riachos (ARAUJO; OLIVEIRA, 2013). Nesta
Otica, a principal preocupacdo com a qualidade da é&gua se concentra nos
contaminantes emergentes (presentes em efluentes domésticos, industriais,
hospitalares e provenientes das atividades agricolas e pecuaria). Esses
contaminantes, mesmo em concentracdes extremamente baixas na matriz aquatica,
possuem efeitos téxicos que se atribuem a exposicdo crbnica na ordem de
nanogramas a picogramas por litro e, portanto, podem acarretar danos diretos a biota
local. Assim, conhecer 0S riscos que esses contaminantes representam aos
ecossistemas aquaticos é de suma importancia, uma vez que permite a antecipacao
de medidas preventivas (CARTAXO et al., 2020).

3.2 BIOMONITORAMENTO DE AMBIENTES AQUATICOS IMPACTADOS

Os impactos ambientais ocasionados nos ecossistemas aquaticos tém levado
a sua degradacdo, afetando diretamente e indiretamente sua permanéncia. Desta
forma, faz-se extremamente necessaria a avaliacdo desses impactos causados por
diferentes poluentes e suas consequencias para sobrevivéncia dos seres que ali
habitam ou daqueles que utilizam de suas aguas (GARCIA et al., 2018).

Este tema serd mais detalhado no artigo 1 de revisdo encontrado no tépico
resultados desta dissertacéo.

3.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DE MICRORGANISMOS AQUATICOS

O entendimento de que o genoma carrega informac¢des que podem ser
utilizadas para o estudo de relacdes evolutivas entre os organismos foi um grande
marco para o desenvolvimento de métodos moleculares, pois, até entdo a taxonomia
dos procariotos era baseada na observacdo de caracteristicas morfologicas,
bioquimicas e fisiolégicas que, apesar de muito Uteis, ndo possibilitavam o
estabelecimento das suas relagdes evolutivas (DUARTE et al., 2019).

Desta forma, o desenvolvimento de ferramentas moleculares impulsionou
grandes mudancas na identificacdo microbiana, uma vez que, diversos métodos

moleculares estdo disponiveis para analises da diversidade microbiana em amostras
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ambientais (AVANZI et al., 2017).

Esses métodos podem ser usados para estudos de parentescos entre 0s
isolados e diferenciacéo entre as espécies. A escolha de metodologias apropriadas
dependera da finalidade do estudo e da escala geografica de utilizacdo, visto que,
uma comunidade de microrganismos pode englobar diferentes espécies, logo esses
métodos de identificacdo devem ser adequados para a diferenciacéo e tipificacdo dos
isolados (BORAH, 2018).

O artigo 2 de revisdo localizado no topico de resultados mostra um
levantamento das principais técnicas moleculares atualmente utilizadas para

caracterizacdo molecular de bactérias, tanto de origem clinica quanto ambiental.

3.4 POLUENTES EM AMBIENTES AQUATICOS

O desenvolvimento industrial e a urbanizagdo lancam uma variedade de
poluentes no meio ambiente, principalmente nos ambientes aquaticos, gerando cada
vez mais consequéncias aos organismos que os habitam. Um dos maiores desafios
da humanidade é a disponibilidade de agua, que devido a poluicdo tém se tornado
mais escassa, de modo que, os produtos quimicos sdo os importantes agentes
responsaveis por essa mudanca global (CAVALCANTI et al., 2014, BERNHARDT;
ROSI; GESSNER, 2017).

Um ponto importante a ser considerado corresponde a urbanizacédo. Este € um
dos principais processos que tem resultado nas mudancas do solo, 0o que tem
ocasionado a liberagdo de cargas quimicas em corpos d’agua alterando o
ecossistema aquatico e gerando pertubacfes nos sedimentos. Diversos poluentes
possuem a capacidade de estarem presentes em sedimentos de ecossistemas
aquéticos, os quais podem adsorver esses componentes e com iSSo permanecer por
décadas. Entretanto, além da adsorcdo, esses poluentes podem ser lancados
diretamente em colunas de 4gua e serem incorporados pela biota (CARDOSO et al.,
2019).

Estes contaminantes podem causar alteragdes e anormalidades em estruturas
populacionais desses ecossistemas, 0s quais passam a ter baixa capacidade de
sustentar processos autodepurativos, ocasionando problemas ambientais graves e de
saude publica a populacéo (SINGH et al., 2020). Muitos sdo produtos quimicos como

pesticidas e produtos farmacéuticos, sendo estes planejados de forma especifica para
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prevenir ou matar o crescimento de organismos indesejaveis, interferindo
principalmente no seu metabolismo bioquimico. Adicionalmente, podem provocar
problemas no meio ambiente a longo prazo, visto que varios desses pesticidas e
compostos farmacéuticos sao pseudo-persistentes, ou seja, seu processo de
degradacgdo pode ser muito lento no ambiente, e até mesmo uma liberagdo constante
e continuada neste ambiente podem diminuir sua capacidade degradativa
(BERNHARDT; ROSI; GESSNER, 2017).

Os metais também sdo compostos poluentes que podem ser encontrados
nestes ecossistemas. Estes sdo liberados principalmente através de efluentes
industriais, urbanos e agricolas, sendo lancados diretamente no ambiente podendo
afetar tanto a saude de plantas, quanto dos animais e seres humanos. Seus impactos
correspondem a uma das mais principais preocupacdes da nossa atualidade,
substancialmente quando h& interagbes com as pessoas, devido sua baixa
capacidade de biodegradacdo (FLECK; TAVARES; EYNG, 2013; CAVALCANTI et
al., 2014).

A existéncia de metais tOxicos em ambientes aquaticos pode causar danos
renais, carebrais, no figado e lesdes nos 0ssos, como também cancer e problemas do
sistema respiratério (FLECK; TAVARES; EYNG, 2013). A exposi¢ado de organismos a
esses compostos pode ser de modo crénico, e com iSSo 0 organismo absorvé-los de
forma progressiva. Muitos desses contaminantes possuem potencial mutagénico e
carcinogénico sendo considerados também disruptores endécrinos (VASQUEZ et al.,
2014). A Figura 2 ilustra um esquema representativo com o0s principais locais de

descarga de efluentes liberados em ambientes aquéticos.
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Figura 2 - Principais fontes poluidoras dos ambientes aquaticos
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3.5 CONTAMINACAO AQUATICA E OS IMPACTOS PARA SAUDE PUBLICA

A agua € um dos principais recursos para a sobrevivéncia dos seres vivos no
planeta, visto que, a mesma participa de diversos processos biolégicos e ocupa cerca
de ¥ da superficie da terra. Um dos principais problemas relacionados aos recursos
hidricos é a contaminacdo dos ecossistemas aquaticos, o qual tem ocorrido
principalmente em paises em desenvolvimento, sendo ocasionado sobretudo pelos
residuos industriais e domésticos (MELLO; COSTA, 2016).

A crescente necessidade por 4gua tem aumentado os niveis de contaminantes
desse ecossitema, com isso, associacdo entre agua contaminada e a falta de
saneamento basico ocasiona cerca de 1,6 milhdes de 6bitos anuais no mundo
(YAMAGUCHI et al., 2013). Grande parte das internaces hospitalares no Brasil sdo
causadas por Doencas de Veiculagdo Hidrica (DVHSs), sendo estas resultantes da
baixa qualidade da agua consumida pela sociedade. Sendo assim, o abastecimento
de agua somente é consideravel potavel para seres humanos se estiver de acordo

com os valores limitrofes dos parametros fisicos, quimicos, microbiolégicos e
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organolépticos (MELLO; COSTA, 2016).

Devido a caracteristica da agua de veicular a transmissao de microrganismos,
€ de suma importanica as analises microbiolégicas, sobretudo porque sdo os
principais responsaveis pela ocorréncia de doengas em seres humanos, podendo
causar diarreias, disenterias, hepatites, coOlera, entre outras enfermidades graves.
Sendo assim, as analises de coliformes totais e termotolerantes, protozoarios, virus
e fungos também sado imprescendiveis para o controle e prevencdo de doencas na
populacdo e agravos na saude publica (YAMAGUCHI et al., 2013; MELLO; COSTA,
2016). A Figura 3 representa a geracao de residuos pelo ser humano e a destinacao

final destes no meio ambiente, bem como os impactos que podem ser ocasionados.

Figura 3 - Ser humano como fonte geradora de residuos no meio ambiente e sua destinacao final
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Fonte: Adaptado, Aragéo (2018).
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Nesta Otica, é perceptivel que um dos maiores problemas encarados
atualmente refere-se as doencas de veiculagdo hidrica, posto que a agua e a saude
humana estédo intimamente relacionadas. Uma vez contaminada, a 4gua passa a ser
o principal meio de veiculagdo de doencas. Devido a isso, conhecer 0s riscos
associados a exposicao deste recurso permite antecipar e mitigar sérios danos para
as geracoes futuras (CARTAXO et al., 2020). Neste contexo, a realizacdo de estudos
voltados para o monitoramento dos recursos hidricos em relagdo a presenca de
contaminates emergentes e como esses afetam o0s seres vivos é crucial para
determinar os impactos gerados ao meio ambiente, salude publica e a sociedade.

O subtopico 4.3 dos resultados corresponde a um capitulo de livro aceito para

publicacdo. Este faz uma andlise sobre o ambiente aquatico como reservatério de



bacterias resistentes.

3.6 ASPECTOS GERAIS DO RIO SAO FRANCISCO

24

O Brasil possui 12 regides hidrogréaficas, umas delas é a regido hidrografica do

Rio Sdo Francisco (Figura 4) que corresponde a 8% do territério nacional. Este é o

maior rio totalmente brasileiro, com cerca de 2.756 km. Possui uma area de drenagem

de aproximadamente 640.000 km2 e esta localizado nos estados da Bahia/BA, Minas
Gerais/MG, Pernambuco/PE, Alagoas/AL, Sergipe/SE, Goias/GO e Distrito
Federal/DF, abrangendo 507 municipios (ASSIS; RIBEIRO; MORAES, 2018).

Figura 4 - Mapa de localizacéo da Regido Hidrogréafica do Rio Séo Francisco
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Devido a sua extensao e aos diferentes ambientes percorridos, a regiao

hidrogréfica deste rio foi dividida em quatro unidades fisiograficas: Alto, Médio,

Submédio e Baixo Sao Francisco (Figura 5). O alto Sdo Francisco situa-se em Minas

Gerais e abrange as sub-bacias do rio das Velhas, Para e Indaia, além das sub-bacias

dos rios Abaeté e Jequitai. O médio Sao Francisco compreende as sub-bacias dos
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afluentes Pildo arcado e do Jacaré, e as sub-bacias dos rios Paracatu, Urucuaia,
Carinhanha, Corrente, Grande, Verde grande e Paramirim, nos estados de Minas e
Bahia. O submédio situa-se nos estados da Bahia e de Pernambuco, incluindo as sub-
bacias dos rios Pajeu, Tourdo, Vargem e Moxotd. J& o baixo do S&o Francisco engloba
parte do estado da Bahia, comecando no municipio de Paulo Afonso, e dos estados
de Alagoas e Sergipe, alcancando a foz (CAMARGO et al., 2020).

Figura 5 - Divisao Fisiogréafica da Regido Hidrografica do Rio S&o Francisco
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Fonte: SOUZA et al., (2017).

A bacia do Séo Francisco contempla fragmentos dos biomas: Floresta
Atlantica, Cerrado, Caatinga, costeiros e insulares. E localizado em parte da regiéo,
do Poligono das Secas, sendo reconhecido como um territério propenso a
prolongadas estiagens com varias zonas geograficas e diferentes indices de aridez.
Encontra-se majoritariamente na regido Nordeste, estendendo-se até o norte de Minas
Gerais. O clima apresenta variabilidade associada a transicdes do umido para o arido,
com temperatura média anual variando de 18 a 27 °C. A pluviosidade apresenta
média anual de 1.036 mm, sendo que os mais altos valores de precipitacdo ocorrem
nas nascentes do rio e os mais baixos entre Sento Sé e Paulo Afonso, na Bahia
(CASTRO; PEREIRA, 2019).

Nascida em funcdo da criacdo da hidrelétrica em meados do século XX, a
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cidade de Paulo Afonso, emancipada em 1958, localiza-se no interior da Bahia e
pertence a mesorregiao do Vale do S&o Francisco, a qual abrange uma area total de
1545 kmz2. Este municipio se desenvolveu a partir da necessidade da geracao de
energia para o Nordeste sendo implantada a Companhia Hidrelétrica do Sao
Francisco (CHESF). Possui populacdo estimada em 119.930 habitantes, sendo
considerada o décimo quinto municipio mais populoso do estado baiano (GIUDICE,
2021; BRANDAO et al., 2019).

Paulo Afonso conta com um complexo hidrelétrico formado por quatro usinas
(Paulo Afonso |, II, 11l e 1V), com total de 3.880 MW, além da Usina de Apolénio Sales,
em Delmiro Gouveia-AL. Atualmente o municipio desempenha importante papel na
vida dos que vivem em seu entorno, visto que as aguas do Rio S&o Francisco abrigam
em suas margens pontos comerciais, sendo uma via intensa para o turismo e lazer na
regiao (SANTOS et al., 2020; MELO et al., 2018).

Devido a sua localizacdo no baixo do Sao Francisco, esta € uma das regifes
gue mais sofre impactos ambientais (Figura 6), comprometendo 0 uso dos recursos
naturais e o desempenho de atividades como a pesca. O trecho final do submédio e
inicio do baixo Sao Francisco possui 0 maior nimero de barragens de toda a bacia, 0
gue impacta significativamente o rio e as espécies que estdo praticamente extintas na
regido. No entanto, além da construcdo das barragens, outros impactos tém
contribuido para a deterioragcdo deste ambiente, como a poluicdo, projetos de
irrigacdo, desmatamento e mau uso do solo, assoreamento, introducao de espécies
n&o nativas, sobrepesca e turismo (ASSIS et al., 2017; BRITO; MAGALHAES, 2017;
SOUSA; GOMES; BRITO, 2017).
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Figura 6 - - Representacdo esquematica dos pontos de estudo no municipio de Paulo Afonso — BA

Fonte: Autora (2021).
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4 RESULTADOS

Os resultados desta dissertacado serdo apresentados na forma de artigos e
capitulo.

4.1 ARTIGO DE REVISAO

A reviséo de literatura sobre a estado-da-arte de biomarcadores como uma ferramenta
para monitorar o impacto ambiental em ecossistemas aquaticos foi construida na
forma de artigo de revisdo publicado em outubro de 2020 no periédico: Brazilian
Journal of Development, link para acesso: file:///C:/Users/Milena/Downloads/17871-
46056-1-PB%20(3).pdf
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ABSTRACT

The assessment of aguatic contamimants through biomarkers iz an efficient approach in studies of
environmental risk and impact since 1t detects the effects of living beings exposed to the polluted
environment early. In this semse, this study aims to demonstrate the use of metallothionein,

acetylcholinesterase, micronuclel, comet assay, and cytochrome P450 biomarkers, correlating them
e
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to the xenobiotic process in the aguatic environment and how thev sigmal changes in this
environment. This 15 a iibliographic review, which was camed out searches in the VHL databases:
Lilacs, Medline, and Google Scholar, from 2006 to 2020. Metallothioneins i3 a biomarker that
assesses the process of detoxification and homeostasis of metal ions. Acetylcholinesterase 1s used
to assess the neurotoxic effects cansed by xenobiotics. Exposure to genotoxic compounds 13 venfied
by the micronucleus tests and comet azsay, being thiz an evaluation at the cellular level, where the
first analyzes nuclear abnormalities or deformation in the morphelogy of the nucleus, and the other
vernfies breaks in the DNA structure. Cytochrome P4350 plays a central role in exidative metabolizm
and detoxification of natural and xenobiotic substances present in pesticides and ferfilizers. It is
known that aguatic contamination 15 a threat to the conservation and management of these
ecosvstems, making it necessary to use specific and sensitive biomarkers that are capable of
detecting the damage early. Therefore, biomarkers comespond to an effective tool for this purpose,
as 1t enables the production of reliable data, favoring the implementation of adequate measures for
the prevention, either-or recovery of aquatic ecosystems.

Kevwords: monitoring, polluted environment, contaminants.

RESUMO

A avaliacio de confaminantes aquaticos atraves de biomarcadores & uma abordagem eficiente nos
estudos de risco e impacto ambiental, uma vez que detecta os efeitos dos seres vives expostos ao
ambiente poluide precocemente. Neste sentido, este estudo visa demonstrar o uso de metalotionina,
acetilcolinesterase, mucromiclecs, ensaio de cometa e biomarcadores de citocromo P430,
comelacionando-os com o processo xenobidotico mo ambiente aquatico e como eles sinalizam
mudan¢as neste ambiente. Esta é uma revisdo hbliografica, que fo1 realizada através de buscas nas
bases de dados da BVS: Lilacs, Medline, e Google Scholar, de 2008 a 2020. Metallothioneins & um
biomarcador que avalia o procezso de desinfoxicacdo e homeostaze de lons metalicos. A
acefilcolinesterase € utilizada para avaliar oz efeitos neurotdxicos causados pelos xenobidticos. A
exposigio a compostos genotoxicos & verificada pelos testes de micronncleo e ensaio de cometa,
sendo esta uma avaliacdo a nivel celular, onde o primeiro analisa anormalidades miclearss o
deformacdes na morfologia do micleo, e o outro verifica quebras na estmtura do DNA. O citocromo
P430 desempenha um papel central no metabolismo oxidativo e na desintoxicacdo de substincias
naturais & xenobidticos presentes em pesticidas e fertilizantes. Sabe-se que a contaminacio aguatica
& uma ameaca 3 conservacdc & ao manejo destes ecossistemas, tormando mecessano o uso de
biomarcadores especificos e sensiveis, capazes de detectar os danos precocements. Portanto, os
biomarcadores comespondem a uma ferramenta eficaz para este fim, pois permitem a produgio de
dados confiveis, favorecendo a implementagiio de medidas adequadas para a prevengéo, ou a
recuperagio dos ecossistemas aquaticos.

Palavras-chave: monitoramento, meio ambiente peluido, contaminantes.

1 INTREODUCTION

The world population growth caunsed the expansion of urban and rural activities, triggering
an increase in industrial activities and in the production of chemical residues that are produced on a
large scale, constituting, in most cases, the main polluting source of the aquatic environment. As a
consequence, these environments have been undergoing senous changes resultmg from large
amounts of effluents without previous treatment, which generates physical, chemical, and biclogical
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deterioration, putting at risk the crganisms that live there and the population health (AGUILLAR et
al, 2020; SAVASSI, 2019; PURIFICACAQ JUNIOR et al, 2017).

According to the World Health Orgamization (WHO), water scarcity will affect two-thirds
of the world population in 2030 as a result of the excessive use of water resources for food
production and agriculture (FAO, 2015). Brazil holds almost 15% of the world's water reserves,
which is a scarce natural resource, imdispensable for life and most econemic activities.
Contamination of this water can occur in several ways, with emphasis on pollution by sewage, heavy
metals, pesticides, and fertilizers (MIGUEL, 2019).

The consequences resulting from impacts on the aguatic environment lead to the degradation
of this environment, through changes in the charactenistics of the local biota, resulting from lnman
activities that directly or indirectly affect the health of this ecosystem (GARCIA et al, 2018).
Therefore, it 1s necessary to assess the impact that pollutants cause on environmental quality, thus
identifying their effects on the living beings of these ecosystems. The use of biological parameters
to assess water quality is based on the response of organisms to the environment in which it is
inserted. In this context, the use of biomarkers arses, which are mmportant tools for assessing
ecological risks, also used to assist in understanding the effects at the population or community
level, besides to determine the degree of impact on the biota, as well as identifying the stressors or
pollutants responsible for this effect. These biomarkers also assist in the diagnosis of nsk of
exposure to the human population (GOMES etal., 20197

Thus, the assessment of aquatic contaminants through biomarkers is an efficient approach in
studies of nisk and environmental impact due to they detect early the effects that are cccwmng in
living beings exposed to the polluted environment. Also, The use of biomarkers 15 essential so that
protective measures can be taken for this environment. This review demonstrates the use of
metallothionein, acetylcholinesterase, micromaclel, comet assay, and cytochrome P450 biomarkers.
These correlated to the zenobiofic process in the agquatic envirenment and how they can signal the

processes of alteration in this medium.

2 METHODOLOGIES

Thus 15 a bibliographic review with a qualitative approach to the exploratory narrative type.
For this, there used as a strategy for the identification and selection of articles, the survey of studies
indexed in the databases available m the Virtual Health Library - VHL such as Lilacs, Medlme, and
Google Scholar. In the bibliographic survey, there used descriptors based on the Health Sciences
Descnptors (HSD): Biomarkers and Aquatic Environment, also used in isolation and combimnation.
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There used uncontrolled descniptors to meet the objective of this study, which are aguatic
environment and pollution biomarkers. Controlled descniptors represent the terms registered in the
HSD, while the uncontrolled ones refer to words or synonyms that represent the subject to be
searched. There used studies from 2006 to 2019, Portuguese and English were considered eligible,

besides theses and dissertations.

JENVIRONMENTAL IMPACTS CAUSED TO THE AQUATIC ECOSYSTEM

Water 13 an mdispensable resource for the survival of various forms of living beings. Also.
it is essential for the maintenance of the physiological conditions of organisms. Due to the increased
demand for consumption, the availability of potable water is becoming increasingly limited, as well
ag the increase in population and the consequent degradation of its quality (YAMAMOTO, 2016).

According to CONAMA Resclution No. 01 of 01/23/86, the designation of environmental
impact corresponds to any changes in the physical, chemical and biological properties of the
environment, as a result of human activities that, directly or indirectly, affect the health, safety,
either-or well-being of the population. Besides, social and economic activities, biota, sanitary and
aesthetic conditions of the environment, and guality of environmental resources.

Industrial growth and urbanization have been increasing exponentially in recent decades.
causing the expansion of urban and rural activities and significantly altering the agquatic ecosystem,
due to the multiple impacts arising from human activities. The increase in these activities generates
important damages to these environments, since the improper destination of agquatic contaminants
such as solid, liquid, and volatile residues. Without the proper treatment, it can subsequently lead to
bicaccumulation and biomagmification processes in the different trophic levels of the food chain
thus reaching places far from the starting point of the discharge (MENEZES et al., 2019; SILVA,
2018).

In Brazil, there produced, approximately 214 thousand tons of solid waste daily, almost all
of them are disposed of on the ground, either in the form of landfills, controlled landfills, or open-
air dumps. The main ansing damages from these residues that can be considered the entrophication
of water bodies, leaching, mainly nitrate, and the emission of greenhouse gases. The inadequate
disposal of organic waste produced through agricultural activities, mainly ranching, leads to the
preduction of a large number of contaminants in the envirenment. The main damages resulting from
these residues are the entrophication of water bodies, which causes partial and even total death of
aquatic life, and leaching, mainly of nitrate, which can reach groundwater, generating damage
mainly for the man who uses this water for consumption. If not treated efficiently before being
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released imto the environment, Leachates are potentially adverse to the environment and can
contaminate soil and ground, and surface water (MOPRAES et al, 2020; TROMBETTA et al_, 2020).
This changing process im the aguatic envirenment over time can compromise the species’
permanence in the ecosystem, which causes higher ecological damage if the commumnity is affected
as a whole (SANTOS, 2013).

The environmental impact assessment (ELA) is a measure to predict changes that will occur
in the envircnment and aims to assess environmental impacts and their consequences. According to
the United Nations (UN), the United Nations Environment Program (UNEP) corresponds as the
main global authonity on the environment, responsible for promoting conservation and sustainable
development to improve the guality of population's life without compromising environmental
resources and services of future generations (ALMEIDA; GARRIDO; ATMEIDA 2017).

4 BIOMARKERS AS A TOOL FOR ASSESSING EXPOSURE TO CONTAMINANTS

The homeostasis of a natural ecosystem depends on the process of monitoring and adopting
adequate prevention and precautionary measures, based on the analysis of the harmful effects caused
by contaminants to the aguatic environment Therefore, environmental contamination
biomonitoring is a tool that provides information about the effects caused in this envirenment. One
of these biological tools 1s biomarkers, which can define as a measurable response that reflects the
interaction between a biological system and a potential stressor, whether physical, chemical, or
biological (SILVA, 2016; YAMAMOTO, 20146).

Biomarkers can be identified at the bicchemical, cellular, individual, population,
community, or ecosystem levels. However, the mifial effects have the highest impact on the most
basic organizational levels of biochemical and meolecular responses. These responses can be used as
biomarkers of arly contamination since, at a low level, 1t is sufficient to canse physiclogical effects.
Thus, determining the nature and degres of contamination, making it possible, in some situations,
to reverse the impact or prevent the environment from a more severe impairment (LOUREIRO,
2017).

The use of biomarkers is largely advantageous since it 1s considered an indicator of
biclogical response to contaminants or environmental stressors. Its inclusion in environmental
research, especially in contaminated areas, is increasingly frequent. It is due to its potential to
evaluate the general health of organisms that live in contaminated ecosystems, in addifion to having

the ability to detect contaminants early, reflecting a reversible toxic effect and subclinical These

Braz_ ] of Develop., Cuntiba, v. 6. n. 10, p. T3702-73720, oct. 2020. ISSN 2525-8761




34

Jrazilian _Journal of Development

enable efficiently and relatively quickly environmental changes, as they are low cost and robust in
their information (GOMES etal., 2019; VASCO et al., 2016).

The need to detect and evaluate ansing impacts from polluting substances in low
concentrations and sublethal leads to the assessment of a range of biclogical responses in several
species, often using biomarkers at the cellular'molecular level. They assess changes m high levels
of biological orgamization, which 1s before death or disease onset. These can analyze damage caused
by exposure to mefals, organic xenobiotics, and crganometallic compounds. The choice of the
species that indicates the quality of the environment imder study. it must be done comrectly, since it
will assist in the process of identifying the impacts caused to the environment.

Ameng the countless animals present in these ecosystems, fish, mollusks, and benthic
macroinvertebrates have been widely used in the biomonitoring of agquatic environments, due to
their easy geographical distribution and position in the trophic chain (CAMARGO; S0OUZA;
BURANELLO, 2019; RIBEIR.O; NUNES 2017).

5 GENERAL CLASSIFICATION OF BIOMARKERS

Several types of biomarkers respond differently to the toxic effect of contaminants,
presenting different functions, where some allow defining the presence of substances that canse
changes in the genetic matenial of the orgamism. It can cause mutagenic either-or potentially
carcinogenic effects (WVASCO et al., 2016). These can be divided into three different classes the
exposure, effect, and susceptibility biomarkers.

Exposure biomarkers are capable of detecting and quantifying excgencus substances or a
metabolite, or even a product of the mteracton between the zenobiotic or metabolite and an
endogencus component, establishing a relationship between external exposure and internal
concentrations (OLIVEIFA, 2014). Exposure to a xenobiofic is a necessary condition, although not
sufficient to bring about changes i the body. Bearing in mind that these can be used for the most
varied purposes, such as leading to the early detection of exposure, although significant changes in
the health of the exposed organism have not yet occurred. Thus, they can contnbute to the pimary
prevention and adoption of measures useful for reducing exposure (SILVA, 2016).

The effect biomarkers do not provide information about their nature, but they are
charactenistic of the occurrence of stress that can be reversible. These include biochemical,
physiological, or other changes in the tissues of an organism which begins with an adaptive
response at the molecularbiochemical level. However, if this recognition mechanism fails or if its

response capacity 13 exceeded, it can lead to physiolegical or histopathelogical imeversible damage,

Braz_ J. of Develop., Curitiba, v. 6. n. 10, p. 75702-73720, oct. 2020. ISSN 2523-8761




35

75708

Jerazilian _Journal of Development

depending on the capacity of the organ or system to respond to the stressor (CANTANHEDE, 2016:
NOGUEIRA, 2013).

Susceptibility biomarkers are indicators of processes that cause variations in responses over
time between exposure and the effect of a xenobiotic, which are predominantly genetic, although
pathologies, physiclogical changes, dmgs, and exposure to other environmental agents can also
change individual susceptibility (CANTANHEDE. 2016).

Thus, biomarkers are sensifive and specific to chemical exposure and reflect the interaction
between a substance and a biclogical system, being able to identify an early effect before it becomes
imeversible at a more complex level of biological organization (YAMAMOTO, 2016). Below are

described some of the biomarkers used in programs for monitoring impacted aquatic environments.

5.1 METALLOTHIONEINS

Metallothionems (MT) correspend to a class of cytosolic proteins, rich in cysteines that have
low molecular weight and affinity for divalent cations. TM has the fimetion of detoxification and
homeostasis of metal ions. It is through the presence of thiol groups (-5H) that they bind to excess
metals, polluting or not, protecting the organism from the toxicity of these compounds. It acts on
the mtracellnlar metabolism of copper (Cu), zine (Zn), and cadminm (Cd), helping to protect agamst
oxidative damage and toxicity resulting from excessive exposure to third metals. Thus, they act as
findamental chelating agents for the mechanism detox (LAVEADAS et al.| 2016; GOMEZ et al.,
2018; KROON; STRETENN; HARRIES, 2017).

In aquatic organisms, there is induced production of MT by an increase in the entry of metals
into cells. The gills, kidney, and digestive glands are directly invelved in this process of entry,
storage, and excretion. These also act against cellular oxidative stress, being directly connected to
the cellular antioxidant defense system (SEVCIKOVA et al, 2013; SAVASSL, 2019).

The study by Bajeshkumar; Mini; Munuswamy (2013), found that the metals most often
related to mducing MT synthesis are Cd and Hg. Although the higher synthesis of this protein is
associated with the organs involved in the uptake, metabolism, and excretion of metals, this author
detected a higher concentration of metals in the liver of the evaluated organism, the milk-fish
{Chanos chanos).

According to Buzzi; Marcovecchio (2016), MTs are early warning signs of exposure to
metals. In this study, they evaluated the levels of heavy metals in sediments and the synthesis of
MT in the crab Nechelice granulata from the estuary of Bahia Blanca, Argentina. The authors
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demonstrated that there was a slow decrease in the level of metals in the analyzed area, and the
female crabs showed a higher MT when compared to the males.

52 ACETYLCHOLINESTERASE (ACHE)

Acetylcholinesterase (AChE) is a biomarker widely used in the diagnosis of neurotoxic
effects resulting from xenobiotics. It 15 an enzyme in the group of senne esterases that catalyzes the
hydrolysis of the newrotransmitter acetylcholine (ACh) in excess in the synaptic cleft, releasing
choline and acetate and preventing an exacerbated stinmlation of neurons in order to guarantee the
nommal functioning of the motor and sensory system (ARAUJO et al., 2016).

Inhibition of AChE activity leads to a block in the transmission of nerve impulses, paralyzing
vital fimetions, resulting from the overlap of nerve impulses caused by the p

of open Wa™
channels. This consequence results in death im the exposed orgamisms, as an effect of
hyperstimulation of the parasympathetic autonomic nervous system (ARAUTO et al., 2018; FU et
al., 2018).

Besides, AChE is inhibited by pesticides of the carbamate and organcphosphate classes, as
well as by metals. The toxicity mechanism results in the accummulation of acetylcholine in the
synaptic cleft, leading to cholinergic hyperstimulation and alterations in the functionality of the
Central Nervous System (CNS), causing changes in behavior and even the death of the organism.
Thus, this enzyme has been frequently used in the biomonitoring of the aquatic environment, being
considered as one of the best indicators of effect on acute or chronic exposure of fish species
(ARAUIJO et al | 2016; MORENO et al., 2019).

The organophosphate compounds phosphorylate AChE irreversibly, which prevents the
hydrolysis of acetylcholine, causing its accumulation in the muscannic and nicotinic synapses,
resulting in a continuous propagation of nerve impulses. Carbamates cause an action similar to
organophosphates, differing only in the intensity and duration of the carbamylation bend, which 1s
lower, causing a reversible inhibition of acetylcholinesterase (SILVA, 2016).

Although these pesticides are rapidly hydrolyzed in the environment, the increase in their
use and discharge causes high toxic effects to the organisms exposed in the aquatic ecosystem.
Determination of the activity inhibition of this enzyme 1s a useful tool in the evaluation of the effects
of contamination, which makes it possible to moniter the presence of these compounds and their
possible risk for both the environment and buman health (COIMBERA etal | 2018; ARATUIO et al.,
2016).
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In their research, Alavimia et al, (2019) report that the exposure of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) to malathion leads to inhibition of AChE activities due to the binding of this
pesticide to the active enzyme site and consequent over-stimulation in synaptic transmission
between nerve cells. The maximum reduction in AChE activity in brain tissue durning the time of
exposure to malathion can be seen by the increase in neurctransmission at synapses and subsequent
hyperactivity of cholinergic pathways. Fecently, some researchers have reported significant
inhibition of AChE brain activity in Nile tilapia (Orecchromis nileficus) (HAMED, 2015, as well
as juvenile coho salmon (Oncorkynchus kisutch) (WANG et al_, 2016).

According to Arafjo et al., (2016), the activity of cholinesterases (ChEs) of several fish has
been widely used as biomarkers in programs for monitoring water resources. In their work, the
authors investigated the activity of ChEs in the Jaguar cichlid (Parachromis managuenis), cbserving
the behavior of the enzyme in the presence of different substrates and selective inhibitors, metal
ions, as well as organophosphate and carbamate pesticides. The use of these substrates and selective
inhibitors evidenced the presence of AChE and butyrylcholinesterase (BChE) mn the bram of P.
managuensis. In another work by Aradjo et al., (2018), they observed the in vifro exposure of
Tamoata (Hoplosternum litterale) to pesticides and metal ion, and it led to AChE inhibition in the
brain of this species. as well as in the presence of specific AChE (BW284c51) and BChE (Tso-
OMPA) inhibitors (ARAUJO et al_, 2018).

53 MICRONUCLEUS

Another biomarker recently used for monitoring aguatic environments comesponds to
micronuclei. These are biomarkers at the cellular level for exposure to genotoxic compounds,
formed from the condensation of the acentric chromosomes either-or whele chromosomes that de
not migrate to the poles of the mitotic spindles in cell mitesis, as they present a delay m cell division
due to lack of centromere, damage or defect in cytokinesis. These nuclear abnormalities or
deformations in the nuclens' morphology are considered indicators of genotoxic effects (SANTOS
etal  2016).

Xenobiotics can act in twe ways on the nucleus, directly on the chromesome or on the mitotic
spindle, leading to the loss of part or all of the chromosome (D'COSTA; SHYAMA; HUMAER,
2017). As previously mentioned, this process occurs during cytokinesis in the formation of the
nuclear envelope and, if not incorporated into the main nucleus, they form their own envelope,
generating the micromuclel. These changes tend to be mreversible and continue to manifest
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themselves in future generations through heredity, which may lead to a reduction in species diversity
in the impacted agquatic ecosystems (BUENO et al., 2017; COIMBERA et al., 2018).

The frequency of micronuclens has been used as a quick and sensitive indication of changes
as 1t shows breaks in the genetic material that lead to chromescmal abnormalities. This test aims to
assess the mutagenic potential that substances have to cause structural or numerical chromosomal
damage to cells in the division stage. Damage 13 often associated with the appearance either-or
progression of tumors and with adwverse reproductive effects, which makes early detection
importante (CANTANHEDE, 2016; COBANOGLU et al_, 2019).

According to Costa; Shyama; Kumar (2017), the increased incidence of micronucleus in the
blood cells of Arius arius fish ocourred due to high concentrations of trace metals, after long-term
exposure even with low concentrations of these, leading to an increase in the effects genotoxic in
cells of this species and potentially other aguatic organisms.

The work of Khalek; Morsy; Shati (2020) demonstrated that the 0. niloficus (Nile tilapia)
species, when exposed to zinc, showed an increase in nuclear deformities. However, when exposed
to nanoparticles of this metal, a significant increase in MN induction was observed, thus exerting a
clastogenic effect causing direct, imeversible chromosomal damage to DNA and loss of genetic
information. A similar result was demeonstrated in the study by Gaete et al., (2019), showing that
when Perumyiilus purpuratus was exposed to copper, the frequency of micromnclei was
significantly higher i all concentrations tested (1, 30 and 45 pg L by 24, 48 and 96 h).

It 15 worth mentioning that this test constitutes a relatively simple, inexpensive, and fast
results methodology on mutagenicity effects through simple laboratory tests of cell staining and
observation under an optical microscope. The erythrocyte's observation under the microscope
allows this identification. However, to be considered a micromacleus, it must be separated from the
main muclens of the cell, which presents distinguishable edges and with the same refringence as the
main macleuws. It is possible to observe changes in the morphology and the nuclear envelope since
they are caused by the effects of chemical substances present in the water (ALVES, 2017).

5.4 COMET TEST

The comet assay (SCGE, Single-Cell Gel Electrophoresis) is an alternative widely used to
determine genotoxicity in aquatic environments. This method checks for breaks in the DNA
structure after exposure that can be performed in vive or in vitro. It has as a prnciple the
investigation of DINA damage of cells, which are identified in the shape of a comet structure, whose
tail size 15 proportional to the damage suffered in the genetic matenal (LAPUENTE et al., 2015).
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It is a test widely used to assess the genotoxic effects of mdustnal, domestic, and agriceultural
effluents that cause damage induction and DNA repair. It has the advantage of high sensitivity to
various types of damage, being considered in some cases more sensitive to the action of toxic agents
than the micronucleus test, in addition to requinng a small number of cells and the nutotically active
cells do not need to be analyzed, enabling the analysis of any cell nucleus. This assay allows the
detection of breaks in single and double DINA bands, cross-links, alkali labile sites, and incomplete
excision Tepair sites (BIANCHI et al . 2017).

The basic principle of the test is the lysis of cell membranes, followed by the induction of
electrophoretic migration of DINA released in an agarose matrix. Thie test, in tom, promotes the
mugration of DNA fragments through the flow of electrons. The smaller fragments after migration
along with the larger ones (encapsulated in the agarose mesh), when viewed under a microscope,
assume the apparent shape of a comet, with its head, nuclear region, and tail. Cells with a round
nucleus are considered normal and without detectable damage. In contrast, the injured are visually
identified by a species of the tail. which corresponds to the DNA fragments that were dragged by
the electrophoresis electrnic current, and the damage observed is propertional to the length of the
comet's tail (ENAPPIK; FAMSDOEF, 2020).

According to Singh et al | (2019), exposure to metals in freshwater friggered the process of
genotoxicity in fish of the species Channa punctatus. This study evaluated exposure to metals in
different pericds and concentrations and revealed that they canse selective DNA damage, with
Arsenic (As), Nickel (N1}, and Chromium (Cr) being the main ones. Cadmium (Cd) did less damage.
However, at the time of the tail extension, the damage was observed in all evaluated organisms.

According to Gallao et al., (2019), the leaching process increases the damage to the DNA of
fish exposed to sublethal concentrations, given that this is considered a polluting process of aquatic
ecosystems that provides the transport of several toxic substances, such as metals. When present in
water bodies, these agents can interact with aquatic organisms and present risks to local biota due
to their deletenious effects on orgamisms at various trophic levels. The use of the comet assay
technigque in this condition allows detection even in small concentrations of these substances when
it causes DNA damage.

5.5 CITOCHEROME P4350

Cytochrome P450 (CYP 430) belongs to the family of enzymes of the Mixed Function
Meonooxygenase (MFO) system and plays a central role m the omidative metabelism and
detoxification of natural and xenobictic substances present in pesticides and fertilizers, for example.
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The 1soenzymes of CYP 430 are an enzyme complex that contains the heme group involved in the
metabolism of many drugs, steroids, and carcinegenic agents, and these enzymes are responsible
for catalyzing the oxygenation of numerous endogenous and xenobiotic substrates (FAINONE et
al, 2015).

CYP 450 has different isoforms, some of which are used as biomarkers. These are present
mainly in the liver, although they occur in a lower concentration in extrahepatic tissues. In fish,
different cytochrome subfamilies are responsible for the metabolism of xencbiotics, such as CYP1,
CYP3, and, to a lesser extent, CYP4, while CYP 450 is related with the metabolism of endogenous
substrates (BHUTIA; RAIL PATL 2015; CARDOSO; OLIVEIRA; ROCHA, 2019).

The subfamily CYP1A, especially the enzyme etoxirescrufina-O-deethylase (EROD), plays
an important role in the biotransformation of organic compownds, meluding polyeyelic aromatic
hydrocarbons (PAHs), polychlorinated biphenyls (PCBs), and dicxins. They are among the most
dangerous compounds released into aguatic habitats. The induction of this enzyme represents one
of the most studied biomarkers for contamination, as its levels and activities are related to exposure
to aromatic hydrocarbons in a dose-dependent manner, both in fish and in mammals (VIEIRA et al.,
2018; YAMAMOTO, 2016).

This enzyme has the function of metabolizing lipophilic xencbiotics into more hydrophilic
compounds to favor its excretion, but many of these metabolites formed in the detoxification process
are potentially reactive and can be genotoxic, which can cause DNA damage or lead to
carcinogenesis. After exposure to xencbiotics, EROD levels increase, and this is the basis for using
this enzyme as a biomarker of the effects of water contamination by organic pollutants resulting
from anthropic activities (BUBKINA et al , 2013; SANTANA et al., 2018).

According to Aranjo et al., (2018), there reported increasing EROD activity in fish exposed
to a wide range of pollutants, such as PAHs. These findings demonstrate that the lowest EROD
activity is concenfrated in an area where most pollutants are ncorporated inte the sediment by
decantation due to the decrease in water flow. In confrast, Leggien et al., (2019) showed that cdl
contamination induces the enzyme CYP1A in rambow trout {Oncorlynchus mykis). Smilar results
have been reported in O. niloficus under oil pollution, as demonstrated in the study of Ahmed et al.,
(2019), which showed that oil spills into natural water resources expose fish to serious problems.
The authors also observed a significant increase in CYP1 Al mBNA expression levels in the liver
tissue of this fish.
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6 CONCLUSION

Agquatic contamination represents a direct threat to the conservation and management of
these ecosystems and drastically reduces the availability of quality water for the pepulation. Besides,
it canses damage to the organisms that live there, influenced directly by human activities.

The growing use of toxic substances, such as pesticides, metals, and other orgamic
compounds, brings to the fore the need for their effects being evaluated in the environments in which
they are disseminated, to analyze the damage caused. and aveld comsequences to the agquatic
environment. In this context, the use of biomarkers is a very useful tool for this purpose.

Biomarkers serve different purposes in the aquatic environment, as shown throughout this
study, and can be used for assessments of genotoxicity, neurctoxicity, cytoplasmic organelle
integrity, which are indicators offen used to assess damage to aquatic organisms caused by
xenobiotics.

For effective menitoring with these tools, it is important to pre-determine which biomarkers
and species will be used as a possible damage indicator. Besides, taking inte consideration the
internal particularities of each biomarker, considering extrinsic and intninsic factors process that
may cause changes in the assessment.

Therefore, there strongly recommended the use of biomarkers in assessing impacts on the
aquatic environment, so that reliable data can be produced, enabling the implementation of
appropriate measures for the prevention, either-or recovery of aguatic ecosystems.
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4.2 ARTIGO DE REVISAO

A revisao de literatura sobre o estado-da-arte em técnicas moleculares para
identificacdo de bactérias de importancia clinica e ambiental foi construida na forma
de artigo de reviséao.
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Resumo

A identificacdo rapida, eficaz e especifica de patdégenos bacterianos presentes em
amostras clinicas e ambientais é de primordial importancia para o seu controle.
Tradicionalmente, as bactérias eram identificadas por meio de métodos fenotipicos
baseados na morfologia, propriedades bioquimicas e metabdlicas. Esta metodologia
permite a identificacdo mais provavel, mas apresenta limitacgdes como baixa

capacidade de diferenciacdo intra e interespécies, além de ser demorada e
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trabalhosa. O desenvolvimento dos métodos moleculares tem permitido uma
caracterizacdo taxondmica mais rapida e precisa, a identificacdo de variantes, a
diferenciacao entre agentes patogénicos e ndo patogénicos e a distribuicdo geografica
e temporal de patdégenos de importancia clinica e ambiental. No entanto, alguns
desses métodos ainda sdo desconhecidos da maioria dos pesquisadores e dos
laboratorios de diagndstico, além de serem considerados inacessiveis devido ao custo
dos equipamentos, necessidade de profissionais treinados e atualiza¢cdes constantes.
Assim, a disseminacdo do conhecimento sobre os avancos nas técnicas de
identificacdo molecular € necessaria para tornar essas metodologias acessiveis,
contribuindo para o aprimoramento dos tratamentos personalizados e implementacéao
pelos 6rgaos de vigilancia epidemiologica. O objetivo deste trabalho foi realizar uma
analise das técnicas moleculares empregadas atualmente na identificacdo de
bactérias para rastrear e monitorar a presenca de agentes microbianos em amostras

clinicas e ambientais.

Palavras-chave: Patdgenos bacterianos. Amostras clinicas e ambientais.

Diagnostico. Métodos moleculares.

Abstract

The quick, effective, and specific identification of clinical and environmental bacterial
pathogens is of prime importance for their control. Traditionally the bacteria were
identified via phenotypic methods based on the morphology, biochemical, and
metabolic properties. This methodology allows the most probable identification but
bear limitations as low capacity for intra- and inter-species differentiation besides being
time-consuming and laborious. The emergence of molecular methods is allowing faster
and more accurate taxonomic characterization, identification of variants, the
differentiation between pathogenic and non-pathogenic agents, and the geographical
and temporal distribution of clinically and environmental importance pathogens.
However, some of these methods are still unknown to most researchers and diagnostic
laboratories besides being considered inaccessible due to the equipment cost, the
need for trained professionals and constant updates. Thus, the dissemination of the
knowledge on the advances in molecular identification techniques is necessary to

make these methodologies approachable, contributing to the improvement of
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personalized treatments and implementation by the epidemiological surveillance
agencies. The objective of this work was to perform an analysis of the current
molecular techniques employed in the identification of the bacteria aiming to tracking

and monitoring the microbial agents within clinical and environmental samples.

Key words: bacterial pathogens, clinical and environmental samples, diagnosis,

molecular methods.

Introducéo

Os microrganismos, mais precisamente as bactérias, sdo seres Vvivos
conhecidos por sua capacidade de adaptacdo nos mais diferentes ambientes seja de
maneira isolada ou mais frequentemente agrupada (MURRAY et al., 2020). Estudos
envolvendo a detec¢cdo desses organismos e seu impacto na salde publica tém sido
cada vez mais frequentes, devido alguns representarem agentes etiolégicos de
doencas, principalmente aquelas decorrentes da ingestdo de alimentos e aguas
contaminadas (BRUYAND et al., 2018; BRAIEK et al., 2019).

Como as bactérias sao desprovidas de defesas fisicas, geralmente estas
desenvolvem vias de adaptagdes em ambientes considerados desfavoraveis para sua
sobrevivéncia e crescimento. Uma destas vias € a Transferéncia Horizontal de Genes
(TGH) a qual permite o aumento da resisténcia bacteriana dificultando o tratamento e,
portanto, o controle das infeccbes (CROUCHER et al.,, 2016; JUTKINA et al.,
2016). Essas caracteristicas, isoladas ou em conjunto, potencializam as infec¢fes
causadas por esses microrganismos cada vez mais dificeis de serem erradicados.
Sendo assim, € importante destacar a relevancia de um diagnéstico rapido, eficaz e
especifico, como uma das medidas iniciais para o controle e disseminacao desses
agentes.

Inicialmente, foram desenvolvidos e utilizados diferentes métodos para
identificacdo da morfologia e das propriedades bioquimicas e metabdlicas de
bactérias, os quais foram nomeados de meétodos ou ferramentas fenotipicas
(MALDONADO, ROBLEDO; ROBLEDO, 2018). Apesar de sua contribuicdo, esses
possibilitam a identificacdo mais provavel, porém né&o definitiva. Além disto, estes
métodos apresentam limitagfes por sua baixa capacidade de diferenciacdo intra e
interespécies, além de consumirem tempo e serem laboriosos (PURIFICACAO-

JUNIOR et al.,, 2017). Como alternativa, surgiram o0s moleculares, os quais
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possibilitam uma caracterizacdo taxondémica mais rapida e precisa na viabilizagdo de
diagnésticos microbiolégicos clinicos e ambientais (MAKRISTATHIS et al., 2019).
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi descrever as principais técnicas
moleculares recentemente empregadas na identificacdo de agentes microbianos
encontrados tanto em amostras clinicas quanto ambientais, como alternativas de

rastreamento e monitoramento destes locais.

Metodologia

Este estudo corresponde a uma revisao de literatura do tipo integrativa. Para o
direcionamento e conducdo do trabalho foi desenvolvido a seguinte pergunta
norteadora: Como as técnicas moleculares contribuem para identificacdo de bactérias
patogénicas de importancia clinica e ambiental? Foram estabelecidos critérios de
inclusédo e exclusao, sendo: textos completos no periodo de 2019 a 2021 e trabalhos
compativeis com o0 assunto de interesse e indexados em bases de dados
internacionais. Foram excluidas publicacdes duplicadas, revisées bibliogréficas,
editoriais, dissertacoes e teses.

A pesquisa foi conduzida a partir dos descritores extraidos da plataforma

Descritores em Ciéncias da Saude (DeSC) (https://decs.bvsalud.org/) entre eles:

Técnicas de Diagnédstico Molecular; Bactérias; Reacdo em Cadeia da Polimerase;
Infec¢des bacterianas e Alteragdo ambiental, utilizando as bases de dados Pubmed,
Medline, Science Direct e BVS. O fluxograma de selecdo dos artigos pode ser

identificado na Figura 1.
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Figura 1 - Fluxograma de analise de inclusdo e exclusdo dos artigos selecionados de acordo com as
diretrizes do protocolo PRISMA

Registros identificados por meio de pesquisa no
banco de dados: BVS, PUBMED, MEDLINE,
SCIENCET (n = 203)

I

v
Registros excluidos pelo titulo
(n =182)
Registros selecionados Registros excluidos
(n=21) — | apos leitura completa do
artigo
A 4

Artigos de texto
completo avaliados para
elegibilidade e incluidos

na revisao integrativa
(n=19)

[ Incluides ] [ Triagem ][Identificagéo]

Fonte: AUTORES (2021).

Resultados e Discussao

Dos 203 artigos encontrados nesta revisao integrativa por meio dos descritores
e critérios de inclusédo estabelecidos, 19 foram selecionados. Destes, oito (43%) foram
identificados no Pubmed, sete (36%) na Science Direct, dois (10%) na BVS e dois
(10%) na Medline, todos correspondentes a pesquisas experimentais. Para melhor
apresentacao dos resultados foi elaborado uma sintese apresentada em forma de
tabela, contendo: area/abordagem do estudo, titulo, objetivo, técnica molecular

utilizada e autor/ano (Tabela 1).
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Tabela 1 - Descri¢do dos artigos selecionados sobre identificagdo de bactérias patogénicas de importancia clinica e ambiental utilizados nesta reviséo,
contemplando a abordagem, titulo, objetivo, técnica molecular, autor/ano

Abordagem Titulo Objetivo Técnica Molecular Autor/Ano
Rapid and sensitive detection of
the vanA resistance gene from
clinical Detectar o gene de resisténcia vanA em isolados de Amplificacéo isotérmica Huanga, Q.
Enterococcus faecium and Enterococcus spp Mediada por Loop Q. etal.,
Enterococcus faecalis isolates by (LAMP) 20109.
loop-mediated isothermal
amplification
Simple Visualized Detection Amplificacio isotérmica
Method of Virulence-Associated Desenvolvimento de um método LAMP simples, pimicac Xu M. Etal.,
L - - . Mediada por Loop
Genes of Vibrio cholerae by Loop- rapido, especifico e sensivel para V. cholerae 2019
) J (LAMP)
Mediated Isothermal Amplification
Establishment and application of Amplificacéo de
Clinica a deslocamento cruzado
multiple cross displacement Desenvolver e aplicar um complexo MCDA-LFB multiplo combinado a
e \ - TR : = . Wang, Y. et
amplification coupled with para deteccao rapida, simples e confiavel de biossensor de fluxo lateral al 2019
nanoparticle-based lateral flow Mycoplasma pneumoniae baseado em B '
biosensor assay for detection of nanoparticulas formando o
Mycoplasma pneumoniae complexo MCDA-LFB
Establishment and Application of
Multiple Cross Displacement : ~ Amplificacado de
Amplification Coupled With Estabele_cer um'ensaloAMC_DA LF,B. para de’Ee;cgao deslocamento cruzado
. de C. Albicans via sequéncia espécie-especifica da P Zhao, F. et
Lateral Flow Biosensor (MCDA- T multiplo acoplado com
; : regido ITS Il com molde de DNA de culturas puras . al., 2019.
LFB) for Visual and Rapid da cepa referéncia biossensor de fluxo lateral
Detection of Candida albicans in P (MCDA-LFB)
Clinical Samples
Quantitative detection of Reacg&o em cadeia da
Ambiental Streptococcosis infection in dead polimerase em tempo real He, R. Z. et
Identificar Streptococcus agalactiae em tecido de gPCR al., 2020.

samples of Nile tilapia

cérebro de peixes mortos em estudos
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epidemioldgicos para elucidar a causa de surtos de
estreptococcosis em tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus)

Improvement and evaluation of
loop-mediated isothermal

Aperfeigoar e avaliar a amplificag&o isotérmica

Amplificacéo isotérmica

L s . i mediada por loop Xing, J.; Yub,
amplification combined with mediada por loop combinada com medico 1 Liva. Y
chromatographic flow dipstick combinada com medicao de fluxo cromatografico dic " T
o ~ e . de fluxo cromatografico 2020.
assays for Vibrio para deteccédo do Vibrio parahaemolyticus (LFD)
parahaemolyticus '
Validation of droplet digital Reacdo em cadeia da
rop '9 Validar um ensaio de reagdo da polimerase digital polimerase digital de Villamil, C. et
polymerase chain reaction for . oo N .
Salmonella spp. quantification de goticulas para quantificar o DNA genbémico de goticulas al., 2020
' Salmonella spp. (ddPCR)
Combining fish and environmental Identificar peixes doentes em condi¢fes de
PCR for diagnostics of diseased . bev . I . Reagdo em cadeia da .
o laboratorio e em sistemas de recirculacéo de agua e . Miller, M. et
laboratory zebrafish in . polimerase em tempo real
. . detritos al., 2019.
recirculating systems (RT-PCR)
Rapid and in-situ detection of Desenvolver um dispositivo portétil para
fecal indicator bacteria in water ~ amplificacéo isotérmica mediada por loop a partir de Amplificacio isotérmica Lee S etal
using simple DNA extraction and DNA extraido in situ usando um filtro de seringa pimicag L "
) : e e mediada por loop 20109.
portable loop-mediated isothermal para avaliacdo rapida de bactérias indicadoras LAMP
amplification (LAMP) PCR fecais na 4gua
methods
Jaroenram,
Xern_oI orange-l_Jased loop- Utilizar Xylenol Orange na amplificacao isotérmica Amplificacéo isotérmica W.; Cecere,
mediated DNA isothermal : S : ;
o " mediada por loop para detec¢éo visual de DNA de mediada por loop P.; Pompa, P.
amplification for sensitive naked- e .
: o : Escherichia coli LAMP 2019.
eye detection of Escherichia coli
Probe-specific loop-mediated . De§enyolver uma sonda para ampllflcagao S_ono!a para ampllflcagao Najian, A. B.
: e isotérmica mediada por loop associada a um isotérmica mediada por
isothermal amplification : e N : . N. etal.,
biosensor magnético para detecgcéo de Leptospira loop associado a
magnetogenosensor assay for 20109.

patogénica

biosensor magnético
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rapid and specific detection of
pathogenic Leptospira

Visual and rapid detection of
Leptospira interrogans using
multiple cross displacement

Amplificacédo de
deslocamento cruzado
multiplo associado a

e : Utilizar o complexo MCDA-LFB para visualizagao . Li, S. etal.,
amplification coupled with Iy L biossensor de fluxo lateral
. rapida de Leptospira interrogans 20109.
nanoparticle-based lateral flow baseado em
biosensor nanoparticulas formando o
complexo MCDA-LFB
Viability-based quantification of
antibiotic resistance genes and Quantificar genes de resisténcia a antibioticos Reacdo em cadeia da
human fecal markers in (ARGS) e marcadores fecais humanos em efluentes  polimerase de viabilidade  Eramo, A. et
wastewater effluent and receiving de estacOes de tratamento de aguas residuais rapida al., 2019.
waters (ETAR) (RV-PCR).
Rapid viability polymerase chain Reacdo em cadeia da
reaction method for detection of : - . o . polimerase de viabilidade Kane, S. R. et
i ) Detectar e identificar células viaveis de Francisella -
Francisella tularensis tularensis em amostras ambientais rapida al., 2019.
(RV-PCR)
L ~ . Shams, A.
Development of a rapld-V|_ab|I|ty Adaptar o método de PCR de viabilidade rapida R_ea(;ao em ca_del_a_l da M.; Rose, L.
PCR method for detection . ~ polimerase de viabilidade ,
e e (RV-PCR) para a confirmacao de amostras - J.; Noble-
of Clostridioides difficile spores . . - e rapida
) ambientais positivas para C. difficile. Wang, J. A.
from environmental samples (RV-PCR) 2020
Descrever o controle de um surto de infecgbes e
. . . . . Amplificagéo da
Serratia marcescens in the multiclonais por Serratia marcescens em uma i indrémi
neonatal intensive care unit: A Unidade de Terapia Intensiva Neonatal de nivel bolimerase paiindromica
: o . de elemento repetitvoe  Yeoa, K. T. et
cluster terciario e a tipagem molecular usando PCR seguenciamento de altima al 2020
. investigation using molecular palindrémica de elemento repetitivo (rep-PCR) e 9 ~ v '
Clinica e . - ~ geragao
: methods sequenciamento de ultima geracdo (NGS) na
Ambiental : S rep-PCR — NGS
investigacao
Fast, simple and highly specific ~ Desenvolver um método rapido, simples e altamente Amplificacs
- ~ mplificacdo da
molecular especifico para deteccao visual de cepas olimerase de Dong, Y. et
detection of Vibrio alginolyticus patogénicas de V. alginolyticus P al., 2020.

pathogenic strains using a

recombinase isotérmica
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visualized isothermal amplification
method

An improved recombinase

combinada com medicao
de fluxo cromatogréfico
(RPA-LFD)

polymerase amplification assay
for visual detection of Vibrio
parahaemolyticus with lateral flow
strips.
Assessment of test performance

Desenvolver um ensaio RPA aprimorado para
deteccao visual de V. parahaemolyticus aplicando
LFS para a detecc¢éo

Amplificacdo da
polimerase de
recombinase isotérmica
com faixa de fluxo lateral
(RPA-LFS)

Yang, X. et
al., 2020

and potential for environmental
contamination associated with a
point-of-care molecular assay for
group a Streptococcus in an end
user setting

Realizar uma avaliagédo prospectiva do Ensaio de
Estreptococos do grupo A - Roche Cobas Liat
(GAS) em comparacdo com a PCR em tempo real
de rotina

Roche cobas Liat (GAS)

Donato, L. J.
et al., 2019.

Fonte: AUTORES (2021).
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Os resultados encontrados possibilitaram identificar as principais técnicas

moleculares utilizadas para identificacdo de patdgenos de importancia clinica e

ambiental (Figura 2) e categoriza-los em trés tépicos principais: Caracterizacéo de

patégenos clinicos; Caracterizacdo de patdgenos ambientais e Caracterizacdo de

patdégenos clinicos e ambientais.

Figure 2 - Respresentac¢do esquematicas das principais técnicas molecular utilizadas para
identificagdo de patdgenos de importancia clinica e ambiental
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Deteccédo de patdgenos clinicos
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As infecc¢des por patdégenos de importancia clinica tém aumentado ao longo dos
anos, principalmente infeccbes microbianas resistentes a antibioticos. As rapidas
disseminacdes desses microrganismos constituem uma ameaca para humanidade, ja
gue estdo associados a altas taxas de mortalidade. Assim, sua identificacdo baseia-
se no diagnostico etioldgico das infecgdes, principalmente voltado para a detecgéo de
genes especificos através de técnicas moleculares, uma vez que estes sdo mais
rapidos e sensiveis na caracterizacao desses patdogenos (ZANOL; PICOLI; MORSCH,
2010; BROOKS et al., 2014).

Uma das técnicas moleculares mais recentes destinadas a esse objetivo
corresponde ao Ensaio de Amplificacao Isotérmica de DNA Mediada por Loop (LAMP).
O ensaio de LAMP foi desenvolvido por Notomi et al (2000), com intuito de amplificar
acidos nucléicos de apenas uma cépia para 10° copias a uma temperatura constante.
Esta técnica de amplificacdo decorre do deslocamento da fita de DNA, através da
enzima Bst DNA (Proteina polimerase de DNA de Bacillus stearothermophilus com
atividade polimerasica 5" — 3°), e trés pares de iniciadores: FIP-forward inner primer
e BIP- backward inner primer, F3 e B3 outer primers, LBP e LFP loop primers, os quais
séo especificamente desenhados para o reconhecimento de regides distintas do gene
alvo de um microrganismo (NZELU; KATO; PETERS, 2019).

Este método requer equipamentos simples como, por exemplo, banho-maria,
gue permite a observacao dos resultados diretamente no tubo, podendo ser utilizados
diferentes corantes para a deteccdo da amplificacdo do DNA do patégeno, sendo
entdo uma ferramenta de baixo custo, rapida, simples, sensivel e especifica. Essa
técnica foi utilizada para deteccdo de genes de resisténcia para vancomicina em
Enterococcus faecalis e E. faecium diretamente em amostras clinicas de urina de
pacientes (HUANGA, et al., 2019). Os autores realizaram a compara¢ao do ensaio de
LAMP com a técnica de PCR convencional e demonstraram que a LAMP se mostrou
mais sensivel na deteccdo deste gene. Quanto a sua especificidade, o ensaio
diferenciou com sucesso os isolados das duas espécies investigadas. Similarmente a
este estudo, a pesquisa realizada por Xu et al (2019), também utilizou ensaio
molecular LAMP para a deteccdo de genes de resisténcia, neste caso, associados a
bactéria Vibrio cholerae. No estudo, os autores confirmaram ser essa uma ferramenta
promissora para a deteccdo desse patdgeno, apresentando alta sensibilidade e
especificidade para o diagnostico.

Outra técnica molecular recentemente utilizada para deteccdo de patdgenos
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corresponde a Amplificacdo de Deslocamento Cruzado Multiplo (MCDA), combinada
com Biossensores de Fluxo Lateral baseado em nanoparticulas (LFB) (MCDA-LFB),
para deteccédo de Mycoplasma pneumoniae. Esta, se baseia na amplificacdo do acido
nucléico a uma temperatura fixa de 58 °C — 69 °C, em 40 min, visto que, utiliza
iniciadores especificos projetados para sequéncias alvos distintas (WANGUE et al.,
2019). A combinacdo com LFBs deve-se as ligacfes de anticorpos LFB e haptenos
especificamente marcados no lado 5’ dos primers (ZHAO et al., 2019). Sua aplicacéo
também vem sendo utilizada em fungos, como no trabalho de Zhao et al., (2019) para
deteccdo visual e répida de Candida albicans. Neste trabalho os autores
demonstraram a eficiéncia desta ferramenta para este diagnostico comparando-a com
0 método padrao-ouro utilizado, a técnica de PCR em tempo real (qPCR), revelando
gue a MCDA-LFB também é uma alternativa viavel para este fim, por ser um método

molecular facil, rapido, especifico e altamente sensivel.

Deteccédo de patdgenos ambientais

Em decorréncia, nos ultimos anos, da crescente exploracdo dos recursos
naturais, tem se tornado imprescindivel conhecer as potenciais fontes poluidoras e
seus efeitos no ambiente. Neste sentido € necessario estabelecer estratégias que
visem diagnosticar essas fontes, assim como 0s organismos atingidos, sobretudo a
microbiota que represente riscos ao ambiente e a saude humana (HE et al., 2020;
VILLAMIL et al., 2020; XING; YUB; LIUA, 2020; ERAMO; MEDINA; FAHRENFELD,
2019; MILLER et al., 2019; JAROENRAM; CECERE; POMPA, 2019; KANE; SHAH;
ALFARO 2019; LEE, et al., 2019; LI, et al., 2019; NAJIAN, et al., 2019; WANG, Y. et
al., 2019).

Os trabalhos recentes evidenciam o aumento no uso de técnicas moleculares
para identificacdo de microrganismos patogénicos. O uso destas metodologias vem
em ascendéncia causando, consequentemente, um declinio na utilizacdo dos
métodos de diagnostico tradicional (TATTIYAPONG; SIRIKANCHANA;
SURACHETPONG, 2018).

Uma das técnicas moleculares que vém sendo amplamente utilizada para este
fim € a Reacdo da Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR). Esta oferece boa
sensibilidade e capacidade para testar uma ampla variedade de agentes patogénicos

em diferentes tipos de amostras. Como exemplo, pode-se citar o trabalho de He et al.,
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(2020). Os autores identificaram um surto de estreptococose (Streptococcus
agalactiae) no tecido cerebral de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), revelando ser
esta a causa da elevada mortandade daquela espécie no ambiente investigado. Ja
Miller et al., (2019) avaliaram a qualidade da &gua e saude do peixe-zebra (Danio
rerio). Neste estudo, os autores identifaram véarios patogenos na agua: Edwardsiella
ictaluri, Flavobacterium columnare e Ichthyophthirius multifiliis, entretanto na espécie
de peixe investigada néo foi detectado nenhum microrganismo patogénico.

No entanto, esta técnica permite identificar ndo apenas bactérias, mas outras
formas de microrganismos. Nicholson; Rawiwan e Surachetpong (2018) utilizaram RT-
PCR para identificacdo do virus Tildpia Lake Virus (TiLV) em tecidos de tilapia (O.
niloticus). Neste trabalho, eles indicaram a eficiéncia desta técnica na deteccéo deste
virus reafirmando a importancia da deteccao de patdégenos em estagios iniciais da
infeccdo, como um ponto chave para o controle de doencas na aquicultura.

Além desta técnica, outras sdo utilizadas para identificacdo de patdgenos
ambientais, como por exemplo, o ensaio de LAMP utilizado para deteccdo de
Escherichia coli e Vibrio parahaemolyticus (Jaroenram; Cecere; Pompa, 2019; Xing;
Yub; Liua, 2020). A eficiéncia colorimétrica do ensaio LAMP utilizando o corante xilenol
laranja foi confirmada para deteccdo de E. coli em amostras de leite contaminadas.
Os resultados demonstraram que as amostras contaminadas apresentaram coloracao
amarelo, ou seja, positiva para o patdogeno e as puras apresentaram coloragcao roxa,
indicando resultado negativo. Os dados foram confirmados por eletroforese em gel,
sendo necessario apenas 120 min para a conclusao da analise (Jaroenram; Cecere;
Pompa, 2019). Ja o estudo de Xing; Yub; Liua (2020) combinou a vareta de medicao
de fluxo cromatografico (LFD) com o ensaio de LAMP buscando otimizar a deteccéo
de V. parahaemolyticus em cultura pura e em alimentos. Essa combinac¢éo apresentou
uma alta especificidade e sensibilidade, j& que a deteccdo do patdégeno ocorreu em
um periodo curto de apenas 30 minutos, quando comparados as técnicas moleculares
frequentemente utilizadas como, por exemplo, a PCR convencional.

Outro estudo realizado em 2019 por Lee e colaboradores validou a técnica
molecular de LAMP acoplada a um filtro de seringa de extragcdo de DNA, e
desenvolveu um dispositivo portatil para a avaliacao rapida de E. coli e Enterococcus
faecalis. Os autores monitoraram in situ bactérias indicadoras fecais na agua, de
maneira rapida e precisa sendo necessario apenas um tempo meédio de 1h, desde a

amostragem até a extracdo de DNA e confirmacéo dos patdégenos. O mesmo ensaio
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foi utilizado acoplado a um magnetogenosensor baseado em DNA colorimétrico para
deteccdo do género Leptospira. Neste estudo, 172 amostras foram utilizadas, sendo
31 patogénicas e 141 intermediarias e ndo patogénicas. O ensaio de LAMP com
biossensor obteve uma alta sensibilidade e especificidade por ser capaz de detectar
as 31 amostras de DNA de Leptospira patogénicas em baixas concentracbes com a
coloracdo azul, e 141 amostras negativas com cepas nao patogénicas e
intermediarias com coloragcdo marrom.

A técnica MCDA descrita anteriormente, também vem sendo utilizada em
amostras ambientais. Os autores Li et al (2019) realizaram um ensaio com esta técnica
também combinada com biossensores LFB, os quais formaram o complexo MCDA-
LFB para deteccéo de L. interrogans. A técnica utilizou o gene lipL41 como alvo para
a amplificacdo na deteccao desta espécie em culturas, sendo necessario apenas 70
minutos para conclusdo da analise, demonstrando excelente especificidade e
sensibilidade para sua caracterizacao molecular.

Diversas outras metodologias rapidas para deteccdo e quantificacdo de
patdgenos com base em genes e proteinas especificas vém sendo desenvolvidas,
uma vez que, além de serem testes mais rapidos, também fornecem um melhor
potencial de deteccéo e especificidade. Uma dessas técnicas, corresponde a PCR
digital de Goticulas (ddPCR), utilizada para quantificar o nimero de moléculas de DNA
em uma amostra. A solucdo contendo os primers, o Master mix, o DNA e a agua séo
divididos em milhares de partes independentes, através de capilares e emulsédo de
6leo em micropogos, isso permite que aconte¢ca uma reacao individual nesta mistura.
O numero de copias alvo na amostra podera ser calculado baseado no namero de
particbes positivas (que emitem fluorescéncia) e negativas (que nao emitem
fluorescéncia) (VYNCK et al., 2016; KUYPERS et al. 2017). Um estudo realizado por
Villamil et al (2020), utilizou esta técnica para quantificar o DNA gendmico de
Salmonella spp. Os resultados indicaram que a amplificagc&o foi positiva e possibilitou
caracterizar os 16 sororotipos testados. A ddPCR € uma tecnologia aprimorada da
PCR convencional que pode amplificar clonalmente e quantificar DNA e RNA. A
principal diferengca entre ambos os meétodos é que o ddPCR apresenta maior
sensibilidade. E uma metodologia empregada para detectar baixa concentra¢éo de
DNA, além de ser aplicada na detec¢do de patdogenos, mutacdo de gene, variacdo do
namero de cépias de gene, nivel de expressdo de mRNA e modificacdo de DNA (LI et

al., 2018). Outro exemplo da aplicabilidade deste método pode ser vistos no trabalho
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de Morisset et al.,, (2013), os quais utilizaram esta tecnologia para investigar
patdgenos de origem alimentar, especificamente de Organismo Geneticamente
Modificados (OGM), além de alguns alimentos complexos e matrizes de alimentos
para animais.

Em 2019 foi descrito um novo método de reacdo de amplificacdo do DNA,
conhecido como Reacdo em Cadeia da Polimerase de Viabilidade Rapida (RV-PCR),
para detectar e identificar células viaveis de Francisella tularensis em amostras
ambientais (Kane; Shah; Alfaro, 2019). Embora as metodologias de cultura
tradicionais sejam consideradas padréo ouro para andlise de viabilidade, este trabalho
demonstrou que RV-PCR pode detectar até o nivel de 10? Unidades Formadoras de
Colénia (UFC) por amostra de 3 mL com microrganismos de fundo em <36 h
(processamento da amostra e tempo de analise), em comparacdo a >72 h necessarias
para resultados confirmados da analise de cultura em placa. Este nivel de UFC seria
dificil de detectar em placas de agar onde outros microrganismos com crescimento
mais rapido superariam F. tularensis para o desenvolvimento de col6nias. Além disso,
0 método RV-PCR utilizou uma uUnica placa de 48 pocos para as 48 amostras (e
controles) para crescimento da espécie investigada, indicando que esta técnica €
mais viavel do que as alternativas tradicionais de cultura que utilizam placas com agar
chocolate, placas de diluicdo e placas com meio enriquecido para identificacdo desta
espécie. Portanto, mais espaco na incubadora (maior area de laboratorio) seria
necessario para placas e tubos em comparacao com placas de 48 pocos usadas para
andlise de RV-PCR. Além destes fatores, ao incorporar a extragdo automatizada de
DNA, menos residuos consumiveis sdo gerados e os extratos de DNA podem ser
obtidos mais rapidamente com menos trabalho.

Outra técnica molecular utilizada para analise de bactérias ambientais
corresponde a viabilidade qPCR (vVPCR) com Propidio Monoazida (PMA). Um estudo
realizado por Eramo; Medina; Fahrenfeld, (2019), utilizou esta metodologia para
investigar genes resistentes a antibidticos (ARGSs) nos efluentes de trés Estacdes de
Tratamento de Aguas Residuais (ETAR) e nas aguas superficiais receptoras, onde foi
guantificada cépias de genes de células viaveis de ARGs sull, tetc e blatem, genes de
marcador fecal humano BacHum e 16S rRNA. O método de viabilidade gPCR (VPCR)
usado neste estudo reduz o sinal de gPCR do DNA proveniente de fontes ndo viaveis
em amostras ambientais, obtido com a PMA, um corante que intercala de forma

irreversivel o DNA extracelular ou o DNA em células com membranas comprometidas.
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Dentre as aplicagdes deste método para direcionar ARGs, encontra-se: determinar a
eficiéncia de desinfeccdo do efluente e medir as taxas de decomposicdo microbiana.
Os resultados do estudo indicam que gPCR pode subestimar ARGs de células viaveis
e genes indicadores fecais em efluentes. Assim, os métodos de viabilidade qPCR tém
sido usados para direcionar patégenos e indicadores fecais com correlacfes positivas
observadas entre RV-PCR e métodos de cultivo. Esta metodologia também foi
aplicada para deteccao de esporos de Clostridioides difficile em amostras ambientais
vidveis apos 22h de incubagdo anaerdobia em Caldo de Frutose de Cicloserina
Cefoxitina (CCFB). A utilizagdo deste método diminuiu a quantidade de tempo para a
deteccdo de esporos viaveis sendo necessaria apenas 28h para realizacdo, tempo
este bem menor que 0 necessario com os métodos tradicionais, 0s quais utilizariam
de 2 a 10 dias (SHAMS; ROSE; WANG, 2019).

Deteccéo de patdégenos clinicos e ambientais

Muitos trabalhos utilizam técnicas moleculares direcionadas a caracterizagao
de patdégenos apenas em fluidos corpéreos. No entanto, nos Ultimos anos vem sendo
observado um crescente numero de trabalhos aplicando diferentes metodologias
moleculares para analise de bactérias em diferentes ambientes. A rep-PCR é uma
técnica molecular que se baseia em sequéncias palindromicas extragénicas
repetitivas em genes de patégenos e primers projetados para essa sequéncia, sendo
utilizada, portanto, para deteccdo de amostras clinicas ou ambientais (KHARE et al.,
2020). Como exemplo, pode ser citado o trabalho do Yeoa et al. (2020) que utilizou a
PCR Palindrémica de Elemento Repetitivo (rep-PCR) e o sequenciamento de ultima
geracdo (NGS) para identificacéo de surtos de Serratia marcescens em Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) neonatal. Neste estudo foram realizados testes combinados
de amostras do neonato e amostras ambientais da UT]I, principalmente de superficies
de alto contato, como incubadoras, balancas e carrinhos médicos. Vinte e trés isolados
foram analisados usando rep-PCR e NGS, onde foram identificados 11 grupos
distintos. Um isolado ambiental também se mostrou positivo, no entanto o
microrganismo era clonalmente distinto dos reportados nos neonatos.

Outra técnica promissora em relacdo a PCR convencional corresponde a
Amplificacdo da Polimerase de Recombinase Isotérmica (RPA) e Dipsticks de Fluxo

Lateral (LFD). No estudo realizado por Dong et al., (2020), os autores utilizaram a RPA
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e LFD para deteccdo de cepas patogénicas de V. alginolyticus na maricultura, pois
esse patdgeno é responsavel por grandes perdas econémicas nesse setor. O teste
teve como foco a deteccdo de gene de viruléncia toxR e a analise apresentou alta
afinidade pelas cepas patogénicas de V. alginolyticus sem apresentar qualquer reacéo
cruzada com outras espécies de Vibrio ou bactérias patogénicas. Similarmente, o
estudo de YANG et al., (2020) utilizou a RPA combinado com LFD para deteccao
visual de V. parahaemolyticus. Neste trabalho foi necessario apenas 25 minutos de
experimento a uma temperatura de 35 a 45 °C, resultando na identificacdo da espécie
com alta especificidade e reducgdo significativa de tempo de execugdo. A RPA é um
ensaio molecular que oferece vantagens comparadas a métodos de amplificacédo de
DNA, como por exemplo, a PCR. Esta técnica é especifica, podendo ser realizada em
temperatura ambiente, e sua amplificacdo pode ser visualizada através de fitas de
fluxos, fluorescéncia, dos quais se obtém uma flexivel deteccéo e utilidade em locais
endémicos (ROSSER et al., 2015).

Nos ultimos anos, os métodos de Ponto de Atendimento (POC) tém sido
vantajosos principalmente pelo tempo de resposta imediato (<30 minutos), que
permite tomada de decisdes para tratamentos mais favoraveis e habeis ao paciente.
A Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos vem liberando varias
plataformas moleculares de POC, dos quais, estes testes mostram sensibilidade e
especificidade semelhantes aos testes de amplificacdo de acido nucleico. O estudo
de Donato et al (2019) descreve uma investigacdo sobre o desempenho da Roche
Cobas Liat (GAS), um tipo de POC, que baseia-se em um teste molecular
automatizado para testagem de acido nucleico de patégenos especificos. Os autores
realizaram a pesquisa de estreptococos em duas clinicas de conveniéncia, visto que,
realizaram monitoramento clinico e ambiental do local. Diante disso, fizeram avaliacdo
prospectiva do ensaio de estreptococos do grupo A (GAS) em comparagdo com a
PCR em tempo real. Os resultados apresentaram concordancia geral de 97,2%, sem
identificacdo de contaminacdo no decorrer do estudo, demonstrando assim elevada
especificidade, podendo ser utilizado como uma opcéo de teste de diagnostico rapido
para a rotina de doencas infecciosas.

O GAS foi utilizado em outro estudo para deteccdo de Streptococcus pyogenes.
Os autores investigaram amostras de esfregaco de garganta de 427 pacientes,
comparando-a com o Teste de Deteccdo Rapida de Antigeno (RADT). No estudo, o

GAS demonstrou sensibilidade (97,7%) e especificidade (93,3%) melhorada em
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relacdo ao RADT, com resultados obtidos em 15 minutos (WANG et al., 2017). Assim,
o POC-GAS tornou-se uma resposta rapida para identificacdo de patdgenos
especificos, sendo realizado através de um teste em tempo real automatizado de PCR
de facil manipulacdo e compactado. Atualmente, este ensaio tem sido utilizado para
deteccdo de Strep A, influenza A/B, Virus Sincicial Respiratorio (RSV), SARS-CoV-2
e para a deteccao da toxina B (TCD B) do gene de toxigénica da Clostridium difficile
(MURI; WALD, 2020; DIAGNOSTICS ROCHE, 2021).

Conclusao

O estudo de novas técnicas moleculares tem revolucionado os métodos de
diagnéstico, contribuindo de forma eficaz para a identificagdo de microrganismos e
suas variantes, assim como, na diferenciacdo entre agentes patogénicos e nao
patogénicos e na analise da distribuicdo geografica e temporal de patégenos de
importancia clinica e ambiental.

Nos ultimos anos, essas técnicas tém sido aprimoradas e empregadas na
identificacdo molecular de bactérias, resultando em novas possibilidades para o
diagndstico, como os metodos que sao variacdes da PCR convencional, os quais vem
sendo aperfeicoada, abrindo perspectivas para métodos mais especificos, rapidos e
precisos. Outras técnicas moleculares como MCDA-LFB, LAMP, RPA-LFD, GAS vem
ganhando notoriedade na literatura com resultados positivos e eficientes, devido a
maior facilidade e menor tempo de execucgédo, maior sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade. Porém, algumas dessas permanecem desconhecidas para alguns
laboratorios de diagndstico e pesquisadores, e quando conhecidas, sdo consideradas
inacessiveis devido ao custo de equipamentos e a necessidade de profissionais
capacitados e constantes atualizacoes.

Dessa forma, os avancos nas técnicas de identificagdo moleculares e a
propagacdo do conhecimento através de técnicas ja descritas, s80 necessarios para
tornar estas metodologias acessiveis, contribuindo para a melhoria de tratamentos
personalizados e atualizacdo dos orgaos de vigilancia epidemioldgica. Os estudos na

area se mostram bastante promissor e com potencial inovador.
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4.3CAPITULO DE LIVRO

A revisdo de literatura sobre o estado-da-arte: Ambientes aquéaticos como um
reservatorio de bactérias resistentes foi construida na forma de capitulo aceito para
publicacéo no livro intitulado Multiplicidade do meio ambiente na contemporaneidade

da Editora e-publicar.
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Resumo

A resisténcia bacteriana a antibiéticos € um problema de saude publica mundial. A
incidéncia e disseminacéo de bactérias e genes resistentes em ambientes aquaticos
de agua doce vém aumentando nos ultimos anos. Este fato deve-se, entre outros
fatores, ao descarte inadequado de compostos quimicos advindos da agricultura,
indastrias e setores da saude e veterinaria. A presenca destes compostos na 4gua se
configura em uma grave ameaca a qualidade da agua e aos organismos ali presentes,
uma vez que, alguns permanecem ativos por um longo periodo de tempo. Dentre
estes, destacam-se os antibiéticos, os quais por muito tempo foi utilizado e descartado
de forma inadequada nestes ambientes, possibilitando o desenvolvimento de Genes

Resistentes a Antibioticos (ARGsS) e Bactérias Resistentes a Antibidticos (ARBS) e
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inviabilizando, consequentemente, estes locais para uso e recreagdes. Apesar disso,
0 surgimento de bactérias resistentes nestes ecossistemas é baixo quando
comparado ao ambiente hospitalar. No entanto, € de fundamental importancia a
realizacdo de monitoramento nestes ambientes aquéticos, uma vez que, estes podem
ndo apenas albergar, mas também veicular ARGs e ARBs ao longo do seu percurso

atingindo diferentes nichos ecolégicos e populacées ribeirinhas.

Palavras-chave: ARBs, ARGs, Antibidticos, Contaminantes.

Introducéo

A descoberta dos antibiéticos possibilitou um aumento na expectativa de vida
dos seres humanos, diminuindo o numero de infeccbes hospitalares e elevando a
produtividade animal. Entretanto, seu uso exagerado e inadequado vem possibilitando
0 surgimento de bactérias cada vez mais resistentes (GOTHWAL; SHASHIDHAR,
2017). Este fato, ndo se restringe apenas ao ambiente hospitalar. A poluicdo no
ambiente aquético pelo descarte de residuos farmacéuticos vem causando uma
pressdo de selecdo continua na microbiota local interferindo na qualidade da saude
plblica (GOTHWAL; THATIKONDA, 2018; ARAUJO et al., 2019; SILVA et al., 2020).

Os ambientes aquaticos, principalmente aqueles de agua doce podem receber
poluicdes por antibidticos através da agricultura, unidades de criagbes de animais,
unidades de saude, além de domicilios domésticos (GIEBULTOWICZ et al., 2018;
GOTHWAL; THATIKONDA, 2018). De acordo com o aumento populacional a nivel
mundial e, consequentemente o aumento no consumo destes farmacos, esses
ambientes vem sendo cada vez mais comprometidos pelo descarte inadequado de
seus residuos farmacéuticos (ARAUJO et al., 2020).

A existéncia de antibiéticos em ambientes de agua doce é uma preocupacao
mundial e crescente, visto que, essa interacdo vem possibilitando o desenvolvimento
de Bactérias Resistentes a Antibidticos (ARBs) e Genes de Resisténcia a Antibioticos
(ARGSs). Assim, esse complexo de agentes bioativos e bactérias representa um risco
para estes ecossistemas 0s quais tornam-se na maioria das vezes em receptores de
poluentes (MANAIA et al., 2018; CACACE et al., 2019).

InvestigacOes sobre a ocorréncia de tipos de resisténcia a antibidticos em

ambientes de agua doce possuem limitagbes quando comparadas a estudos de
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ambientes hospitalares. Embora, nos Udltimos anos, a presenca de bactérias
patogéncias nestes ambientes vem sendo detectada e vem se tornando uma
preocupacao cada vez maior (NNADOZIE; ODUME, 2019).

Diante da relevancia deste tema para o meio ambiente e a saude publica, o
objetivo desta revisao foi realizar um levantamento na literatura sobre a prevaléncia
de ARBs e ARGs em ambientes aquaticos de agua doce e suas implicacées nestes

locais.

Metodologia

Trata-se de uma revisdo bibliografica de abordagem qualitativa do tipo
exploratéria narrativa. Foram realizadas buscas nas principais bases eletrénicas
nacionais e internacionais: Pubmed, Biblioteca virtual de saude (Bvs) e Scholar
Google (Google Académico). Foram selecionados artigos cientificos utilizando os
descritores em ciéncias da saude (DeCS) e operadores booleanos: “Anti-Bacterial
Agents” AND “Bacteria” AND “Environment” no periodo de 2005 a 2021, considerando-

se elegiveis artigos na lingua inglesa e espanhola.

Resultados e Discussdes

Nos ultimos anos, tem sido crescente a liberacdo de compostos organicos de
origem antropogénica, visto que, ha uma preocupacdo pertinente com esses
contaminantes emergentes no meio ambiente. InUmeros compostos quimicos
integram esse grupo de contaminantes emergentes, principalmente os farmacos,
pesticidas e aditivos industriais (GARCIA et al., 2020).

A presenca desses contaminantes em ambientes aquaticos pode configurar em
uma grave ameaca aos organismos vivos que ali habitam, uma vez que esses sao
planejados para perdurar biologicamente ativos por periodos prolongados. Com isso,
um dos compostos quimicos que tem sido levado em consideracdo devido a essas
caracteristicas supracitadas sédo os antibioticos (CACACE et al., 2019; CORNO et al.,
2019).

O uso excessivo de antibioticos tem ocasionado a liberagcdo continuada e
descontrolada em ambientes aquaticos, despertando os cientistas para necessidade

de monitorar ainda mais estes ambientes, uma vez que, esses compostos podem
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causar o desenvolvimento de Genes Resistentes a Antibiéticos (ARGSs) e Bactérias
Resistentes a Antibioticos (ARBs) (CHEN et al., 2017; NNADOZIE; ODUME, 2019).
Os antibioticos sdo agentes terapéuticos extensamente utilizados na medicina
humana e veterinaria principalmente no combate a infec¢gdes microbianas, inibindo o
crescimento ou matando os microrganismos (GIEBULTOWICZ et al., 2018). A figura
1 corresponde a um esquema representativo da potencial origem, propagacao,

disseminacéao, degradacéo e diluicdo de ARGs e ARBSs.

Figura 1 - Esquema representativo da origem potencial, propagacéo, transmisséo, degradacéo e
diluicdo de ARBs e ARGs
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Fonte: Adaptado de NNADOZIE; ODUME (2019).

Estudos recentes de Boopathy (2017) e Grabert et al., (2018) demonstraram
gue o metabolismo incompleto de antibiéticos em humanos e o descarte inadequado
dessas substancias em estacoes de tratamento de agua, € uma das mais importantes
fontes de liberacdo desses agentes no meio ambiente.

Com isso, os sistemas de tratamento de aguas residuais sdo as principais
fontes de contaminacdo de antibiéticos na 4gua, visto que, devido as propriedades
quimicas desses agentes, as Estacfes de Tratamentos de Agua - ETA s&o incapazes
de remover completamente esses compostos, resultando assim na contaminacao de
aguas superficiais (GIEBULTOWICZ et al., 2018).
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Uma das caracteristicas pertinentes aos antibidticos € que raramente esses
compostos sdo metabolizados totalmente no organismo sendo excretados pela urina
e fezes de forma parcial em conjunto com seus metabdlitos, apds alguns dias do
consumo. (GARCIA et al., 2020).

A entrada desses antibioticos no meio ambiente em zonas rurais e urbanas
acontece de maneiras diferentes. Em areas rurais, esta excrecdo ocorre
principalmente de forma direta pelo gado, visto que, sdo medicados em instalacdes
de criacdes de animais, assim como esta entrada pode também acontecer por meio
do escoamento agricola e pela piscicultura. J& em areas urbanas, as descargas de
efluentes (principalmente residuos hospitalares) em rios e lagos, por exemplo, sdo as
vias principais de entrada desses compostos quimicos na agua (HOCQUET;
MULLER; BERTRAND, 2016; SAPKOTA et al., 2018; BIRD et al., 2019). De modo
gue, estes residuos de antibiéticos podem afetar a populagdo de microrganismos na
agua, influenciando a resisténcia bacteriana a esses medicamentos. Assim, uma
mistura de bactérias resistentes a antibioticos e microrganismos de fontes
antropogénicas, podem oferecer riscos ao surgimento de novas cepas resistentes em
grande escala (GIEBULTOWICZ et al., 2018).

Os ambientes de agua doces sdo um dos mais relevantes reservatorios de
ARBs e ARGs (NNADOZIE; ODUME, 2019). Segundo Tacao; Correia; Henriques
(2015), estes ambientes podem conter altas concentragbes de ARBS resistentes a
medicamentos antimicrobianos basicos como: penicilina, tetraciclina, ampicilina,
cefalotina e cloranfenicol, jA que esses antibidticos sdo de uso mais frequente pela
sociedade. A tabela 1 mostra os principais antibiéticos encontrados em andlises de

ambientes de agua doce.

Tabela 1- Prevaléncia dos principais antibiéticos encontrados em estudos de ambientes de 4gua doce

ESTUDOS AMBIENTE AQUATICO ANTIBIOTICOS
Harmon et al., 2019 Lago, Barragem, Piscina Carbapenem
Natural
Tacao; Correia; Henriques, Rio Carbapenem

2015

Penicilina, Ampicilina,
Pang et al., 2015 Lago Cefalotina, Cloranfenicol,
Tetraciclina, Rifampicina
Ampicilina, Cefalotina,
Cefotaxima, Ceftazidima,
Imipenem, Amoxicilina +
acido clavalanico

Aubron et al., 2005 Rio

Fonte: Autores (2021).
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Os ARBs resultam em uma grande ameaca a saude publica, dos quais as
principais espécies de ocorréncia sdo especialmente: Enterobacteriaceae produtoras
de p-lactamase de espectro estendido, Enterobacteriaceae produtoras de
Carbapenemase, Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Enterococcus
resistente a vancomicina, as quais podem causar infec¢cdes de espectro epidémico
(ARORA et al., 2014). Estudos realizados em Portugal, Franca, Japao, Estados
Unidos da América (EUA), Espanha, China, Coreia e Brasil relataram a presenca de

ARBs em ambientes de agua doce (Tabela 2).

Tabela 2 - Grupos e espécies de ARBs detectados em analises de ambieptes de agua doce
GRUPO DE ARBs ESTUDOS/PAIS ESPECIE DE ARBs

. Escherichia coli,
Miyag, Hiral, 2019 Klebsiella pneumoniae,

(Japao) Enterobacter cloacae,
Ye etal., 2017 Cltrobact_er freundu,
. Escherichia coli,
(China)

Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriaceae Harmo?EeJ :)I 2019 Enterobacter asburiae

produtoras de [3-
lactamase de espectro

Girlich; Poirel; Nordmann,

estendido 2011 Aeromonas spp
(Franca)
_ . : Aeromonas hydrophila,
Tacao; Cor;e(\)liléHennques, Escherichia coli,
Pseudomonas sp,
(Portugal) Acinetobacter sp
Spindler et al., 2012 Pseudomonas s
(Brasil) Pp-
Enterobacteriaceae Escherichia col,
Piedra et al., 2017 Klebsiella pneumoniae,
produtoras de .
(Espanha) Klebsiella oxytoca,
carbapenemase
Enterobacter cloacae
Thapaliya et al., 2017
Staphylococcus aureus (EUA) Staphylococcus aureus
resistente & meticilina Hatcher et al., 2016
Staphylococcus aureus
(EUA)
Nishiyama et al., 2017 Enterococcus
Enterococos resistentes a (Japéo) casseliflavus
vancomicina Nam et al., 2019 ENterococeus s
(Coreia) PP

Fonte: Autores (2021).

Estes dados sé@o preocupantes e demonstram que a resisténcia bacteriana é
um problema ndo apenas das unidades de saude, mas também dos ambientes

aguaticos impactados. Geralmente as bactérias possuem dois tipos diferentes de
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resisténcia a antibidticos, os quais sdo denominados de resisténcia intrinseca e
adquirida (GARCIA et al., 2020). A resisténcia intrinseca ocorre naturalmente nos
microrganismos, ja a adquirida revela a alteragdo de uma bactéria anteriormente
sensivel que tornou-se resistente. Essas resisténcias sdo decorrentes de mutacdes
na estrutura do seu material genético, independente da quantidade de antibiéticos
presentes no meio (GARCIA et al., 2020).

Bactérias sao eficientes para obter ARGs através de mutacdes e transferéncia
de genes, de modo que, a transferéncia de genes de antibiéticos € um dos mais
relevantes, obtido por meio da transferéncia horizontal de genes. Nesse tipo de
transferéncia, estes microrganismos possuem a capacidade de adquirir genes de
outras bactérias dentre das mesmas espécies ou de espécies distintas, visto que,
enquanto as células procariotas se dividem e se multiplicam, os ARGs se espalham
em escala exponencialmente significativa, e de forma vertical (SALYERS; GUPTA;
WANG, 2004; GRABERT et al., 2018).

Assim, conforme o tipo de antibiético pode haver genes distintos, de modo que,
as bactérias poderdo sobreviver a sua exposicdo. Um exemplo seria 0s genes de
resisténcia a tetraciclina, dos quais, ja existem relatos na literatura cerca de 38 tipos
de genes distintos (ROBERTS, 2005; GRABERT et al., 2018). A tabela 3 demonstra
diversas abordagens sobre os ARGs em estudos de efluentes de aguas residuais

tratadas no mundo todo.

Tabela 3 - ARGs relatados em estudos de estacBes de tratamento para efluentes

GRUPO DE GENES GENES
DE RESISTENCIA ABORDADOS ESTUDOS
Czekalski et al., 2012, Chen;
Sul-1 Zhang, 2_013, Munir; Wong;
Genes de resisténcia a Xagoraraki, 2011, Naquin et al.,
sulfonamida 2015
Sul-l Czekalski et al., 2012
Sul-1I Chen; Zhang, 2013
tetA Zhang et al., 2009, Bird et al., 2019
tetC Zhang et al., 2009
tetG Auerbach; Sezycl)‘g(;d; Mcmahon,
Genes;ed;a::ei;lisntznma a tetM Chen; Zha_ng, 2013
TetQ Auerbach; Seyfried; Mcmahon,
2007
tetO Munir; Wong; Xagoraraki, 2011

tetW Munir; Wong; Xagoraraki, 2011
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Munir; Wong; Xagoraraki, 2011,

tetX Naquin et al., 2015, Belding;
Boopathy, 2018

Bla tem-uni Lachmayr et al., 2009

blaM-1 Uyaguari et al., 2011
Genes resistentes a amp-C Bockelmann et al., 2009
beta-lactamicos Blas s Bockelmann et al., 2009

Naquin et al., 2015, Boopathy et
mecA al., 2017
N Bockelmann et al., 2009, Negreanu
Genes de resisténcia a ermB
macrolideos etal., 2012

ermF Negreanu et al., 2012

Outros VanA Bdckelmann et al., 2009

Fonte: Autores (2021).

Os ARGs se relacionam com minerais e acidos umidos em ecossistemas de
agua doce, dos quais, se mantém em sedimentos (NNADOZIE; ODUME, 2019). Com
isso, 0s ARGs em ecossistemas aquaticos podem existir tanto em forma intracelular
em DNA gendmico e plasmideo de bactérias resistentes a antibioticos, quanto na
forma extracelular como em eDNA livre (DNA ambiental), os quais sao protegidos no
interior de capsides de fago, substancias poliméricas extracelulares, detritos celulares
e/ou superficies minerais de argila (ANYADUBA, 2016).

Em relacdo a destinacdo dos ARBs e ARGs, estes podem sofrer declinio
atraveés de processos biologicos e nao biologicos (adsorvidos em particulas, diluidos,
absorvidos por microrganismos aquaticos através de transferéncia horizontal de
genes), e transportados por distancias consideraveis em rios e lagos. O transporte dos
ARBs e ARGs em ambientes aquaticos geralmente € dependente do regime de fluxo
da agua. Portanto, em rios que ocorrem grandes cursos de agua estes sao diluidos,
diferentemente das &reas que estdo sujeitas a seca, nas quais as concentracdes sao
mais elevadas (JERDE et al., 2016).

Desse modo, ambientes de agua doces utilizados para recreacdo, bem como
estacdes de tratamento de agua potavel e sistemas de distribuicdo de agua doce,
podem adquirir ARBs e ARGs, representando risco para saude publica. Esta interacéo
de bactérias resistentes a antibioticos e seres humanos podem causar efeitos como
reducdo da eficdcia na terapia com agentes antimicrobianos, bem como elevar a
incidéncia, gravidade e custos no tratamento de infeccées (MCEWEN; COLLIGNONN,
2018; NADOZIE; ODUME, 2019).

Consideragdes finais
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No presente estudo observou-se que os ARBs e ARGs sao prevalentes em
ambientes de agua doce, atuando como parte de um reservatério natural de
resisténcia a antibioticos e possibilitando, portanto, sua veiculagdo entre os corpos de
agua. Os achados e evidéncias relatados neste estudo sustenta a relevancia da
avaliacao continua do risco que estes ambientes contaminados podem representar a
saude publica e a fauna local. Este tema é extremamente relevante e necessita do
direcionamento de politicas publicas para evitar o descarte inadequado desses

compostos nestes ambientes.
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4.4ARTIGO EXPERIMENTAL

Os resultados da avaliagdo da qualidade da agua do rio Sdo Francisco e sua
relacdo com a saude publica estdo apresentados no artigo a seguir, a ser submetido

para publicacao.
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RESUMO

As atividades antropicas tém gerado grandes impactos para os ambientes aquaticos,
especialmente os rios. O Rio Sdo Francisco representa a principal fonte hidrica da
regido Nordeste do Brasil. Na cidade de Paulo Afonso, Bahia, este ambiente
desempenha importante funcao para a populacéo local. O objetivo deste trabalho foi
avaliar por meio de métodos fisicos, quimicos e microbiolégicos a qualidade das suas

aguas. A agua foi coletada em cinco pontos distintos e foram submetidas a diferentes
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andlises: fisico-quimica, cromatografica, microbioldgica (identificagcdo bioquimica dos
isolados bacterianos, bem como seu perfil de resisténcia\susceptibilidade),
parasitologica e de coliformes totais e termotolerantes. Os parametros fisico-quimicos
estavam de acordo com o estabelecido pela Resolucdo CONAMA 357/2005, e apenas
0 ponto 3 apresentou a concentragdo de amoénia acima do recomendado. Metais
pesados foram detectados em todos os pontos investigados, todavia, estes nao
ultrapassaram os limites indicados. Um total de 54 bactérias foram isoladas e
identificadas biogquimicamente representando 15 géneros (um Gram-positivo e 14
Gram-negativos). Dentre os pontos investigados, o ponto 3 foi o que teve maior
diversidade microbiana. Quanto ao perfil de resisténcia/susceptibilidade a maioria dos
isolados foi resistente a ampicilina (40%) e amoxilina\acido clavulanico (31%). Ja em
relacdo a qualidade da &gua, todos os pontos foram positivos para coliformes totais e
apenas 0 ponto 3 apresentou parasitas. Nas andlises cromatograficas ndo foram
detectadas as substancias investigadas. Os resultados aqui apresentados
demonstram que apesar da maioria dos parametros estarem em conformidade com o
recomendado pela legislacéo, o perfil de susceptibilidade microbiana € um alerta da
gualidade da 4gua deste ecossistema a qual representa risco para a saude publica,

uma vez gue esta albergando e disseminando patdgenos microbianos.

Palavras-chaves: Bacterias patogéncias. Antibiéticos. Contaminantes. Saude

publica.

Introducéao

A agua € um recurso indispensavel para a sustentabilidade da vida (NGANJE
et al., 2020). Entretanto, inimeras atividades tém desencadeado graves problemas de
poluicdo, o que vem resultando na deteriora¢do da qualidade das aguas superficiais
e subterraneas, e consequentemente, reduzindo sua disponibilidade (PACA et al.,
2019).

Dentre os diferentes ecossistemas aquaticos, 0s rios representam os principais
caminhos de transporte hidrico da terra para os lagos e oceanos, e sdao amplamente
responsdaveis por atender as necessidades da sociedade em relacdo a agua potavel,
irrigacdo e energia hidrelétrica. Apesar de sua relevancia, este ecossistema vem

sofrendo influéncia de a¢bes antrépicas, principalmente relacionadas ao langamento
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de efluentes sem tratamento prévio. Essa descarga pode causar deterioracéo fisica,
guimica e bioldgica, além de acarretar danos aos organismos aquaticos e a saude
humana (PURIFICAQAO et al., 2017; PALMER; RUHI, 2019; HUANG et al., 2021).

De acordo com a Organizacdo das Nagoes Unidas (ONU), cerca de 80% de
todas as doencas e mortes nos paises em desenvolvimento sdo causadas por
doencas relacionadas a veiculacéo hidrica e a falta de saneamento basico. Dentre
estas, a diarreia costuma ser a mais frequente, principalmente em criangcas menores
de 5 anos, elevando em até 40% os gastos com internacdes hospitalares (PINTANEL;
CECCONELLO; CENTENO, 2021). A morbidade por diarreia € um indicador
importante para a saude publica, uma vez que permite mostrar respostas relacionadas
as diversas condicfes, como a falta de saneamento basico, a qualidade sanitaria de
alimentos, habitos higiénicos e comportamentais de uma comunidade (SOUZA et al.,
2021).

Para o Brasil, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), indica que os fatores
ambientais sdo responsaveis por 19% do total de doencas que afetam o pais, sendo
estas correlacionadas com a falta de saneamento basico e agua potavel. Em escala
global, a contaminacdo da agua potavel por patdgenos representa um risco para a
saude humana o que pode resultar na morbimortalidade da populacdo, ocasionando
870.000 mortes anualmente (AMORIM et al., 2021; MELLO, 2020).

Neste sentido, avaliar a qualidade da &agua torna-se uma alternativa
indispensavel, ndo apenas para investigar o impacto ambiental causado nestes
ecossistemas, mas também para relaciona-lo com problemas de saulde publica
(FRENA et al., 2016). Sao varias as ferramentas utilizadas para diagnosticar e
monitorar um ambiente aquatico impactado. Entre os parametros que podem ser
avaliados, os fisicos, quimicos e microbiol6gicos sdo aqueles que fornecem uma
analise preliminar dos efeitos dos poluentes presentes nestes locais (PURIFICACAO
et al., 2017; ARAUJO; & OLIVEIRA, 2013).

Considerado um dos principais rios brasileiros, o Rio Sao Francisco representa
a principal fonte hidrica para as regides que atravessa (BULHOES et al.,2018). No
municipio de Paulo Afonso, Bahia, nordeste do Brasil, este rio desempenha funcao
importante para a populacao, sendo utilizado principalmente para recreacao, lazer e
pesca. Contudo, o crescimento da cidade provocou a ocupagao de terrenos,
desobedecendo as normas ambientais e sem apresentar infraestrutura sanitaria
(PINTO; MARQUES: SANTOS, 2020).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar por meio de parametros fisicos-quimicos,
microbiologicos e parasitologicos a qualidade da agua do Rio Sao Francisco no
municipio de Paulo Afonso-BA, nordeste do Brasil e correlacionar os dados com a

saude publica.

Metodologia

Descricdo da area de estudo e coleta das amostras

O estudo foi conduzido na cidade de Paulo Afonso, Bahia, localizada na regiédo
nordeste do Brasil, ocupando uma area de 579,723 km2 e uma populacéo de 119.930
habitantes (IBGE, 2016). O municipio situa-se entre os paralelos de 9°59'27” e
9°21°10” de latitude de Sul e entre os meridianos de 37°59’52” e 38°21°'16” de longitude
Oeste, fazendo divisa com os Estados de Alagoas, Pernambuco e Sergipe (PINTO,;
MARQUES; SANTOS, 2020).

Para este estudo foram coletadas amostras de agua em cinco pontos ao longo
do rio (Figura 1): Lago de Paulo Afonso, Av. Velho Chico (P1), Balneério Prainha (P2),
Lago de Paulo Afonso, Av. Boa Viagem (P3), Lago Moxotd, Bico de Pedra (P4) e
Parque Belvedere (P5). A coleta da agua foi realizada na superficie do espelho d’agua.
As amostras foram armazenadas em garrafas de polietileno tereftalato e
encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular da UFPE, onde foram

acondicionadas em ambiente refrigerado a 4 °C até a realizagédo das analises.



86

Figura 1 — Descri¢cdo geografica dos pontos de coleta em Paulo Afonso — BA, Brasil
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LOCAIS DE COLETA DA AGUA

Andlise fisico-quimica

Para as analises fisico-quimicas foram realizadas mensuracfes in loco
referentes aos pardmetros de alcalinidade, amoénia, cloreto, dureza total, ferro, pH e
temperatura. Para a medicéo da temperatura e do pH foi utilizado o pHmetro AT 315
S.P. microprocessado, ja os demais parametros foram avaliados por meio do Kit
Basico de Potabilidade da Alfakit seguindo as recomendacfes do fabricante. As
analises do Oxigénio Dissolvido (OD), Potencial Redox (ORP), Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) e condutividade foram realizadas com o auxilio do multiparametro
portatil HQ40d da Hach.

Anélise de metais

A determinagéo de Al, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn foi realizada usando um
espectrometro de emissao oOptica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES,
Modelo 5100, Agilent Technologies, EUA). As seguintes condi¢cdes operacionais foram
utilizadas para o ICP OES: poténcia de radiofrequéncia de 1200 W, vazao do gas do

plasma de 12 L min?, vazdo do gas auxiliar de 1,0 L min?, vazdo do gas de
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nebulizacdo de 1,0 L mint, vazdo da amostra de 1,0 mL min't, tempo de lavagem com
a nova amostra (flush time) de 10 s, tempo de retardo na captacdo do sinal da nova
amostra (delay time) de 15 s, nebulizador concéntrico e camara de nebulizacdo
ciclonica. As seguintes linhas de emisséo, em nm, foram monitoradas na vista axial
do plasma: Al (396,152); Cd (228,802); Cr (267,716); Cu (324,754); Mn (257,610); Ni
(231,604) Pb (220,353) e Zn (213,857). Argdnio com pureza minima de 99,999%
(White Martins - Praxair, Brasil) foi usado nas determinacfes por ICP OES para a

geracdo do plasma, na nebulizacdo e como gas auxiliar.

Isolamento Bacteriano

Para o isolamento bacteriano foram retirados 50 pl da 4gua coletada e com o
auxilio de uma alga de Drigalski foram semeados em Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB), agar sangue a 5% e agar nutriente. As placas foram incubadas a 37 °C por 24
e 48 horas. A coloracdo de Gram foi entdo realizada para fazer identificacdes
presuntivas das bactérias encontradas de acordo com a técnica descrita por Koneman
e Winn (2006). A coleta de material biolégico foi realizada de acordo com a autorizacao
(nimero 50816) do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio).

Identificacdo Bioquimica e Perfil de Susceptibilidade

A identificacdo automatizada foi realizada pelo sistema MicroScan® (Dade
Behring — West Sacramento, Califérnia, USA), leitor automatico autoSCAN 4®. Para
Gram-positivos, foi empregado o painel Pos Combo 21 e para os Gram-negativos o
Painel Neg Combo 32, sendo estes isolados separados previamente pela metodologia
da coloracéo de Gram. O perfil de susceptibilidade das bactérias também foi avaliado
pelo sistema MicroScan®. A susceptibilidade dos isolados foi determinada pela
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e os resultados reportados como sensivel,
resisténcia intermediaria ou resistente. Para interpretacdo dos breakpoints, foram
utilziadas as recomendac¢des de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2018).

Analise de Coliformes Totais e Termotolerantes
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Para andlise dos coliformes totais e termotolerantes, foram coletadas amostras
de agua da superficie da agua em cada um dos cinco pontos amostrais, as quais foram
armazenadas entre 1 e 4 °C até a analise. A presenca e o numero de coliformes totais
e termotolerantes foram determinados pelo método cromogénico (reagente
cromogénio Colilert® e cartelas Quanti-Tray/2000) do fabricante IDEXX e os
resultados foram expressos como Numero Mais Provavel (NMP) por 100 mL de

amostra.

Técnicas de Analise Parasitolégica em Amostras Ambientais

Para pesquisa parasitoldgica foram aplicadas duas técnicas, uma de
sedimentacdo e outra de flutuacdo. A técnica de sedimentacédo foi de acordo com o
Método de Hoffman, Pons e Janer (2016) com adaptacfes. As amostras foram
homogeneizadas e transferidas (100 mL) para um calice, permanecendo em repouso
por um periodo de 24 horas. Apos este periodo, o sedimento resultante foi coletado e
analisado (POVOAS et al., 2020).

Na técnica de flutuacao foi aplicado o método de Faust modificado de acordo
com Neves (2016). Nesse método cada amostra de agua foi distribuida em tubos
Falcon de 15 mL e centrifugada por 1 min a 2500 rpm. Em seguida, foi desprezado o
sobrenadante e adicionado o sulfato de zinco a 33% e centrifugado por mais 1 min a
2500 rpm. Com o auxilio de uma al¢ca de platina foi recolhida a pelicula formada na
parte superior da solucdo e colocada em uma lamina para analise. Todas as amostras
foram analisadas em um microscépio 6ptico modelo Olympus® (objetivas de 10x e
40x). Para cada amostra de agua trés laminas foram analisadas (BEN AYED et al.,
2018; UMEH et al., 2020).

Analises Cromatograficas
As analises cromatograficas foram realizadas com o Cromatografo Liquida de
Alta Eficiéncia modelo LC-20AT da Shimadzu, com detectores de arranjo de diodo e

indice de refracao.

Resultados e Discussao
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Analise fisico-quimica

Os parametros fisico-quimicos analisados e sua comparacdo com os indices
propostos como aceitdveis pela Resolucgdo CONAMA 357/2005 podem ser
observados na Tabela 1. Todos os parametros dos pontos investigados estavam em
conformidades com o recomendado na resolucéo, exceto o nivel de aménia (3,642

mg L) que estava inadequado no ponto 3.

Tabela 1- Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos investigados em cinco pontos do Rio S&o
Francisco, nordeste do Brasil

. Amostra .,
Parametro Pl 57 P3 Ba 5 Limitrofes
Temperatura (°C) 25,0 27,0 28,6 28,6 27,6 ND
pH 8,80 8,42 8,30 8,59 8,28 6-9
Condutividade 928 | 91,2 | 91,7 | 89,3 | 92,1 | 2100 usicm
(MS cm™)
OD (mg O, L) 7,73 9,38 8,49 9,79 8,75 25 mg L*?
ORP (mV) 204,2 | 158,7 163,9 135,1 158,3 2400 mV

DQO (mg O, L1)? <10 | <10 | <10 | <10 | <10 5,0mg L

.. 1 - -
Alcalinidade (mgL 30,0 50,0 50,0 50,0 40,0 30 50(2 mg L
CaCOsg
Cloreto (mgL*ClI) 20,0 20,0 30,0 20,0 20,0 <250 mg L?

-1
Dureza total (mgL 50.0 50,0 50,0 50,0 40,0 500mg L

CaCoOs)
Aménia (mg L NHs) | 0,1214 | 0,1214 | 3,642 | 0,1214 | 0,1214 | 0,5 (pH>8)
Ferro (mgL?! Fe) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 <0,3mgL?

Legenda: OD — Oxigénio Dissolvido; ORP — Potencial Redox; DQO — Demanda Quimica de
Oxigénio. 20 limite inferior da curva analitica do pardmetro DQO é 10 mg O> L.

A temperatura desempenha papel crucial no meio aquéatico, condicionando as
influéncias de uma série de variaveis fisico-quimicas como densidade, viscosidade e
concentracdo de sais dissolvidos, além de apresentar efeito direto sobre as reacfes
guimicas dos organismos (ALVES; MARTINS; JESUS, 2019). No periodo avaliado, a
temperatura da agua variou de 25 a 28,6 °C considerada, portanto, adequada para
este ambiente.

A avaliacdo do pH é considerada como um dos parametros mais relevantes
guando se trata de pesquisas relativas a qualidade da dgua (UMEH et al. 2020). Sua
origem natural € decorrente da fotossintese, da dissolucédo de rochas, oxidacdo da

matéria organica e do processo de absorcdo de gases presentes na atmosfera; ja o
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de origem antropogénica € proveniente de despejos industriais e domésticos (COUTO
et al., 2018; UMEH; CHUKWURA; IBO, 2020). Conforme os resultados apresentados
na Tabela 1, pode-se verificar que os achados nos cinco pontos estiveram de acordo
com a Resolugcdo CONAMA 357/2005. Os valores oscilaram numa faixa de 8,28 (P5)
a 8,80 (P1). Em consonancia com os resultados obtidos, um estudo realizado por
Franca e colaboradores (2019) nos municipios de Juazeiro — BA e Petrolina — PE
avaliando as aguas superficiais do Rio S&o Francisco encontraram resultados
similares.

Em relacdo a medicdo da condutividade, foram encontrados valores que
variaram de 89,3 uS/cm (P4) a 92,8 uS/cm (P1). Na legislacdo nacional ndo ha
padrées para condutividade em corpos d’agua, entretanto, niveis superiores a 100
uS/cm podem ser um indicativo de ambientes impactados (ARAUJO; OLIVEIRA,
2013). A condutividade elétrica em recursos hidricos € um parametro fisico que
possibilita a capacidade da 4gua em conduzir corrente elétrica, estando diretamente
relacionada com a presenca de ions solubilizados, indicando que quanto maior for a
guantidade destes ions no meio, maior sera a condutividade (SOUSA et al., 2017,
POL et al., 2019; UMEH; CHUKWURA,; 1BO, 2020).

De acordo com o CONAMA n° 357/05 os valores limites para OD sao de = 5,0
mg L, sendo este um parametro importante para avaliacdo da qualidade da agua,
pois revela a possibilidade de manutencédo da vida dos organismos aerébios, uma vez
gue durante a estabilizacdo da matéria organica, as bactérias fazem uso do oxigénio
NOS Seus processos respiratorios, podendo acarretar em uma reducdo da sua
concentracdo no meio (FRANCA et al., 2019). Os resultados obtidos no presente
estudo revelam que em todos os pontos investigados os valores de OD estavam em
conformidade com o estabelecido pela legislacdo vigente.

Um parametro analisado em estudos de diagnosticos e monitoramento de
ambientes aquaticos € o ORP, além do OD, uma vez que existem outros elementos
guimicos além do oxigénio que afetam a capacidade oxidativa de rios e lagos e
fornecem informacdes adicionais sobre a qualidade da agua e o grau de poluicédo
(MAMUN et al.,, 2019). Este parametro ndo é estabelecido pela Resolu¢do do
CONAMA 357/2005, entretanto, para o Ministério do Meio Ambiente (MMA), valores
entre 200 mV e 600 mV indicam um meio fortemente oxidante e entre -100 mV e -200
mV indicam meios redutores (FIORUCCI; BENEDETTI FILHO, 2005). No presente
trabalho, os resultados encontrados para ORP apresentam valores positivos para esta
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variavel em todos os pontos pesquisados, indicando, portanto, condi¢cdes oxidantes.

Ja o DQO juntamente com os demais parametros, torna-se confiavel para
avaliar a extenséo da poluicdo na agua, pois sua concentracdo aumenta quando ha
elevadas concentracdes de matéria organica e inorganica (DEVI et al., 2017). Tem-se
como valor padrdo para o DQO 5,0 mg L, o que leva a concluir que nos pontos
analisados todas se encontram em conformidade, ou seja, ndo ha elevadas
concentracfes de matéria organica e inorganica neste ambiente.

A alcalinidade é uma medida total das substancias presentes na agua, e é
definida como a capacidade da agua neutralizar acidos. Esta determina a dosagem
das substancias floculantes no tratamento da agua e de despejos industriais
(AGUIRRE; PIRANEQUE; CUETO, 2021). Do ponto de vista sanitario a alcalinidade
nado tem significado relevante, mesmo para valores elevados. No entanto, as aguas
de alta alcalinidade podem gerar sabor desagradavel e quando associadas com pH
elevado, excesso de dureza e de sdlidos dissolvidos, podem ser inadequadas para
uso (LIMA et al., 2020). Neste estudo, os valores da alcalinidade mantiveram-se dentro
da faixa estabelecida como aceitavel. Valores abaixo de 20 mg/L podem ser indicativo
de despejos urbanos neste ambiente (FRANCA et al., 2019).

O teor de cloreto das aguas tem por finalidade obter informacdes sobre o grau
de mineralizacdo ou indicios de poluicdo, como esgotos domeésticos e residuos
industriais. Os cloretos em concentracdes normais ndao afetam a saude dos seres
humanos nem dos organismos de agua doce (FERNANDES et al., 2019). Deste modo,
em nenhum dos cinco pontos analisados a concentragdo de cloretos ultrapassou o
valor <250 mg L permitido pela legislacédo. Os resultados concentraram-se na faixa
de 30,0 mg Lt (P3), sendo este o ponto com maior concentracao.

A Resolugdo do CONAMA 357/2005 nao estabelece valores para a dureza. No
entanto, a Portaria N° 2.914/2011 do Ministério da Saude (MS) determina que para a
agua ser considerada potavel o valor maximo permitido (VPM) é de 500 mg/L CaCOs
(LACERDA et al., 2021). Nesta pesquisa foi identificada a auséncia de calcio e
magnésio na composicado da agua, podendo esta ser classificada como uma agua
mole, com valores inferiores a 60 CaCO3z em mg/L.

A matéria organica nos rios e riachos transforma-se em aménia, a qual é
altamente toxica para a fauna aquatica. A atividade bacteriana é responsavel por
transformar a amoénia em nitrato, substancia menos toxica (ARAUJO; OLIVEIRA,

2013). Esta, por sua vez, provoca consumo de oxigénio dissolvido das aguas naturais
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ao ser oxidada biologicamente o que afeta a vida nestes ecossistemas (COUTO et al.,
2018). A presente andlise revelou que os niveis de aménia estavam inadequados
apenas no P3. Este resultado pode indicar que neste ponto ha um maior langcamento
de matéria organica e que ndo estd ocorrendo o processo de nitrificacdo de forma
adequada. O ferro, encontrado nas aguas subterrdneas esta associado a despejos
domésticos e industriais. Este € um parametro que quando se encontra elevado pode
causar alteracdo na cor e sabor da agua. Dessa maneira, estabeleceu-se a
concentracgéo limite de ferro de 0,3 mg/L na CONAMA n° 396/08 (SANTOS et al., 2021,
PACHECO NETO; MATOSINHOS; BAGGIO FILHO, 2021),

conformidade com os resultados obtidos neste estudo.

0 que confere

Anéalise de metais

No periodo avaliado todos os metais analisados foram detectados na agua, no
entanto, estdo dentro dos valores estabelecidos pela Portaria n°® 2914, de 12 de
dezembro de 2011 do MS.

Tabela 2 - Concentracdo de metais em cinco pontos de monitoramento do Rio S&o Francisco em
Paulo Afonso, BA, nordeste do Brasil

Metais .

(mg L) p1 P2 P3 P4 P5 L'E?r:gfg)es
Al 0,024 <0,011 <0,011 <0,011 <0,011 0,2
Cd <0,0017 | <0,0017 | <0,0017 | <0,0017 <0,0017 0,005
Cr <0,0021 | <0,0021 | <0,0021 | <0,0021 <0,0021 0,05
Cu <0,0054 | <0,0054 | <0,0054 | <0,0054 | <0,0054 2
Mn 0,0088 0,0023 0,0022 0,0023 0,0039 0,1
Ni <0,0087 | <0,0087 | <0,0087 | <0,0087 < 00,0087 0,07
Zn <0,018 <0,018 <0,018 <0,018 <0,018 5
Pb < 0,016 <0,016 <0,016 <0,016 <0,016 0,01

Legenda: Al — Aluminio, Cd -Cadmio, Cr -Cromo, Cu — Cobre, Mn - Manganés, Ni — Niquel, Pb
Chumbo, Zn - Zinco.

Insumos antrépicos, estrutura geoquimica e mineracdo de metais criam fontes
potenciais de poluicdo por metais pesados em ambientes aquéticos. Os metais
pesados sdo constituintes naturais de rochas e solos e entram no meio ambiente como
consequéncia de intemperismo e erosao. Diante de certas condicbes ambientais estes
podem se acumular até uma concentracao toxica e causar danos ecoldgicos. Cd, Cu,
Hg e Zn sdo os cinco metais com maior potencial de impacto para 0 meio ambiente,

visto que quando detectados em concentracOes elevadas, sdo decorrentes da
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atividade agricola e industrial (AL NAGGAR; KHALIL; GHORAB, 2018).

A presenca em altas concentracdes de metais pesados esta relacionada a
reducdo drastica da qualidade da agua e principalmente as atividades humanas
(MATOS et al.,, 2017). Normalmente estdo presentes em pequenas quantidades,
assim como demonstrado no presente estudo. No entanto, quando estdo em
concentracdes elevadas sao resultantes das atividades humanas, incluindo o descarte
de efluentes, atividades industriais, agricolas e de mineracdo (ROGOWSKA et al.,
2018).

Desta forma, a deteccdo de metais na agua torna-se um preditor dos problemas
ambientais, visto que, estes sdo responsaveis por ocasionarem problemas graves a
biota, pois sdo geralmente toxicos, mesmo em concentragcdes muito baixas e ndo séao
biodegradaveis, podendo degradar seriamente a qualidade da agua (SALL et al.,
2020).

Identificac&o bioquimica dos microrganismos e perfil de resisténcia

Por meio da identificacdo bioquimica dos isolados, foram identificados 15
géneros bacterianos incluindo 1 gram-positivos (Staphylococcus) e 14 gram-negativos
(Acinetobacter, Aeromonas, Cedecea, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella, Kluyvera, Leminorella, Plesiomonas, Providencia, Pseudomonas, Serratia
e Tatumella). Mediante essas andlises, verificou-se que o ponto 3 apresentou maior
diversidade microbiana (nove espécies), diferentemente do ponto 2 (duas espécies),
Tabela 3.-

Quanto ao perfil de resisténcia a antibioticos dos isolados, verificou-se que a
maioria foi resistente a ampicilina (40%) e amoxilina\acido clavulanico (31%). A tabela
3 mostra os perfis de resisténcia dos isolados e seus respectivos locais de isolamento.
De acordo com estes dados foi possivel visualizar que o ponto 3 € 0 que apresenta
mais riscos do ponto de vista microbiolégico, o qual apresentou os isolados
bacterianos mais resistentes. O ponto 1 também apresenta uma relevancia
significativa, tendo em vista que dos 11 isolados, apenas trés ndo foram resistentes a

nenhum antibiético.

Tabela 3 - Caracterizacé@o bioguimica e perfil de resisténcia dos isolados bacterianos obtidos do Rio
Sao Francisco, Paulo Afonso-BA

Isolados Identificagé&o Bioquimica Perfil de resisténcia
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Pontos
P1A01 Staphylococcus aureus CLI, LEV, TEC
P1A03 Enterobacter cloacae AMC, ERT
P1A05 Enterobacter cloacae AMC, AMP, ATM, FOS
P1A09 Plesiomonas shigelloides AMI, ATM, CPM, CAZ, GEN
P1A11 Staphylocc_)ccus AMP, CRO, CIP, CLI, LEV, LNZ, OXA,
haemolyticus PEN, RIF, SZT, TEC, VAN
P1 P1A12 Acinetobacter baumannii -
P1B0O1 Enterobacter amnigenus -
AMC, AMP, CRO, CLI, ERI, LNZ,
P1B02 Staphylococcus aureus OXA. PEN, RIF, TEC. VAN
. - AMC, AMP, CRO, CLlI, ERI, LNZ,
P1B03  Staphylococcus epidermidis OXA, PEN, RIF, TEC, VAN
P1B04 Staphylococcus auricularis -
P1B05 Kluyvera intermedia ATM, CPM, CTX, CAZ, COL, FOS
P2A01 Enterobacter cloacae AMC, AMP, FOS, PIT, SUT
P2A02 Enterobacter cloacae AMC
P2A03 Enterobacter cloacae -
P2 P2A04 Enterobacter cloacae -
P2B01 Enterobacter cloacae AMC
P2B03 Staphylococcus schleiferi -
P2B04 Enterobacter cloacae -
P3A01 Aeromonas veronii ATM, CLO
. AMP, CRO, CLI, ERI, GEN, LNZ,
P3A02 Staphylococcus sciuri OXA, PEN, RIF, TEC, VAN
P3A03 Acinetobacter baumannii -
P3A05 Enterobacter cloacae AMP, ERT
P3A06 Staphyloco_ccus AMC, AMP, CRO, CLI, ERI, LNZ,
saprophyticus OXA, RIF, TEC, VAN
P3A07 Enterobacter cloacae AMC, AMP, FOS
P3A08 Escherichia coli -
P3A09 Leminorella grimontii AMP, CPM, COL, FOS, PIT, SZT
P3A10 Klebsiella pneumoniae AMP, PIT
P3 P3A11 Klebsiella pneumoniae -
P3A12 Klebsiella pneumoniae AMP, ATM, CPI\;I),ITCTX, CRX, ERT,
P3A13 Acinetobacter baumannii -
P3A14 Klebsiella pneumoniae AMP, PIT
P3B01 Aeromonas veronii ATM, CLO
P3B02 Enterobacter cloacae AMC, AMP
P3B04 Enterobacter cloacae AMC, AMP
P3B05 Acinetobacter baumannii -
P3B06 Citrobacter freundii COL, ERT
P3B07 Citrobacter freundii AMC, AMP, COL, PIT
P3B08 Klebsiella pneumoniae AMP, COL, PIT
P4A01 Pseudomonas aeruginosa -
P4A02 Enterobacter cloacae AMC, AMP
P4A03 Acinetobacter baumannii -
P4 P4A04 Tatumella ptyseos ATM, CAZ, COL, FOS
P4A05  Staphylococcus epidermidis AMC, AMO, CRO, CLI, ERI, LNZ,

OXA, PEN, RIF, TEC, VAN

P4B01

Cedecea davisae

AMC, AMP, COL, FOS
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P4B02 Enterobacter cloacae AMC
P4B03 Enterobacter cloacae AMC
P5A02 Acinetobacter lwoffii -
P5A03 Cedecea neteri AMC, ATM, COL
P5A05 Aeromonas veronii -

P5 P5A06 Serratia plymuthica AMP
P5A07 Providencia alcalifaciens AMP, ATM, PIT
P5A08 Staphylococcus auricularis CIP
P5B03 Tatumella ptyseos AMP, ATM, COL
P5B07 Staphylococcus auricularis CLI

AMC: Amoxicilina/ Acido Clavulanico, AMI: Amicacina, AMO: Amoxilina, AMP: Ampicilina, ATM:
Aztreonan, CAZ: Ceftazidima, CIP: Ciprofloxacina, CLI: Clindamicina, CLO: Cloranfenicol, COL:
Colistina, CPM: Cefepime, CRO: Ceftriaxona, CRX: Cefuroxima, CTX: Cefotaxima, ERI: Eritromicina,
ERT: Ertapenem, FOS: Fosfomicina, GEN: Gentamicina, LEV: Levofloxacina, LNZ: Linezolida, OXA:
Oxacilina, PEN: Penicilina, PIT: Piperacilina/ Tazobactam, RIF: Rifampicina, SUT: Sulfazotrim, SZT:
Sulfametrim, TEC: Teicoplanina, VAN: Vancomicina.

A identificacdo e caracterizacdo de microrganismos presentes no ambiente
aquético se faz necessaria para compreender o impacto ambiental e sua influéncia e
dindmica nos sistemas bioldgicos locais (SANTOS; HILDENBRAND; SCHUG, 2016;
MARTIN et al., 2018). Desta forma, a partir da caracterizacdo bioquimica dos 54
isolados obtidos dos diferentes pontos do rio Sao Francisco, verificou-se uma
diversidade de géneros e espécies.

Membros da familia Enterobacteriaceae foram obtidos na maioria dos pontos
do rio, os quais foram representados por espécies como Citrobacter freundii,
Enterobacter amnigenus, Enterobacter clocae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Leminorella grimontii, Providencia alcalifaciens, Serratia plymuthica e
Tatumella ptyseos. Estes isolados foram adicionados a bacterioteca de ambientes
aguaticos impactados da UFPE. A maioria dessas espécies sdo comumente
encontrada no trato intestinal de seres humanos e animais, e sua presenca em
ambientes aquaticos indica a contaminacdo de origem fecal, sendo encontrada em
esgotos, efluentes, aguas naturais e solos que tenham recebido contaminacgéo fecal
recente (LOIOLA; SOBRINHO COSTA, 2020; RIOS et al., 2020).

Além das bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, outras espécies
isoladas do ambiente estudado sdo descritas na literatura como potenciais patdégenos
humanos, como Staphylococcus aureus (Amirsoleimani et al., 2019) Acinetobacter
baumannii (Jesus; Santos; Ferreira, 2019) e Staphylococcus saprophyticus (Balogun;
Akinsuroju; Oluwasola, 2019), pois podem ocasionar diversos tipos de infec¢des, que
vao desde invasivas a doencas mediadas por toxinas, visto que a gravidade da

infeccdo depende das cepas que o humano adquire no local contaminado (RIOS et
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al., 2020).

Desta forma, observa-se que a presenca de esgoto nado tratado jogado
diretamente no rio corrobora para que essa contaminacdo aumente. Destro et al.
(2020) demonstraram em seu estudo que a descarga de esgoto sanitario, a mudanca
na estacdo do ano, e um grande numero de banhistas contribuiram para a
sobrevivéncia e dispersao de microrganismos patogénicos em ambientes aquaticos.

Analisando o perfil de resisténcia dos pontos de coleta, nota-se uma maior
resisténcia no ponto P3, tendo em vista que a maioria dos isolados foram resistentes
a pelo menos um antibiético testado, sendo este um ponto que recebe o descarte
direto de efluentes domeéstico no curso do rio. O ponto 1 também apresentou
relevancia quando aos isolados resistentes, local utilizado para atividades recreativas
pela populacdo do municipio.

Os sistemas de tratamento de esgoto ndo degradam residuos de antibiéticos
e outros farmacos e a carga de antimicrobianos utilizados nos sistemas de saude gera
efluentes com presenca de organismos resistentes. O descarte inadequado de
medicamentos entre os quais podemos destacar os antibioticos podem favorecer o
aparecimento de resisténcia em organismos pelo contato com o ambiente aquéatico a
longo prazo. Estes impactos causados aos ambientes podem levar a problemas de
saude publica (ADESQOJI; EGYIR; SHITTU, 2020; SAVIN et al., 2020), tornando-se
evidente a importancia de se avaliar a qualidade microbiologica da agua e a presenca
de bactérias resistentes.

Anélise de coliformes

Todas as amostras analisadas foram positivas para coliformes totais,
apresentando uma variagdo do NMP de 3,3 x 10%a 6,6 x 104100 mL (Tabela 4). No

entanto ndo foram identificados coliformes termotolerantes.

Tabela 4 - Analise de coliformes totais e termotolerantes nos cinco pontos avaliados

NMP2 de coliformes em 100 mL de

Pontos - amostra
Collfor_mes E coli
totais '
P1 4,6 x 103 ND
P2 4,6 x 103 ND
P3 3,3x 10° ND
P4 6,6 x 10* ND

P5 2,2 x10* ND
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aNMP — NUumero Mais Provavel. ND — Nada detectado

Os resultados microbioldgicos das amostras analisadas demonstraram elevada
taxa de contaminacgé&o por coliformes totais, com resultados positivos para todos os
pontos e com valores maiores ou iguais a 6.600 NMP/100 mL. Similarmente, Cayado
et al.,, (2019) e Flores e Lima (2020) encontraram informacfes semelhantes
investigando o Rio Jundiai na cidade de Sao Paulo. A determinacéo da concentracédo
de coliformes totais € um dos principais parametros de investigacdo sobre a
ocorréncia de microrganismos patogénicos (FERNANDES et al., 2019).

Estes sdo responsaveis pela transmissdo de inidmeras doencas de veiculacao
hidrica, tais como: febre tifoide, coOlera e paratifoide. De maneira geral, a presenca
destes microrganismos na agua ocorre por diversos fatores, como fezes de animais
e seres humanos, além de sua presencga possuir relagdo direta com o grau de
contaminacéo fecal (BORTOLETTO et al., 2015; GOMES et al., 2019). De acordo
com a Resolucdo do CONAMA 357/2005 as amostras de agua analisada apresentam
ma qualidade higiénico-sanitaria e n&o atendem aos padrbes definidos pela
legislacdo em vigor, sendo essa uma evidéncia de que 0 esgoto sanitario continua
sendo despejado irregularmente no rio Sao Francisco, acarretando em poluicéo e

contaminacao.

Analise parasitolégica

Dentre as amostras parasitolégicas analisadas foram encontrados os seguintes
parasitas: Endolimax nana (nos pontos 1 e 3); Entamoeba coli (no ponto 5) e Tenia sp
(no ponto 3), este ultimo identificado pelos dois métodos utilizados. Esses resultados
apontam para problemas como contaminacdo fecal de animais e excrementos
humanos. A presenca de enteroparasitas serve como indicador sanitario da qualidade
das aguas. Estes parasitas na agua podem levar os individuos a desenvolverem
doencas entéricas, estando a sua presenca atrelada as precéarias condi¢cdes
sanitérias, constituindo um importante marcador do estado de saude daquela
populacdo, conforme demonstrado nos trabalhos de Ben Ayed et al. (2018) e EI-
Khayat et al. (2021).

Adicionalmente, o resultado positivo para as analises parasitologicas € um

indicativo das adaptacdes desenvolvidas pelas formas parasitarias frente aos
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estresses ambientais sofridos no determinado ambiente, uma vez que condicionam o
aumento da sobrevida local (SIQUEIRA; APRILE; MIGUEIS, 2012).

Andélise Cromatogréfica

Foram realizadas analises cromatograficas para anilina, acido benzoico,
catecol, acidos organicos volateis (acético, propanoico, isobutanoico, butanoico,
isopentanoico, pentanoico, hexanoico), aglcares (sacarose, glicose, frutose), alcoois
(glicerol, 1,3 propanodiol, etanol, butanol), Linear Alquil Benzeno Sulfonato de Sédio
(LAS), 2,4-diaminoanisol (DAAN), 2,4-dinitroanisol (DNAN), 2-metoxi-5-nitroanilina
(MENA), paracetamol e diclofenaco. As substancias analisadas ndo foram detectadas
(ND) em nenhum dos pontos investigados.

O monitoramento destes contaminantes em ambientes aquéaticos tem crescido
ultimamente, uma vez que a utilizacdo de técnicas analiticas possibilita identificar e
quantificar poluentes em concentracdes tracos nestes ecossistemas (FERNANDEZ et
al., 2017). Atualmente, a cromatografia é considerada a técnica mais utilizada e
versatil devido diversos fatores como: disponibilidade de métodos de deteccao muito
sensiveis para todas as categorias de técnicas cromatograficas; velocidade relativa
das separacbGes cromatograficas; facilidade de uso quando comparada a outros
métodos analiticos e possibilidade de desenvolvimento de métodos analiticos
precisos e de veracidade (ALMEIDA, 2021).

Dentre as técnicas cromatograficas, a Cromatografia Liquida (CL) é a mais
empregada para andlise de contaminantes ambientais, uma vez que permite a
deteccdo de diferentes substancias e diferentes propriedades fisico-quimicas
(MOLINA et al., 2014). A auséncia destes contaminantes nas aguas do rio Sao
Francisco pode justificar-se pela presenca em quantidades inferiores aos limites de
deteccdo do equipamento, tendo como exemplo o paracetamol e diclofenaco com
limite de deteccédo de 0,03 mg/L. Outra questdo que pode ter contribuido para néao
deteccdo destas amostras nas aguas superficiais € o volume de agua do rio, que é
superior ao volume de efluentes, fator este que auxilia na diluicdo dos contaminantes.

Conclusao

Apesar da maioria dos parametros investigados no rio Sao Francisco se

apresentarem em conformidade com o recomendado pela resolugdo do CONAMA
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375/2005, os dados relacionados aos metais pesados e a microbiota local com seu
respectivo perfil de resisténcia séo os principais indicativos do impacto local. Os dados
aqui observados podem ser utilizados para despertar a comunidade e os gestores

locais quanto ao descarte inadequado dos poluentes neste ecossistema.
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5 CONCLUSOES

Os resultados analisados indicam que os parametros prejudiciais relacionados
ao rio Sao Francisco correspondem sobretudo a presenca de metais, bactérias
patogénicas e parasitas, de modo que, este ambiente pode ser considerado
um reservatério de bactérias ambientais de importancia clinica, podendo

causar danos a saude da populacéao;

Os dados apontados pelo perfil de resisténcia/susceptibilidade nos isolados
bacterianos a antibioticos, corroboraram com a literatura cientifica acerca da

ocorréncia de ARBs em ambientes aquaticos de agua doce;

A adicdo de bactérias isoladas do rio Sdo Francisco a bacterioteca de
ambientes impactados da UFPE, representa uma contribuicdo significativa
para a caracterizagcdo da microbiota destes ambientes e para a compreensao
futura da dindmica de sobrevivéncia desses microrganismos em ambientes
poluidos, uma vez que, os materiais bioldégicos e/ou genéticos conservados
nesta bacteriotreca sdo sempre analisados por meio de outros parametros e

condicoes;

Os resultados abordados revelam o risco microbiano do ambiente aquatico
investigado indicando a necessidade da criagdo de um programa de gestéo
voltado para a manutencdo e conservacdo da qualidade de agua e
monitoramento da vida deste ecossistema na cidade de Paulo Afonso-BA,
visando a diminuic&o de risco a saude publica.
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6 SUMULA CURRICULAR

e Biomarkers as a tool to monitor environmental impact on Aquatic Ecosystems.
Link: file:///C:/Users/Milena/Downloads/17871-46056-1-PB%20(3).pdf

e Analysis of Exogenous Poisoning by Pesticide in the State of Bahia-Brazil
during the Period from 2007 to 2017. Link:
https://www.intechopen.com/chapters/73903

e Biotechnological Potential of Carotenoids Produced by Extremophilic
Microorganisms and Application Prospects for the Cosmetics Industry. Link:
https://www.scirp.org/journal/paperinformation.aspx?paperid=102537

e Mecanismos de resisténcia aos antibioticos beta-lactdmicos. Link:
https://editoraomnisscientia.com.br/editora/livros/0402091. pdf

e Resisténcia antimicrobiana e os impactos na saude publica: uma revisédo
integrativa. Link: https://editoraomnisscientia.com.br/editora/livros/0402091.pdf

e Mecanismo de resisténcia genética de Acinetobacter baumannii a
carbapenémicos.

e Aplicacéo biotecnologica de microrganismos na bioremediacdo de ambientes
impactados com polietileno.

e Curso ministrado: IV Curso de Extensdo em Biologia Molecular aplicada ao
Diagnostico Laboratorial

e Curso ministrado: A importancia da microbiologia ambiental para a saude
publica.

e Curso ministrado: Biologia Molecular aplicada a analise microbiolégica
ambiental e o impacto para a saude publica.

e Curso ministrado: Principais biomarcadores como ferramenta para monitoracao
de ambientes aquaticos impactados.

e Palestra ministrada: O impacto ambiental ocasionado pela pandemia da covid-
19.

e 1° Simposio de Bioguimica E Biologia Molecular

e CINASAMA - Congresso Internacional de Saude e Meio Ambiente.

e V Encontro Multidisciplinar de Biologia e Saude CAV/UFPE.

e | Congresso Brasileiro de Ciéncias Biolégicas On-line.

e | Congresso Norte-Nordeste de Saude Publica.

e |l Congresso Internacional de Saude Unica


https://www.intechopen.com/chapters/73903
https://www.scirp.org/journal/paperinformation.aspx?paperid=102537
https://editoraomnisscientia.com.br/editora/livros/0402091.pdf
https://editoraomnisscientia.com.br/editora/livros/0402091.pdf
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