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RESUMO GERAL

A vigilancia ambiental em saude atraves da analise de RNA e DNA ambiental tem se
revelado uma importante estratégia para o monitoramento de patdgenos em ambientes
urbanos, especialmente no que se refere a detecgdo de genes que conferem resisténcia a
antibioticos (ARGs). Adicionalmente, a qualidade de um ecossistema também pode ser
observada através do estudo da diversidade microbiana. Partindo da perspectiva integrada
da SaGde Unica, que considera que a salde humana, animal e ambiental sdo
complementares, € possivel desenvolver estratégias que permitam o intercAmbio de
tecnologias entre diferentes setores puablicos e privados para investigar e mitigar,
concomitantemente, problemas ambientais e de sadde publica. A polui¢do tem figurado na
lista dos problemas ambientais mais preocupantes, expresso através da contaminacdo de
solos, ar e corpos hidricos. Um grave problema tem sido a liberagdo massiva de
medicamentos antimicrobianos usados na satde humana e animal nos ecossistemas, o que
contribui para a selecdo de ARGs. Desta forma, 0 objetivo desta dissertacdo € investigar,
de forma conjunta, questdes de Salde Publica e Conservacdo Ambiental, a partir da
andlise da composicao de comunidades microbianas em sedimentos de corpos hidricos em
regides costeiras. Para isto, foi investigado o DNA ambiental de quatro regides estuarinas,
em diferentes status de conservacdo, no municipio de Valenca, Bahia. Os genes tetA, tetB,
tetE, gnrA, gnrB, catA, blaSHV, blaTEM e sull foram quantificados através de gPCR.
Adicionalmente, foi feita a metagendmica do amplicon 16S rRNA para o estudo da
composi¢gdo da comunidade microbiana em cada ponto de amostragem. Em todas as
amostras, foram detectados ao menos um gene de resisténcia. Em Guaibim-2, local
residencial destituido de sistema de esgotamento sanitario, verificou-se maior quantidade e
diversidade de ARGs, seguido pelas amostras coletadas em Una. Ambas apresentaram
genes exclusivos e microrganismos prioritarios para vigilancia gendmica devido ao seu
historico de resisténcia a potentes antibioticos (Enterococcus faecium, Acinetobacter sp,
Klebsiella pneumoniae e Enterobacter cloacae), além de outros microrganismos
associados a infec¢des graves. Em Guaibim-1 e Taquari, também foram detectados genes
de resisténcia, mas em menor quantidade, e nenhum dos organismos associados a
multirresisténcia foi encontrado. Os filos de

bactérias mais abundantes foram Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Chloroflexi e Firmicutes, mas a abundancia relativa destes filos variou conforme as
amostras. Os resultados sugerem que Guaibim-2 e Una sdo os locais mais impactados por
efluentes humanos e Guaibim-1 e Taquari séo as regidoes mais conservadas.

Palavras-chave: Contaminacdo, Efluente, Metagendmica, Resisténcia bacteriana,
Vigilancia Ambiental.



ABSTRACT

Environmental surveillance through environmental RNA and DNA is an important
strategy for pathogen monitoring in urban surroundings, especially regarding detection of
genes of resistance to antibiotic (ARGs). Additionally, the quality of ecosystems can be
verified through study of microbial diversity. From the perspective of One Health, which
considers that human, animal and environmental health are complementary, it is possible
to develop strategies and technologies exchange between different public and private
sectors to investigate and mitigate environmental and public health problems. Pollution is
one of the most concerning environmental problems, and it reflects on contamination of
soil, air and water. The massive liberation of antimicrobial drugs used on animal and
human health on ecosystems contribute to ARG selection. The objective of this
dissertation is to investigate, in an integrated way, Public Health and Environmental
Conservation questions, through analysis of composition of microbial communities in
sediments of water. For this, environmental DNA of four estuary regions in different
status of conservation in Valenca, Bahia, Brazil, was investigated. TetA, tetB, tetE, qnrA,
gnrB, catA, blaSHV, blaTEM and sull genes was quantified through gqPCR and
additionally, was performed metagenomics of 16S rRNA amplicon for the study of
microbial community composition in each sample point. In Guaibim-1, a residential area,
there was greater diversity of ARGs, followed by samples collected on Una. Both of them
have exclusive genes. This study detected microorganisms generally associated with
multiresistance to antibiotics (Enterococcus faecium, Acinetobacter sp, Klebsiella
pneumoniae e Enterobacter cloacae), in addition to other microorganisms associated with
serious infections. In Guaibim-1 and Taquari, resistance genes were also detected, but in
less quantity and no organisms associated to multiresistance were found. The bacterial
phyla more abundant was

Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Chloroflexi and Firmicutes, but the relative
abundance of these phyla varied according to the samples. The results imply that Guaibim-
2 and Una are more impacted by human effluents and Guaibim and Taquari are more
conserved.

Key-word: Bacterial resistance, Contamination, Effluent, Environmental Surveillance,
Metagenomics.
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REFERENCIAL TEORICO

01.  Aemergéncia de uma Ecologia Microbiana

As atividades bioldgicas exercidas pelos microrganismos que compdem
ecossistemas aquaticos e terrestres, como a decomposicdo da matéria organica, a
ciclagem de nutrientes, e a formacdo do solo sdo essenciais para a manutencdo dos
mesmos (MA et al., 2021). No entanto, o estudo destes seres microscopicos s6 avangou
com o desenvolvimento de técnicas da biologia molecular, que emergiu a partir da
década de 1940 como uma ferramenta para estudar os organismos sob uma nova
perspectiva (MORANGE, 1998).

Neste sentido, a Ecologia Microbiana surgiu recentemente como uma subarea da
Ecologia, campo da ciéncia que comecou com os estudos do bidlogo Heinrich Haeckel e
que estuda a relagdo entre os organismos e o ambiente em que eles vivem (MATOS et al.,
2016), com o objetivo de entender as comunidades microbianas e suas relagdes com os
fatores bioticos e abidticos de um ecossistema (GRAY; HEAD, 2008). E preciso
salientar que hé dificuldades em determinar parametros ecol6gicos para microrganismos,
de modo que muitos estudos o0s submetem aos parametros conhecidos para
macrorganismos (MATOS et al., 2016).

A ampla gama de microrganismos e de suas interacbes em um ecossistema é um
fator que inviabiliza que um estudo robusto seja realizado in vitro, uma vez que todos 0s
fatores capazes de influenciar a composicdo de uma comunidade microbiana néo
poderiam ser reproduzidos em laboratorio. Nesta perspectiva, a popularizacdo da
biologia molecular foi um dos maiores propulsores da Ecologia Microbiana, tornando
possivel a identificagdo e caracterizagdo funcional de varios grupos de microrganismos
que ndo podem ser cultivados (van den BERG et al., 2022).

Partindo deste pressuposto, é inexequivel dissociar o estudo dos microrganismos
de um ambiente da Ecologia Molecular (YOCCOZ, 2012), outro campo emergente da
Ecologia. A Ecologia Molecular aplica técnicas moleculares para a explicitagdo da
diversidade genética, funcional, evolutiva e adaptativa de genes (FREELAND, 2020), o
que incrementa os estudos ecologicos. Esta area surgiu como um braco da biologia
evolutiva, da sistematica filogenética e da genética de populacGes e apenas emergiu
como um campo de conhecimento com a diversificacdo dos marcadores genéticos do
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desenvolvimento de tecnologias com melhor custo-beneficio (ROWER; SWEET;
BEEBEE, 2017).

Nesta perspectiva, 0 DNA ambiental, ou eDNA (do inglés environmental DNA),
termo introduzido na década de 1980, tem sido muito utilizado no estudo da Ecologia
Molecular. O DNA ambiental, ou RNA ambiental, é o material genético de um ou mais
organismos que ndo estdo necessariamente presentes no ambiente no momento da coleta,
obtido a partir de amostras de solo, 4gua ou ar (PADILLA-GARCIA; CAMACHO-
SANCHEZ; REYES LOPES, 2021).

As perspectivas para a popularizacdo das técnicas de andlise do eDNA sdo
promissoras, uma vez que as tecnologias para tais analises tém avancado e sofrido
reducdo de custos. Entretanto, ainda é necessario maior investimento na formacéo de
bioinformatas que estejam integrados nas pesquisas desde a formulacdo das hipdteses.
Além disso, pesquisadores da area defendem que, do mesmo modo que métodos
tradicionais em Ecologia ndo conseguem abarcar toda a complexidade bioldgica de uma
amostragem, restringir as pesquisas a Ecologia Molecular pode resultar em uma
problematica semelhante. Assim, o ideal é que a analise do DNA ambiental seja
abordada de forma integrada com outras técnicas tradicionais da Ecologia, de modo a
incrementar a robustez dos dados (PADILLA-GARCIA; CAMACHO-SANCHEZ;
REYES-LOPES, 2021; YOCCOQOZ, 2012).

Por conseguinte, estudos de eDNA envolvendo microrganismos podem elucidar
aspectos relacionados a genética evolutiva, a genémica, transcriptdmica, protedmica,
epigenoma, filogeografia, ecologia comportamental, biologia da conservacao, sistematica
e taxonomia de seres, que, como citado anteriormente, sdo essenciais para a manutengédo
de ecossistemas aquaticos e de solo e, portanto, fundamentais para a manutencédo da vida
na Terra. Deste modo, o estudo nesta area do conhecimento é imprescindivel para o
desenvolvimento de aspectos teodricos da ecologia (MATOS; DURRER; ANDREOTE,
2016), que, tradicionalmente, tem negligenciado o estudo dos microrganismos
(PANIKOV, 2010).

02. A microbiota ambiental

O estudo dos microrganismos de um ambiente ndo pode ocorrer de forma isolada,
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pois as populagdes microbianas sdo dependentes das interagdes estabelecidas com outros
organismos, sejam elas positivas, dentre as quais pode-se citar o comensalismo e 0
mutualismo, ou negativas, destacando-se nesta segunda categoria 0 antagonismo, a
predacdo, o parasitismo e a competicdo (MATTOS; DURRER; ANDREOTE, 2016).

Via de regra, 0s microrganismos estdo organizados em populacées, com diferentes
frequéncias em determinado ambiente. A riqueza de espécies diz respeito ao nimero de
espéecies observadas e a diversidade estd relacionada a variabilidade e abundancia
relativa das espécies (MATOS; DURRER; ANDREOTE, 2016). As relacdes entre duas
ou mais populacdes caracterizam as comunidades bioldgicas. O conjunto destas
comunidades denominado microbiota, e sua distribuicdo ao longo de um habitat segue
uma série de parametros fisico-quimicos, como disponibilidade de nutrientes, umidade
disponivel, aeracdo, temperatura, pH, matéria organica (MELLONI, 2007; PELCZAR,
1996). A salinidade também é um fator que afeta a atividade microbiana, configurando
uma pressao seletiva para a selecdo da microbiota (SILVA et al., 2013).

Neste sentido, é imprescindivel salientar que os microrganismos estdo sujeitos as
mesmas leis que regem outros seres vivos, e, portanto, podem sofrer por pressdes
seletivas em seu habitat. Os parametros supracitados sdo fatores que selecionam as
populacdes que estdo mais adaptadas ao ambiente. Para a genética, isso geralmente se
traduz em grupos que possuem mecanismos moleculares capazes de metabolizar
substancias presentes no ambiente, convertendo-as para suas proprias necessidades
bioguimicas. Ademais, a competicdo também € uma importante varidvel para a
composicao das comunidades microbianas (MATOS; DURRER; ANDREOTE, 2016).

Estima-se que, em uma grama de solo, por exemplo, possam ser encontrados cerca
de 1 bilh&o de bactérias e mais de 1 km em hifas de fungos. Essas populagdes, contudo,
ndo estdo distribuidas uniformemente nas amostras de solo, podendo diminuir com a
profundidade (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Este quantitativo pode variar
sazonalmente, de acordo com condi¢Ges de temperatura e umidade. J& a diversidade
microbiana, contanto que ndo exposta a interferéncias fisico-quimicas atipicas, mantém-
se inalterada ao longo do ano (ZILLI et al., 2003).

Nota-se que a diversidade microbiana de um ambiente € um componente essencial
para a determinagdo de sua qualidade (ZILLI et al., 2003). Diversos estudos tém sido
elaborados no sentido de determinar bioindicadores microbiologicos para o estresse
ambiental. No entanto, ainda ndo ha consenso acerca da efetividade desta associacao.



14

(MELLONI, 2007; ZILLI et al., 2003).

Dentre o0s principais grupos de microrganismos em amostras ambientais,
encontram-se as bactérias, que Sa0 0S organismos mais NnuMerosos, 0s actinomicetos, que
embora pertencam ao mesmo grupo, em geral sdo classificadas separadamente, e 0s
fungos, que frequentemente encontram-se associados a raizes de plantas (TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2012). Diferentes grupos destes microrganismos realizam importantes
funcBes nos ecossistemas, tais como decomposicdo da matéria organica, ciclagem de
nutrientes e formacdo do solo (MATOS; DURRER; ANDREOTE, 2016; ZILLI et al.,
2003).

A composicdo da comunidade bacteriana é relativamente similar em diferentes
ambientes, considerando-se niveis taxondmicos de filo. Em amostras de solo, por
exemplo, destacam-se grupos Proteobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia,
Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Bacteroidetes, Planctomicetos, Firmicutes e
Cyanobacteria. A abundancia relativa destes grupos pode variar de acordo com o
ecossistema trabalhado. Conforme se avanga nas categorias taxondmicas, torna-se mais
dificil normatizar os grupos mais abundantes em cada tipo de ecossistema, uma vez que
as taxas de género e espécie oscilam muito para cada regido (SOUZA et. al, 2013;
NELSON et. al, 2016, HAYATSU et. al, 2008).

Diferentes grupos de microrganismos podem executar uma mesma funcdo em um
ecossistema, 0 que é denominado redundancia funcional. Este fendmeno garante a
manutencdo de um sistema heterogéneo e dinamico, além de maior resiliéncia, na
hipdtese de ocorréncia de eventos atipicos (MATOS; DURRER; ANDREOTE, 2016).

03. Impactos antrdpicos na microbiota ambiental
a. O uso de solos e sedimentos

O crescimento exponencial da populacdo humana e o avan¢o da industrializagédo
tem acelerado o éxodo para cidades, promovendo incremento na urbanizagdo e a
expansdo das grandes metrépoles. Somado a isto, pode-se citar o avango do agronegocio,
do desmatamento, da caca, a poluicdo e as mudancas climaticas como fatores que
resultam em pressdes aos ambientes florestais e aos recursos hidricos e geram
desequilibrios ambientais. Uma das consequéncias destas pressdes € a intensificacdo na
interacdo entre o ser humano e animais silvestres, que podem ser vetores de doencas e,
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portanto, configurar risco de satde publica (ANTUNES, 2020).

Neste contexto, as comunidades microbianas estdo entre os grupos mais afetados
por estes impactos antropicos, porém pouco destaque tem sido dado a elas (MELLONI,
2007). Em ambientes de solo, por exemplo, a variabilidade genética é uma caracteristica
Importante para a manutengdo dos servigos ecossistémicos.

O mau uso dos solos tem sido citado como um dos principais impactos antropicos.
Em areas submetidas a regimes agricolas, sobretudo monoculturas, por exemplo,
verifica-se uma tendéncia de homogeneizacdo das comunidades microbianos do solo
(RODRIGUES et al., 2013; GOSS-SOUZA et al., 2017). Além disso, a compactacao e a
reducdo da espessura do solo, causada especialmente pela atividade agricola, aumenta os
processos erosivos, permitindo a dispersdo de sedimentos, fertilizantes e agroquimicos
pelos cursos d’4dgua, o que pode acarretar eutrofizacdo e assoreamento que
comprometem as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de corpos hidricos.
(JOVINO et al., 2022).

Nesta perspectiva, manguezais sdo ecossistemas costeiros situados em zonas de
transicdo entre rio e mar, 0s estuarios, e sdo determinados por uma vegetacgdo tipica que
ocorre exclusivamente nestas areas. Suas caracteristicas fisico-quimicas sdo variaveis,
sobretudo em decorréncia da maré (PALIT et al., 2022).

O estado avancado de degradacdo destes ecossistemas foi alertado pela Unido
Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN) e de fato no Brasil, estas regides
estuarinas, compostas por vegetacdo tipica, sdo areas protegidas pelo Sistema Nacional
de Unidades de Conservacdao (SNUC), instituido pela Lei n°® 9.985/00. No entanto, a
destruicdo e fragmentacdo de habitat, a poluicdo e as mudancas climéaticas tém sido
grandes ameagas a estes ecossistemas. A agricultura e a aquicultura sdo as atividades
antrdpicas mais impactantes (GONCALVES et al., 2022; PALIT et al., 2022).

A necessidade de conservacgdo dos ecossistemas de manguezais ultrapassa o valor
intrinseco de sua biodiversidade. Diversos servigos ecossistémicos sdo fornecidos em
regibes de manguezais, tais como ciclagem de nutrientes, suporte alimentar e retencéo de
compostos toxicos. Além disso, manguezais sdo citados como grandes sumidouros de
carbono (ANDREQOTE et al., 2012).
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b. Resisténcia microbiana

Dentre os problemas emergentes desencadeados pelos impactos antropicos estdo a
resisténcia a agentes microbianos e as mudancas climaticas. Estes problemas podem
estar correlacionados, uma vez que as mudancas climéaticas podem acelerar a dispersdo
de vetores de doengas (HARRING; KROCKOW, 2021).

E fato que desde que foi deflagrada a pandemia de COVID-19, cuja origem estéa
relacionada a causas ambientais, tem sido relatado um aumento no nimero de co-
infeccbes bacterianas e flngicas em pacientes contaminados pelo SARS-CoV-2
(HENDAUS; JOMHA, 2020). Este aumento deve-se ao enfraquecimento do sistema
imunoldgico destes pacientes e ao tempo prolongado de exposicdo a ambientes
hospitalares contaminados.

O acréscimo na utilizacdo de antimicrobianos para o tratamento destas infeccdes
tem preocupado especialistas (SGGAARD et al., 2021). Isso se deve ao fato de que o uso
continuado e irrestrito de antibidticos e antifingicos gera uma pressao para a selecao de
microrganismos resistentes (LOUREIRO et al., 2016).

Adicionalmente, o uso desregulado de antimicrobianos tem sido uma pratica
recorrente na pecudria, aquicultura (RIVA; PASTOR; SILVA, 2018) e agricultura
(BASTOS et al., 2021). Em geral, as drogas utilizadas por humanos e animais
apresentam 0s mesmos principios ativos, de modo que é possivel observar o fendmeno
de resisténcia cruzada, em que microrganismos resistentes a antimicrobianos s&o
selecionados no organismo animal, mas podem contaminar humanos, e vice-versa
(RIVA; PASTOR; SILVA, 2018). Partindo deste pressuposto, estima-se que 80% dos
antibidticos utilizados nos Estados Unidos sejam destinados a pecuaria e a aquicultura,
sendo que 70% destes sdo de classes utilizadas na medicina humana (MARTIN;
THOTTATHIL; NEWMAN, 2015). Infelizmente, esta é uma tendéncia mundial.

A intensificacdo desta situacdo levou a Organizagdo Mundial da Saiude (OMS) a
emitir um alerta acerca da emergéncia de uma pandemia de bactérias resistentes a
antibioticos. Deste modo, é recomendada a vigilancia destes organismos resistentes,
sobretudo 0s mais associados ao fendbmeno da multirresisténcia (resisténcia a varios
antibioticos potentes, o que dificulta o tratamento dos pacientes portadores destas
infeccbes). O acronimo ESKAPE expressa 0s organismos prioritarios para vigilancia:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
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baumanni, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.

Vale ressaltar, além disso, que a liberacdo de residuos de antibidticos pode
interferir, inclusive, em funcGes ecossistémicas dos grupos microbianos de um ambiente.
Isto pode acontecer, por exemplo, a partir da inibi¢do da ciclagem de nutrientes, devido a
acdo dos antibidticos sobre as comunidades bacterianas de um ambiente, ou da
interrupcao de processos naturais de degradacdo de compostos poluentes (OHORE et al.,
2021).

04. Antimicrobianos

Medicamentos antimicrobianos, dentre os quais estdo os antibidticos, atuam no
combate a infec¢des originadas por bactérias ou fungos. Eles podem ser isolados a partir
de metabdlitos secundarios de alguns organismos, como plantas ou fungos, ou
desenvolvidos sinteticamente (MACHADO et al., 2020).

Nesta dissertacdo, serdo priorizados os antimicrobianos com acao antibacteriana.
Deste modo, a classificacdo destes medicamentos varia de acordo com sua atuacdo, que
pode envolver a inibicdo da sintese da parede celular bacteriana ou de sua membrana
plasmatica, o bloqueio da regulacdo da expressdo génica ou da sintese de DNA,
processos que impedem a sobrevivéncia bacteriana (CASTRO; CASTRO; LIMA, 2021).

Pode-se dizer que os antibioticos surgiram de fato enquanto classe de
medicamentos em 1928, com os estudos do médico escocés Alexander Fleming, através
da descoberta da penicilina, metabolito de um fungo capaz de inibir o crescimento
bacteriano (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). A penicilina comecou a ser produzida
em larga escala a partir da decada de 1940 e a partir de entdo, varias outras classes de
antibioticos tém sido descobertas e sintetizadas. Seu uso para o tratamento de doencas foi
uma das causas para o aumento da expectativa de vida das populagbes humanas
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Com o avango das pesquisas em antibidticos, varias classes destes medicamentos,
com diferentes mecanismos de agéo, tém sido desenvolvidas. Atualmente, as penicilinas
figuram entre os antibidticos mais utilizados, assim como as cefalosporinas (ambas
pertencentes ao grupo dos B-lactdmicos), tetraciclinas e macrolideos (LOUREIRO et al.,
2016). As propriedades destes medicamentos estdo descritas no Quadro 1.
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Quadro 1 - Classes de antibidticos e seus mecanismos de acdo

Antibioticos Mecanismo de acdo

Beta-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos e Inibicdo da sintese da parede celular
monobactamicos)

Vancomicomicina e Inibicdo da sintese de glicopeptideos

teicoplanina

Quinolonas Inibicdo das enzimas DNA-girase e topoisomerase

v
Macrolideos, cloranfenicois,
aminoglicosideos, tetraciclinas Inibicdo da sintese de proteinas

Sulfonamidas Inibi¢do de vias metabdlicas
Polimixinas Rompimento da estrutura da membrana bacteriana

Fonte: SANTOS, 2022. Informagdes extraidas e adaptadas a partir dos trabalhos publicados por
Olmedo (2016) e Loureiro (2016).

05. Genética microbiana

O DNA de um organismo contém toda sua informacdo genética, que é traduzida
em proteinas cujas fungdes resultam em um fendtipo. Os genes sdo fragmentos de DNA
que codificam propriedades potenciais de um individuo, mas nem sempre Sa0 eXpressos
na forma de proteinas que modulam as atividades metabolicas e compdem a estrutura
desses organismos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Nos organismos eucariotos, 0S genes estdo organizados em um ou mais
cromossomos. As bactérias, seres procariontes, no entanto, apresentam um Unico
cromossomo circular e podem também conter plasmideos, que sdo fragmentos circulares
de DNA que carregam genes ndo essenciais para o crescimento da célula em condigdes
normais e se replicam de modo independente (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Durante a reproducdo de eucariotos e procariotos, no processo de duplicacdo do
material genético, é possivel que ocorram erros que poderdo resultar em alteracdo da
sequéncia de bases que compdem o0s genes. Esta alteracdo € denominada mutagéo e,
como 0s genes determinam as proteinas sintetizadas por cada ser vivo, uma ou mais
mutacdes podem resultar na modificagdo da expressdo de um gene. Em termos gerais,
uma mutacdo pode resultar na alteracdo de determinada(s) caracteristica(s) de um
individuo (LOUREIRO et al., 2016).
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E verdade que algumas mutacBes ndo implicam em modificagio nas proteinas
codificadas por um gene. De todo modo, cabe salientar que elas ocorrem ao acaso ou
podem ser induzidas de forma direta ou indireta, através de agentes mutagénicos, como
radiacdo ou produtos quimicos (LIMA et al. 2017).

MutacOes aleatorias podem conferir resisténcia a diversas pressdes ambientais as
quais 0s microrganismos estdo submetidos. Deste modo, tanto na microbiota humana,
quanto na ambiental, os antibacterianos e antifingicos naturais ou sintéticos podem
contribuir ativamente para a selecdo de genes que conferem resisténcia a estas
substancias, 0s ARGs (Antibiotic Resistance Genes) e que passardo a prevalecer em uma
populacdo (LIMA et al., 2017; LOUREIRO et al., 2016).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana podem variar desde a modificacdo da
composicdo da membrana celular, até a sintese de enzimas com funcdo ativa em
antibidticos ou por meio de bombas de efluxo (LIMA et al., 2017). Algumas bactérias,
por exemplo, desenvolveram genes que codificam enzimas capazes de degradar
antibidticos beta-lactamicos. Bactérias resistentes & fluoroquinolona podem possuir
mutacbes na DNA-girase ou na topoisomerase IV, o que impede a acdo deste
medicamento, que age diretamente nestas enzimas (ANTONIO et al., 2009). Estes e
outros mecanismos podem ser intrinsecos a bactéria, quando sdo adquiridos por mutagédo
ou selecionados, ou obtidos através de diferentes processos de transferéncia lateral de
genes: transformacgdo, transdugdo, conjugacdo ou transposicdo (MAZEL, 2006;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; LIMA et al., 2017).

Por fim, é necessario salientar que genes de resisténcia bacteriana podem ser
detectados através da analise molecular de amostras ambientais (HUIJBERS; FLACH,;
LARSSON, 2019). Deste modo, os residuos de atividades humanas, quando liberados no
ambiente sem tratamento adequado, podem contaminar corpos hidricos, como rios,
corregos e oceanos. Neste sentido, a dgua destaca-se como um meio de dispersdo destes
genes de resisténcia e como a via pela qual estes genes podem ser incorporados
(CASTRO; CASTRO; LIMA,; 2021). Nesta perspectiva, uma problematica preocupante é
o fenbmeno da multirresisténcia que bactérias podem desenvolver a partir da
incorporagdo de diferentes mecanismos de resisténcia a antibioticos. Os elementos
genéticos maveis (Mobile Genetic Elements, ou MGEs, em inglés) sdo as maiores fontes
destes genes (MCMILLIAN et al., 2019).

Alguns ARGs detectados em estudos ambientais no Brasil, assim como a classe de
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antibiodticos as quais eles conferem resisténcia e seu mecanismo de acdo, estdo listados

no Quadro 2.
Quadro 2 - Genes de resisténcia antimicrobiana frequentemente encontrados
Antibidticos aos quais . x
Genes . Aq . Mecanismo de acao
conferem resisténcia
tetA, tetB, tecC Tetraciclinas Ativacdo de bombas de efluxo
sull, sul2, sul3 Sulfonamidas Sintese de enzimas insensiveis ao

antimicrobiano

blaSHV, blaTEM, Hidrdlise do anel R-lactamicos de antibioticos

blaCTX-M-2, bla CTX- b-lactdmicos .
M de espectro estendido
bla CTX M-I
gnrA, gnrB, Quinolonas Protecdo da regido alvo das quinolonas na
gnrS DNA-girase

Fonte - SANTOS, 2022. Informacdes extraidas e adaptadas a partir dos trabalhos de Almeida (2011), Sousa
(2014), Sant’ Anna et al. (2021), Olmedo (2016) e Kampouris (2021).

Em Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Aeromonas spp.,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae e Escherichia coli frequentemente sdo
detectados ARGs (LIMA; BENJAMIM; SANTOS, 2017; CHAGAS, 2011; BALLABEN,
2019), o que indica associacdo destas bactérias patogénicas com o fendmeno da
multirresisténcia a antibioticos, consequentemente levando a dificuldade de tratamento
clinico e acarretando em problemas de satde publica.

06. Uma abordagem integrada: A Satde Unica

O avango da biologia molecular permitiu o incremento das investigacdes
ecoldgicas através da analise do RNA ou DNA dos organismos que compdem um
ecossistema. Embora ainda ascendente, este novo campo de estudos permite uma visdo
abrangente dos sistemas ecologicos, possibilitando analises de organismos até entéo
negligenciados pela Ecologia, como bactérias, fungos e virus.

Com os recentes surtos de varias doencas, desencadeados, principalmente, por
acOes humanas, tais como desmatamento, caca e mudangas climaticas, torna-se mais do
que necessaria uma abordagem ecoldgica dos microrganismos patogénicos. Neste
sentido, pode-se considerar esta problematica sob a perspectiva de Saude Unica, ou One
Health, que considera que a saude humana esta ligada a salde animal e ambiental
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(LIMONGI e OLIVEIRA, 2020).

A pandemia de COVID-19 impulsionou o termo Saude Unica, que tem sido cada
vez mais disseminado nos meios académicos, e abarca varias areas do conhecimento,
incluindo politicas publicas de promocéao de saude e politicas ambientais (LIMONGI e
OLIVEIRA, 2020). Assim, através desta abordagem, pode-se obter uma melhor
compreensdo dos mecanismos que originaram surtos de doencas e de seus caminhos
futuros, assim como tem sido feito com o virus SARS-CoV-2, causador da covid-19 (EL
ZOWALATY; JARHULT, 2020).

AvaliacGes do material genético extraido a partir de amostras ambientais, 0 eDNA,
tém sido amplamente aplicadas em estudos ecoldgicos (YOCCOZ, 2012). Através deste
arcabouco de métodos, é possivel identificar uma ampla gama de organismos que atuam
em um ecossistema, inclusive os patogénicos (BASS et al., 2015). Deste modo, a
vigilancia ambiental em saude pode ser empregada para identificar qualquer mudancga no
ambiente que possa interferir na salde humana. Através desta estratégia, é possivel
subsidiar o desenvolvimento de politicas publicas capazes de mitigar os efeitos
antropicos sobre a diversidade, o que contribuird para a manutencdo da salde humana,
animal e do ambiente (BEZERRA, 2017).

Anélises de eDNA tém como vantagens o fato de ndo requererem a atuacao de
comités de ética, o custo relativamente baixo e os resultados rapidos (MAINARDI,
BIDOIA, 2021), o que sdo fatores essenciais para a adicdo desta estratégia as politicas de
salde publica até entdo vigentes. Salienta-se que iniciativas de vigilancia ambiental tém
sido empregadas em algumas regides do pais, mas ainda é necessario estimular sua
expansdo, para que sejam testadas e definidas novas metodologias que fornecam dados
auxiliares para a orientacdo de medidas que previnam o0 contagio por patdgenos e
adoecimento da populacdo (SOUZA et al., 2020).

07. Anélises moleculares da microbiota ambiental

Convencionalmente, a estimativa de bactérias em amostras de solo, agua ou
sedimentos é geralmente feita através da contagem em placas em meios de cultura, mas
este niUmero pode ser subestimado (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Porém, outras
técnicas tém sido aplicadas para verificar a composi¢do das comunidades microbianas
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nos ecossistemas através da vigilancia ambiental. Estes métodos incluem o
sequenciamento genético, a metagendmica, a metatranscriptdmica, a cultura de células,
técnicas de PCR e gPCR, entre outras (BASS et al., 2015).

A andlise do material genético seriam extremamente dificultadas sem o advento da
técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). Através desta técnica, é possivel
amplificar regides alvo do DNA, de modo que se possa identificar genes que determinam
uma fungdo ou um grupo de organismos. Adicionalmente, a qPCR (quantitative PCR), é
uma técnica que permite estimar a quantidade de DNA presente em uma amostra. Uma
alternativa muito utilizada tem sido a extracdo do RNA ambiental para quantificacdo via
gPCR, através da geracdo de uma fita de DNA complementar (cDNA) (FREELAND,
2020).

Os marcadores moleculares, que sdo sequéncias de DNA especificas, permitem o
estudo de um organismo-alvo. O DNA mitocondrial € um dos marcadores mais
disseminados e é frequentemente utilizado em analises filogenéticas e estudos evolutivos,
devido ao seu carater conservado e pequeno compacto, em relacgdo ao DNA nuclear
(BEVILAQUA, 2018).

Outro marcador muito utilizado é o DNA barcode, ou DNA codigo de barras, que é
caracterizado pela aplicacdo de primers universais, de tamanho pequeno e padronizado, e
é geralmente utilizado em estudos morfoldgicos (BEVILAQUA, 2018).

O sequenciamento do DNA também é uma técnica bastante utilizada para estudos
moleculares. Desenvolvido por Frederick Sanger, esta técnica envolve a utilizacdo da
enzima DNA polimerase, uma sequéncia iniciadora (primer) e nucleotideos simples para
a sintese de fitas complementares. Os fragmentos de DNA sintetizados sdo separados por
eletroforese e analisados para a verificagdo da sequéncia (FREELAND, 2020).

No contexto da vigilancia em saude, o sequenciamento de DNA em amostras
ambientais pode propiciar a deteccdo de patdgenos importantes para a medicina e seus
mecanismos de resisténcia, rastrear a origem destes genes e assim entender sua
epidemiologia, de modo a fornecer dados capazes de subsidiar medidas para o controle
das infeccdes causadas por estes organismos (EYRE, 2022; MITCHELL et al., 2022).

Com o avango das técnicas de biologia molecular, os estudos mais recentes tém
utilizado sequenciamento de nova geracdo (NGS) para o estudo do genoma de um
organismo, gerando, de forma mais rapida, uma ampla quantidade de dados (COSTA,
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2019). A partir desta técnica de sequenciamento, € possivel realizar a metagenémica,
uma estratégia de pesquisa que permite analisar um aglomerado de genes e suas relagdes
em determinada amostra, transcendendo o estudo de um unico organismo (Nacional
Research Concil, 2007). Tal caracteristica torna esta estratégia ideal para o estudo das
comunidades microbianas nos ecossistemas, uma vez que estas estdo intrinsecamente
relacionadas e, como jé citado, sdo interdependentes.

Dentre os filos mais abundantemente detectados nestes ecossistemas estéo
Proteobacteria, Firmicutes, Chloroflexi, Planctomycetes, Actinobacteria e Acidobacteria.
No entanto, a frequéncia relativa destes grupos € distinta, e mesmo fatores pontuais como
contaminacdo e o fato do ambiente ser pristino ndo permitem uma inferéncia exata
acerca da frequéncia relativa de cada grupo observado, como indica um estudo
comparativo realizado por Palit (2022). Deste modo, a composicdo da microbiota
associada a sedimentos de mangues entdo depende, além de fatores antropogénicos, de
fatores biogeogréaficos e ecoldgicos, incluindo a presenca de compostos organicos e
inorganicos nos sedimentos e a vegetacdo (ANDREOTE, 2012; PALIT et al., 2022;
NIZAM, 2022).

Por fim, a resisténcia a antimicrobianos € tradicionalmente voltada a pesquisa
clinica. Entretanto, a analise sistematica de bactérias ambientais permite o
monitoramento de genes de resisténcia antes mesmo de estes representarem riscos
efetivos & saude da populagdo humana. Assim, o reconhecimento de reservatorios
naturais de genes de resisténcia é importante para a elaboracdo de estratégias de
prevencdo de infeccOes resistentes. A escolha do eDNA é dependente do objetivo da
pesquisa. Dados moleculares tém sido aplicados para estudos da biodiversidade,
informagdes de salde publica, monitorar a salde do ecossistema, investigar a seguranca
alimentar, entre outras funcdes, inclusive para monitorar a pandemia de covid-19
(LIGGINS et al., 2022). Adicionalmente, € preciso ter em mente que o padrdo de
distribuicdo destes organismos pode variar de acordo com varias condi¢fes ambientais,
como salinidade, pH e concentracdo de nutrientes (SILVA, 2013). Desta maneira, as
perspectivas para estudos envolvendo a Ecologia Molecular sdo cada vez mais
promissoras.
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INFORMACOES SOBRE A DISSERTACAO

Esta dissertacdo organiza-se conforme determinado pelo Regimento do Programa de Pds-
Graduacdo em Ecologia e Evolucdo da Universidade Estadual de Feira de Santana e é
constituida pelo Referencial Tedrico, contendo as principais exposi¢des relacionadas ao tema
discutido, e pelo Capitulo 1 - Diversidade bacteriana como indicadora de qualidade ambiental
em solos estuarinos no nordeste brasileiro: um enfoque em resisténcia bacteriana, que sera
traduzido e submetido para publicacdo na revista Environmental Health Perspectives.
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CAPITULO 1

COMUNIDADES BACTERIANAS EM SEDIMENTOS ESTUARINOS NO NORDESTE
BRASILEIRO: UM ENFOQUE EM RESISTENCIA BACTERIANA
Ba. Itana Almeida dos Santost; Dra. Carolina Oliveira SantanaZ Dr. André Freire Cruz*: Dr.

Eddy José Francisco de Oliveira®*

RESUMO

Estuarios podem conferir uma dimensdo generalizada acerca dos efluentes humanos
despejados ao longo corpos hidricos. Com o desenvolvimento do estudo do DNA ambiental,
pode-se ter uma real dimensdo acerca do funcionamento das comunidades microbianas destes
ambientes e dos impactos que as atividades antrépicas causam sobre elas. Neste contexto, o
objetivo deste estudo foi comparar a estrutura das comunidades bacterianas em sedimentos de
rios em diferentes status de impacto antrépico no municipio de Valenca, Bahia. Para isto,
quantificamos 0os ARGs (genes de resisténcia antimicrobiana) através da técnica de qPCR e
adicionalmente, realizamos o sequenciamento da regido 16S rRNA para entender a
composicdo da comunidade bacteriana em cada ambiente. Dentre as amostras analisadas,
Guaibim-2 apresentou maior diversidade de ARGs. Guaibim obteve menor diversidade de
ARGs. Os filos predominantes em todas as amostras foram Proteobacteria, Actinobacteria e
Firmicutes. Acinetobacter sp, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecium e Enterobacter
cloacae, bactérias listadas para vigilancia prioritaria pela Organizacdo Mundial da Saude
devido a sua associacdo com multirresisténcia a antibidticos, foram detectadas em Una e
Guaibim-2.

Palavras-chave: Conservacdo, DNA Ambiental, Metagendmica, Resisténcia Antimicrobiana,
Rios Urbanos.
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ABSTRACT

Estuaries give a generalized dimension about the presence of contaminants for human
effluents. The development of molecular techniques allowed the study of environmental DNA,
which made possible to know the real dimension about the functioning of the microbial
communities and the impacts of human activities on those environments. In this context, the
objective of this study is to compare the bacterial communities in river sediments in different
anthropic impact status in Valenca, Bahia, Brazil. We sequenced the 16S rRNA region to
identify the main phyla of bacteria in each environment and gPCR to detect the presence of
antibiotic resistance genes (ARGs). Guaibim-2 had a bigger diversity of ARGs. Guaibim has
less ARGs diversity. The predominant phyla in all of the samples was Proteobacteria,
Actinobacteria and Firmicutes. Enterococcus faecium, Acinetobacter sp, Klebsiella
pneumoniae and Enterobacter cloacae, listed bacteria for prioritary surveillance for World
Health Organization, was detected on Una and Guaibim-2.

Key-words: Antimicrobial Resistance, Conservation, Environmental DNA, Metagenomics,

Urban Rivers.
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INTRODUCAO

Manguezais sdo formacdes vegetais tolerantes a dguas salobras ou salgadas situadas
ao longo da costa de regides tropicais, subtropicais e temperada quente, em &reas de transicao
entre rio e mar, os estuarios (BRYAN-BROWN et al., 2020; SANTOS, 2018). Estes
ecossistemas oferecem uma série de servicos ambientais, como a pesca, mariscagem, protecao
costeira, protecdo contra sedimentacdo, producdo de madeira, indicador de risco ambiental,
ecoturismo, acumulo de carbono, biorremediacdo através da agua, protecdo contra intrusao

salina no lencol d’agua, entre outros (SANTOS, 2018).

No entanto, apesar da importancia dos ecossistemas estuarinos, pressdes antrépicas
exercidas sobre ambientes estuarinos tém sido constantes e afetam o estado de conservacao de
manguezais de todo o mundo. Estas pressdes incluem a poluicdo, extracdo da madeira,
conversdo para agricultura e aquacultura ndo sustentaveis (OTTONI et al, 2020).
Recentemente, as mudancas climaticas tém sido referidas como um fator indissociavel ao
estudo dos manguezais. Isto porque florestas deste ecossistema sao eficientes sequestradoras
de carbono e sua conservacdo pode contribuir para mitigar as mudancas climaticas. Da mesma
forma, manguezais sdo comumente afetados por consequéncias destas mudangas, como

aumento das temperaturas e avanco do nivel do mar (ALONGI, 2015).

Formados a partir da deposicdo de sedimentos que sdo carregados ao longo do curso
do rio, os solos destas regides estuarinas tém um alto teor de nutrientes, portanto, tém sido
descritos como ambientes altamente produtivos (MCLUSKY, ELLIOT, 2010). Estas
caracteristicas ambientais tornam este tipo de formacdo costeira hotspots de diversidade

microbiana (L1U et al., 2019), que possuem alto potencial biotecnoldgico (DIAS et al., 2017).

A microbiota, isto €, o conjunto de microrganismos de um ecossistema, desempenha
importante fungdo na manutencdo dos mesmos. Entre estas funcbes, pode-se citar a
decomposi¢do da matéria organica, a ciclagem de nutrientes e a formacdo dos solos (MA et al.,
2021). Neste sentido, a diversidade microbiana de solos de manguezais é influenciada por
fatores biogeogréaficos, humanos e pelas relacbes que os microrganismos estabelecem com

outros organismos que compdem este ecossistema (LIU et al., 2019).

Analises da diversidade microbiana ambiental podem constituir importantes
bioindicadoras para o estresse ambiental (MELLONI, 2007; ZILLI et al., 2003). Deste modo,

diversos estudos tém relacionado maior heterogeneidade da microbiota, ou maior diversidade



35

de grupos funcionais, @ maior qualidade do ambiente (GARRIDO et al., 2014; KARIMI et al.,
2017), uma vez que isto confere um dinamismo e maior resiliéncia, na hipotese de ocorréncia
de eventos atipicos (MATOS; DURRER; ANDREOTE, 2016).

O estudo do DNA ambiental (eDNA) pode elucidar diversos aspectos estruturais e
funcionais acerca das comunidades microbianas de um ecossistema. Atraves desta abordagem,
¢ possivel recolher o material genético de microrganismos diretamente de amostras
ambientais, sem necessidade do cultivo dos mesmos, o que forneceria uma amplitude da real
dimensdo da situacdo da diversidade microbiana (PADILLA-GARCIA; CAMACHO-
SANCHEZ; REYES-LOPES, 2021; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Adicionalmente, a deteccdo de genes de resisténcia antimicrobiana (ARGs) por
analises moleculares do eDNA tém revelado impactos antrépicos sobre a diversidade
bacteriana nos solos (MARANO et al., 2021; BERENDONK et al., 2015). E fato que os
ARGs podem ser de ocorréncia natural, entretanto, efluentes de sistemas industriais,
domésticos ou agropecuarios podem configurar uma pressdo para a selecdo destes genes
(MARANO et al., 2021). Isso ocorre porque muitos destes efluentes humanos contém
residuos de antibioticos e/ou 0s genes de resisténcia, que podem ser incorporados por
bactérias de um ambiente através de processos de transferéncia lateral de genes como
transformacdo, transducdo ou por meio de elementos genéticos moéveis, como transposons,
integrons ou plasmideos (GILLINGS; STOKES, 2012).

Nesta perspectiva, a vigilancia ambiental emerge como uma estratégia integrada que
permite detectar fatores de alteracdo no ambiente que podem pdr em risco a saide humana
(BEZERRA, 2017). Sua integracdo as politicas publicas permite a verificacdo da satide de um
ambiente, o que pode subsidiar a elaboracdo de estratégias para evitar ou mitigar um possivel

impacto na salde humana.

Deste modo, técnicas moleculares tém se mostrado efetivas para o estudo de diversos
patdgenos. Sua disseminagdo durante a pandemia de covid-19 foi imprescindivel para o
rastreio da origem do virus Sars-Cov-2, para 0 entendimento de sua viruléncia e formulacédo
de planos de combate a pandemia (ROBISHAW et al., 2021). Adicionalmente, a aplicacdo
destas técnicas em estudos relacionados a resisténcia bacteriana tem fornecido dados
importantes para compreender 0os mecanismos de resisténcia dos patdgenos que causam uma
série de prejuizos aos sistemas de salde e a vida humana. Dentre estas técnicas, destacam-se 0

sequenciamento completo do genoma, a metagenémica (MCARTHUR; TSANG, 2017) e a
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gPCR.

No contexto da resisténcia microbiana e da deteccdo de impactos ambientais, a
vigilancia ambiental através da analise do eDNA tem se revelado uma estratégia eficaz para a
deteccdo de genes de resisténcia a antimicrobianos, metais pesados e outras substancias
toxicas (MCMILLIAN et al., 2019; LIMA et al., 2017; HUIJIBERS; FLACH; LARSSON,
2019). E

importante salientar que a dgua € uma das principais vias para a transferéncia de
mecanismos de resisténcia (CASTRO; CASTRO; LIMA; 2021). Visto isso, genes de
resisténcia microbiana podem ser identificados tanto em sistemas aquéticos, quanto em seus

sedimentos.

Deste modo, partindo da problematica “ha diferengas na composicao das
comunidades microbianas em sedimentos estuarinos submetidos a diferentes niveis de
impacto antropico?”’, o objetivo geral deste estudo ¢ avaliar a estrutura das comunidades
bacterianas em sedimentos estuarinos submetidos a diferentes niveis de impactos antropicos,
através da técnica de sequenciamento de nova geracdo (NGS) e de qPCR. Os objetivos
especificos sdo: investigar a diversidade microbiana em diferentes ambientes e detectar a
presenca de ARGs e bactérias patogénicas associadas através de gPCR.
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MATERIAIS E METODOS
Procedimentos éticos legais

Uma vez que as amostras foram coletadas a partir de locais publicos para fins de
estudo da biodiversidade microbiana, ndo foram necessarias permissdes legais ou éticas para a
realizacdo deste estudo. O projeto serd registrado no SISGEN - Sistema Nacional de Gestdo

do Patriménio Genético em nome do Prof. Dr. Eddy José Francisco de Oliveira.

Area de amostragem

O municipio de Valenca esta situado no baixo-sul da Bahia (Figura 1), em &rea de
Mata Atléntica e pertence ao sistema costeiro marinho (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - IBGE, 2023). Ainda segundo o IBGE, a populacdo valenciana é de 85.655
pessoas e 0 municipio possuia, em 2010, 59,5% de seu territorio coberto com sistema de

esgotamento sanitario adequado.

Figura 1 - Localizagdo do municipio de Valenga no estado da Bahia

Localizacao de Valenca, Bahia, Brasil
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Fonte dos dados: IBGE, 2017
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Fonte: SANTOS, 2023.
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O municipio possui altitude méedia de 50 m que, combinado ao clima tropical quente e
umido, favorece a atuacdo de processos pedogénicos. Desenvolveu-se ao redor do rio Una,
que compde o sistema estuarino local, e apresenta atividade econdmica voltada ao turismo,
que se concentra no distrito de Guaibim, a cerca de 14 km do centro da cidade, a pesca,
aquicultura e mariscagem e ao transporte fluvial, além de criacdo de gado e cultura agricola
voltada ao cultivo do dendé (SOUSA, 2015).

O distrito de Guaibim esta localizado em uma Area de Protecio Ambiental (APA),
que pertence ao grupo de Unidades de Conservacdo de Manejo Sustentavel, que é
determinada pela formacdo dos ecossistemas manguezal, brejo e restinga (SOUSA, 2015;
Centro de Recursos Ambientais, 1993). Ele situa-se entre a foz do rio Jequirica e o canal de
Taperod, na regido costeira de Valenca. As caracteristicas do solo de Guaibim, em relevo
levemente inclinado para o mar, permitem uma alta taxa de infiltragdo, o que resulta em

migracdo das aguas subterraneas no sentido do mar (Centro de Recursos Ambientais, 1993).

Alguns dos principais impactos antrdpicos no Rio Una estdo relacionados ao
transporte de passageiros para as ilhas do Arquipélago de Tinharé (Morro de Séo Paulo,
Gamboa, Boipeba e Garapud), a aquicultura, desenvolvida nas proximidades, e ao despejo de

efluentes de esgoto, como verificado durante as coletas.

O maior fator que contribui para o impacto sobre a APA do Guaibim é a ocupacdo
humana desordenada, que resulta no aterramento de lagoas e impacto na fauna e flora. Além
disso, destaca-se a contaminacdo das aguas mananciais, uma vez que 0 sistema de
esgotamento sanitario predominante é o de fossa negra (Centro de Recursos Ambientais,
1993).

Amostragem

Foram feitas duas coletas com intervalo de cinco meses, ambas realizadas no periodo
da manh&, com a temperatura amena, oscilando entre 22 e 24°C. As amostras da primeira
coleta foram categorizadas como Tempo 1 e as da segunda coleta foram categorizadas como

Tempo 2.

Com o auxilio de uma espatula, foi feita uma amostragem aleatoria de até 10cm de
profundidade do substrato dos rios nos pontos Guaibim-1 (13°17°27”S, 38°57°54”W),
Guaibim-2 (13°16°42”S, 38°57°52”W), Taquari (13°14°59”S, 38°57°13”W), sendo estes trés
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pontos localizados no distrito de Guaibim e Una (13°22°14°’S, 39°04°12°°W), na area urbana
de Valenca (-13°37°19”S, 39°06°57”W). Para as areas no distrito de Guaibim, foram coletados
7 pontos ao longo de um transecto, com distancia média de 3 m entre eles. Para a area de
Valenga, foram feitas coletas em quatro pontos distintos do rio, em diferentes estados de

conservacao. O Quadro 1, a seguir, apresenta as caracteristicas dos locais de coleta.

Quadro 1 - Caracteristicas dos locais de amostragem

Ponto de

Local Figura Descricdo
amostragem

Trecho de manguezal situado em zona turistica, muito
frequentada, que conta com diversos restaurantes e
habitagdes nas proximidades. Como ndo ha sistema de
Ponto 1 Guaibim-1 Figura2 | esgotamento sanitario no local, os fluidos gerados nestes
estabelecimentos sdo despejados em fossas escavadas na
regido. Apresenta grande influéncia da maré.

Regido mais afastada do sistema estuarino, composta por um
pequeno rio que se estende por alguns quildmetros até
desaguar no mar. Na regido, h& diversos condominios
residenciais e como o sistema de esgotamento sanitario nao
abrange este local, os residuos gerados nestas habitacdes séo
descartados em fossas sépticas. A agua do rio e a vegetacdo
da regido sdo utilizadas esporadicamente para animais
criados nas proximidades, como cavalos e bois.
Recentemente, tem sido feito o aterramento e canalizacdo de
trechos do rio nesta regido para a construcdo de uma estrada.
N&o sofre influéncia da maré.

Manguezal afastado da regido turistica, em que se observa
maior grau de preservagdo da vegetagdo natural. A regido é
afetada primordialmente pelo fluxo de marisqueiros que
dependem do extrativismo de recursos locais para a
sobrevivéncia. Sofre influéncia da maré.

Rio antropizado que atravessa a cidade de Valenca,
componente do sistema estuarino. Nos pontos de coleta, a
vegetacdo de mangue foi degradada para a ativagdo do porto,
Ponto 4 Una Figura5 | que apresenta grande fluxo de embarcacdes, especialmente
para o arquipélago de Tinharé, regido turistica muito
frequentada. No local ocorre despejo do esgoto tratado na
cidade e hé atividade pesqueira na regido. Sofre influéncia da
maré.

Ponto 2 Guaibim-2 | Figura 3

Ponto 3 Taquari Figura 4

Fonte: SANTOS, 2023
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Figura 2: Guaibim-1. Area de ocupag&o humana nas proximidades de um manguezal, com areia

como sedimento predominante, sob o qual pdde-se observar lama.

Figura 3: Guaibim-2. Area permeando regi&o de ocupacio humana, com presenca de vegetagio

rasteira e argila como sedimento predominante.
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Figura 4: Taquari. Manguezal com menor interferéncia humana. Sedimentos predominantes nos

locais de amostragem: silte e matéria organica.

Figura 5: Una. Zona urbana de transporte fluvial. Sedimento predominante: silte e matéria
organica.

A Figura 6 melhor indica o gradiente de antropizacdo dos locais de amostragem,

construido a partir de dados observacionais.
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Figura 6: Gradiente de antropizag&o dos locais de amostragem

S

Ambiente pristino Ambiente antropizado

O material coletado foi homogeneizado em tubos Falcon de 25 ml, identificado,
envolvido em papel aluminio para evitar a degradacdo do DNA e devidamente acondicionado
em isopor com gelo durante o transporte, seguindo as recomendacdes da NeoProspecta. Este
material foi congelado a temperatura de -4°C para posterior analise molecular.

Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada com o kit Quick-DNA/RNA™ MagBead (Zymo
Research), conforme protocolo descrito em anexo. O DNA extraido foi quantificado usando
NanoDrop® spectrophotometer (ThermoScientific, USA) e foi selecionada para qPCR uma

amostra de boa qualidade de cada local (razdo A260/280 igual ou superior a 1.6).

Selecdo de genes e qPCR

A selecdo dos genes de resisténcia foi realizada conforme a listagem de antibioticos
mais utilizados no sistema de salde brasileiro disponivel em literatura (LOUREIRO et al.,
2016; OLMEDO, 2016; ALMEIDA, 2011; SOUSA, 2014 ¢ SANT’ANNA et al.,2021) e na
informada pela
secretaria de salde da Bahia. Deste modo, foram escolhidos genes que conferem resisténcia a
tetraciclinas (tetA, tetB e tetE), sulfonamidas (sull), cloranfenicol (catA), quinolonas (gnrA e
gnrB) e antibidticos beta-lactdmicos de amplo espectro (blaSHV e blaTEM). Na Tabela 1
estdo descritos os genes que foram amplificados neste estudo, bem como as sequéncias dos

primers, tamanho em pares de base e sua temperatura de anelamento (Ta) em graus celsius.



Tabela 1 - Genes amplificados, seus respectivos primers e amplicons (pb).
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GENE PRIMER FORWARD PRIMER REVERSE pb Ta  Referéncia
tetA GCTACATCCTGCTTGCCTTC CATAGATCGCCGTGAAGAGG 210 56 Ngetal. (2001)
Aminov et al
tetB TACGTGAATTTATTGCTTCGG  ATACAGCATCCAAAGCGCAC 206 56 (2002)
tetE AAACCACATCCTCCATACGC ATACAGCATCCAAAGCGCAC 278 56 lIshida (2010)
sull CGGCGTGGGCTACCTGAACG GCCGATCGCGTGAAGTTCCG 433 60  Kerm (2002)
catA  AGTTGCTCAATGTACCTATAACC TTTCAAGGCATCTGATAAAGAC 293 56  Kerm (2002)
tetA GCTACATCCTGCTTGCCTTC CATAGATCGCCGTGAAGAGG 210 56 Ngetal. (2001)
blaSHV GGGTTATTCTTATTTGTCGC AGCGCGAGAAGCATCCTG 650 56 Ram("‘zzglfg)""deh
blaTEM  ATAAAATTCTTGAAGACGAAA  GACAGTTACCAATGCTTAATC 1080 56 Mabilat (1993)
qnrA AGAGGATTTCTCACGCCAGG TGCCAGGCACAGATCTTGAC 580 60 Cattoir (2007)
qnrB GGMATHGAAATTCGCCACTG  TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 264 56 %Zaég%r

Fonte: Santos, 2022. Genes mais utilizados no sistema de salde, sequéncias dos primers,
tamanho do gene em pares de bases (pb) e temperatura de anelamento (Ta).

Embora nédo seja frequentemente realizada, a qPCR de genes considerados grandes, com

mais de 600 pares de base é sustentada por varios autores, como Bassitta et al. (2022) e Tolosi

et al (2021).

Prosseguiu-se com a PCR em tempo real (QPCR) para a detecgdo dos genes de

resisténcia. Os reagentes utilizados e a concentracdo utilizada para 0 mix, com concentracdo

final de 10ul estdo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Mix da reagdo de gPCR

Reagente ul por reagdo

PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA)
Primer foward (100pmol)

Primer reverse (100pmol)

DNA (10ng)
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Os mixes de qPCR, incluindo dois controles, compostos por 6ul de reagentes da
gPCR e 4ul de agua livre de nucleases, quatro amostras padrao quantificadas em triplicatas e
as amostras de DNA ambiental coletadas no tempo 1 e no tempo 2, também em triplicatas,
foram distribuidas em microtubos de 20 ul para a amplificacdo. Para a construcdo da curva
padrao, foi utilizada uma diluigdo seriada de um DNA de fita dupla sintético (gBlocks®, IDT)
do amplicon 16S rRNA alvo, com a concentragdo de 1ng/ul. O uso deste tipo de fragmento
como padrdo pode aumentar a sensibilidade, confiabilidade e o desempenho da quantificacdo
(CONTE et al., 2018). A gPCR foi performada em um termociclador de tempo real BIORAD
CFX96 Touch System, de acordo com a seguinte programacéo: 1 ciclo de 50°C por 2min,
95°C por 2 min, seguido de 45 ciclos de 95°C por 10s e Ta (temperatura de anelamento

disposta na Tabela 1) por 40s.

Identificacdo molecular e metagendmica

Adicionalmente, foi realizado pela Neoprospecta Microbiome Technologies
(Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil) o sequenciamento de alto desempenho das regides
V3/V4 do gene 16S rRNA, utilizando-se o primer 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG,
WANG; QIAN, 2009) e 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT, CAPORASO etal., 2012).

O DNA foi extraido com o kit Quick-DNA/RNA™ MagBead (Zymo Research,
EUA), e quantificado utilizando-se fluorimetro Qubit, com o kit dSDNA BR Assay Kit
(Invitrogen, EUA). Apos quantificacdo, o DNA foi diluido a 0,5 ng/uL. As bibliotecas
gendmicas foram feitas com kit V2 e sequenciadas com o equipamento MiSeq Sequencing
System (Illumina Inc., USA), com 300 ciclos e sequenciamento single-end. As sequéncias
foram analisadas por meio de um pipeline utilizado pela Neoprospecta Microbiome
Technologies. Sequéncias com 100% de identidade foram agrupadas em clusters e utilizadas
para identificacdo taxondmica por comparagdo com bancos de dados de sequéncias acuradas
16S rRNA (NeoRef, Neoprospecta Microbiome Technologies). Sequéncias com menos de 99%
de similaridade com o gene 16S rRNA foram descartadas para analises posteriores. Os
resultados  serdo  depositados na  base de dados publica  GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) como bioprojeto.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Bioinformatica e analise dos dados

Os resultados de quantificacdo dos ARGs foram transformados em uma ordem de
10+8, logaritmizados, e entdo submetidos ao software R v. 4.2.1 para a construcdo de graficos
de caixa de barras com o pacote ggplot. Os valores de quantificagdo foram comparados por
meio do teste Kruskal-Wallis One way-analysis of variance (ANOVA).

Os reads contendo as sequéncias de DNA obtidos em arquivos FASTQ foram

carregados na plataforma Galaxy Genome (https://usegalaxy.org/) por meio do pipeline

Mothur. Através da ferramenta FASTQC, foi feita a avaliacdo da qualidade das sequéncias
geradas. Posteriormente, foi feita a trimagem para a remocéo dos reads de baixa qualidade. As
amostras foram adicionadas como repeticGes e foi feita a plotagem do grafico de abundéncia
relativa e o diagrama de Venn para o estudo da riqueza de espécies e co-ocorréncia de

espécies nas amostragens realizadas.


https://usegalaxy.org/
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RESULTADOS

Limites de quantificacéo e eficiéncia da gPCR

Os limites de quantificacdo foram definidos com base no controle negativo. Uma vez
que os valores de corte para a analise de DNA ambiental por g°PCR néo estdo bem definidos
na literatura (LANGLOIS et al.,, 2020), foram adotados métodos proprios para o
estabelecimento destes valores. Nas reacOes realizadas, o valor de Cq (ciclo de quantificagéo)
variou entre 22,19 e 42,01, com apenas trés amostras excedendo o valor 40. Valores de Cq,
inclusive para a investigacdo de ARGs, acima de 31 sdo considerados altos, sobretudo na area
clinicas e podem influenciar na ocorréncia de falso-positivos (KLOMPMAKER et al., 2021,
WASEEM et al.,, 2019). No entanto, estudos ambientais tém otimizado protocolos que
mantém estes valores mais altos para suas analises (TOLOSI et al.,2021). Portanto, foram
consideradas apenas as reacdes amplificadas até o 40° ciclo de quantificacdo. A presenca dos
genes de resisténcia foi detectada em diferentes localidades, nos dois tempos de coleta. A

eficiéncia das reac6es variou entre 93.1% e 100%.

Concentracéao absoluta e abundancia relativa de ARGs

Todos os genes de resisténcia foram detectados em pelo menos um dos locais de
amostragem, mas houve variacdo na abundancia e a frequéncia destes genes a depender da
localidade. A quantidade de cada ARG variou significativamente entre os locais amostrados
(p <0,05).

Os resultados de quantificagdo para os dois tempos de coleta foram analisados como
repeticdes, transformados para a grandeza de 100 litros e logaritmizados para melhor
visualizacdo estdo dispostos na Figura 7. A concentragdo de DNA para os genes gnrB, sull,
tetA e tetE foi menor, enquanto 0s genes gnrA, catA, tetB, blaSHV e blaTEM foram

encontrados em maior concentracao.

O gene catA foi exclusivo de Una e houve grande variagdo entre as repeti¢coes. O gene
gnrB, entretanto, foi exclusivo de Guaibim-2, onde também pode-se afirmar que a variagao de

quantidade de DNA nas repeticdes foi menor.
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Figura 7-A: Log da quantidade de AGRs (gnrB, sull, tetA e tetE) por 100 litros nos dois tempos

e nos quatro locais de amostragem.
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Figura 7-B: Log da quantidade de AGRs (blaSHV, blaTEM, catA, gnrA e tetB) nos dois tempos
e nos quatro locais de amostragem.
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Guaibim-2 obteve maior quantidade de ARGs. Guaibim-1 e Taquari apresentaram as
menores quantidades, com pouca diversidade de ARGs. Nas amostras coletadas no rio Una,
obteve-se quantidade intermediaria entre as coletadas nos pontos supracitados, sendo quase
metade desta quantidade relacionada ao gene catA.

O gene tetA foi detectado em todas as amostras, exceto Guaibim-1 e o gene sull
também apresentou ampla distribuicéo.

A Figura 8 melhor representa a distribuigdo dos genes de resisténcia nos locais de
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amostragem. As amostras coletadas no Brejo apresentaram maior diversidade em relagcdo aos

outros pontos de amostragem, seguida por Una, Taquari e, por fim, Guaibim.

DNA por 100l

Figura 8: Log da quantidade de ARGs por 100 L em cada local de amostragem.
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Foram identificadas um total de 60000, 36755, 37746 e 54248 sequéncias para as

amostras coletadas em Guaibim-1, Guaibim-2, Taquari e Una, respectivamente, sendo a maior

parte pertencente ao filo Proteobacteria (51%), seguido de Firmicutes (8%), Bacteroidetes
(8%), Actinobacteria (5%), Chloroflexi (4%) e Acidobacteria (4%). 17% das bactérias ndo

puderam ser classificadas. Estes dados podem ser observados na Figura 10. Dentre as

proteobactérias,

destacam-se 0s grupos Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria e

Deltaproteobacteria.



Figura 9: Frequéncia relativa dos grupos bacterianos presentes nas comunidades amostradas.
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A frequéncia relativa destes grupos variou em cada ponto de coleta, porém o0s principais

grupos de bactérias tiveram representatividade em todas as amostras (Tabela 3).

Tabela 3 - Abundancia expressa em nimero de sequéncias dos principais filos componentes da comunidades

microbianas em cada ponto de amostragem.

Local de amostragem

Filo

Guaibim-1 Guaibim-2 Taquari Una
Proteobacteria 44819 17377 26427 24121
Actinobacteria 4811 2779 2891 4971
Firmicutes 1482 7938 523 6229
Chloroflexi 2757 891 2388 5924
Bacteroidetes 1640 1315 1327 6911
Acidobacteria 486 2015 452 357
Nio identificadas 3948 2165 2694 7627

Complementarmente, verificou-se que as amostras coletadas no Una apresentaram
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maior nimero de espécies exclusivas. Guaibim-1 e Taquari apresentam maior co-ocorréncia

de espécies, seguido por Guaibim-2 e Una.

Figura 10: Diagrama de Venn expressando a co-ocorréncia de espécies nos locais de amostragem.
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Presenca de bactérias patogénicas

Inicialmente, foi verificada a presenca de bactérias do grupo ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp), que estdo listadas pela Organizagdo Mundial
da Saude como de vigilancia prioritaria. Estas bactérias sao frequentemente associadas a
multirresisténcia, possuem rapida replicacdo, transmissibilidade elevada e frequentemente
causam infeccdes duradouras, devido a dificuldade de tratamento (RIBEIRO et al., 2022).

Em Guaibim-2, foram detectadas sequéncias pertencentes aos grupos Enterococcus
faecium e Acinetobacter sp. Em Una, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecium e
Enterobacter cloacae foram encontrados. Outras bactérias causadoras de infeccdes também
foram identificadas, como Escherichia coli, comum no trato intestinal de varios animais,
embora associadas a infec¢cBes no sistema urinario e Clostridium botulinum, bactéria que

causa o botulismo.

Além das bactérias patogénicas, verificou-se, também, alta frequéncia de bactérias

associadas rciclagem de enxofre e bactérias metanogénicas.
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DISCUSSAO

A diversidade de ARGs em Guaibim-2 pode estar relacionada a escassez de um plano
de saneamento basico na regido. Como o destino dos residuos sdo as fossas sépticas, é
possivel que estes genes sejam eliminados pelos proprios habitantes da regido e o
extravasamento das fossas contamine aguas que compdem o complexo ecossistémico do brejo.
Além disto, 0 uso da agua por animais para 0s quais sdo administrados antibiéticos e, portanto,
constituem um habitat com uma forte pressdo para a sele¢do de bactérias resistentes, também
pode ser um fator preponderante no aumento da diversidade de AGRs neste ponto de

amostragem.

Em Taquari, Una e Guaibim-1, ha ainda a influéncia da maré. Embora estuérios sejam
ambientes de deposicdo, a variacdo de maré pode ser um fator que contribui para uma maior
dispersdo dos genes de resisténcia, como verificado em outros estudos (ZHENG et al., 2022;
WANG et al., 2023), enquanto Guaibim-2 constitui um ambiente mais estavel, com maior

taxa de deposicéo de ARGs.

A composicdo da comunidade microbiana nos locais observados, com maior
frequéncia de bactérias dos filos Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes é similar a de
trabalhos anteriormente publicados (COSTA et al., 2023; LAl et al., 2022). Em geral, ha uma
grande diversidade de deltaproteobactérias, que inclui familias como Desulfobacteraceae e
Desulfobulbaceae, que participam da reducdo de sulfatos a sulfitos, e outros envolvidos no
metabolismo do metano. Varios grupos pertencentes aos filos Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria e Deltaprotecterias, que sdo abundantes em todas as amostras,

desempenham importantes papéis na ciclagem de nitrogénio (ANDREOTE et al., 2012).

Pesquisas anteriormente publicadas indicam que ha maior representatividade de
Bacteroidetes em solos contaminados com petréleo (ROGEL, 2019). No entanto, ainda que
fosse possivel fazer uma inferéncia para o presente estudo, a frequéncia de Bacteroidetes foi
baixa em todas as amostras. H4, também, uma correlacdo entre a presenca de bactérias
anaerobias e contaminacdo ambiental (LI et al., 2019). Por este angulo, verifica-se que a
maior quantidade de bactérias de familias metanogénicas como Methanomicrobiaceae,
Methanosarcinaceae, Methanococcaceae e Methanobacteriaceae, e Desulfovibrionaceae e
Desulfobacteraceae em Guaibim-2 e Una, o que pode ser um indicador de maior nivel de

contaminag&o nesses locais.
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Adicionalmente, bactérias do filo Firmicutes sdo frequentemente associadas a
degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Sua alta frequéncia no Brejo e em
Una indica potencial biotecnologico da microbiota nativa, uma vez que o metabolismo destes
organismos permite seu uso processos de biorremediacdo de &reas contaminadas com
hidrocarbonetos, residuos industriais e como controladores de pragas (HASHMI et al., 2020;
GOU et al., 2020).

A maior proporcéo de bactérias pertencentes ao filo Acidobacteria € um indicativo de
variacdo de pH do solo. Embora de ocorréncia natural e com ampla distribuicéo, a frequéncia
relativa deste grupo nas comunidades microbianas é baixa, tendendo a aumentar em solos
mais acidos (PEDRINHO et al., 2021). Pedrinho et al. demonstraram que o uso de lodo de
esgoto tende a aumentar a frequéncia de acidobactérias e reduzir a diversidade da comunidade.
Com base nisso, € importante salientar que a abundancia relativa de acidobactérias trés vezes
maior em Guaibim-2 do que em outros locais pode indicar que a taxa de contaminacao por
esgoto seja alta nesta regido. Este dado, combinado aos fato de que a diversidade de AGRs
detectados neste ponto de amostragem é maior, indica a necessidade de monitoramento do

local.

De forma geral, em relagdo aos efeitos da contaminacdo na composicdo da
comunidade microbiana a nivel de filo, pouco pode ser inferido a partir de analises
metagenémicas para esta pesquisa, uma vez que diversos estudos apontam que diferentes
ambientes podem ter composi¢fes bioticas distintas, que variam de acordo com varios
parametros fisico-quimicos (pH, nutrientes disponiveis, salinidade e varios tipos de
compostos poluentes). Para uma verificacdo mais acurada, seria necessario um
monitoramento continuo, que levasse em conta estes parametros, e verificasse a mudanca na

composi¢do da microbiota dos locais apos diferentes eventos.

A metagendmica, neste caso, atua como importante fonte de dados complementares
para a investigacdo da resisténcia antimicrobiana em um local. De fato, algumas bactérias
listadas como de vigilancia prioritaria pela Organizacdo Mundial da Saude foram detectadas
nas amostras. Enterococcus faecium, Acinetobacter sp, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus
faecium e Enterobacter cloacae tém histérico de resisténcia contra potentes antibidticos
utilizados nos sistemas de satde (LIMA; BENJAMIM; SANTOS, 2017; CHAGAS, 2011;
BALLABEN, 2019). A co-ocorréncia destas bactérias com ARGs, sobretudo sua presenca nos

locais onde maior diversidade de genes de resisténcia foi encontrada, indica que Guaibim-2 e
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Una sdo locais de preocupacdo de salde publica, sobretudo por se tratarem de locais que

podem ser fonte de recursos hidricos e alimentares para humanos e outros animais.

O grande numero de espécies compartilhadas entre Guaibim-1 e Taquari indica a
proximidade destes ambientes, o que reflete maior similaridade entre as comunidades

microbianas.

Guaibim-2 e Una, em contrapartida, apresentam caracteristicas distintas e ndo estdo
geograficamente proximos. A partir disso, € possivel inferir que seu status de preservacéo,
possivelmente influenciado pela presenca de efluentes domésticos, foi um dos fatores de

selecdo para 0s grupos bacterianos observados.

Ademais, tanto o0 mangue mais afetado por atividades antropicas (Guaibim-1), quanto
0 mais conservado (Taquari) apresentam baixa abundéncia relativa de genes de resisténcia, o
gue indica que de fato, ambos ainda ndo alcangaram niveis de contamina¢do muito alarmantes.
A auséncia de bactérias do grupo ESKAPE (assim como de outros grupos de organismos
infecciosos geralmente presentes em esgotamento sanitario) também pode ser citada como um

fator indicador do baixo nivel de contaminacao.

A julgar pela quantidade de DNA destes genes presente em Guaibim-2 e Una, é pouco
provavel que a resisténcia seja de origem natural, uma vez que os antibidticos aos quais 0s
ARGs conferem resisténcia foram listados como usuais na rede de saude publica da Bahia.
Isto indica que eles podem ter um efeito na selecdo dos AGRs distribuidos nas diferentes
localidades estudadas, mesmo em ambientes supostamente conservados. No entanto, uma vez
que os dados deste estudo séo insuficientes para permitir o rastreio da origem da resisténcia
antimicrobiana, ndo se pode concluir que a alta frequéncia dos ARGs detectados é
determinada pelo uso de antibidticos na pecuaria, aquicultura ou na salde humana. E
importante salientar que, mesmo em locais livres das bactérias do grupo ESKAPE, a alta
frequéncia de ARGs e a presenga de outras bactérias causadoras de infecgdes indica que a
agua, sem tratamento adequado, € impropria para consumo humano, pois pode ser uma fonte
de transferéncia de genes de resisténcia (CZEKALSKI et al., 2014).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os dados indicam que h&a uma urgéncia do desenvolvimento de estudos integrados
entre 6rgdos ambientais e de saude para o monitoramento da resisténcia microbiana na cidade
de Valenca, sobretudo a antibioticos das classes tetraciclina e quinolona. Além disso, deve-se
reafirmar a necessidade de campanhas de conscientizacdo e sensibilizagdo sobre o uso da dgua
ndo tratada para consumo e o uso indiscriminado de antibioticos.

A presenca de bactérias que indicam contaminacdo dos ambientes por residuos
humanos é um fator alarmante, e indica a deficiéncia do setor de saneamento na cidade,
especialmente em Guaibim, onde o sistema de esgotamento sanitario ainda ndo foi instalado.
E interessante notar que, mesmo em Valenca, onde hé sistema de esgoto, mesmo que n&o de
forma integral, os AGRs foram detectados. Isto indica a necessidade do desenvolvimento de
ferramentas e técnicas capazes de tratar e eliminar genes de resisténcia dos residuos que sédo

lancados em corpos hidricos e seu incremento no sistema de saneamento.

Ademais, ha a necessidade do desenvolvimento de estudos capazes de verificar a
presenca de ARGS nos recursos pesqueiros da regido, que sao frequentemente consumidos e
comercializados. Com 0 monitoramento continuo da presenca destes genes nos alimentos de
origem animal, combinado ao efetivo tratamento dos residuos domésticos e industriais e a
eficaz administracdo de medicamentos antimicrobianos nos sistemas de salde, pode-se
romper o ciclo de transmissdo destes genes e mitigar futuros surtos de infeccdes causadas por

organismos resistentes.
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CONCLUSAO GERAL

O aumento na frequéncia de casos de infeccdo por bactérias resistentes a antibidticos
traz a tona a deficiéncia nos setores farmacéutico e de saneamento. Com a répida
disseminacdo de novos patdgenos propiciada pela globalizacdo somada a capacidade destes
organismos em adquirir mecanismos de resisténcia, seja por meio de transmissao horizontal
ou vertical, o processo de producdo de novos antibidticos € dificultado. Neste sentido, €
necessario promover e subsidiar o desenvolvimento de politicas e a implementacdo de
técnicas mais efetivas de vigilancia epidemiolégico-sanitéria, que facilitem a identificagdo e o
rastreio da origem de patdgenos emergentes e genes de resisténcia em uma populacgéo, para

gue se possa estabelecer estratégias de combate a infeccdes por estes organismos.

Analises genémicas de amostras ambientais tém se revelado uma alternativa efetiva,
mesmo sob pequena escala. A diminuicdo dos custos dos experimentos e o maior
investimento em formacdo de mao de obra especializada propiciam a implementacdo desta

estratégia.

Em uma perspectiva de SaGde Unica, diversos setores da administracdo publica e
autarquias serdo capazes cooperar para garantir a implementacéo da vigilancia genémica. Para
subsidiar esta estratégia, ¢ fundamental o desenvolvimento de pesquisas que explorem esta
area, sobretudo em instituicdes publicas de ensino superior, que sdo capazes de converter 0s

investimentos em beneficios para a sociedade.
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ANEXO 1

Protocolo Quick-DNA/RNATM MagBead (Zymo Research) modificado

1. As amostras devem ser fracionadas ao méaximo (<25 mg) e
separadas em um microtubo de 1,5 ml.

2. Adicionar 800 pl de DNA/RNA ShieldTM (2X concentrate) com beads de silica, agitar
por 1 min em disruptor em velocidade maxima. Apds a homogeneizacdo, remover as
particulas por centrifugagéo.

3. Adicionar 200 ul de tampdo de lise e 20 pl de proteinase K a 200 ul do sobrenadante e
incubar a 56°C em banho seco por 4h.

Adicionar 400 pl de etanol (95-100%) e misturar bem.

Adicionar 30 pl de MagBinding Beads and misturar bem por 20 minutos.

Transferir a mistura para o suporte, esperar as beads peletizarem e descartar o sobrenadante.

7. Adicionar 500 ul MagBead DNA/RNA Wash 1 e misturar bem. Recolocar o tubo no
suporte e esperar as beads peletizarem antes de descartar o sobrenadante.

8.  Adicionar 500 pul MagBead DNA/RNA Wash 2 e misturar bem. Recolocar o tubo no
suporte e esperar as beads peletizarem antes de descartar o sobrenadante.

9.  Adicionar 500 pl de etanol (95-100%) e misturar bem. Recolocar o tubo no suporte e
esperar as beads peletizarem antes de descartar o sobrenadante.

Repetir a etapa anterior.

11. Incubar a 30°C até o alcool evaporar e ressuspender em 50 ul de Agua UltraPura™
DNase/RNase-Free.



