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“A persisténcia € o caminho do éxito”
(Charles Darwin)



RESUMO

As areas costeiras promovem beneficios diversos a populagdo, porém, sao
largamente afetadas pelo influxo de esgoto sanitario sem tratamento, acarretando
em prejuizo para a saude da populagcdo. A contaminagdo por patdégenos
emergentes, tais como os virus entéricos, € um agravante. Estes patégenos, podem
ser encontrados em diversos ambientes, sobreviver por longos periodos, e causar
diversas doengas. O sistema estuarino da Baia de Vitoria, local de estudo deste
trabalho, € um exemplo de area costeira afetada. Por isso, buscou-se avaliar a
qualidade microbiolégica da agua e de mexilhdes (sururu do mangue - Mytella
guyanensis) em area de manguezal do sistema estuarino da Baia de Vitoria,
analisando 3 locais de coleta de agua desse estuario ao longo de 14 meses de
monitoramento (fevereiro/2008 a marg¢o/2009). Foram avaliados parametros fisico-
quimicos (pH, turbidez, condutividade elétrica e Sdlidos Dissolvidos Totais — SDT),
bacteriolégicos (Coliformes Totais (CT) e E. coli) e virolégicos (adenovirus, rotavirus
e norovirus Gll). Os virus entéricos foram detectados por meio da técnica de PCR.
Os resultados das analises fisico-quimicas revelaram maiores valores de turbidez e
menores de condutividade e SDT nos meses mais chuvosos, especialmente no
ponto mais préximo ao rio. Os resultados das analises bacterioldgicas revelaram
elevada contaminagéo do sururu, com densidades de até 10° NMP/25g de CT. Nas
amostras de agua, foram observadas densidades de até 10° NMP/100mL de CT, no
ponto de coleta mais préximo ao cais do bairro. Valores mais elevados foram obtidos
apos eventos chuvosos. Quanto aos resultados das analises viroldgicas, adenovirus
(AdV) foram detectados em 76,7% das amostras de agua e de rotavirus (RV) em
88,1%. Nas amostras de sururu, AdV e RV foram detectados em 100% das
amostras, evidenciando sua capacidade de concentrar particulas do meio
circundante. O norovirus foi detectado em 4,8% das amostras de agua e néao foi
detectado no sururu. A elevada contaminacdo fecal observada em pontos do
estuario e do sururu indicam que esta area esta sob impacto antropogénico. Assim,
esta pesquisa torna-se um importante auxilio a decisdes de implantacido de medidas
de protecao a este ambiente e na prevengao de surtos relacionados ao consumo de
moluscos bivalves contaminados.

Palavras-chave: Esgoto Sanitario. Estuario. Mexilhdo. Bactérias Indicadoras. Virus

Entéricos. Contaminacao Fecal.



ABSTRACT

Coastal areas promote many population benefits but has been affected by large and
constant sewage inflows that can be a health risk for humans besides the incidence
of emerging pathogens as enteric viruses. These pathogens can be detected in
several environment, survive for long periods and cause a wide variety of illnesses.
The Vitoria Bay estuarine system, area studied of this work, is suspected to be under
anthropogenic impact. Therefore, the aim of this work was assess water and shellfish
(Mytella guyanensis) microbiological quality in Vitoria Bay mangrove area from trhee
sampling sites over 14-month monitoring (february/2008 to March/2009). Parameters
evaluated was physicochemical (pH, turbidity, condutivity and Total Dissolved Solids
- TDS), bacterial indicators (Total Coliforms - TC and E. coli) and viral pathogens
(adenovirus, rotavirus and norovirus). Enteric viruses were detected by PCR.
Physicochemical results showed maximum turbidity and minimum conductivity and
TDS in the rainy months, specially in the sampling site near the mouth of the river.
Bacteriological analysis showed shellfish and water contamination, with TC densities
up to 10° MPN/25g in shellfish and up to 10° MPN/100mL on sampling site near the
pier and houses. Highest values were obtained after rainfall events. About virological
analysis, adenovirus (AdV) were detected in 76,7% and rotavirus (RV) in 88,1% of
the water samples. AdV and RV were detected in 100% of the shellfish samples,
despite shellfish bioacumulation. Norovirus was detected in 4.8% of shellfish samples
and wasn’t detected in shellfish samples. Monitoring was able to show high fecal
contamination in the estuary and shellfish samples and becoming an important tool in

decisions about deployment of environment protection.

Keywords: Sewage. Estuary. Shellfish. Bacterial indicators. Enteric viruses. Fecal

contamination.
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1 INTRODUGAO

O ambiente marinho e costeiro vém sofrendo ao longo dos anos um processo de
degradagdo ambiental, gerado pela pressdo sobre os recursos naturais e pela
capacidade limitada desses ecossistemas absorverem os impactos resultantes
(GEO BRASIL, 2002).

As areas costeiras sao potencialmente afetadas pelo influxo de aguas contaminadas
tais como rios ou esgoto sem tratamento ou com tratamento ineficiente (RIOU et al.,
2007). Assim, a deficiéncia de saneamento basico faz com que muitas pessoas
sejam expostas, direta ou indiretamente, a efluentes. A populagdo que vive no
entorno de areas contaminadas é especialmente afetada, ja que muitos utilizam este

ambiente como sua fonte de subsisténcia e lazer.

Outra consequéncia é a contaminacdo de mariscos, especialmente os filtradores,
tais como ostras, mexilndes e vieiras, os quais podem acumular e concentrar
contaminantes presentes na agua, incluindo bactérias e virus patogénicos, que
acarretam em risco a saude quando consumidos in natura ou mal cozidos (LEES,
2000; MUNIAN-MUJIKA et al., 2000; FORMIGA-CRUZ et al., 2005).

A contaminagcdo microbioldégica das aguas costeiras para recreacdo, cultivo de
mariscos ou outras atividades com relevancia para a saude humana é geralmente
avaliada através de indicadores bacterianos de poluicdo fecal. Porém estes
indicadores nao estdo necessariamente correlacionados com a presenca de
patdgenos virais, que sdo mais estaveis do que as bactérias no ambiente (CALGUA
et al., 2008). Evidéncias epidemiologicas sugerem que os virus entéricos humanos
sdo os agentes etiolégicos mais comumente transmitidos por mariscos bivalves
(LEES, 2000).

Os virus de maior relevancia, encontrados em ambientes contaminados por esgoto
sanitario, sdo os virus entéricos humanos. Existem mais de 140 tipos que podem
infectar o homem e com habilidade para sobreviver por meses na agua e no solo
(OMS, 2006). Esses virus se multiplicam no trato gastrointestinal, causam
gastroenterites, e sdo eliminados em grandes quantidades pelas fezes ou urina
(PINA et al.,1998). A diarréia causa mais de 1,5 milhdo de mortes anualmente,

principalmente em criangas, sendo que 0s virus sdo os principais agentes etioldgicos
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da diarréia aguda em criancas (PRUSS-USTUN; CORVALAN, 2006; ALLARD et al.,
1990).

A deteccdo de particulas virais em amostras ambientais de agua requer técnicas
sensiveis, devido ao baixo numero de particulas virais em grandes volumes de agua.
A concentragdo de amostras com a técnica baseada na adsorcio-eluicdo de
particulas virais, em membranas carregadas eletricamente, tem apresentado bons
resultados (GILGEN et al., 1997; KATAYAMA et al., 2002; 2008). Para a detecgao
especifica dos virus, de forma qualitativa, a técnica de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase - PCR (Polymerase Chain Reaction) é geralmente utilizada, pois é
sensivel e capaz de detectar virus que ndo crescem bem em cultura celular, além de
ser mais rapida, menos custosa e trabalhosa do que as metodologia de cultivo
celular (KITTIGUL et al., 2005).

O monitoramento adequado da presenga de patdgenos no ambiente pode melhorar
a qualidade das decisdes a serem tomadas no ambito de saude publica e ambiental.
Além disso, ha poucos estudos sobre a contaminacdo viral em ecossistemas
costeiros no Brasil. Assim, esta pesquisa tem a proposta de avaliar a qualidade
bacteriana e viral do sistema estuarino da Baia de Vitéria, através da deteccio de
bactérias indicadoras de contaminagcdo de origem fecal (coliformes totais,
Escherichia coli) e de virus entéricos (adenovirus, norovirus e rotavirus) na agua e

em moluscos bioindicadores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a qualidade microbiolégica da agua e de mexilhdes em area de manguezal

do sistema estuarino da Baia de Vitdria (ES).

2.2 Objetivos especificos

* Avaliar a qualidade microbiolégica da agua do sistema estuarino da Baia de
Vitoria através da detecgdo de bactérias indicadoras (Coliformes Totais e
Escherichia coli) e de virus entéricos (adenovirus, rotavirus e norovirus Gll), em
area de manguezal,

* Avaliar a qualidade microbioldgica do sururu do mangue (Mytella guyanensis) por
meio de bioindicadores de poluicdo fecal (Coliformes Totais e E. coli) e da
presenca de virus entéricos (adenovirus, rotavirus e norovirus Gll);

* Correlacionar os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos de qualidade de

agua da regiao de estudo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O Sistema Estuarino da Baia de Vitoria e o Manguezal

Um estuario € um corpo de agua costeiro, semi-fechado, o qual possui uma ligagao
livre com o mar aberto e no interior do qual a agua do mar se dilui de forma
mensuravel, com agua doce proveniente de drenagem terrestre (PRITCHARD, 1967
apud KRAMER, 1994). Os estuarios sao sujeitos a flutuagdes intensas dos fatores
ambientais como turbidez, gases dissolvidos, nutrientes, temperatura e salinidade,
0s quais variam na dependéncia das marés diarias, da vazdo dos rios e da
precipitagdo (CARMO, 1987).

Em areas de estuario pode-se encontrar o manguezal, um ecossistema costeiro
restrito aos litorais tropicais e subtropicais, que normalmente desenvolve-se na zona
entre marés e localiza-se, geralmente, na desembocadura dos rios. Os manguezais
estdo sujeitos a inundagdes periddicas por agua do mar ou agua doce, sofrendo
flutuagbes abruptas de salinidade (CARMO, 1987). As espécies vegetais tipicas
desses ecossistemas sdo denominadas mangue (SOFIATTI, 2006). Lugo e
Snedaker (1974) consideram o ecossistema de manguezal como sistemas abertos,
no que diz respeito a energia e a matéria, podendo considera-lo como a interface
que liga o ecossistema terrestre ao estuarino. Através do estuario, ocorre um intenso
intercdmbio de organismos, matéria organica e nutrientes entre o ambiente terrestre,

0 manguezal e o mar.

Os manguezais encontram-se distribuidos ao longo do litoral brasileiro, do extremo
norte no Rio Oiapoque/Amapa (04°20'N) até a cidade de Laguna/Santa Catarina
(28°30’S) (SHAEFFER-NOVELLI et al., 1994). No Espirito Santo, os manguezais
aparecem desde o extremo norte até o extremo sul do Estado, com grande
concentragdo na Baia de Vitoria (CARMO et al., 1994).

A Baia de Vitéria esta localizada entre os municipios de Vitéria, Vila Velha, Cariacica
e Serra e entre as coordenadas 20°15’S — 40°22’'W e 20°20’S — 40°16’W. Interliga-se
com o Canal da Passagem e com a Baia do Espirito Santo, perfazendo o contorno
da llha de Vitdria (figura 1). O Canal da Passagem liga a Baia do Espirito Santo, a

porcdo norte da Baia de Vitéria, recebendo a influéncia da maré em suas duas
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extremidades (RIGO, 2004).
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Figura 1: Mapa do sistema estuarino da Baia de Vitoria.
Fonte: <http://www.lamma.ufrj.br/spo/smcos/projetos/baia-espirito-santo/baia_espirito_santo.htm>

Os principais rios que desaguam na Baia de Vitéria sdo os rios Marinho, Bubu e
Santa Maria, sendo que o ultimo € o maior e mais importante, fornecendo a maior
quantidade de agua doce (FERREIRA, 1989). O Rio Santa Maria da Vitéria nasce na
regido serrana do estado e engloba os municipios de Santa Maria do Jetiba, Santa
Leopoldina e parte das areas de Cariacica, Serra e Vitéria. No seu trecho final, o rio
sofre influéncia da cunha salina e apresenta suas margens com manguezais. A
embocadura do rio Santa Maria, junto a de outros rios de menor expressao, formam
uma regido estuarina, constituida, em sua parte central, pela Baia de Vitoria. Esta
pode ser considerada como parte do estuario do Rio Santa Maria da Vitéria, onde a
barragem submersa da Companhia Espirito Santense de Saneamento (CESAN) é o
limite da intruséo salina no rio (CORREIA JUNIOR, 2003).

Os manguezais ao norte da Baia de Vitdria (figura 1, em verde) ocupam uma area
em torno de 2.000 ha, distribuindo-se a leste pelo municipio de Vitéria, ao norte pelo

municipio de Serra e a oeste pelo municipio de Cariacica (RIGO, 2004).

Os estuarios e manguezais sdo considerados bercarios da vida marinha, pois
contém uma grande diversidade e abundancia de espécies que passam ao menos

uma parte de sua vida nestes ecossistemas (WILSON, 2002).

A vegetacado € o trago mais tipico dos manguezais (figura 2). No Brasil a formagéo

vegetal € constituida por trés géneros (Rhizophora, Avicennia, Laguncularia) e 4
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espécies (R. mangle, L. racemosa, A. germinans, A. schaueriana), além daqueles
elementos ndo tipicos, como Conocarpus erecta, Hibiscus tiliaceus e Acrostichum
aureus (SHAEFFER-NOVELLI, 1987). O mangue de Vitoria € constituido,
predominantemente por R. mangle, L. racemosa e A. schauleriana, porém todas as
outras espécies que ocorrem no Brasil também ja foram observadas nesse mangue
(CARMO, 1987).

Figura 2: Vista parcial de mangue do sistema estuarino da Baia de Vitdria

A fauna dos manguezais possui espécies que passam toda a vida no manguezal,
em apenas uma fase da vida ou para reproducdo, desova, alimentagdo e abrigo.
Entre aqueles animais que passam toda a vida no manguezal, o principal é o
caranguejo-uga (Ucides cordatus) (SOFFIATI, 2006). A fauna associada encontra-se
representada por espécies de valor econbmico, destacando-se o molusco bivalve
Crassostrea brasiliana (ostra), crustaceos como o caranguejo-uga e o siri Callinectes
danae e peixes em numero elevado quando considerados os resultados das
capturas em regides estuarinas e costeiras (SHAEFFER-NOVELLI, 1987).

Nos manguezais do Rio Santa Maria da Vitoria, Carmo (1987) mostrou que a fauna
associada ao bosque do manguezal da Baia de Vitéria apresenta uma
predominancia de crustaceos decapodas e o segundo grupo quantitativamente mais
rico € o de moluscos. Entre os moluscos bivalves, as ostras (Crassostrea brasiliana),
crescem presas as raizes e troncos das espécies vegetais tipicas entre outros
substratos, e os sururus (Mytella guyanensys) formam grandes bancos nas margens
do estuario, ocorrendo também aderidos a substratos no interior do bosque do
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manguezal. A prevaléncia de decapodas € uma caracteristica de estuarios de
regides tropicais. Carmo e outros (1994) estudaram a macrofauna bentdnica de
invertebrados do estuario do Rio Santa Maria da Vitéria e também encontraram
dominancia de crustaceos decapodas. Cerca de 90% das espécies encontradas
eram de siris (Callinectes danae e Callinectes ornatus) e camardes (Penaeus
aztecus subtilis e Penaeus brasiliensis), sendo também encontrados moluscos,

anelideos, artropodes, cnidarios e ctenéforos.

O manguezal promove inumeros beneficios diretos e indiretos para a populagao,
especialmente para as populacdes que utilizam estes ambientes como fonte de
subsisténcia (DIOP, 2003). O manguezal € de grande importancia para cultura do
estado, podendo ser citado o tanino extraido das cascas de R. Mangle, que é
utilizado na confeccdo artesanal das tradicionais panelas de barro, os mariscos
utilizados nas tipicas moqueca e torta capixabas e o consumo habitual de

caranguejo.

Contudo, ao longo dos anos, a intensa ocupagado humana préxima aos manguezais,
estuarios e bacias de drenagem adjacentes, ocasionou diversos impactos nesses
ecossistemas. Os desmatamentos ao longo do Rio Santa Maria, contribuiram para o
seu assoreamento, inclusive em sua foz. As lavouras as margens desse rio e
afluentes contribuiram para a contaminacéo deste rio e consequentemente da Baia
de Vitdria, por agrotéxicos e fertilizantes. Além disso, estes corpos d’agua recebem
ha anos uma grande quantidade de efluentes, em sua maioria in natura,
provenientes tanto da zona rural como também das cidades adjacentes que ali se
instalaram. Outras formas de impacto foram: a destinagdo de lixo de origem
domeéstica e hospitalar em lixdes construidos em areas de aterro proximas a Baia, a
exploragdo de madeira e tanino da vegetagdo do manguezal, pesca predatéria e
superexploragao de tanino, retirado da casca de Rhizophora mangle (CARMO, 1987,
FERREIRA, 1989; LIMA JUNIOR et al. (1994); GOLLNER, 1994).
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3.2 A poluigao dos corpos d’agua

A poluicéo de corpos d’agua pode ser definida como: “a adi¢do de substéncias ou de
formas de energia que, direta ou indiretamente, alterem a natureza do corpo d’agua
de maneira tal que prejudique os legitimos usos que dele sédo feitos” (VON
SPERLING, 2005).

O esgoto € uma grande fonte de poluigdo, pois contém uma diversidade de
poluentes, incluindo organismos patogénicos, substancias téxicas, metais pesados e
uma variedade de outros residuos organicos e inorganicos, os quais afetam direta
ou indiretamente os ecossistemas e organismos. O esgoto € o principal responsavel
pela descarga de residuos no ambiente marinho (ISLAM; TANAKA, 2004). Barroso e
colaboradores (2001) atribuem o langamento de efluentes de regiées metropolitanas

como principal responsavel pela deterioragdo de suas aguas.

O crescimento populacional e seu desenvolvimento associado s&o as principais
causas de mudangas ambientais, sendo que a maior parte da populagdo mundial
vive em regides costeiras. No Brasil, metade da populagdo vive a ndo mais de
200km do mar, impactando diretamente os ambientes litoraneos. O crescimento
populacional, o que é esperado principalmente na regido costeira, € a principal forma
de pressao que ocorre nessa regido. A construcdo de casas em areas de alta
sensibilidade ambiental tais como mangues e estuarios, e a falta de saneamento
basico, degradam os ambientes naturais através da poluigdo orgénica, deposicéo de
sedimentos e deterioragéo dos habitats naturais (GEO BRASIL, 2002).

A contaminagédo de aguas naturais por microrganismos patogénicos € um problema
mundial de saude publica, levando a surtos de doencas de veiculagao hidrica e uma
alta incidéncia de morbidade e mortalidade. Em alguns paises em desenvolvimento,

a diarréia é o principal problema de saude publica (SUBEKATI et al., 2002).

Segundo a OMS (2006) a agua de ma qualidade € a principal ameacga para a saude
humana. A diarréia € responsavel por cerca de 2 milhdes de mortes em criangas a
cada ano, sendo a causa de aproximadamente 20% de todas as mortes em criancas
no mundo (OMS, 2009). As gastroenterites e as doengas diarréicas afetam
principalmente idosos, criangas e imunocomprometidos. Podem ser transmitidas
entre pessoas, porém a presenga de patdgenos em mananciais, aguas de recreagao

e areas de crescimento de mariscos também oferecem risco para a populagéo, pois
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estes ambientes podem estar contaminados por efluentes contendo patdgenos.

A gastroenterite (vémito e diarréia), otite e doengas respiratérias sado mais
frequentemente relatadas para a exposicdo a aguas marinhas contaminadas
(GRIFFIN et al., 2003). Na tabela 1 sdo mostradas as espécies de microrganismos
patogénicos comumente isolados em aguas costeiras recreacionais, a qual grupo de
microrganismo que pertencem, a infec¢gdo que podem provocar e o tipo de agua em

que podem ser encontrados.

Tabela 1: Patégenos comumente isolados de aguas costeiras recreacionais

Patégeno Tipo de Infeccao Agua
microrganismo
Aeromonas spp Bactéria Lesbes, gastroenterite Doce/Marinha
Campylobacter Bactéria Enterite Doce/Marinha
Spp
Clostridium spp Bactéria Botulismo, tétano, Doce/Marinha
gangrena gasosa,
gastroenterite
Escherichia coli Bactéria Gastroenterite Doce/Marinha
Pseudomonas Bactéria Dermatite folicular, Doce/Marinha
spp otite externa
Salmonella spp Bactéria Gastroenterite, febre Doce/Marinha
entérica
Shigella spp Bactéria Disenteria bacilar Doce/Marinha
Staphilococcus Bactéria Infeccbes de tecidos, Doce/Marinha
spp bacteremia
Vibrio spp Bactéria Colera, lesdes Marinha/Estuarina
Yersinia spp Bactéria Gastroenterite Doce/Marinha
Giardia spp Protozoario Gastroenterite Doce/Marinha
Cryptosporidium Protozoario Gastroenterite Doce/Marinha
Spp
Candida albicans  Fungo Dermatite Doce/Marinha
Virus entéricos Virus Gastroenterite, Doce/marinha

hepatite, doengas
respiratorias,
miocardite, meningite
asseéptica

Fonte: Efstratiou, 2001; Griffin e outros, 2003 (Modificado)

Na Baia de Vitoria a situagdo € a mesma da maioria das areas costeiras, recebendo
impacto da destinacado de efluentes. Esta situacido foi relatada ha anos, em 1987,
Carmo relatou sobre a contaminacéo do estuario por esgoto sanitario, agrotoxicos e

pesticidas.
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Correia Junior (2003) revelou uma contribuicdo significativa do langamento de
esgotos nao tratados ao longo do rio Santa Maria, principalmente em sua zona mais
baixa, devido as areas urbanas do municipio de Serra que contribuem com efluentes
nao tratados. O despejo de efluentes no ambiente representa risco para a
populacdo, pois podem contaminar aguas de recreacdo e de cultivo de moluscos
(PINA et al., 1998).

Em 2002, Souza avaliou a contaminagao pelos metais pesados cadmio (Cd), cromo
(Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn)
nos manguezais dos rios Aribiri, Santa Maria da Vitoria e Bubu, localizados na regido
da Grande Vitéria-ES, utilizando a ostra Crassostrea rhizophorae e o sururu Mytella
guyanensis como bioindicadores. Foram observadas concentragdes de Cr e Zn
acima do limite maximo permitido (Portaria MS 685/98). As maiores concentragdes
de Cr, Fe, Ni, Pb e Mn foram encontradas no rio Santa Maria da Vitoria e as maiores

concentragdes de Cu no rio Aribiri.

A contaminacéo fecal do Canal da Passagem, o qual liga-se a porgéo norte da Baia
de Vitoria, foi observada por Ribeiro (2002), que detectou os indicadores de
contaminagdo fecal: coliformes termotolerantes, E. coli e enterococos em
concentragdes acima do permitido em legislacdo (Resolugdo CONAMA 274/2000),
devido as contribuigdes dos efluentes de duas estagdes de tratamento de esgoto e

de langamentos difusos da populagcdo no entorno do canal.

Jesus e outros (2006) avaliaram a qualidade da carne do sururu de mangue (Mytella
guyanensis), ostras e da agua na regiao estuarina da Baia de Vitoria — ES, através
da analise dos metais: Pb, Cd, mercurio (Hg), Cu, Arsénio (As) e Zn, de colimetria e
de agrotoxicos. Neste estudo, foram encontrados teores de metais abaixo do limite
estabelecido pela legislagcédo (Portaria MS 685/98) e de agrotdxicos abaixo do limite
de detecgado. Por outro lado, foi possivel encontrar teores de Zn acima do limite
estabelecido em legislagdo (Portaria MS 685/98) nas ostras analisadas. Foi
verificado também que na regido da llha das Caieiras houve maior acumulo de Zn,
As e Pb, devido ao maior aporte de esgotos e efluentes provenientes de comércios
na regido. Estes teores de metais diminuiram em periodos de estiagem como
consequéncia do menor aporte de material particulado e compostos lixiviados. Toda

a regiao estudada (da foz do Rio Santa Maria até o Rio Bubu) estava contaminada
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por coliformes, proveniente da carga de esgoto in natura langada no sistema

estuarino.

Estudos sobre a contaminagdo por microrganismos patogénicos na Baia de Vitoria,
ainda ndo foram realizados. E de grande importancia que a agua e os alimentos
provenientes da regido tenham sua qualidade microbiolégica avaliada, visto que esta
regiao é referéncia para o turismo e fonte de renda para a populagdo local. Desta
forma, a avaliacdo da contaminagdo fecal da a&agua, através de outros
microrganismos como 0s virus entéricos é necessaria, pois permitira uma analise
mais criteriosa da contaminagdo, ja que estes virus sdo mais resistentes no
ambiente do que as bactérias e s&o os principais agentes etioldgicos transmitidos
por mariscos (LEES, 2000, LE GUYADER et al., 2000).

3.3 Avaliacao da contaminacao microbiolégica em amostras ambientais

3.3.1 Bactérias indicadoras de contaminagao fecal em ambientes marinhos

As avaliagdes da qualidade sanitaria de aguas e de mariscos tém sido realizadas
através de programas de monitoramento de microrganismos indicadores. Estes sao
utilizados para detectar o possivel risco da presenca de organismos patogénicos,

tanto no ambiente como nos produtos dele provenientes (EFSTRATIOU, 2001).

Segundo Bosh (1998) um bom microrganismo indicador de contaminagao fecal
deve: estar associado com a fonte de patégenos e ausente em areas nao poluidas,
ocorrer em densidades mais elevadas do que os patdégenos, ter ao menos a mesma
resisténcia a inativagdo natural e artificial do que patdégenos, ser detecado por

procedimentos simples, rapidos e baratos, e ndo ser patogénico.

Os microrganismos indicadores mais frequentemente utilizados sédo os coliformes
totais, coliformes termotolerantes, Escherichia coli e enterococos (ORTEGA et al.,
2009).

O grupo dos coliformes totais indica a ocorréncia de uma microflora variada que
pode ser encontrada em animais de sangue quente, solos, vegetais ou quaisquer
efluentes contendo matéria orgénica. O grupo dos coliformes totais pode ser

caracterizado por bactérias na forma de bastonetes gram-negativos, ndo formadores
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de esporos, aerdbios ou anaerdbios facultativos, capazes de desenvolver na
presenca de sais biliares ou agentes tensoativos que fermentam a lactose com
producédo de acido, gas e aldeido a 35-37 °C em 24-48 horas, oxidase-negativos e
que podem apresentar atividade da enzima R—galactosidase Um subgrupo dos
coliformes totais é o dos coliformes temotolerantes, anteriormente chamado de
coliformes fecais, formado por bactérias que além das caracteristicas do grupo
coliformes totais podem ser caracterizadas pela capacidade de fermentar a lactose,
com producgao de gas na temperatura de 44,5°C em 24 horas, tendo como principal
representante a Escherichia coli, cujo habitat exclusivo € o trato intestinal de animais
homeotérmicos. A E. coli € encontrada em esgoto bruto ou tratado e em aguas
naturais e solos que tenham recebido contaminagao fecal recente (LE CLERC, 2001;
OMS, 1996)

Outro indicador de contaminacao fecal utilizado s&o os enterococos, bactérias do
grupo dos estreptococos fecais, pertencentes ao género Enterococcus, o qual se
caracteriza pela alta tolerancia as condi¢gdes adversas de crescimento, tais como:
capacidade de crescer na presenca de 6,5% de cloreto de sédio, a pH 9,6 e nas
temperaturas de 10 e 45°C. Devido a sua maior resisténcia as condicdes ambientais
adversas frente ao grupo coliformes, os enterococos sado mais utilizados como

indicadores de contaminagao fecal em agua marinha (FIGUERAS et al., 1997).

Quanto as metodologias utilizadas para detecgdo de indicadores bacterianos em
amostras ambientais, aquelas mais utilizadas para estimar sua populagcdo se
baseiam na contagem de células viaveis. Estas metodologias se fundamentam na
habilidade do crescimento celular em meio de cultura liquido ou sélido em meio agar
ou membrana filtrante. Estas metodologias podem ser divididas em método de tubos
multiplos, método de membrana filtrante e método do substrato definido (HOBSON,;
TOTHIL; TURNER, 1996; BUCKALEW et al., 2006).

A metodologia do substrato definido € baseada na hidrolise enzimatica de substratos
especificos. Esta metodologia € capaz de detectar coliformes totais e E. coli
simultaneamente. Um meio utilizado nesta metodologia é o Colilert®, que utiliza dois
substratos: o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) que é o alvo da enzima -D-
galactosidase, encontrada em bactérias fermentadoras de lactose como os
coliformes totais, e a 4-metilumbeliferil-3-D-glucoronideo (MUG), a qual é alvo da

enzima (-D-glucuronidase, encontrada predominantemente em E. coli. No caso dos
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coliformes totais, sua presenca € indicada devido a produ¢cdo de um produto de
coloragdo amarela (o-nitrofenol). A presenga de E. coli é indicada pela formacéo de
um produto fluorescente (4-metilumbeliferona) (BUCKALEW, 2006). Esta técnica
também é utilizada para detec¢do de enterococos, e o meio que pode ser utilizado é
o enterolert®, baseando-se na atividade da enzima B-Glucosidase sobre o composto
4-metilumbeliferil-3-D-glucosidase produzindo metilumbeliferil, também fluorescente
(ECKNER, 1998).

Embora utilizada e referenciada nas legisla¢gdes e nos procedimentos padrdées de
analise de qualidade microbiolégica de aguas, a utilizagdo de E. coli tem sido
questionada como o principal parametro de qualidade microbiologica, uma vez que a
sua presenga nem sempre pode ser relacionada a de virus patogénicos (PINA et al.,
1994; RIGOTTO, 2003; MIAGOSTOVICH et al., 2008). Poucos programas de
monitoramento avaliam a contaminagdo da agua e dos tecidos de moluscos por
virus entéricos, pois este tipo de avaliacdo requer métodos mais avancados e

complexos, exigindo, portanto, maiores investimentos (BOSH, 1998).

3.3.2 Virus entéricos

Os virus entéricos se encontram largamente disseminados no mundo e sao
responsaveis por diversas doencas que afetam o ser humano, tais como
gastroenterites, meningites, miocardites e hepatites infecciosas (LEES, 2000).
Entre os virus entéricos mais importantes, transmitidos pela agua, moluscos bivalves
e outros alimentos ao homem, estdo os norovirus, rotavirus, adenovirus, astrovirus
enterovirus e os virus da hepatite A e E (LEES, 2000).

3.3.2.1 Adenovirus Humano

Os adenovirus sao virus de DNA fita dupla, ndo possuem envelope e somente as
proteinas do capsideo formam a superficie externa do virus. O capsideo possui
simetria icosaédrica, e é formado por 252 capsdmeros. Destes, 240 hexons formam

as faces do icosaedro e 12 pentons formam os vértices. O penton consiste em duas
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estruturas distintas: a base e a fibra. A camada que envolve o virion € denominada
core (figura 3). Possuem diametro de 70-80nm. (ALBERTS, 1997; SANTOS, 2002).

Fibre

=& [ Hexon

Figura 3: Particula de Adenovirus. Localizagdo de proteinas e material genético.
Fonte: <http://biomarker.cdc.go.kr:8080/pathogenimg/Adenovirus_en.gif>

Os adenovirus humanos compreendem 51 sorotipos, classificados na familia
Adenoviridae, género Mastadenovirus e sao divididos em seis espécies, de A a F
(DE JONG et al., 1999). Dos 51 sorotipos, sdo associados a gastroenterite infantil os
sorotipos 1, 7, 12, 28, 31, 40 e 41, dos quais os sorotipos 40 e 41 possuem grande
estabilidade a agdo de agentes fisicos e quimicos, possibilitando uma permanéncia
prolongada no meio ambiente (ENRIQUEZ, 1995).

O adenovirus € excretado pelas fezes e pela urina e € o virus mais abundante no
esgoto do que qualquer outro tipo de virus entérico (METCALF et al., 1995). Um
grande numero de particulas virais, cerca de 10" particulas por grama de fezes sao
excretados no pico da infeccdo aguda (CHAMPSUR, H., 1989 apud
CASTIGNOLLES 1998). Por isso, um grande numero de adenovirus pode estar
presentes em agua contaminada com esgoto, causando doengas no mundo inteiro
durante todo o ano (CASTIGNOLLES et al., 1998).

Os adenovirus sao responsaveis por grande parte das infecgdes respiratérias e da
conjuntiva em seres humanos, além disso, podem causar paralisia, meningite,
miocardite, anomalias congénitas no coragdo e gastroenterite (PINA et al., 1998;
ABBASZADEGAN et al., 1993; KO et al., 2005). Alguns sorotipos apresentam
potencial oncogénico. Em geral, as infecgdes por adenovirus sdo de facil cura, mas
podem ser fatais em pacientes imunocomprometidos, nos quais podem causar

infeccdes generalizadas (HIERHOLZER, 1992). A maioria das infecgbes por
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adenovirus ocorrem em criancas menores de 2 anos de idade e mostram pouca
variagdo sazonal além de estarem associados a surtos de gastroenterites em
bercarios e hospitais (UHNOO et al.,, 1984; ALLARD et al., 1990). Os adenovirus
entéricos sédo responsaveis por causar cerca de 10% das gastroenterites infantis
(LEES, 2000). Podem infectar uma grande variedade de animais, porém n&o s&o

considerados virus com potencial zoondtico (SANTOS, 2002).

A transmissdo pode ocorrer por contato direto ou indireto (por meio de aerossais),
com secrecdes oculares e respiratorias e por via fecal-oral. O periodo de incubacgao
varia de 3 a 10 dias, sendo o maior dentre todos os virus entéricos. Alguns sorotipos
sdo capazes de estabelecer infecgcbes assintomaticas e continuar sendo excretados

pelas fezes por meses e até anos (SANTOS, 2002).

3.3.2.2 Rotavirus

Os rotavirus sao virus nao envelopados, medem de 70 a 80nm e possuem trés
proteinas do capsideo organizadas de forma icosaédrica e concéntrica envolvendo o
genoma, que € formado por 11 segmentos de RNA dupla fita. As proteinas
sintetizadas s&o de dois tipos: as estruturais (VP) que compdem o virus, e as nao-
estruturais (NSP), sintetizadas dentro das células infectadas (GLASS, 2006).

Estes virus possuem trés capsidios distintos: o mais interno € constituido pela
proteina VP2 e no interior da particula estdo presentes as proteinas VP1, VP3 e o
genoma viral (figura 4). Esta particula é entdo circundada pelo capsideo
intermediario, formado por proteina VP6, a mais prevalente. O capsideo mais
externo é constituido por duas proteinas: VP4 (protease sensivel ou proteina P) e
VP7 (glicoproteina ou proteina G), que sao imunogénicas e, portanto, s&o
responsaveis pela indugdo de uma resposta imune protetora (MATTION; COHEN;
ESTES, 1994).
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Figura 4: Particula de rotavirus. Localizac&o de proteinas e visualizagao tridimensional.
Fonte: <http://www.iavireport.org/Issues/Issue10-5/Figure2.jpg>

Os rotavirus séo classificados em 7 grupos (A a G), sendo que os grupos A, Be C
de rotavirus s&o reconhecidos por causarem doengas em seres humanos. O grupo A
€ 0 mais importante na patologia humana e esta associado a quadros graves de
gastroenterites em criangas e lactentes. Os grupos B e C sao responsabilizados por
surtos de gastroenterites em criangas e adultos. Todos os sete grupos infectam uma
variedade de animais, sendo ja evidenciado o potencial zoondtico do rotavirus
(ESTES; COHEN, 1989). Essas caracteristicas, associadas a sua reconhecida
estabilidade diante das variacbes de temperatura e pH e de substancias quimicas,

sao os determinantes da elevada infecciosidade dos rotavirus.

O rotavirus é transmitido através de alimentos e agua contaminados e também pelo
contato direto com pessoas infectadas. O periodo de incubacdo € relativamente
curto, varia de um a trés dias. Os rotavirus sdo os maiores causadores de diarréia e
gastroenterite infantil em clima temperado e afetam criangas de todas as classes
sociais no mundo inteiro. Algumas apresentam sintomatologia leve mas em outras, a
infeccdo pode se tornar grave levando a desidratagdo e até mesmo a morte. Os
rotavirus também s&o associados a surtos de gastroenterites em ambientes
fechados, como creches, enfermarias pediatricas e nucleos geriatricos. Os principais
sintomas sao febre, vomitos e diarréia frequente (LOURENCO et al., 1985).

Estima-se que o rotavirus seja responsavel por um tergco de todas as hospitalizagoes
causadas por diarréia. Em paises desenvolvidos, o indice de mortalidade € menor
do que nos paises em desenvolvimento, mas a infeccdo ocorre virtualmente em

todas as criangas com menos de cinco anos de idade (COOK, 1990 apud
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O'HALLORAN, 2000). Segundo a OMS (2000), morrem anualmente 600 mil criangas

no mundo, com menos de 5 anos, vitimas do rotavirus.

3.3.2.3 Norovirus

Os norovirus pertencem a familia Caliciviridae e foram previamente chamados de
Norwalk-like virus e Small Round Structured Viruses (SRSV) devido sua morfologia
(figura 5). Possuem uma estrutura simples consistindo de um capsideo e acido
nucléico. Nao sao envelopados e nem cultivaveis. Medem entre 27 e 30nm. O
genoma consiste de fita simples de RNA organizada em trés “quadros abertos de
leitura” (open reading frames — ORF) no qual ORF1 codifica proteinas né&o
estruturais, ORF2 codifica a principal proteina estrutural (VP1) e ORF3 codifica uma
proteina pequena do capsideo associada a estabilidade de VP1. O genoma
completo compreende aproximadamente 7.5 kb (ATMAR, ESTES, 2006).

Figura 5: Particula de norovirus.
Fonte: <http://www.wddty.com/03363800371727948775/Norovirus.jpg >

Os norovirus podem ser divididos em dois genogrupos (Gl e Gll) os quais incluem
multiplos gendtipos (GALLIMORE et al., 2005). Um terceiro genogrupo possivel ja foi
descrito (VINJE et al., 2004). O Genogrupo Il é detectado mais frequentemente do
que Gl em todo o mundo (UEKI et al, 2005).

Os norovirus sao responsaveis por surtos de gastroenterite aguda usualmente em
comunidades semi-confinadas tais como hospitais, cruzeiros maritimos e casas de
repouso (GALLIMORE et al., 2005; KUMAZAKI, USUKU; NOGUSHI, 2007).
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Os norovirus sao considerados os principais agentes causais de gastroenterite ndo
bacteriana e a causa mais comum de gastroenterites em pessoas de todas as faixas
etarias (KOJIMA, 2002). Os norovirus podem ser transmitidos por via fecal-oral, de
pessoa para pessoa, mas também via alimentos, agua e superficies contaminados.
A manifestagéo clinica do norovirus € leve. Infecgdes assintomaticas sdo comuns e
podem contribuir com a disseminacdo da infeccdo. A incidéncia em criancas é
elevada mas também ocorre regularmente em adultos (KOOPMANS; DUIZIER,
2004).

Os norovirus inicialmente foram detectados, por meio de técnicas moleculares, em
fezes (KOJIMA et al., 2002; SUBEKATI, 2002; RICHARDS et al., 2004, SOARES,
2007). Atualmente sdo detectados em varios tipos de ambientes tais como: agua
potavel (GILGEN et al., 1997; HARAMOTO et al., 2004), 4gua marinha (KATAYAMA
et al.,, 2002), agua subterranea (FOUT et al.,, 2003), esgoto (LOODER; RODA
HUSMAN, 2005) e mariscos (BOXMAN et al., 2006, GUYADER et al., 2006).

Surtos de gastroenterites causadas por norovirus tém sido associados com agua
potavel e agua de recreacdo contaminada com material fecal (LOODER et al., 1999).
Ueki e outros (2005) detectaram norovirus em fezes de pacientes com gastroenterite

aguda, esgoto sanitario, agua residuaria tratada, agua de rio e ostras cultivadas.

3.3.2.4 Métodos de detecgdo de virus em ambientes aquaticos e em mariscos

A detecgdo dos virus em ambientes aquaticos depende de métodos que sejam
capazes de detectar pequenas quantidades de particulas virais em grandes volumes
de agua. De acordo com Bosh (1998) um bom método de concentracdo deve
possuir a maioria dos seguintes critérios: ser uma técnica simples, possuir alta taxa
de recuperacgao de particulas virais, produzir um concentrado de pequeno volume e

nao ser muito caro.

As metodologias desenvolvidas para a concentracdo de virus em amostras
ambientais baseiam-se em algumas caracteristicas observadas em particulas virais
tais como sua polaridade, que possibilita sua adsorcdo em uma variedade de
matrizes e seu peso molecular, que permite a concentracdo por técnicas de
ultrafiltracédo ou ultracentrifugagcéo (JONES; SELLWOOD, 2001).
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As etapas basicas necessarias a detec¢ao de particulas virais em amostras de agua
e de mariscos consistem na concentracdo da amostra ou eluicdo do tecido do

marisco, seguido de concentragdo e detecgéo especifica dos virus.

A metodologia de adsorcéo/eluicdo é largamente utilizada na concentragdo de
amostras de agua de diversos ambientes e geralmente necessita de um segundo
estagio de concentragdo. Esta metodologia envolve duas etapas principais: a
adsorcdo em um substrato e sua eluicdo por uma solugdo. O substrato pode ser
uma membrana negativamente carregada (SOBSEY; JONES, 1979;
ABBASZADEGAN et al., 1993; PINA et al, 1994), uma membrana positivamente
carregada (STEINMANN, 1980), 14 de vidro (PUIG et al., 1994) entre outros.

Os métodos desenvolvidos para eluicdo de particulas virais do tecido do molusco
envolvem uma combinacao de etapas consecutivas a fim de separar e depois eluir
os virus dos tecidos dos moluscos, concentrando-os em pequenos volumes,
passiveis de serem processados para identificagao viral (LEWIS & METCALF, 1988;
PINA et al., 1998; LE GUYADER, 2000).

Apos a etapa de concentracao e eluicdo, métodos sensiveis de deteccdo viral
devem ser utilizados. A utilizacdo de técnicas moleculares como a Reagdao em
Cadeia pela Polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction) na identificagdo do
genoma viral de amostras de moluscos bivalves, assim como de amostras
ambientais de agua é cada vez mais comum (PINA et al., 1998; TRAORE et al.,
1998; QUEIROZ et al.,, 2001; BEURET et al, 2003; BOXMAN et al., 2006
KATAYAMA et al., 2008).

A PCR consiste em um método in vitro de amplificacdo enzimatica de sequéncias
especificas de DNA. Assim, poucas copias de DNA marcado podem ser
amplificadas a um nivel detectavel (ALBERTS et al., 1997).

A capacidade da PCR em produzir grandes numeros de cépias de uma sequéncia
especifica do DNA proporciona uma deteccao rapida, sensivel e especifica, dos
microorganismos de ambientes aquaticos. Porém, apds a concentragdo da amostra,
ha um concentrado contendo virus assim como substancias orgéanicas e solidos
dissolvidos, estes ultimos podem interferir na atividade da DNA polimerase,
principalmente acidos humicos. Por isso, estas substancias devem ser removidas
antes da PCR (ABBASZADEGAN et al.,, 1993). A utilizacdo da PCR & muito
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importante para virus que ndo sao bem cultivados em culturas celulares tais como
0s adenovirus entéricos e norovirus.

Algumas variagdes desta técnica ja sdo amplamente empregadas na detecgédo de
virus em diversos ambientes, tais como RT-PCR, utilizada para conversao de RNA
em DNA complementar antes da etapa de amplificacdo permitindo o estudo de virus
de RNA por exemplo; multiplex-PCR para deteccdo de multiplas sequéncias alvo
numa mesma amostra; nested-PCR, que utiliza uma segunda etapa de amplificagdo
com um par de iniciadores internos aos utilizados na primeira etapa, permitindo
maior sensibilidade e especificidade, como em amostras ambientais pouco
concentradas e, mais recentemente, a PCR em tempo real, utilizada para quantificar
o DNA alvo presente na amostra (PINA et al.,, 1998; FORMIGA-CRUZ et al.,
CALGUA et al., 2008).

3.4 A contaminac¢ao de moluscos bivalves

Os moluscos bivalves sao animais filtradores, ou seja, alimentam-se concentrando e
acumulando particulas da agua (BARNES; RUPPERT, 1996). Muitas espécies vivem
em ambientes calmos, onde os niveis de nutrientes sdo elevados e frequentemente
encontram-se contaminados por efluentes domésticos (LEES, 2000). O consumo
destes moluscos pode representar um risco a saude, uma vez que, as particulas
retidas por estes organismos podem conter bactérias, protozoarios, helmintos e virus
(CROCI et al., 2000; POMMEPUY et al., 2006) além de contaminantes quimicos tais
como metais pesados, organoclorados e elementos radioativos (BORRETZEN;
SALBU, 2009). Por esta raz&o, esses organismos podem ser utilizados como
bioindicadores da qualidade da agua em que vivem. As diferentes particulas que
podem ser bioacumuladas nesses organismos sdo encontradas principalmente nas
glandulas digestivas (MUNIAN-MUJIKA et al., 2002, WANG et al., 2008) e bréanquias
(HERNROTH; ALLARD, 2007).

Entre os patdgenos que podem ser bioacumulados, os virus sdo considerados os
principais agentes etiologicos transmitidos por moluscos bivalves (LEES, 2000). Por
isso, a detecgdo de virus em moluscos bivalves, a fim de avaliar sua qualidade
microbiologica, é recomendada, pois as bactérias indicadoras, normalmente

utilizadas para esta finalidade, nem sempre podem ser relacionadas com a presenca
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dos virus, que também s&do mais persistentes e estaveis do que bactérias (PINA et.
al, 1998; LEES, 2000).

Os virus humanos transmitidos via fecal-oral foram associados a moluscos tanto
pelo isolamento de virus provenientes de amostras de moluscos quanto pela
evidéncia de infeccdes associadas ao seu consumo. Os virus que podem estar
associados a moluscos bivalves s&o: norovirus (NENONEM et al., 2008), o qual é
reconhecido como a principal causa de gastroenterite por mariscos, virus da hepatite
A (LEWIS, METCALF, 1988; MULLENDORE et al., 2001), rotavirus (BOSH et al.,
1994), adenovirus (KARAMOKO et al., 2005), astrovirus (RIOU et al., 2007) e
enterovirus (MUNIAIN-MUJIKA, 2000).

A maioria dos moluscos bivalves € capaz de bioacumular de 3 a 100 vezes mais
particulas virais em relagdo a concentracdo destas particulas nas aguas
circundantes (JAYKUS et al., 1993 apud LENOCH et al., 2003).

Bosh e colaboradores (1994) verificaram que apds 6h de imersdo do mexilhdo
comum (Mytilus spp) em agua marinha contendo de 8x10° a 2.5x10 particulas de
adenovirus e rotavirus por litro, entre 25 e 35% dos virus inoculados foram

absorvidos pelos tecidos do molusco, principalmente trato digestivo e branquias.

Nishida e outros (2003) encontraram mais de 100 cépias do genoma de norovirus
em 11 de 17 ostras positivas para a presenca deste virus, sendo que a dose
infecciosa para este virus € menor do que 10 cépias (MOE et al.., 2002 apud
POMMEMPUY et al., 2006), apesar de néao ter sido possivel saber se eram todos

infecciosos.

Diversos trabalhos tém sido realizados em todo o mundo ao longo dos anos a fim de

verificar a contaminag&o viral em moluscos (tabela 2).



Tabela 2: Resultados obtidos por pesquisadores em diferentes paises ao longo dos anos

Ano/Autor/Local Resultados obtidos
1994 Deteccao de Virus da Hepatite A e rotavirus em 40% e
Bosh e outros 56% das amostras de moluscos analisadas,
Espanha respectivamente.
1998 Deteccdo de enterovirus, virus da hepatite A e
Pina e outros adenovirus em mexilhdes.
Espanha
1999 Deteccédo de virus da hepatite A, enterovirus e rotavirus

Green; Lewis
Nova Zelandia

em ostras, aguas residuarias e sedimento.

2005 Detecgao de virus da hepatite A em amostras de ostras.
Logullo
Brasil
2005 Detecgao de adenovirus em mexilhdes provenientes de
Karamoko e outros areas de cultivo.
Marrocos
2006 Detecgdo de norovirus em mexilhdes e ostras

Boxman e outros
Europa -diversos

provenientes de areas de cultivo, apds surto de
norovirus associado ao consumo destes moluscos.
Houve correlagdo entre o gendtipo encontrado em

paises . )
pacientes com aqueles encontrados no ambiente.
2007 Detecgdo de norovirus em aproximadamente 5% de
Nishida e outros ostras para consumo sem cozimento, sendo que 0s
Jando norovirus detectados eram geneticamente relacionados
P aos de humanos.
Detecgao de norovirus em mexilhdes de locais proximos
2008 a descarga de efluentes, com bioacumulagédo de
genotipos de norovirus de origem humana nos
Nenonem e outros T g . A
. mexilhdes, concluido diante da similaridade elevada
Suécia o » o
(99.9%) entre os gendtipos detectados em mexilhdes e
em humanos.
Detecgdo de adenovirus em 17% das amostras de
2008 ostras e de enterovirus em 37%. Nao foi detectado
Umesha e outros  norovirus ou virus da hepatite A. Os periodos de maior
India ocorréncia de amostras positivas foram nos meses em

de maior precipitagao.

Em muitos paises, um meio utilizado para diminuir a contaminagao microbiolégica da
carne do molusco, principalmente aqueles consumidos crus, e torna-la aceitavel,
conforme a legislagdo, € através do processo de depuragdo. Entretanto, virus

entéricos sdo mais resistentes a depuragéo do que as bactérias (LEES, 2000).

Analisando um processo de depuragcdo que pudesse ser eficaz para remocao de
virus entéricos, Bosch e colaboradores (1994) verificaram o processo de depuragéo

em mexilhdes contaminados em laboratério com Virus da Hepatite A, rotavirus,
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adenovirus entérico e enterovirus, em fluxo continuo de agua marinha ozonizada,
obtendo 74.0-99.7%, 93.8-99.8% e 97.0-100% de remocéao dos tecidos do mexilhdo
apos 20, 48 e 96h, respectivamente. Apds analise de risco calculada, os autores
sugerem que os mexilhdes deveriam ser purificados antes do consumo para reduzir

substancialmente o risco de infec¢ao por virus entéricos.

Munian-Mujika e outros (2002) avaliaram a depuragao de mexilhdes em tanques de
agua marinha, desinfetadas com irradiacdo UV e ozbnio que passavam por um
skimmer e por um filtro biolégico. Conforme resultados obtidos, os autores sugeriram
cerca de 5 dias de depuracao nesse sistema, para o consumo de ostras cruas, a fim
de garantir a seguranga bacteriana e viral deste molusco. Foi observado que, apés
esse periodo, todas as amostras foram negativas para virus humanos detectados
por PCR. O processo de depuragao € custoso e pode diminuir o sabor do molusco,
por isso, o ideal € que haja empenho na conservagao e utilizagado sustentavel de

ambientes costeiros e acesso ao saneamento.

3.5 Legislagao referente a qualidade de agua e de moluscos

Os constantes impactos no ecossistema costeiro tornam necessaria a adocido de
medidas que garantam a qualidade das aguas e dos alimentos provenientes dessas

areas, a fim de garantir a saude da populagéao.

3.5.1 Aguas

A preocupacdo com o uso sustentavel dos recursos costeiros, a ordenacido da
ocupacao de espacos litoraneos e a adogdo de medidas necessarias para a gestao
de areas costeiras foi regulamentada desde 1988, quando foi instituido o Plano
Nacional de Gerenciamento Costeiro (PNGC) através da Lei 7661/88, sendo em
1997 revisado, pela Resolucdo n° 05/97 (PNGC IlI). Os detalhamentos e
operacionalizagdo dessa Lei foram objeto da Resolugdo n° 01/90 da CIRM
(Comissao Interministerial para os Recursos do Mar). A prépria Lei ja previa
mecanismos de atualizagdo do PNGC, por meio do grupo de Coordenagéo do

Gerenciamento Costeiro (COGERCO). No periodo compreendido entre o PNGC | e
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o PNGC Il importantes realizacbes puderam ser constatadas, como a efetivagcédo do
processo de zoneamento costeiro, a criagdo e o fortalecimento de equipes
institucionais nos Estados e 0 aumento da consciéncia da populagdo em relagdo aos
problemas da Zona Costeira (BRASIL, 1997).

Um ecossistema costeiro, que sempre foi alvo de degradagdo ambiental ao longo
dos anos, € o manguezal, protegido por legislacdo no Brasil. Conforme a resolugéo
do Conselho Nacional de Meio Ambiente - CONAMA 04/85, o manguezal é
considerado uma area de preservagao permanente (BRASIL, 1985). Nesse sentido,
em 1986, a Prefeitura de Vitéria/ES, criou a Reserva Bioldégica Municipal llha do
Lameirdo (Lei 3326/86) sendo posteriormente transformada em Estacdo Ecoldgica
llha do Lameirdo (Lei 3377/86), a fim de preservar e proteger ecossistemas e
recursos naturais ao norte da Baia de Vitéria (PREFEITURA DE VITORIA, 1986).

As aguas de ecossistemas costeiros também necessitam de regulamentagao, pois
sdo alvo de degradacdo ambiental, principalmente pelo langcamento de residuos
liquidos e sdlidos diretamente ou indiretamente pelos rios contaminados que ali
desaguam. Por isso, a fim de garantir a qualidade da agua desses ambientes para
os diversos usos pela populacdo, foi instituida no Brasil a resolucdo CONAMA
357/2005, que classifica os corpos d’agua conforme seus usos preponderantes e
estabelece as diretrizes ambientais para seu enquadramento através da
determinacdo das condi¢cdes e padrées microbioldgicos, fisicos e quimicos. Essa
resolucao considera “a classificacdo das aguas doces, salobras e salinas essencial a
defesa de seus niveis de qualidade de modo a assegurar seus uUSOS
preponderantes”, e que “o enquadramento dos corpos de agua deve estar baseado
nao necessariamente no seu estado atual, mas nos niveis de qualidade que
deveriam possuir para atender as necessidades da comunidade” (BRASIL, 2005).
Conforme essa legislagdo, aguas salobras que entre os usos estejam a recreagao
de contato primario, pesca entre outros, como o sistema estuarino da Baia de
Vitoria, ha possibilidade de serem classificadas como classe 1. Quanto ao parametro
microbioldgico estabelecido para esta classe, em usos que ndo sejam cultivo de
moluscos bivalves ou recreagdo, n&o devera ser excedido o limite (tabela 3) em
80% ou mais de pelo menos 6 amostras coletadas durante o periodo de um ano,

com frequéncia bimestral. A E. coli podera ser determinada em substituicdo ao
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parametro coliformes termotolerantes de acordo com limites estabelecidos pelo

orgao ambiental competente.

Considerando as aguas que sao destinadas a recreagado, a resolugdo CONAMA
274/2000 dispbe sobre a qualidade requerida para aguas com tal finalidade. Assim,
essas aguas podem ser definidas como préprias (excelente, muito boa, satisfatéria)
quando em 80% ou mais de um conjunto de amostras obtidas em cada uma das
semanas anteriores, colhidas no mesmo local, houver, no maximo, os valores
estabelecidos (tabela 3) pela legislagdo para coliformes termotolerantes, E. coli ou
enterococos, sendo que quando for utilizado mais de um indicador microbiolégico, as
aguas terdo as suas condi¢gbes avaliadas de acordo com o critério mais restritivo
(BRASIL, 2000). As aguas serdo classificadas como impréprias, quando, entre
outras determinagdes, o valor obtido na ultima amostragem for superior aos valores
estabelecidos na tabela 3, sendo recomendada a pesquisa de organismos

patogénicos. Porém, indicadores virais ainda ndo foram incluidos.

As principais normas internacionais que regem a qualidade requerida para aguas
recreacionais podem ser representadas pelas legislagbes americana e européia.
Nos Estados Unidos, o Ambient Water Quality Criteria for Bacteria (USEPA, 1986),
estabelece o limite bacteriolégico em aguas marinhas para recreagdo de contato
primario e na Europa, a Diretiva 2006/7/CE, estabelece as concentracdes
bacteriolégicas permitidas para aguas de recreagdo de contato primario (CEE,
2006). O limite estabelecido pela norma americana para agua marinha (tabela 3),
baseia-se na média geométrica de um numero de amostras estatisticamente
suficiente, geralmente ndo menos do que 5 amostras igualmente espagadas por um
periodo de 30 dias. A norma europé€ia, assim como a legislagdo brasileira,
estabelece classes de qualidade da agua e adota mais de um paréametro para cada
uma delas (tabela 3). Os valores apresentados s&o aqueles estabelecidos para
aguas costeiras e de transicdo. Os valores para as contagens microbiologicas
baseiam-se no conjunto de dados recolhidos sobre a qualidade das aguas balneares
para o ultimo periodo de avaliagdo, devendo consistir sempre em, pelo menos, 16

amostras.

Uma sintese dos parametros microbiolégicos e dos valores adotados pelas
legislacbes citadas anteriormente pode ser visualizada na tabela 3. Foram

considerados os parametros relativos a agua salobra ou salina.
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Tabela 3: Normas relativas ao limites microbiolégicos para avaliagdao de aguas recreacionais

Norma Especificagoes
Coliformes E. Enterococos/100mL
termotolerantes/100mL coli/100mL
CONAMA
357/2005 <1000 (p80) <1000 (p80) NA
(BRASIL, 2005)
p(80) P(80) P(80)
CONAMA Excelente: <250 <200 <25
274/2000 Muito boa: <500 <400 <50
(BRASIL, 2000) Satisfatoria: <1000 <800 <100
Impropria: <2500 <2000 <400
USEPA (1986) NA NA <35
Diretiva Excelente: <250
2006/7/CE Bom: <500 (p90) NA NA

(CEE, 2006) Suficiente: <500 (p95%5)
NA — Nao Aplicavel; p — percentil

3.5.2 Moluscos Bivalves

A qualidade microbiolégica da carne de moluscos bivalves é abordada em

legislagbes que ou avaliam a sua carne ou a agua de cultivo/extragao.

No Brasil, a resolucdo CONAMA 357/05 define os pardmetros necessarios para

aguas de cultivo de moluscos bivalves destinados a alimentagdo humana.

Outra legislagéo brasileira é a resolugdo RDC 12/2001, que aprovou o regulamento
técnico sobre padrées microbiologicos para alimentos, revogando a Portaria
SVS/MS 451 de 19 de setembro de 1997. Esta legislagdo visa compatibilizar a
legislagéo nacional com regulamentos harmonizados no Mercosul, relacionados aos
critérios e padrbes microbiolégicos para alimentos. Esta resolugdo visa definir
padrdes microbiolégicos para alimentos em geral, e € a unica com algum critério

microbioldgico estabelecido para moluscos (BRASIL, 2001).

Com a finalidade de estabelecer e avaliar os requisitos necessarios para garantia da
qualidade higiénico-sanitaria dos moluscos bivalves, visando a prote¢cao da saude da
populacdo e a criagdo de mecanismos seguros para O comeércio nacional e
internacional destes animais, em 2005, o Decreto 5564 instituiu o Comité Nacional
de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves — CNCMB (BRASIL, 2005b)

Em ambito internacional, as principais legislagbes referentes a qualidade de
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moluscos sdo a européia e a americana. Na Europa, a Diretiva 91/492/CE,
estabelece as normas sanitarias que regem a producéo e a colocagdo no mercado
de moluscos bivalves vivos. Ha um sistema de classes de agua de cultivo (A, B, C e
proibido) sendo que apenas na classe A os moluscos podem ser coletados e
comercializados para consumo humano direto. Se o limite estabelecido for
ultrapassado, o mexilhdo deve ser submetido a depuragdo. Se a area for classificada
como proibida, ndo podem ser comercializados moluscos provenientes destas areas,
nem mesmo é permitido que haja depuragcdo. Devido aos surtos de doencgas
provocadas por virus entéricos devido ao consumo de moluscos bivalves
contaminados, essa legislagdo demonstrou preocupagdo com a presenga destes
patogenos em moluscos, estabelecendo que, na falta de técnicas de rotina para a
pesquisa de virus e de fixagdo de normas virolégicas, o controle sanitario baseia-se
na contagem de bactérias de origem fecal. Em 1999, através da Decisdo do
Conselho 1999/313/CE, o Conselho da Unido Européia designou que os paises
membros deveriam ter um laboratério nacional de referencia para o controle das

contaminacgdes bacterianas e virais dos moluscos bivalves (CEE, 1999).

Nos Estados Unidos, em 2003, a FDA (Food and Drug Administration) divulgou o
National Shellfish Sanitation Program, um guia para o controle do crescimento,
processamento e transporte de moluscos. Os critérios utilizados para o controle de
areas de extracao/cultivo/depuracdo de moluscos bivalves, baseado em densidade
bacterioldgica, sdo divididos em categorias: aprovado, condicionalmente aprovado,
condicionalmente restrita, restrita e proibido. As areas avaliadas como
condicionalmente aprovadas e condicionalmente restritas, necessitam de um plano
de manejo para adequarem-se as normas exigidas para a produg¢ao de moluscos. A
producdo de moluscos provenientes de areas classificadas como restritas, deve
obrigatoriamente, como na legislagado da Unido Européia, passar por um sistema de
purificagdo ou ser transportada para areas de qualidade microbioldgica superior,

previamente a sua introdu¢do no mercado.

Uma sintese dos parametros microbiolégicos adotados pelas legislagdes citadas
anteriormente pode ser visualizada na tabela 4. Os valores expressos sdo relativos a
média geomeétrica de um numero de amostras e determinagbes especificos para

cada legislagéo.
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Tabela 4: Normas relativas ao limites microbiolégicos para avaliagdao da qualidade
microbiologica de moluscos bivalves

Norma Especificacoes
Coliformes Totais Coliformes E. coli
termotolerantes

Legislagbes baseadas na agua de cultivo (100mL)
CONAMA 357/2005

(BRASIL, 2005) NA <43 ou <88 (p90) NA
Aprovada: <70 <14

NSSP/FDA Restrita: <700 <88 NA
(FDA, 2003) Proibida: >700 >88

Legislagbes baseadas na carne do molusco (1009)
RDC 12/2001*

(BRASIL, 2001) NA 5000 NA
Diretiva 91/492/CEE c?;e;zseeBA-;?ggo <230
(CEE, 1991) NA 0900 <4600 (p90)
Classe C: <60.000 NA
p - percentil

NA — Nao Aplicavel
*Esta resolugdo apresenta o valor para 1g de carne cozida (50 Ct/g), que foi alterado para 100g para
comparacgao com a legislagao européia.

A maioria das legislagbes citadas utiliza, como parametro microbiologico, bactérias
indicadoras de contaminagao fecal, como coliformes totais, termotolerantes, E. coli e
enterococos, porém indicios de preocupagdo com patdgenos que ndo podem ser
associados a tais bactérias tem sido revelados. Bosh e outros (1994) detectaram
Virus da Hepatite A e rotavirus de amostras de moluscos provenientes de areas que,
de acordo com critérios bacteriologicos de qualidade, poderiam ser classificados
como nédo poluidas, seguras para natagdo e adequadas para coleta de mexilhdes.
Assim, é importante que sejam desenvolvidas e aperfeicoadas metodologias que
visem a detecgdo desses patdgenos, para que seja possivel incluir novos

parametros na legislagdo que déem maior seguranga para a saude da populagao.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no estuario adjacente a regido da grande Sdo Pedro em
Vitoria — ES (regido VII, figura 6) e constituiu-se das seguintes etapas: (1) coleta de
amostras de agua e sururu em 3 pontos do sistema estuarino da Baia de Vitoria e
(2) monitoramento da contaminacédo fecal da agua e do sururu através da detecgéo
das bactérias indicadoras pelo método de substrato definido cromofluorogénico e de

virus entéricos através da amplificacdo do material genético.

A regido VII esta localizada na Baia noroeste de Vitoria e compreende 10 bairros
(Comdusa, Conquista, llha das Caieiras, Nova Palestina, Redencao, Resisténcia,
S&o José, Santo André, Sdo Pedro e Santos Reis), numa area aproximada de
3.600.782 m? (PREFEITURA DE VITORIA, 2009).
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Figura 6: Mapa do municipio de Vitoria, destacando a regido mais proxima a parte do sistema
estuarino estudado
(FONTE: <http://www.vitoria.es.gov.br/regionais/principal/reg7.asp>)

As coletas de agua no estuario foram realizadas em trés pontos, georreferenciados
utilizando GPS 76 Garmin (Tabela 5; Figura 7). Estes pontos foram selecionados de
acordo com resultados de estudos anteriores desenvolvidos na regido e com o
auxilio de dois pescadores da regido. A distancia aproximada entre os pontos pode

ser visualizada na tabela 6.
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Tabela 5: Pontos de Amostragem

Ponto Descrigao Coordenadas
1 manguezal proximo a foz do rio S 20°15°641
Santa Maria da Vitoria W 40°19°960
Préximo a manguezal da ilha .

2 . S 20°16°262
onde é coletado o sururu W40°20°632

3 cais da llha das Caieiras S 20°16°597
W 40°20°217

Rio Santa Maria f
2 - 14
I 4

2 ; 4 das

- Baia de

/ Vitoria

““Caieiras

Figura 7: Mapa do sistema estuarino da Baia de Vitoria
com os pontos de amostragem deste trabalho

Tabela 6: Distancias aproximadas entre os pontos de coleta

P1e P2 940m
P2 e P3 1250m
P1eP3 950m

Fonte: Geowebvitoria

O acesso aos locais de coleta de agua e do sururu foi realizado utilizando-se um
barco a motor. O trajeto iniciou-se no cais da llha das Caieiras em diregdo ao
primeiro ponto de coleta de amostra de agua (P1), proximo ao Rio Santa Maria, em

seguida para o segundo ponto de coleta de agua (P2), onde ocorreu a coleta de
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agua e mexilhdo, retirado das raizes das arvores encontradas no mangue mais
proximo a P2, e entado voltou-se para o cais que € o terceiro e ultimo ponto de coleta
de agua (P3). Na figura 8 pode-se visualizar parte do sistema estuarino da Baia de

Vitdria e dos bairros vizinhos.

Figura 8: Vista dos pontos de coleta de agua (P1, P2 e P3) e de marisco (P2) no sistema estuarino da
Baia de Vitodria.

4.1 Coleta amostral

Em cada ponto foi coletado 1,5 litro de amostra de agua estuarina,
aproximadamente 15 cm abaixo da superficie, no periodo matutino. Foi determinado
previamente que as coletas seriam realizadas quando a maré estivesse em altura
suficiente para chegar nos pontos de amostragem e que fosse possivel a coleta do
sururu. As coletas foram realizadas mensalmente entre os meses de fevereiro/2008

e margo/2009.
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Os mariscos foram coletados de forma manual, com mesmo periodo e frequéncia

das amostras de agua.

4.2 Armazenamento e transporte

As amostras de agua e de marisco foram armazenadas em caixa térmica sob
refrigeracdo logo apds sua coleta, e assim foram transportadas para o Laboratério
de Saneamento para posterior anadlise. As amostras que ndo foram processadas no
momento em que chegaram no laboratoério, foram mantidas em refrigerador a 4°C,

por no maximo 2 horas.

4.3 Analises laboratoriais

Todas as analises e medicbes foram realizadas no Laboratério de Saneamento
(LABSAN), Departamento de Engenharia Ambiental (DEA), Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES).

4.4 Analises fisico-quimicas das amostras de agua

As analises fisico-quimicas realizadas na agua foram as seguintes: pH,

condutividade, turbidez e soélidos dissolvidos.

As medi¢cdes de pH foram realizadas utilizando pHmetro de bancada (MPA-210,
eletrodo Analion), as de Condutividade foram realizadas utilizando Condutivimetro
(Jenco eletronics, 1671) e as analises de turbidez foram realizadas com turbidimetro
microprocessado (Alfakit). As analises de Sodlidos Dissolvidos Totais (SDT) foram
realizadas de acordo com as recomendacgdes do Standard Methods for Water and
Wastewater (APHA; AWA; WEF, 2005).
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Tabela 7: Resumo das metodologias de analises fisico-quimicas

Parametro Metodologia Referéncia

pH Método eletrométrico APHA; AWA; WEF, 1995 (4500 H+)
Condutividade  Método potenciométrico APHA; AWA; WEF, 1995 (2510)
elétrica

Turbidez Método nefelométrico APHA; AWA; WEF, 1995 (2130)
SDT Método gravimétrico APHA; AWA; WEF, 1995 (2540)

4.5 Analises microbioldgicas realizadas nas amostras de agua e do mexilhao

4.5.1 Bactérias

Os testes para deteccdo e quantificacdo de Coliformes Totais e Escherichia coli
foram realizados através da metodologia de substrato definido através do sistema de
de cartelas (figura 9), que € um método de quantificagdo semi-automatico embasado
no modelo de Numero Mais Provavel (NMP) (APHA, 1995). Cem mililitros da
amostra diluida (10mL da amostra em 90mL de agua de diluigdo), conforme o
necessario para cada amostra, foram homogeneizados ao meio contendo o
substrato definido. Este volume foi transferido para a cartela Quanti-Tray® (IDEXX)
de 97 cavidades (figura 9), que foi selada em seladora Quanti-Tray. As cartelas
foram incubadas a 35,5°C por 24h. Os resultados foram considerados positivos para
Coliformes Totais quando o conteudo das cavidades possuiam coloracdo amarela a
luz ambiente e para E. coli quando os pogos apresentavam fluorescéncia sob luz UV
(figura 9). Os numeros de cavidades positivas foram convertidos ao NMP através da
tabela de conversao fornecida pelo fabricante. Para as amostras dos tecidos dos
mariscos coletados, foram utilizados 25g da carne de sururu, homogeneizados com
auxilio de um mixer (Walita) em 225mL de agua de diluicdo. As diluicbes posteriores
foram realizadas utilizando-se 10mL da amostra diluida em 90mL de agua de
diluicdo. As etapas posteriores foram as mesmas realizadas para as amostras de

agua.
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Figura 9: Visualizagao do resultado em cartelas. A: Visualizagcdo de pogos amarelos correspondendo
ao resultado positivo para Coliformes Totais; B: Visualizagdo de pogos fluorescentes sob luz UV,
correspondendo ao resultado positivo para E. coli (B)

4.5.2 Virus

A detecgdo de virus entéricos na agua e no mexilhdo consistiu de 4 etapas:
Concentragao/eluicao, extragao de acidos nucléicos, sintese de DNA complementar
(cDNA) e amplificagcdo do material genético por PCR, descritas sumariamente no

fluxograma 1.
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Amostra Amostra
de agua de sururu

{ Lavagem da parte externa e }

remogao da porcéo gastrointestinal

Concentragao/ Eluigao/
Eluigéo Concentragao

v v

{ Extracédo dos acidos ]

nucléicos

v

[ Sintese de cDNA ]

Adenovirus
Rotavirus
Norovirus

Nested ou
semi-nested- PCR

y

Gel de
agarose

Fluxograma 1: Principais etapas realizadas na detecgéo dos virus entéricos nas amostras de agua e
de sururu

4.5.2.1 Concentragdo das amostras de agua

A concentragcdo das amostras de agua e posterior detecgdo de virus foi realizada
utilizando a técnica de adsorg¢do-eluicdo em membrana carregada negativamente,
conforme metodologia proposta por Katayama, Shimasaki e Ohgaki (2002), com
modificacdes. Em 1L da amostra de agua foi adicionado 1L do tampao Tris/Ca*
(0,01M), pH=7,2. Apdés homogeneizagéo, a solugado foi filtrada em membrana de
éster de celulose de poro 1,2um (Millipore), para remog¢ao de particulas maiores,
utilizando recipiente de pressao para dispensacao (Millipore) (figura 10). O filtrado

teve o pH ajustado para 3,5 e foi novamente filtrado em membrana em éster de
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celulose carregada negativamente, com 0,45um de poro (Millipore). A membrana foi
eluida com 10mL de NaOH 10mM e o eluato resultante foi neutralizado com H,SO4
50mM e TE 100X.

ApoOs transferéncia para tubos Amicon Ultra-15 (Millipore), as amostras de agua
foram submetidos a técnica de ultrafiltragdo, consistindo em centrifugagcéo a 6700xg
a 4°C até que o volume da amostra alcancasse cerca de 400uL. A amostra

permaneceu em freezer a -80°C até a extragao de acidos nucléicos.

Figura 10: Recipiente de presséo para dispensagao (Millipore), constituido por uma bomba a vacuo
(a), recipiente onde o volume de agua é adicionado (b) e local para insergdo da membrana (c).
Também é possivel visualizar a amostra apos filtragéo (d).

4.5.2.2 Eluigdo das particulas virais do mexilhdo

A parte externa dos mexilhdes foi lavada em agua corrente. Posteriormente, as
valvas foram abertas com auxilio de faca estéril, e a porgdo gastrointestinal do
marisco, removida (figura 11). Para a eluicdo das particulas virais do mexilhdo,
foram utilizadas as metodologias propostas por Traore e outros (1998), com
modificagbes. Dez gramas de tecido foram utilizados para a detecg¢do viral. Foi
adicionado 1:7 (p/v) de tampéao glicina-NaCl (0,1M/0,3M, pH=9.5). A mistura foi
homogeneizada com um mixer (Walita) e centrifugada a 6.700xg por 30 minutos a
4°C. O pH do sobrenadante foi ajustado para 7,5 e o mesmo volume de PEG-NaCl
(16%, 0,6M) foi adicionado. A mistura permaneceu em agitador magnético por 12h e
entdo foi centrifugada a 6.700xg por 30 minutos a 4°C. O precipitado foi ressuspenso
em 3mL de tampao Na;HPO4 (0,15M, pH 9,0) e centrifugado novamente a 6.700xg
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por 30 minutos a 4°C. Uma aliquota de 400uL do sobrenadante foi coletada e

armazenada a -80°C até a etapa de extracdo de acidos nucléicos.

Figura 11: Visualizag&o de etapas realizadas no processamento do sururu: lavagem (A), abertura (B),
remocgao da porgao gastointestinal (C) homogeneizagdo com solugéo tampéo (D).

4.5.2.3 Extracdo dos acidos nucléicos

Para extracdo de acidos nucléicos, foi utilizado o método de Boom e outros (1990).
O método se baseia na adsorgcdo dos acidos nucléicos em microparticulas de silica
com auxilio do tiocianato de guanidina/EDTA como agente de lise celular e

dissociacgao da ribonucleoproteina viral.

O RNA extraido foi submetido a reacao de transcricao reversa para a obtencao do
DNA complementar. Este procedimento foi adotado pois dois dos trés virus
pesquisados sao virus RNA.

4.5.2.4 Sintese de DNA complementar (cDNA)

O DNA complementar foi sintetizado a partir de acido nucléico extraido de todas as
amostras, utilizando o protocolo proposto por lturriza-Gomara e outros (1999) com
modificagdes, conforme descrigdo a seguir. Uma mistura contendo 5uL de acido
nucleico extraido e 1uL de DMSO, foi desnaturado a 97°C por sete minutos e
mantido em gelo por 2 minutos. Em seguida, foi adicionado a mistura de reacgao

contendo tampé&o de reagéo 1X, 200uM de cada DNTP, 2,5mM de MgClI; iniciador
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randémico hexanucleotidico pdN6™ (Amersham Biosciences) e 60U de enzima
transcriptase reversa superscript Il (Invitrogen). A mistura foi incubada a 42°C por
uma hora e posteriormente a 95°C por 10 minutos. O cDNA foi armazenado em

freezer a -20°C para posterior amplificacdo especifica dos virus pesquisados.

4.5.2.5 Etapa de amplificacdo por PCR, nested e seminested-PCR

Antes da etapa de amplificagcdo, as amostras foram quantificadas utilizando
espectrofotometro Nanodrop® ND-100. Cerca de 1ug de DNA foi utilizado na
primeira PCR.

4.5.2.5.1 Adenovirus

Para a amplificacdo de fragmento especifico para adenovirus (AdV), um volume de
3,0 yL de produto de extragao foi utilizado com a mistura de reacéo, conforme tabela
8, cobertos por 30uL de o6leo mineral. A reacdo ocorreu a 94°C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos a 94°C por 20s, 60°C por 20s e 72°C por 30s, e extenséo final
de 72°C por 7 minutos. Um microlitro do produto da PCR foi utilizado em reacéo de
nested-PCR. A reacao a 94°C por S5minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 s, 60°C por 30 s
e 72°C por 1 minuto, seguido por extensdo final de 72°C por 5 min. Ambas as
reacdes ocorreram na termocicladora PTC-100, versao 7.0, MJ Research. Os
iniciadores utilizados (tabela 9) nas reagbes de PCR (Hex1 e Hex2) e nested-PCR
(NeHex3 e NeHex4), encontrados em regido conservada do gene hexon, foram

previamente descritos por Allard e outros (2001).

4.5.2.5.2 Rotavirus

Para a amplificacdo de fragmento especifico para rotavirus (RV), um volume de
3,0uL de cDNA foi utilizado com mistura de reagao conforme tabela 8, cobertos por
30uL de 6leo mineral. A reagao ocorreu a 94°C por 5 min, seguida de 35 ciclos a
94°C por 20s, 60°C por 20s e 72°C por 30s, e extensao final de 72°C por 7 min. Um
microlitro do produto da PCR foi utilizado em reacdo de nested-PCR. A reacédo
ocorreu a 94°C por 5min, 35 ciclos a 94°C por 30 s, 60°C por 30 s e 72°C por 1 min,
seguido por extensao final de 72°C por 5 min. Ambas as reagdes ocorreram na

termocicladora PTC-100, versdo 7.0, MJ Research. Os iniciadores utilizados (tabela
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9) nas reagdes de PCR (RV1 e RV2) e nested-PCR (RV3 e RV4), encontrados em
regido conservada do gene VP7 para rotavirus do grupo A, foram previamente

descritos por Hafliger e outros (1997).

4.5.2.5.3 Norovirus

Para a amplificagdo de fragmento especifico para norovirus (NoV), um volume de
3,0uL de cDNA foi utilizado com a mistura de reacdo, conforme tabela 8. A reacao
ocorreu a 94°C por 5 min, seguida de 40 ciclos a 94°C por 30s, 50°C por 1 min e
72°C por 30s, e extensao final de 72°C por 7 min. Ambas as rea¢des ocorreram na
termocicladora Applied Biosystems Veriti. Os iniciadores utilizados (tabela 9) nas
reacoes de PCR (SRII-1 e SRII-2) e seminested-PCR (SRII-2 e SRII-3), encontrados
em regido conservada do gene da RNA polimerase para o Genogrupo Il (Gll), foram
previamente descritos por Hafliger e outros (1997). Devido a prevaléncia mundial de
Gll frente ao Gl apenas Gll foi pesquisado (LEES, 2000). Além disso, ndo havia um
controle positivo para o Genogrupo | (Gl), e ndo houve tempo habil para os

procedimentos necessarios para deteccao de G1.

Tabela 8: Concentragdes finais dos reagentes da PCR em cada reagéao

Tampio Iniciador
10X DNTP MgCl, senseou TAQ
antisense
PCR AdV 1X 200uM 1,5mM 0,4uM 1U
n-PCR AdV 1X 200uM 1,5mM 0,4uM 1U
PCR RV 1X 200uM 1,5mM 0,24uM 2U
n-PCR RV 1X 200uM 3,5mM 0,24uM 2U
PCR NoV 1X 200uM 2,5mM 0,4uM 1,25U

n-PCRNoV 11X 200uM 2,0mM 0,4uM 1,25U
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Tabela 9: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores

Virus Iniciador Sequéncia (5°'—3’) Amplicon (pb)
Hex1 GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC

gy _Hex2  CAGCACSCCICGRATGTCAAA 301
NeHex3 GCCCGYGCMACIGAIACSTACTTC -
NeHex4d CCYACRGCCAGIGTRWAICGMRCYTTGTA
RV GTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1059

ny _RV2  CTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTG
RV3  TGTATGGTATTGAATATACCAC 246
RV4A  ACTGATCCTGTTGGCCAWCC
SRI-1  CGCCATCTTCATTCACAAA c1a

NoV SRI-2 TWCTCYTTYTATGGTGATGATGA 203

SRII-3  TTWCCAAACCAACCWGCTG

4.5.2.6 Visualizagdo dos produtos de nested ou seminested-PCR em gel de
agarose

Os produtos de nested ou seminested-PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,8%, contendo 0,5ug/ml de brometo de etideo, em tampé&o TBE 1X, por
1h a 100V. Foi aplicado em gel de agarose, padrdo de peso molecular de 100pb. O
gel foi visualizado em transiluminador de luz ultravioleta e fotografado por cédmera
digital, para registro do resultado. O tamanho dos fragmentos (amplicons) esperados

apods a PCR ou nested ou semi-nested PCR podem ser visualizados na tabela 9.

4.5.2.7 Controle de qualidade

Em todas as etapas foram utilizados controles positivos e negativos. Para realizagao
do controle positivo, na etapa de concentragcdo inicial, foram inoculadas nas
amostras de agua e de sururu, cerca de 400uL de suspensao de fezes positivas a
10%, em tampao Tris/HCI-CaCl; (0,01M, 0,0015M) pH=7.2, para cada um dos virus
pesquisados, a fim de garantir que a metodologia utilizada fosse capaz de identificar
resultados positivos. As amostras com fezes positivas obtidas de criangas com
diarréia, foram cedidos pela prof. Dra. Liliana Cruz Spano do Nucleo de Doencas
Infecciosas/UFES ou pelo prof. Dr. José Paulo Leite do Departamento de Virologia
da Fundagdo Oswaldo Cruz/RJ. Apds inoculagdo, o procedimento seguiu as
mesmas etapas realizadas para as amostras ambientais. Para realizagcao do controle
negativo, foi utilizado 1L de agua destilada autoclavada ao invés da amostra, e

procedeu-se da mesma forma que as amostras nas demais etapas.
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Nas etapas de extragao, cDNA, PCR e nested ou seminested-PCR, também foram
utilizados controles positivo, utilizando amostras previamente confirmadas como
positivas, e negativo, substituindo a amostra por agua milli-Q. Todas as misturas de
reacado foram preparadas em capela de fluxo laminar. Quando resultados negativos
eram obtidos, novas amplificagcdes foram realizadas para aumentar a confiabilidade

do resultado.

4.5.2.8 Analise Estatistica

Utilizando o programa STATA 9.0, 20% das amostras foram selecionadas
aleatoriamente para repeticdo dos procedimentos a partir de nova extragado de
acidos nucléicos, a fim de obter a confirmacao dos resultados.

Foi realizada estatistica descritiva dos resultados obtidos utilizando o programa
Excel 2003 (Office, XP). Para os resultados da analises fisico-quimicas foram
avaliados: mediana, minimo e maximo, e para os resultados das analises

bacteriolégicas: media geométrica, mediana, minimo e maximo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos 14 meses
de monitoramento dos trés pontos de coleta de agua (P1, P2 e P3) e do sururu do

mangue, quanto as analises fisico-quimicas da agua, bacteriologicas e viroldgicas.

5.1 Analises fisico-quimicas

Os resultados dos parémetros fisico-quimicos (turbidez, condutividade e sodlidos
dissolvidos totais) ao longo do monitoramento podem ser visualizados nas figuras
12, 13 e 14. S&o apresentados também o volume de chuva acumulado nos cinco
dias anteriores a data da coleta de cada més, conforme adotado por He e He (2008).
Os dados de precipitacdo pluviométrica foram obtidos pelo Instituto de Meteorologia

(INMET), para a estacéo automatica do municipio de Vitoria/ES.
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Figura 12: Monitoramento da turbidez e valores acumulados de chuva para os cinco dias anteriores
ao dia de coleta, de fevereiro/2008 a margo/2009
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Figura 14: Resultados do parametro Solidos Dissolvidos Totais (SDT) para o periodo de

monitoramento de fevereiro/2008 a margo/2009.
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Observa-se que no ponto de coleta 1, registrou-se os maiores valores de turbidez e
menores de condutividade e Solidos Dissolvidos Totais (SDT), quando comparado
aos outros pontos. Este ponto € o mais proximo ao rio, sofrendo, assim, maior
influéncia da agua doce. Na tabela 10 visualizam-se a mediana e os valores
maximos e minimos dos parametros fisico-quimicos analisados em cada ponto

durante todo o monitoramento.

Tabela 10: Estatistica descritiva dos parametros fisico-quimicos analisados durante os 14
meses de monitoramento (n=14).

Para Ponto de Mediana Minimo Maximo
arametro coleta
P1 7,51 6,90 8,28
pH P2 7,56 7,12 8,07
P3 7,55 7,02 7,55
Turbidez P1 8,67 0,68 225,76
(UNT) P2 5,61 0,00 52,36
P3 4,93 1,02 65,96
- P1 28,5 2,7 60,9
CO’(‘:]‘;'Z'rg";‘de P2 44.2 8.0 64.2
P3 45,0 9,0 63,0
P1 14.846 193 45.086
SDT (mg/L) P2 24.846 2.898 51.358
P3 22.561 4.999 66.636

Os resultados das analises fisico-quimicas nos pontos de coleta 2 e 3 foram
semelhantes entre si apesar do ponto 2 estar mais proximo ao mangue e o ponto 3,

ao bairro de llha das Caieiras.

Os maiores valores de turbidez e os menores valores de condutividade e SDT
ocorreram em fevereiro e novembro/2008, meses em que ocorreram as maiores
precipitacdes do periodo de monitoramento. Assim, a principal discussido foi
focalizada no parametro precipitagao, por ter sido o principal parametro responsavel

pelas variagbes mais discrepantes dos dados.

Nos periodos mais chuvosos ha um grande aporte de agua doce e turva proveniente
do rio. O valor maximo de turbidez em todos os pontos ocorreu nos periodos
chuvosos, assim como o declinio da condutividade, indicando maior entrada de agua
doce no sistema nestes periodos. Sabe-se que ha uma relacdo direta entre
salinidade e condutividade (KRAMER, 1994). Neste periodo, observou-se, também,

uma diminuigdo dos valores de SDT. Por se tratar de um sistema de agua salobra, a
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maior parcela dos sélidos dissolvidos esta diretamente relacionada com os sais
presentes na agua, e assim, quanto maior a parcela de agua doce no sistema,
menor serdo os valores de solidos dissolvidos e de condutividade elétrica. Jeng e
outros (2005) também obtiveram valores maiores de turbidez e pH no estuario
analisado, apds eventos chuvosos. Conforme resolugdo CONAMA 357/05, em agua
salobra classe 1, o pH deve permanecer entre 6,5 - 8,5, 0 que ocorreu nos pontos
analisados. Na figura 15 pode-se visualizar o sistema estuarino da Baia de Vitoria
em periodo com e sem chuva anterior a data da coleta.

Figura 15: Vista parcial do sistema estuarino da Baia de Vitéria, com énfase no specto visual da
agua em dia de coleta precedida por precipitagdo pluviométrica elevada (fev/08 - A) e baixa (abr/08 -
B)

Os parametros fisico-quimicos analisados neste trabalho ja revelaram importancia
na variagado de parametros microbiolégicos. Microrganismos de origem fecal podem
estar adsorvidos a matéria orgénica, particulas suspensas ou acumulando no
sedimento, contribuindo para a persisténcia desses no ambiente. A turbidez se deve
aos solidos suspensos no ambiente e por isso pode estar relacionada com a
presenca de organismos patogénicos (LIPP et al., 2001). Os microorganismos
também sao influenciados pela salinidade do ambiente, a densidade microbiana
diminui com o aumento da salinidade (COELHO; MARQUES; ROSEIRO, 1999).
Assim, no caso do estuario estudado neste trabalho, solidos dissolvidos e

condutividade representaram esta variavel.
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5.2 Analises bacteriolégicas

As variagdes de densidade de Coliformes Totais (CT) e E. coli ao longo dos 14

meses de monitoramento podem ser observadas nas figuras 16 e 17.
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Figura 16: Monitoramento de Coliformes Totais (NMP) de fevereiro de 2008 a Margo de 2009 nos trés
pontos de coleta de agua e no sururu
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Figura 17: Monitoramento de E. coli (NMP) de fevereiro de 2008 a Marco de 2009 nos trés pontos de
coleta de agua e no sururu
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A maior densidade de coliformes totais e E. coli foi encontrada no ponto 3, préximo
ao cais do bairro llha das Caieiras, e nas amostras de sururu, coletado proximo ao
ponto 2. Em geral, ndo foram observadas diferengas na densidade de coliformes
totais (CT) e E. coli para os pontos 1 e 2. Na Tabela 11 pode-se comparar os

resultados obtidos nos 3 pontos de monitoramento e no sururu.

Tabela 11: Resultados de estatistica descritiva da concentragdo de Coliformes Totais (CT) e E.
coli nas amostras pesquisadas

Agua (NMP/100mL) Sururu do
mangue
P1 P2 P3 (NMP/100g)

N 14 13 14 14
Media 5150102 4.41x102  1.82x10°  1.89x10°
cT geomeétrica , , . 5
Mediana 6,77x10 1,70x10 1,11x10 1,54x10
Minimo 3,1x10' 8,40x10’ 9,70x10>°  2,00x10*
Maximo 8,05x10° 1,14x10* 552x10°  4,87x10°

N 10 11 13 11
Media 4 5gi102  7.20x10"  2.37x10°  1.86x10°

E coli geomeétrica

Mediana  1,49x102 3,74x10’ 2,00x10° 1,48x10%
Minimo <10 <10 2,00x10° 1,00x10°
Maximo 2,14x10° 1,05x10° 4,94x10*  4,10x10°

A maior densidade de bactérias detectadas em P3 sugere que a contaminagéo
proveniente do bairro Ilha das Caieiras e, provavelmente, também dos outros bairros
adjacentes, € um dos principais contribuintes para a contaminagdo do estuario.
Nesta regido, pode-se perceber visualmente, o lancamento de efluentes
provenientes das edificacbes. Além disso, devido a presencga constante de barcos na
regiao, foi possivel visualizar manchas de 6leo sobre a agua e residuos solidos nas
margens do manguezal e das casas. Conforme resolugdo CONAMA 357/05, em
agua salobra classe 1, dleos e graxas e materiais flutuantes devem ser virtualmente

ausentes.

Os bairros mais préximos da regido de estudo, na Baia noroeste de Vitéria, se
localizam na regido mais carente de Vitéria e de povoagdo mais recente. Varios
bairros surgiram a partir da ocupacgao do lixdo da cidade e da invasédo de areas de
manguezal, no final da década de 70 (PREFEITURA DE VITORIA, 2009). Por esta
razao nado ha ainda na regidao de estudo, um sistema de coleta de esgotos, e os

lancamentos s&o efetuados no estuario.
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Em trabalho realizado anteriormente na regido, foi observada uma importante
contribuicdo de esgoto nado tratado langado no Rio Santa Maria, no municipio de
Serra (CORREIA JUNIOR, 2003). Essa fonte de contaminagéo estaria afetando o
principalmente o ponto 1, mais préximo ao rio Santa Maria da Vitéria. No ponto 2,
sua maior proximidade com o manguezal pode ter contribuido para os resultados de
densidade bacteriana encontrados. Com o aumento da turbuléncia da agua, as
bactérias acumuladas no sedimento podem entrar em ressuspensdo. Segundo
Haller e outros (2009) o sedimento pode agir como reservatério para diferentes
poluentes, inclusive bactérias indicadoras de contaminacdo fecal. No trabalho
desenvolvido por estes autores, foram detectadas densidades maiores no sedimento

do que na coluna d’agua do rio analisado.

A maior densidade de coliformes observada nos 3 pontos de coleta ocorreu no més
de fevereiro/2008, coincidindo com o maior valor de precipitacdo acumulada ocorrido
ao longo do monitoramento (figura 12). Os valores mais elevados obtidos para
coliformes totais e E. coli no periodo chuvoso podem estar relacionados a um maior
influxo de agua do rio no estuario e de agua de escoamento proveniente dos bairros
adjacentes. Em eventos chuvosos, o escoamento superficial (runoff) pode contribuir
para o aumento da concentragdo de contaminantes. Jordao e Pessoa (1995) relatam
que em areas de caréncia de infra-estrutura, ha muito esgoto sanitario ligado a
drenagem pluvial e por isso a lavagem das ruas nessas areas constitui uma
contribuicdo equivalente ao de esgotos domésticos primarios. Von Sperling (2005)
também afirma que as aguas pluviais urbanas podem ser fonte de organismos

patogénicos.

Um aumento da contaminacao bacteriana nas amostras em que os dias de coleta
eram precedidos por chuva foi observado, também, por Rigotto e outros (2003).
Assim, até mesmo areas com boa qualidade de agua podem ser impactadas por
eventos de curta duracdo, tais como tempestades, que podem levar a rompimentos
no sistema de esgotos (RIOU, 2007; MOLISANI, 2005).

Jeng e outros (2005) detectaram um aumento significante na densidade de bactérias
indicadoras de contaminagao fecal, apos eventos de chuva, na coluna d’agua e no
sedimento de um ambiente estuarino. Em seu trabalho, cerca de 3 dias foram
necessarios para que a densidade de bactérias indicadoras da coluna d’agua

retornassem ao nivel anterior a precipitacido, e para o sedimento, foram necessarios
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cerca de 7 dias. A sedimentacdo das particulas suspensas contribuiu para a
diminuicdo dos niveis de bactérias na coluna d’agua, uma vez que até 30,4% das
bactérias podiam ser detectadas adsorvidas a particulas em suspensédo na agua. A
maior fracdo de bactérias indicadoras pdde ser encontrada livre na agua, mesmo
que distante do ponto de descarga, sendo levadas pelas correntes ou pelo vento.
Foram encontradas bactérias indicadoras a cerca de 2.4 km de distancia a partir da
fonte de contaminagdo. Este estudo indicou a contribuicdo da drenagem pluvial no
aumento da concentracdo de bactérias indicadoras e a importancia do sedimento
estuarino como reservatério de microrganismos, podendo prolongar a sobrevivéncia

destes no ambiente e recontaminar a coluna d’agua através de ressuspenséo.

Correia Junior (2003) péde observar em seu trabalho, no mesmo estuario avaliado
nesta pesquisa, que a precipitacdo e a vazao do rio foram os parametros que
apresentaram as maiores correlagées positivas com as densidades de coliformes
totais e E. coli. Tanto a salinidade como a temperatura podem exercer um papel
importante na queda do numero de bactérias. Também neste estudo, a temperatura
variou entre 22°C e 27,8°C ao longo de 1 ano, sendo que este parametro ndo é

dependente da sazonalidade em estuarios tropicais.

Jesus e outros (2006), em trabalho realizado na mesma regido, detectaram até 10*
NMP/100mL de E. coli na agua, o mesmo valor maximo obtido no presente trabalho.
A contaminagao detectada no local de estudo é preocupante, pois o estuario
proximo ao bairro llha das Caieiras € local de intensa atividade pesqueira e também
de atividades recreativas. E importante que seja verificada se essa contaminagéo é
elevada, comparando com o limite estabelecido em legislacdo. No Brasil, a
legislacdo que determina as caracteristicas que as aguas doces, salobras e salinas

devem possuir com finalidade de balneabilidade € a resolugao CONAMA 274/2000.

Na resolucdo CONAMA 274/2000, as aguas sao definidas como préprias (excelente,
muito boa, satisfatéria) quando em 80% ou mais de um conjunto de amostras
obtidas em cada uma das cinco semanas anteriores, colhidas no mesmo local,
houver, no maximo, 1.000 coliformes fecais (termotolerantes) ou 800 Escherichia coli
ou 100 enterococos/100 mL (valores estabelecidos para agua propria satisfatéria).
Quando for utilizado mais de um indicador microbiolégico, as aguas terdo as suas
condigbes avaliadas, de acordo com o critério mais restritivo. S&do consideradas

improprias quando no trecho avaliado, o valor obtido na ultima amostragem for
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superior a 2500 coliformes fecais (termotolerantes) ou 2000 Escherichia coli ou 400
enterococos/100 mL, ou ainda, incidéncia elevada ou anormal na regido, de
enfermidades transmissiveis por via hidrica, indicada pelas autoridades sanitarias,
presenca de residuos ou despejos, solidos ou liquidos, inclusive esgotos sanitarios,
Oleos, graxas e outras substancias, capazes de oferecer riscos a saude ou tornar

desagradavel a recreacgao.

Para comparagdo dos resultados obtidos no presente estudo com a resolugao
CONAMA 274/2000, foi considerado o percentil 80% (p80) das densidades de E. coli
obtidas ao longo do monitoramento. O ponto 3 poderia ser considerado improprio
para recreacdo de contato primario, pois apresentou resultados de p80 acima de
2000 E. coli I100mL. Os pontos 2 e 3 mantiveram-se dentro do limite permitido para
agua propria satisfatoria, com p80 inferiores a 800 NMP/100mL de E. coli.
Considerando-se a densidade de E. coli em cada més, em geral, o ponto 3 poderia
ser considerado proprio para recreacao de contato primario durante todo o
monitoramento, especialmente nos meses chuvosos (figura 18). Deve ser
ressaltado, entretanto, que as analises realizadas foram mensais, € ndo semanais

como prevé a legislagao.
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Figura 18: Limite estabelecido pela legislagédo brasileira para a qualidade de agua recreacional
(CONAMA 274/2000), considerando-se a tolerancia de E. coli, para cada ponto de coleta de agua
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Além da resolucdo CONAMA 274/2000, que define das caracteristicas necessarias
para agua de recreagao, ha ainda uma legislagcao que estabelece as caracteristicas
que a agua deve possuir para outros usos (BRASIL, 2000). A resolugado CONAMA
357/2005 classifica as aguas conforme a qualidade associada aos seus usos
preponderantes e apresenta as diretrizes ambientais para o seu enquadramento,
considerando que o0 enquadramento destes corpos de agua n&o deve,
necessariamente, estar baseado no seu estado atual, mas nos niveis de qualidade
que deveriam possuir para atender as necessidades da comunidade (BRASIL,
2005). Por isso, para o sistema estuarino da Baia de Vitoria, e de acordo com seus
usos preponderantes, infere-se que esse sistema poderia classificado como de
classe 1 para agua salobra. Por isso, os pardmetros que serdo utilizados para

comparagao sao aqueles definidos para esta classe.

A resolucdio CONAMA 357/05 1impbde o Ilimite de 1000 coliformes
termotolerantes/100mL em 80% ou mais de pelo menos 6 amostras coletadas
durante o periodo de um ano, com frequéncia bimestral, para usos que nao sejam
cultivo de moluscos bivalves ou recreagdo (BRASIL, 2005). Utilizando o p80 da

densidade de E. coli como referéncia, este limite também foi ultrapassado para P3.

Na Europa, para aguas de recreagdo de contato primario, conforme Diretiva
2006/7/CE, as concentracbes de E. coli nao devem exceder 500 UFC/100mL,

baseadas em uma avaliagéo do percentil 95% (CEE, 2006).

Para o cultivo de moluscos bivalves destinados a alimentagdo humana, a média
geométrica da densidade de coliformes termotolerantes, de um minimo de 15
amostras coletadas no mesmo local, nao deve exceder 43/100mL, e o percentil 90%
(p90) nédo devera ultrapassar 88/100mL. Esses indices devem ser mantidos em
monitoramento anual com um minimo de 5 amostras. A E. coli pode ser determinada
em substituicdo ao parametro coliformes termotolerantes de acordo com limites
estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente. No monitoramento realizado no
ponto 2, os resultados obtidos para E. coli em 11 amostras, tanto a média
geométrica (7,2x10" NMP/100mL) quanto o p90 dos resultados de E. coli (5,2x10?
NMP/100mL) ultrapassaram o limite recomendado. Quanto ao ponto 1, onde existe
atualmente bancos de sururu, os limites também foram ultrapassados, com média
geométrica de 1,58x10%e p90 de 8,89x10? NMP/100mL.
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Quanto aos resultados nas amostras de sururu, foram observadas elevadas
concentragdes de bactérias ao longo do monitoramento, especialmente no periodo
chuvoso. O sururu foi coletado nas raizes de arvores do manguezal, proximas ao
ponto 2. Comparando-se a densidade bacteriana obtida para o sururu com a
encontrada neste ponto, pode-se afirmar que o sururu foi capaz de concentrar
particulas presentes na agua, pois possuia em 100g de sua carne, mais de 400X a
quantidade média de bactérias presentes em 100mL da agua circundante (P2).
Apesar de normalmente o sururu ser cozido antes do consumo, outros moluscos
bivalves tais como ostras, sdo consumidas cruas, e podem representar elevado risco

se consumidas, assim como os mexilhdes quando sdo mal cozidos.

Densidades elevadas de bactérias no sururu coletado na regido deste estudo ja
foram relatadas anteriormente. Jesus e outros (2006), em trabalho realizado na
mesma regido detectaram elevadas concentracdes de coliformes totais (até 3x10°
NMP/25g) e E. coli (até 5,5x10° NMP/25g) na carne do sururu analisado. No
presente trabalho foi possivel detectar até 4,86x10° NMP/ 100g de coliformes totais e
até 4,1x10° NMP/100g de E. coli no sururu, confirmando os resultados anteriormente

observados nessa regiao.

A fim de verificar se o sururu do local analisado é adequado para o consumo,
procurou-se comparar os resultados obtidos com os limites estabelecidos nas

legislagbes brasileira, americana e européia.

A Resolugdo RDC 12/2001 é a unica legislagdo nacional que abrange moluscos
bivalves, mas também diversos outros alimentos. N&o ha legislagéo especifica para
moluscos bivalves. Essa resolugdo determina que para moluscos bivalves cozidos,
industrializados resfriados ou congelados, o limite estabelecido € de no maximo
5x10 coliformes a 45°g (coliformes termotolerantes). Para moluscos bivalves in
natura o critério estabelecido é de 103 estafilococos coagulase positiva/g (BRASIL,
2001). Este parametro n&o foi analisado neste estudo, por isso, ndo pdde ser feita

comparagao com esta legislacao.

Nos Estados Unidos (FDA, 2003), o critério utilizado para o controle de areas de
extracao/cultivo/depuracado de moluscos bivalves é baseado em coliformes totais ou
termotolerantes e divididos em categorias. Para a categoria aprovado, em que os
moluscos podem ser extraidos sem depuragcdo, a agua deve possuir uma media

geométrica de coliformes totais e termotolerantes inferior a 70 e 14/100mL,
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respectivamente. De acordo com a legislagdo americana, utilizando coliformes totais
como referéncia, qualquer um dos pontos de agua analisados neste estudo seria

considerado proibido para cultivo/extragcdo de mexilhdes nos EUA.

Na Europa, a Diretiva 91/492/CE, determina que os moluscos bivalves vivos
destinados ao consumo humano direto devem conter menos de 300 coliformes
termotolerantes ou menos de 230 E. coli/100g de carne de molusco e liquido
intervalvar, ndo conter salmonelas em 25g de carne de molusco, entre outras
determinagdées. Acima de 60.000 coliformes termotolerantes/100g de carne, é
proibida a extracdo, sem direito a submeter a depuragdo. Abaixo deste limite, o
processo de depuragédo deve ser realizado (CEE, 1991). No sururu analisado neste
estudo, o valor minimo de E. coli encontrado foi de 1x10° NMP em 100g, ou seja,
mais de 4 vezes o recomendado pela comunidade européia. Considerando-se a
média geométrica, foi detectado 1,86x10* NMP de E. coli/100g, o que conforme
legislacdo européia, a extracdo deveria ser submetida a depuragdo antes do
consumo. No Brasil, ainda ndo ha uma legislagdo federal que estabeleca um

processo de depuracgao.

A falta de saneamento contribui com a maior parte da contaminacao desse ambiente
estuarino. A prefeitura do municipio de Vitdria iniciou em 2008 um projeto para
implantagdo do Sistema de Esgotamento Sanitario de Santo Antdnio, Sdo Pedro e
bairros adjacentes, compreendendo redes coletoras e estagdo de tratamento de
esgoto que beneficiara 22 bairros da regido Noroeste de Vitéria (Mario Cypreste,
Santa Tereza, Santo Anténio, Caratoira, Arivaldo Fassarela, Inhangueta, Estrelinha,
Bairro do Quadro, Bairro do Cabral, Bela Vista, Sdo Pedro, llha das Caieiras,
Condusa, Santos Reis, Sao José, Santo André, Redencdo, Conquista, Resisténcia,
Nova Palestina, Universitario e Grande Vitéria) (PREFEITURA DE VITORIA, 2009).
Assim, estudos que avaliem a qualidade do ambiente antes da implantacdo do
sistema de esgotamento sanitario podem servir de base para que trabalhos futuros
verifiguem a amortizacdo dos impactos no estuario e em mexilhdes apds a

implantagao do sistema de tratamento.
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5.3 Analises virolégicas

5.3.1 Deteccao de virus entéricos na agua

Os resultados obtidos ao longo do monitoramento dos virus entéricos adenovirus
(AdV) e rotavirus (RV) nos pontos de coleta de agua, podem ser visualizados na
tabela 12. Na tabela 13 encontram-se resumidos os resultados obtidos em cada um

dos pontos de coleta de agua e para todas as amostras de agua analisadas.

Tabela 12: Monitoramento de Adenovirus (AdV) e Rotavirus (RV) em amostras de agua, nos
trés pontos de coleta em area de manguezal

Data P1 P2 P3
AdV RV AdV RV AdV RV

2008

Fev ND + + + + +
Mar * * ND ND ND +
Abr ND * * * ND ND
Mai ND * * ND ND +
Jun + + + + + +
Jul + + + + + +
Ago + + + + + +
Set + + + + + +
Out + + + + + +
Nov + + + + + +
Dez + + + + + +
2009

Jan + ND + + + +
Fev + + ND ND + +
Mar + + ND + ND +

ND: Nao Detectado

Tabela 13: Sintese dos resultados de detecgdao de AdV, RV e NoV Gll nas amostras de agua
N° N° %

Ponto de Virus amostras amostras amostras
amostragem . o i
analisadas positivas positivas
AdV 11 78,6%
P1 RV 14 13 92,9%
NoV 0 0%
AdV 11 78,6%
P2 RV 14 11 78,6%
NoV 1 7,1%
AdV 10 71,4%
P3 RV 14 13 92,9%
NoV 1 7,1%
AdV 32 76,2%
P1/P2/P3 RV 42 37 88,1%

NoV 2 4,8%
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Os resultados da amplificagdo do genoma viral pela técnica de PCR mostraram que
o adenovirus foi detectado em 78,6% (11/14) das amostras dos pontos 1 e 2 em
71,4% (10/14) das amostras do ponto 3. Ja o rotavirus foi detectado em 92,9%
(13/14) das amostras dos pontos 1 e 3 e em 78,6% (11/14) das amostras do ponto 2.

O norovirus GlI foi detectado em apenas uma amostra nos pontos 2 e 3 (7,1%).

Nas figuras 19, 20 e 21 podem ser visualizados resultados da detecg¢ao de rotavirus
(figura 19), adenovirus (figura 20) e norovirus Gll (figura 21) apos eletroforese em
gel de agarose.

Figura 19: Detecgdo em gel de agarose de produto da nested-PCR para Rotavirus (banda de 346pb).
M: Marcador de peso molecular de 100pb; Linhas 1-4: Bandas referentes as amostras de P1, P2, P3
e sururu, de margo/2009, respectivamente. Linha 5: Controle positivo; Linha 6: Controle negativo.
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Figura 20: Detec¢do em gel de agarose de produto da nested-PCR para Adenovirus (banda de
173pb). M: Marcador de peso molecular de 100pb; Linhas 1-10: Bandas referentes as amostras P1
fev/08, P3 Mai/08, P1 jun/08, P2 jun/08, P1 ago/08, P3 ago/08, P1 set/08, P2 set/08, P3 set/08, P1
out/08, P2 out/08, respectivamente. Linha 12: Controle positivo; Linha 13: Controle negativo.

Figura 21: Detecgdo em gel de agarose de produto da nested-PCR para Norovirus (banda de 201pb).
M: Marcador de peso molecular de 100pb; Linhas 1 e 2: Bandas referentes a amostra de P2 de
maio/2008 (em duplicata); Linha 3: Controle positivo; Linha 4: Controle negativo.

Considerando o total de 42 amostras de agua, referentes aos 3 pontos do sistema
estuarino da Baia de Vitdria, foram obtidas 32 amostras positivas para adenovirus
(76,7%) e 37 amostras positivas para rotavirus (88,1%). Os adenovirus ja foram
sugeridos como indicadores de contaminacgé&o viral em amostras ambientais (PINA et
al., 1998; FORMIGA-CRUZ et al., 2005) devido sua maior estabilidade em diversos
ambientes, presenga em praticamente todas as amostras de esgoto e maior
resisténcia a alguns tratamentos de desinfeccéo (UV, cloro) do que outros virus
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(THURSTON-ENRIQUEZ et al., 2003). Além disso, sdo excretados durante o ano
todo e sédo os virus mais prevalentes detectados por PCR no esgoto e em mariscos
(PUIG et al., 1994). Enriquez e outros (1995) verificaram elevada resisténcia de
adenovirus entéricos em agua a qual eles atribuiram a maior persisténcia do acido
nucléico de virus de DNA em ambientes aquaticos. Os rotavirus também podem ser
detectados com elevada prevaléncia no ambiente por que assim como a maioria dos
virus entéricos, podem sobreviver por dias a semanas, dependendo das condi¢cbes
ambientais (GERBA et al., 1996). A prevaléncia de rotavirus também ja foi
observada por Miagostovich e outros (2008) em amostras de riachos em
Manaus/Amazonas, onde foi possivel detectar rotavirus em 44,2% das amostras,
adenovirus em 30,8% e norovirus em 5,8%. Em 1997, Gilgen e outros analisaram
amostras de agua de rio e detectaram rotavirus em 100% das 6 amostras de agua

de rio analisadas.

A ocorréncia de adenovirus e rotavirus neste estudo foi elevada quando comparada
a trabalhos realizados em outros paises. Na tabela 14 sdo apresentados os

resultados de alguns estudos, com énfase na prevaléncia de virus entéricos.

Tabela 14: Detecgao de virus entéricos em amostras de agua observada por diferentes autores

Referéncial/lLocal Tipo de Resultados da deteccao de virus
amostra entéricos
Pina e outros (1998) qua Adenovirus em 65% das amostras.
Espanha fluvial
Katayama e outros Aqua
(2002) 9 Norovirus em 25% das amostras.
~ marinha
Japao ]
Hot e outros (2003) Agua Norovirus em 1,5% das amostras.
Franga fluvial Rotavirus ndo foi detectado.
Choi; Jiang (2005) qua Adenovirus em 16% das amostras.
EUA fluvial
van Heerden e outros Aqua
(2005) 9t Adenovirus em 22% das amostras.
‘o fluvial
Africa do Sul )
Kittigul & pytro_s (2005) qua Rotavirus em 20% das amostras.
Tailandia f[uwal
Hamza e outros (2009) Agua Adenovirus em 97,5% das amostras,
Alemanha fluvial rotavirus em 90% e norovirus em 31,7%.
i Adenovirus em 76,2% das amostras,
Presente estudo Agua

; ; rotavirus em 88,1% e norovius GIll em
Brasil estuarina 4 8%
,O/0.
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Nas figuras 22 e 23 pode-se visualizar os resultados obtidos neste estudo através da
frequéncia de pontos de coleta positiva para AdV e RV (figura 22) e a frequéncia de
amostras de agua positivas para AdV, RV e NoV Gll (figura 23), no periodo de
fevereiro de 2008 a Marco de 2009. Nao ha representacao especifica para NoV, pois
somente duas amostras foram positivas: o ponto 2 em maio/2008 e o ponto 3 em
novembro/2008.

100%
90% -
80% -
70% -
60%
50% -
40% -

30%

Frequéncia de amostras de agua
positivas para AdV e RV

20%

10% -

0% -

Meses

Figura 22: Frequéncia de amostras positivas para AdV e RV no periodo de fevereiro de 2008 a Margo
de 2009 de agua nos pontos de coleta de agua
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Figura 23: Frequéncia de amostras positivas para AdV , RV e NoV GlI, no periodo de fevereiro de
2008 a Marcgo de 2009 nos pontos de coleta de agua

Em todos os meses de monitoramento, virus entéricos foram detectados nas
amostras de agua. A maior prevaléncia de adenovirus e rotavirus ocorreu nos

meses de Junho a Dezembro/2008 (inverno e primavera), com todos os 3 pontos
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positivos para adenovirus e rotavirus, ocorrendo em meses com precipitacao
pluviométrica elevada ou baixa. E pertinente observar que no més de novembro
detectou-se o maior numero de amostras de agua positivas (figura 25) coincidindo
com um periodo de elevada precipitacdo (figura 12). Além disso, nesse mesmo més,
também pbéde ser detectada a presencga de norovirus no ponto 3, sendo que este
virus ndo foi detectado durante o monitoramento, sendo apenas duas amostras
positivas ao longo de todo o monitoramento. Um fator que pode estar relacionado a
maior frequéncia de amostras positivas em novembro € que pode ter havido uma
contribuicdo diferencial de esgoto sanitario neste més, ja que em meses mais
chuvosos, o escoamento superficial € um importante contribuinte para a elevacgao
nos niveis de contaminagao por esgoto sanitario (JENG et al., 2005). Neste estudo,
porém, observou-se que nos meses de menor precipitacdo também houve elevada
incidéncia de virus entéricos. Outros fatores que podem ter contribuido para a
variagdo nos niveis de patdogenos detectados durante o monitoramento: a
intensidade solar, salinidade e temperatura, que séo fatores implicados ao rapido
decaimento ou persisténcia dos microrganismos (POMMEPUY et al., 2006). Assim,
diferentes fatores podem influenciar na presenga de patdégenos, principalmente em
um ambiente tdo complexo como um estuario, que além dos fatores ja citados pode-
se somar a variagdo das marés. Por isso, mesmo que haja um influxo maior de
esgoto em meses mais chuvosos, a maior intensidade solar, por exemplo, pode

contribuir para a eliminacado dos virus mais rapidamente.

Embora ndo possa ser estabelecida uma relacao entre a deteccao de particulas
virais por PCR e sua infecciosidade, a prevaléncia de material genético de virus
entéricos encontrada neste estudo €& preocupante, pois sabe-se que a dose
infecciosa dos virus € baixa e portanto, podem causar doengas quando ingeridos
(HERNROTH; ALLARD, 2007, GRAHAM; DUFOUR; ESTES, 1987).

A prevaléncia de virus entéricos nos meses em que as densidades de
indicadores bacterianos estavam abaixo do limite recomendado em legislagao
(figura 18), confirma que indicadores bacterianos ndo sao bons indicadores de
contaminagédo viral, como ja foi relatado por outros pesquisadores (RIGOTTO,
2003; BURKHARDT lll et al., 2000).

Apesar da falta de relacdo entre a presenca de virus entéricos e a de indicadores

bacterianos, ainda ndo ha legislagdo federal no Brasil que inclua a deteccédo de
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indicadores virais. Na resolugdo CONAMA 274/2000, em aguas classificadas como
improprias, ha apenas a recomendagdo para a pesquisa de organismos

patogénicos.

5.3.2 Deteccgao de virus entéricos no mexilhao

Os mariscos bivalves sado animais filtradores e podem concentrar microrganismos
patogénicos em aguas contaminadas com esgoto. O consumo de mariscos crus ou
mal cozidos, tais como ostras e mexilhdes, podem causar infecgao gastrointestinal e
hepatite (KITTIGUL et al. 2007). Mariscos podem estar contaminados com diversos
virus entéricos que podem sobreviver no ambiente por semanas a meses, na coluna
d’agua ou adsorvidos nas particulas e acumulando nos sedimentos. De varias
especies de mariscos, apenas 0s moluscos bivalves podem ser considerados
efetivamente como um veiculo de transmissdo de doencgas virais. Evidéncias
epidemiologicas sugerem que o0s virus entéricos humanos sdo os agentes
etiologicos mais comumente transmitidos por mariscos bivalves. Entre os bivalves,
as ostras predominam como vetores de doenga, mas mexilhdes também sao

responsaveis por muitos surtos (LEES, 2000).

Os resultados de deteccao de virus no sururu mostraram que todas as 13 amostras
coletadas (100%) foram positivas para a presenga de adenovirus e rotavirus, e
nenhum resultado positivo para norovirus foi observado. O numero de amostras de
sururu positivas para a presenga do genoma de adenovirus e rotavirus foi maior do
que nas amostras de agua do ponto 2, de onde o sururu foi coletado, devido a
concentragdo de particulas virais pelo mexilhdo. Particulas de norovirus ndo foram
detectadas nos tecidos analisados do sururu, o que pode ter ocorrido devido a baixa
prevaléncia destes virus em todas amostras de agua (4,8% ou 2/42) ou devido a
metodologia utilizada nado ter sido tdo eficiente para este virus como foi para os

outros dois virus analisados.

A ocorréncia de adenovirus e rotavirus foi elevada quando comparadas a trabalhos
realizados em outras partes do mundo. Na tabela 15 sdo apresentados os resultados

de alguns estudos, com énfase na prevaléncia de virus entéricos detectada.
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Tabela 15: Detecgao de virus entéricos em amostras de moluscos bivalves observada por
diferentes autores

Referéncial/lLocal Resultados da detec¢cao de virus entéricos

Rotavirus em 56% das amostras de mexilhdes
que cresciam em areas aprovadas para sua
extracdo, conforme norma européia.

Rotavirus e norovirus em 52% e 37% das
amostras de mexilhdes, respectivamente. Os
mesmos autores também detectaram virus
entéricos em ostras, porém a prevaléncia nestas
foi menor do que nos mexilhdes, o que pode ter
ocorrido devido a recuperacdo mais eficiente de
norovirus em mexilhdes do que em ostras
(HAFLIGER et al., 1997).

Norovirus em 9% das amostras de ostras.

Bosh e outros (1994)
Espanha

Le Guyader e outros
(2000)
Franca

Nishida e outros (2003)
Japao
Rigotto (2003)

Santa Catarina, Brasil

Karamoko e outros (2005) Adenovirus em 20% das amostras de mexilhdes
Marrocos coletados em area contaminada por esgoto

Adenovirus e Rotavirus em 100% das amostras
de mexilhdo (sururu).
Norovirus ndo foram detectados.

Adenovirus em 90% das amostras de ostras.

Presente trabalho
Espirito Santo, Brasil

Assim como em amostras de agua, a presenga de virus entéricos nos mariscos,
detectadas por técnicas moleculares, nao indica sua capacidade infecciosa.
Acredita-se que outros fatores podem auxiliar a confirmar o risco de contaminagao
viral. Entre eles, o influxo constante de agua contaminada com material fecal,
evidenciado pela presencga de E. coli ao longo de todo o monitoramento e a elevada
capacidade de concentragdo dos mexilhdes, que possibilita a constante reinfecgcao

do sururu.

Apesar da elevada incidéncia de adenovirus e rotavirus encontrada nas amostras de
sururu, o principal virus relacionado a surtos associados a mariscos € 0 norovirus,
que nao foi detectado neste trabalho. O adenovirus e o rotavirus ndo sao
frequentemente associados a surtos de gastroenterites provocadas por mariscos,
pois causam mais doengas em criangas, que nao sao grandes consumidoras de
mariscos. No entanto, os norovirus podem infectar pessoas de todas as idades
(LEES, 2000).

A elevada prevaléncia dos virus no sururu confirma que estes animais filtradores sé&o

bons biomonitores da qualidade microbiolégica do ambiente estudado. Nenonem e
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outros (2008) sugeriram recentemente a utilizagdo de mexilhdes contaminados como

bioindicadores de contaminacéo de agentes virais em aguas costeiras.

A avaliagédo acurada da qualidade microbiolégica de ecossistemas aquaticos auxilia
na compreensdo do impacto da destinagdo inadequada de esgoto sobre esses
ecossistemas e consequentemente para a saude da populagéo, que utiliza a agua e
os alimentos provenientes deste. A permanéncia prolongada de virus entéricos no
ambiente, quando comparada as principais bactérias usualmente utilizadas como
indicadoras de contaminagao fecal, pode ser um instrumento para indicar com maior
confiabilidade se um local esta livre de contaminacéo fecal (ENRIQUEZ et al., 1995).
Para que ocorra a avaliagdo destes patdogenos, € necessario que métodos de
deteccdo mais sensiveis sejam desenvolvidos e avaliados, para que possam ser

utilizados na detecgcao desses patdbgenos no ambiente.
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6 CONCLUSOES

As amostras de agua e do sururu, provenientes de area de manguezal do sistema
estuarino da Baia de Vitoria, revelaram elevadas concentracbes de Coliformes
Totais e E. coli e elevada prevaléncia do genoma dos virus entéricos adenovirus e

rotavirus.

Os valores mais elevados de Coliformes Totais e E. coli foram observados no ponto
trés (agua), no cais do bairro llha das Caieiras, e no sururu, em todos os meses

avaliados.

A prevaléncia de adenovirus e rotavirus nas amostras de agua e de sururu foi
elevada. No sururu, todas as amostras foram positivas para ambos os virus. A
elevada contaminagdo das amostras indica que esta area esta sob impacto

antropogénico resultante do despejo de efluentes na regiao.

A pluviosidade foi um dos parametros relevantes na avaliagdo dos fatores
correlacionados com a concentracdo de Coliformes Totais e E. coli na agua. Em
periodos chuvosos, ocorreram as maiores densidades bacterianas. A deteccdo dos
virus entéricos na agua, por outro lado, foi maior em periodos mais secos,

evidenciando diferengas na distribuicdo destes microrganismos.

Esta pesquisa torna-se um importante auxilio a decisdes de implantacido de medidas
de protecao a este ambiente e na prevengao de surtos relacionados ao consumo de

mexilhoes contaminados.
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7 RECOMENDAGCOES

Verificar, em um novo monitoramento, a infecciosidade de virus entéricos presentes
na agua e no mexilhdo no sistema estuarino da Baia de Vitéria por meio de cultura
celular, a fim de verificar se existe um risco associado ao consumo de alimentos
provenientes de areas contaminadas por material fecal ou pela exposicdo ao

ambiente contaminado.

Realizar a quantificagdo de virus entéricos presentes na agua e nos mexilhdes,
como auxilio na avaliacdo do risco associado a estas fontes, através de técnicas

capazes de quantificar as particulas virais, como a PCR em tempo real.

Realizar a genotipagem de rotavirus e norovirus detectados em amostras de agua a
fim de determinar a prevaléncia dos gendétipos dominantes e compara-los com os
virus isolados de pacientes com gastroenterite de origem viral. Outros métodos a
serem utilizados s&o o sequenciamento e a avaliagdo filogenética dos gendtipos
obtidos.

Avaliar um processo de depuracdo em mexilhdes com elevada contaminacao
bacteriana e viral, verificando quais caracteristicas o processo de depuracao
necessita para garantir a inativacdo de virus entéricos, alem da viabilidade de sua

aplicagao.

Realizar um monitoramento apdés a implantagdo do sistema de esgotamento
sanitario que atendera a regido de estudo, a fim de comparar com os resultados

obtidos neste trabalho.

Avaliar a prevaléncia de virus entéricos em amostras de sururu apos o seu

cozimento, bem como sua quantificacao e verificacdo de sua infecciosidade.
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ANEXO A - Tabua de marés no dia da coleta

DATA HORA  ALTURA (m)
06:13 1.2
27/02/08 12:32 05
05:04 1.3
26/03/08 11:17 0.4
17:54 1.3
04:06 1.4
23/04/08 10:19 0.2
16:58 1.4
03:30 0.6
28/05/08 09:09 1.2
15:38 0.4
07:24 1.2
25/06/08 13-45 03
05:26 0.3
28/07/08 12:23 19
03:53 0.4
25/08/08 11:06 1.0
17:32 0.6
07:54 0.0
27/09/08 1413 14
00:24 1.2
25/10/08 06:45 0.2
13:08 1.2
05:13 0.4
22/11/08 11:45 1.1
17:38 0.4
03:02 0.5
20/12/08 09:11 1.0
15:32 0.6
07:04 1.1
17/01/09 1313 05
05:47 1.2
14/02/09 11-47 0.4
01:04 1.3
07/03/09 06:58 0.5
12:45 1.3

Fonte: <http://www.mar.mil.br/dhn/chm/tabuas/index.htm>
Consulta realizada para o Porto de Vitoria.
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ANEXO B - Planilha de Resultados dos Pontos de Coleta de Agua e

do Sururu
Data da Turbidez Condutividade _ SM99S  coiformes ) ) ) )
Amostra pH Dissolvidos . E. coli Adenovirus Rotavirus Norovirus
coleta (NTU) (mS/cm) (mg/L) Totais
P1 225,76 7,52 3,0 710 8,05E+03 2,14E+03 negativo positivo negativo
27/02/2008 P2 19,72 7,65 16,6 7.879 1,14E+04 1,05E+03 pos!t!vo pos!t!vo negat!vo
P3 15,98 7,67 19,3 9.719 5,52E+05 4,94E+04 positivo positivo negativo
SURURU NR NR NR NR 2,14E+06 4,10E+05 NR NR NR
P1 9,52 7,55 58 3.065 5,20E+03 <1,0E+00 positivo positivo negativo
26/03/2009 P2 34 7,73 45,2 24.685 <1,00E+03  <1,0E+00 negativo negativo negativo
P3 2,04 7,79 44,2 21.312 6,30E+04 <1,0E+00 negativo positivo negativo
SURURU NR NR NR NR 4,87E+06 <1,0E+00 positivo positivo negativo
P1 1,36 7,62 20,7 11.771 2,00E+02 <1,0 negativo positivo negativo
23/04/2009 P2 8,16 7,56 41,5 24.746 1,70E+02 1,00E+01 positiyo positiyo negat!vo
P3 4,08 7,51 30,7 19.191 1,10E+04 2,00E+03 negativo negativo negativo
SURURU NR NR NR NR 1,60E+05 2,00E+04 positivo positivo negativo
P1 1,02 7,96 36,2 45.086 1,66E+03 8,50E+01 negativo positivo negativo
28/05/2008 P2 0,68 7,65 43,2 24.945 2,31E+02 2,00E+01 positivo negativo positivo
P3 2,72 7,55 46,3 46.465 3,15E+04 2,00E+03 negativo positivo negativo
SURURU NR NR NR NR 4,10E+04 <1,0E+04 positivo positivo negativo
P1 1,36 7,64 55,2 31.542 2,33E+02 5,20E+01 positivo positivo negativo
25/06/2008 P2 0,00 7,56 57,8 35.414 8,40E+01 1,00E+01 pos!t!vo pos!t!vo negat!vo
P3 5,44 7,52 56,6 34.573 5,20E+03 2,00E+03 positivo positivo negativo
SURURU NR NR NR NR 2,00E+04 1,00E+04 positivo positivo negativo
P1 1,02 7,53 52,0 30.552 3,10E+01 <1,0E+01 positivo positivo negativo
28/07/2008 P2 3,40 7,48 58,0 32.240 1,21E+02 3,10E+01 pos!t!vo pos!t!vo negat!vo
P3 2,04 7,54 55,9 38.920 2,59E+03 1,00E+03 positivo positivo negativo
SURURU NR NR NR NR 3,45E+04 1,00E+03 positivo positivo negativo
P1 0,68 7,52 60,9 35.384 5,04E+02 6,30E+01 positivo positivo negativo
25/08/2008 P2 3,06 8,02 63,8 36.396 1,46E+02 <1,0E+01 positivo positivo negativo
P3 1,02 7,69 62,6 49.302 1,11E+04 2,13E+03 positivo positivo negativo
SURURU NR NR NR NR 1,48E+05 4,10E+03 positivo positivo negativo
P1 34 7,74 59,8 31.014 5,20E+01 <1,0E+01 positivo positivo negativo
P2 4,76 7,51 64,2 51.358 9,60E+01 10 positivo positivo negativo
27/09/2008 P3 6,12 7,49 58,9 66.636 7,71E+03  2,01E+03 positivo positivo negativo
SURURU NR NR NR NR 2,18E+04  <1,0E+03 positivo positivo negativo
P1 7,82 8,28 36,9 16.997 2,09E+02 30 positivo positivo negativo
P2 6,46 8,07 56,8 29.139 1,09E+02 <1,0 positivo positivo negativo
25/10/2008 P3 2,38 7,85 52,1 28.839 6,57E+03  6,30E+02 positivo positivo negativo
SURURU NR NR NR NR 1,66E+05  9,80E+03 positivo positivo negativo
P1 105,4 7,06 2,7 193 3,24E+03  6,51E+02 positivo positivo negativo
P2 52,36 7,12 8,0 2.898 3,89E+03  2,98E+02 positivo positivo negativo
23/11/2008 P3 65,96 7,02 9,1 4.999 2,33E+04  2,94E+03 positivo positivo positivo
SURURU NR NR NR NR 1,50E+05 1,48E+04 positivo positivo negativo
P1 14,96 7,03 12,7 6.644 1,79E+03  2,75E+02 positivo positivo negativo
P2 9,86 7,30 17,1 12.169 2,91E+03 3,59E+02 positivo positivo negativo
20/12/2008 P3 8,16 7,37 19,8 44.066 1,55E+05  4,74E+03 positivo positivo negativo
SURURU NR NR NR NR 4,88E+05  2,79E+04 positivo positivo negativo
P1 23,46 6,9 4,7 2.476 9,40E+02  4,23E+02 positivo negativo negativo
P2 8,50 7,40 18,9 10.526 5,14E+03  4,48E+02 positivo positivo negativo
17/01/2009 P3 8,50 7,50 22,4 11.071 2,10E+05 1,67E+04 positivo positivo negativo
SURURU NR NR NR NR 1,52E+06  2,22E+05 positivo positivo negativo
P1 9,52 7,25 20,3 12.694 1,47E+03 1,57E+02 positivo positivo negativo
P2 4,76 7,55 31,5 19.336 1,36E+03 1,65E+02 negativo negativo negativo
14/02/2009 P3 4,42 7,66 29,6 19.243 6,35E+03  9,25E+02 positivo positivo negativo
SURURU NR NR NR NR 4,19E+05  7,60E+04 positivo positivo negativo
P1 11,22 7,49 46,2 22.444 1,38E+02  2,00E+01 positivo positivo negativo
P2 8,16 7,51 52,0 25.189 1,28E+02  2,37E+01 negativo positivo negativo
14/03/2009 P3 10,88 7,57 49,4 23.809 9,70E+02  2,00E+02 negativo positivo negativo
SURURU NR NR NR NR 5,99E+04  5,20E+03 positivo positivo negativo

* NMP/100mL — Amostras de agua, NMP/100g — Amostras de Sururu

NR: Nao Realizado



