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“A persisténcia é o caminho do éxito.”

Charles Chaplin



RESUMO

A llha das Caieiras estd localizada em uma das regifes mais carentes no municipio de
Vitoria/ES, a Grande S&o Pedro. Esta regido é densamente povoada e é conhecida como um
bolsdo de pobreza da capital, com a populacdo sobrevivendo, principalmente, da coleta e
comercializagdo de frutos do mar do manguezal localizado em seu entorno. Estudos realizados
anteriormente na regido mostraram que a agua deste estuario estd contaminada com
microrganismos patogénicos provenientes, principalmente, de esgotos domesticos langados sem

prévio tratamento.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de virus entéricos (adenovirus — AdV, rotavirus —
RV e norovirus GIl — NoV) e indicadores bacterianos de poluicdo fecal (coliformes
termotolerantes e enterococos) em amostras de dgua de quatro pontos deste importante estuario
da llha das Caieiras. O monitoramento ocorreu de janeiro de 2011 a julho de 2012 (19 meses) e
utilizou-se as técnicas moleculares PCR Qualitativa e PCR em Tempo Real (QPCR), para
deteccdo de virus entéricos, e membrana filtrante, para analise de bactérias, além de avaliacdo de

parametros fisico-quimicos da agua.

Os resultados das analises microbioldgicas da adgua nos pontos estudados (P1, P2, P3 e P4)
demonstraram a presenca de coliformes termotolerantes, com médias geométricas de 1,66x10,
1,31x10%, 2,29x10° e 3,13x10% UFC / 100 mL de &gua, respectivamente. Para enterococos, as
médias encontradas foram 6,30x10* UFC / 100 mL em P1, 5,56x10* UFC / 100 mL em P2,
1,89x10® UFC / 100 mL em P3 e 1,62x10° UFC / 100 mL em P4. Os virus entéricos foram
detectados nos quatro pontos de monitoramento pelas duas técnicas moleculares utilizadas, com
valores maximos de 2,00x10° 5,24x10* e 1,50x10* CG / 100 mL para AdV, RV e NoV,
respectivamente, quantificados por gPCR. A frequéncias de deteccdo de virus nas amostras de
agua do estuario variou de 21 — 27% para AdV, 42 — 53% para RV e 10 — 42% para NoV GI|.

Neste estudo foi possivel verificar que o estuario da Ilha das Caieiras apresenta-se contaminado
devido, possivelmente, aos langcamentos de esgoto in natura e/ou de lixiviados de areas rurais. A
acdo antropogénica sobre este manguezal € evidente e preocupante, pois se reflete na qualidade

ambiental deste meio, na satde da populacdo e na economia da regido.

Palavras chave: Estuério, Virus Entéricos, Coliformes Termotolerantes, Enterococos, Agua.



ABSTRACT

The Ilha das Caieiras is located in one of the poorest regions in Vitoria / ES, the Grande Séo
Pedro. This region is densely populated and is known as a pocket of poverty in the capital, with a
population surviving mainly on the collection and marketing of seafood mangrove located in
their surroundings. Previous studies have shown that the region of this estuary water is
contaminated with pathogenic microorganisms from mainly domestic sewage released without

prior treatment.

The aim of this study was to evaluate the presence of enteric viruses (adenovirus - AdV,
rotavirus - RV and norovirus GIl - NoV) and bacterial indicators of fecal pollution (fecal
coliform and enterococci) in water samples from four sites of this important Ilha das Caieiras’
estuary. Monitoring occurred from January 2011 to July 2012 (19 months) and used molecular
techniques Qualitative PCR and Real Time PCR (gPCR) for detection of enteric viruses, and
membrane filter for analysis of bacteria, and assessment of physico-chemical parameters of the

water.

The microbiological analysis of water studied sites (P1, P2, P3 and P4) showed the presence of
fecal coliform, with geometric means of 1.66 x10?, 1.31 x10% 2.29 x10° and 3.13 x10° CFU /
100 mL water, respectively. For enterococci, the averages were 6.30 x10* CFU / 100 mL in P1,
5.56 x10* CFU / 100 mL at P2, 1.89 x10° CFU / 100 mL at P3 and 1.62 x10° CFU / 100 mL at
P4. Enteric viruses were detected in the four monitoring sites by both molecular techniques used,
with maximum values of 2,00x10°, 5,24x10* and 1,50x10* GC / 100 mL for AdV, NoV and RV,
respectively, quantified by gPCR. The frequencies of virus detection in samples of estuarine
water ranged from 21 - 27% for AdV, 42 - 53% for RV and 10 - 42% for NoV GI|I.

In this study we found that the estuary of the Ilha das Caieiras presents contaminated, possibly
due to sewage releases fresh and / or leachate from rural areas. The anthropogenic mangrove on
this is clear and worrisome because environmental quality is reflected in this environment, the

health of the population and the economy of the region.

Keywords: Estuary, Enteric Virus, Fecal coliforms, enterococci and Water.
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1. INTRODUCAO

A expansdo da populacdo mundial e a formacdo dos grandes centros urbanos tem contribuido
para a deterioracdo do meio ambiente, com o desmatamento de florestas, aterramento de
manguezais, poluicdo do ar, contaminagdo dos corpos d’agua. A geracdo de aguas residuérias
nestes centros também € um problema de magnitude crescente, pois a maioria das cidades dos
paises em desenvolvimento ndo possui sistema de tratamento de esgoto abrangente, sendo o
efluente, entdo, lancado in natura nos corpos d’agua proximos. Desta forma, a contaminagdo dos
rios, lagos e mares compromete a qualidade ambiental e se configura em um problema de Saude
Publica, pois contribui para proliferacdo de vetores e aumento no nimero de casos de doencas de

veiculacdo hidrica.

No Brasil, 0 saneamento béasico esta longe de ser adequado para atender ao crescimento
econdmico e populacional observado no pais nos ultimos anos. Segundo resultados da ultima
Pesquisa Nacional de Saneamento Béasico — PNSB (2008), a quase totalidade dos municipios
brasileiros tem servico de abastecimento de 4gua em pelo menos um distrito (99,4%). Entretanto,
quanto a qualidade e eficiéncia do servico de esgotamento sanitario, os dados da pesquisa para o
conjunto do Pais mostram que houve um avango muito pequeno na coleta de esgoto sanitario. Na
pesquisa realizada em 2000, 52,2% dos municipios tinham servico de coleta, ja em 2008 esse

percentual passou para 55,1% dos municipios apresentando esse servico (IBGE, 2011).

Com a falta de infra-estrutura adequada, o esgoto gerado nos grandes centros urbanos esta sendo
langado em corpos d’agua proximos sem qualquer tipo de tratamento prévio, contaminando areas
importantes como rios, cOrregos e 0s manguezais. O langamento de esgoto causa impactos
ambientais significativos, além de problemas de saude e sociais na populacdo que vive da pesca

ou da caga/coleta de mariscos ou que utilizam o ambiente como forma de lazer.

Em Vitoria, capital do Espirito Santo, a ocupacdo desordenada ocorrida em diversas areas do
municipio provocou grande deterioracdo de seus aspectos naturais, principalmente a degradacéo
das areas costeiras. A llha das Caieiras, pertencente ao complexo demografico da Grande Sao
Pedro, € um exemplo disso. Nesta regido destacam-se as atividades pesqueira e de caga/coleta de
mariscos e 0 Seu processamento, realizadas por cooperativas como dos catadores e das

desfiadeiras de siri. Estas atividades representam a principal fonte de renda de muitas familias da
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regido, que também possui grande nimero de restaurantes especializados em frutos do mar,
atraindo pessoas de toda a Grande Vitoria (PMV, 2012). Contudo, a falta de infra-estrutura e de
saneamento nos bairros adjacentes ao manguezal, além da falta de informac&o dos moradores da
regido, tém contribuido com a continua degradacao deste importante ecossistema. A polui¢édo de
rios que desdguam na Baia de Vitdria, como os rios Santa Maria da Vitoria e Bubu, que recebem
efluentes contaminados ao longo de seus leitos, também contribui para a degradacdo da
qualidade dos manguezais na baia (JESUS, 2004; HABTEC, 1997).

A poluigdo dos corpos d’agua tem reduzido a qualidade da agua e dos mariscos dela extraidos,
além de elevar a taxa de incidéncia de surtos de doencas de veiculacdo hidrica, como a diarréia,
na populacdo (AN et al. 2002; APPLETON, 2000; BARRELLA et al., 2009; BOSH, 1998;
FORMIGA-CRUZ et al., 2002; UHNOO et al., 1984 ). Os virus entéricos humanos, patégenos
mais comuns associados a gastroenterites em todas as idades, sdo responsaveis por numerosos
surtos nao-bacterianos transmitidos pela agua e por alimento contaminados por fezes. Os virus
envolvidos nestes surtos sdo, geralmente, os rotavirus (RVs), norovirus (NoVs), adenovirus
(AdVs), sapovirus (SaVs) e astrovirus (AstVs) que, apdés a sua replicacdo no trato
gastrointestinal humano, sdo excretados junto com as fezes. Os virus sdo a causa de morbidades
e mortalidades em todo o mundo e podem ser transmitidos pelo ar, agua, alimentos e pelo
contato direto com fluidos corporais contaminados. Eles podem penetrar no organismo por
diversas vias, como pelo trato respiratorio e pela rota fecal-oral. A resisténcia destes
microrganismos as condi¢des adversas do ambiente faz com que a transmisséo via fecal-oral seja
facilitada (ALLARD et al., 1992; ESTES & COHEN, 1989; KOOPMANS et al., 2002;
KOOPMANS & DUIZER, 2004; KUKKULA et al., 1997; VAN HEERDEN et al., 2005; WHO,
2006)

Os testes comumente realizados para monitoramento ambiental detectam bactérias entéricas, mas
ndo detectam virus. Desta forma, a agua e os mariscos podem ser considerados livres de
contaminagdo bacteriana, mas esconder a contaminacdo por virus entéricos provenientes de
esgotos. Como a Baia de Vitoria e 0 manguezal da Ilha das Caieiras recebem grande aporte de
esgoto in natura proveniente das areas circunvizinhas, a deteccdo da presenca de
microrganismos indicadores de poluicdo fecal é importante para verificar a qualidade de suas
aguas e estudar possiveis organismos causadores de doencas, determinando, assim, a qualidade

sanitaria destes ambientes. Neste trabalho foram realizadas analises da presenca de bactérias
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bioindicadoras de poluicdo fecal (Coliformes Termotolerantes e Enterococcus sp.) e deteccdo,
quantificacdo e qualificacdo de virus entéricos (adenovirus, rotavirus e norovirus). No pais ainda
h& poucos estudos sobre a qualidade viroldgica da 4gua de estuarios, sendo a realizacdo deste
trabalho importante, entdo, para servir de base para futuros trabalhos sobre esta temética.

A prefeitura de Vitoria iniciou, em parceria com a Companhia Espirito Santense de Saneamento
— CESAN, um projeto de implantacao de sistema de esgotamento sanitario que beneficiara cerca
de vinte e dois bairros da regido, incluindo a llha das Caieiras, as regides de Santo Antonio, S&o
Pedro e bairros adjacentes. Este projeto iniciou-se em 2008, e a previsdo é de 100% de cobertura
de esgoto tratado até 2012 em todos os bairros do municipio. Desta forma, é importante ter o
registro da atual condicédo sanitaria dos estuarios da cidade para futura avaliacdo da amortizacao
dos impactos dos esgotos domésticos langados na Baia de Vitdria antes e apds a implantacdo do

sistema de tratamento de esgoto.

2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Detectar e quantificar virus entéricos e indicadores bacteriologicos de poluicdo fecal em
amostras de agua na regido da llha das Caieiras, na Baia de Vitdria, ES.

2.2. ESPECIFICOS

e Avaliar a qualidade microbiologica da agua do estuario da baia de Vitdria, na regido da
Ilha das Caieiras, a partir da deteccdo de bactérias indicadoras de poluicdo fecal

(Coliformes Termotolerantes e Enterococcus sp.);
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e Auvaliar a presenga de virus entéricos (adenovirus, rotavirus e norovirus) na &agua

utilizando-se a técnica de biologia molecular PCR Convencional;

e Quantificar a carga viral de adenovirus, rotavirus e norovirus presentes na agua do
estuario da regido da llha das Caieiras utilizando a técnica de biologia molecular PCR
Real Time (PCR em Tempo Real);

e Comparar os resultados das analises microbioldgicas encontrados com os parametros

fisico-quimicos avaliados no estuario.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. BAIA DE VITORIA — O SISTEMA ESTUARINO E O MANGUEZAL

A Baia de Vitoria (Figura 1) localiza-se na costa Atlantica da América do Sul, no Brasil, entre as
coordenadas S20°15'/W040°22"' e S20°20°/W040°16°, fazendo parte de um complexo sistema
estuarino tropical localizado no estado do Espirito Santo. Esta Baia abriga diversas ilhas: a
principal, hoje denominada Ilha de Vitdria; llha das Cobras; Ilha da Fumaca; Ilha das Pombas;
Ilha da Pdlvora e llha do Cal. Muitas de suas ilhas originais perderam esta caracteristica de
individualidade, tendo sido incorporadas a ilha principal. E o caso da antiga llha do Principe;
outras, menores, tiveram destino semelhante (NUNES, 2005).

Este sistema estuarino é formado pelo desague de varios rios, sendo o rio Santa Maria da Vitdria
(Rio Santa Maria) de médio porte, e 0s rios Formate-Marinho, Bubu, Aribiri, Corrego Piranema
e 0 Canal da Costa de pequeno porte. A vazdo média anual do rio Santa Maria, principal
contribuinte de 4gua doce para a Bafa de Vitéria, é de 15,7 m*/s, com médias mensais variando
entre 8,1 e 25,6 m*/s (SANTOS, 1994). Contudo, o rio Santa Maria estd em situacdo de
degradacdo, recebendo grande aporte de nutrientes de esgotos domésticos e industriais e
efluentes das atividades agropecuéria do seu entorno (CAUS & GORZA, 2008).
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FIGURA 1 — Sistema estuarino da Baia de Vitéria e da Baia do Espirito Santo. Destaque para
as areas de manguezal da Baia de Vitoria.
FONTE: VERONEZ et. al., 20009.

Comparando-se a vazdo do Rio Santa Maria, estima-se que a soma da vazdo meédia anual de

todos os outros contribuintes ndo ultrapasse 3,0 m®/s. Dentre estes, o rio Marinho é o que tem a

maior contribuicdo, enquanto que os rios Bubu e Aribiri sdo corregos que desembocam na baia,

com pequenas bacias contribuintes, bastante influenciados pela maré e com manguezais em suas

desembocaduras (RIGO, 2004).

A Baia de Vitéria estende-se desde a desembocadura do Rio Santa Maria da Vitéria até a Baia do

Espirito Santo, contendo o Porto de Vitdria e seu canal de acesso. A largura varia desde 1,60 km

na regido da Ilha das Caieiras, onde a profundidade € menor (cerca de 4 m na parte mais

profunda) até 160 m em frente ao Morro do Penedo na regido do Porto de Vitdria, onde a
profundidade alcanca 24 m (RIGO, 2004). Em muitos pontos ao longo da Baia sdo encontradas
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areas de manguezal, tanto nos municipios de Vitoria, Cariacica, Vila Velha e Serra, destacando-

se a porcao norte do municipio de Vitdria.

O manguezal é um ecossistema costeiro que ocorre em regides tropicais e subtropicais, ocupando
as areas entremares. Sua vegetacdo € adaptada as condicGes limitantes de salinidade, substrato
inconsolidado e pouco oxigenado e freqliente submersdo pelas marés (SOARES, 1997). Este
ecossistema é considerado area de preservacdo permanente, segundo a Lei Federal n°. 4.771/65, e
reserva biologica “em toda a sua extensdo”, segundo a Resolugdo CONAMA n° 004/85, do
Ministério do Meio Ambiente (ALMEIDA, 2007). Entretanto, estes ecossistemas vém sofrendo
com impactos ambientais decorrentes de aterros e de lancamento continuo de efluentes
domésticos e industriais devido a expansdo populacional das cidades. Até meados da década de
1970, a regido noroeste de Vitdria resumia-se a uma pequena col6nia de pescadores chamada
Ilha das Caieiras e, a partir de 1977, com o aumento da migracdo para cidade, essa regido se
tornou alternativa de moradia para os imigrantes que estavam em busca de melhores empregos e
condicdes de vida (KLUG et. al.,, 2002). Em diversas partes da Baia, os manguezais foram

aterrados e transformados em bairros, com grande ocupagéo populacional.

Os manguezais sdo reconhecidos como ecossistemas-chave, sendo considerados verdadeiros
celeiros bioldgicos, abrigando espécies tipicas desses sistemas, podendo ainda ser tratados como
recurso renovavel finito, quando se considera a sua producao natural, ou como um recurso nao
renovavel, quando substituidos por aterros, lix6es, empreendimentos imobiliarios ou distritos
industriais (MACIEL, 1991).

A vegetacdo é o traco mais tipico dos manguezais (figura 2). Segundo Carmo (apud RIGO,
2004), estes manguezais sdo constituidos por Rhizophora mangle (aproximadamente 60%),
Laguncularia racemosa (aproximadamente 30%) e Avicennia schaueriana (aproximadamente
10%), ndo havendo zonacdo rigida destas espéecies. As caracteristicas estruturais e funcionais das
florestas de mangue sdo determinadas pela interagdo de caracteristicas ambientais, que atuam em
escalas global, regional e local. Todavia, estas areas vem sendo submetidas a forte influéncia de
atividades humanas. Segundo Nunes (2005), as alteracdes antropicas dos contornos do sistema
estuarino da Baia de Vitoria provocaram a perda de 40% da area de manguezal e 10% da area de

espelho d’agua deste ambiente.
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FIGURA 2 — Vista parcial de mangue do sistema estuarino da llha das Caieiras,
da Baia de Vitdria.

3.2. ILHA DAS CAIEIRAS

A llha das Caieiras localiza-se no municipio de Vitéria, limitada ao norte e a oeste com a Baia de
Vitoria, ao sul e a leste com os bairros de Santo André e Sdo Pedro, respectivamente. De acordo
com a Prefeitura Municipal de Vitdria, a llha das Caieiras esta inserida na Regido VII (figura 3),
fazendo parte do complexo demografico da “Grande Sdo Pedro”. A regido VII compreende 10
bairros (Comdusa, Conquista, llha das Caieiras, Nova Palestina, Redenc¢édo, Resisténcia, Sao
José, Santo André, Sdo Pedro e Santos Reis), numa area aproximada de 3.600.782 m2. A Grande
S&o Pedro é a regido mais carente de Vitdria e de povoagdo mais recente, com o surgimento dos
bairros a partir da ocupagéo do lixdo da cidade e da invasdo de areas de manguezal, no final da
década de 70 (PREFEITURA DE VITORIA, 2010).

A ocupacdo da Ilha das Caieiras teve inicio na década de 20 do século passado. O bairro tem
suas raizes na implantacdo da fabrica de cal Boa Esperanca e no transporte do café produzido nas
fazendas de Santa Leopoldina que, utilizando os rios Santa Maria e Bubu, desembocava frente a
Ilha, fazendo desta um ponto de parada antes de alcancar o Porto de Vitdria. A origem do nome
do bairro se deve a dois fatores caracteristicos: um geografico e outro historico.

Geograficamente, no inicio de sua ocupacdo, a area estava cercada por manguezais que por
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ocasido das marés altas lhe conferia um aspecto insular. Historicamente, a expressao ‘“caieiras”
significa fabrica de cal ou forno onde se calcina a pedra calcaria para se fazer a cal
(PREFEITURA DE VITORIA, 2010).

FIGURA 3 — Subdiviséo da Grande S&o Pedro, denominada de Regi&o VII pela
Prefeitura Municipal de Vitoria.
FONTE: PREFEITURA MUNICIPAL DE VITORIA (2010).

A ocupacdo desordenada da Grande S&o Pedro afetou diretamente a llha das Caieiras,
provocando uma grande deterioracdo dos aspectos naturais da area, principalmente a degradacédo
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do manguezal, reduzindo-se a biodiversidade e a qualidade de vida da populacdo do entorno
(PMV, 2012).

Atualmente, a regido da llha das Caieiras é referéncia capixaba em frutos do mar, com diversos
restaurantes especializados em mariscos e com grande parcela da populagdo vivendo da pesca e
caca/coleta de peixes, siris, sururus, etc. Contudo, a regido estuarina recebe grande aporte de
esgoto doméstico in natura, sendo de grande importancia sanitaria conhecer a qualidade

microbioldgica da agua de onde séo retirados os mariscos que sdo servidos como alimentos.

3.3. ACONTAMINACAO DA AGUA E A LEGISLACAO VIGENTE

O langamento de esgoto in natura em corpos d’agua tem se mostrado um problema global,
principalmente nos grandes centros urbanos, visto que o esgoto doméstico pode conter
organismos patogénicos, liberados nas fezes de pessoas infectadas, e contaminar 0 meio
ambiente. Alguns microrganismos podem sobreviver a longos periodos no ambiente e
representam riscos para a saude publica, relacionados a surtos de doencas de veiculacdo hidrica,
como a diarreia e a hepatite A. Em paises em desenvolvimento, a diarreia é o principal problema
de saude publica (BARRELLA et al., 2009; SUBEKATI et al., 2002; UNICEF & WHO, 2009).

As areas costeiras sdo potencialmente afetadas pelo influxo de aguas contaminadas, tais como
rios ou esgoto sem tratamento ou com tratamento ineficiente (RIOU et al., 2007). Como estas
regides sdo povoadas, a qualidade sanitaria do ambiente aquatico em zonas costeiras €
importante, pois a populagdo tem contato direto ou indireto com a agua, seja para recreacao,
cultivo de moluscos ou outras atividades pesqueiras. Assim, € necessario 0 constante
monitoramento da contaminacdo nesses locais, visto que a poluicdo fecal representa um risco
elevado a salde publica. Embora a deteccdo de indicadores bacterioldgicos de contaminacgéo
fecal seja simples, sua ocorréncia ndo correlaciona necessariamente a presenca de patdogenos
virais, nem podem fornecer informagdes da potencial origem da contaminacdo ambiental
(CALGUA et al., 2008; RIGOTTO, 2009).

A costa brasileira abriga um mosaico de ecossistemas de alta relevancia ambiental. Ao longo do

litoral brasileiro podem ser encontrados manguezais, restingas, dunas, praias, ilhas, costfes
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rochosos, baias, brejos, falésias, estuarios, recifes de corais e outros ambientes importantes do
ponto de vista ecoldgico, todos apresentando diferentes espécies de animais e vegetais. Os
manguezais, de expressiva ocorréncia na zona costeira, cumprem funcgOes essenciais na
reproducdo bidtica da vida marinha, mas a construcdo de casas nestas areas de alta sensibilidade
ambiental e a falta de saneamento basico degradam os ambientes naturais através da poluigédo
organica, deposicdo de sedimentos e deterioracdo dos habitats naturais. Enfim, os espacos
litordneos possuem riquezas significativas de recursos naturais e ambientais, mas a intensidade
do processo de ocupacdo desordenada vem colocando em risco todos 0s ecossistemas presentes
na costa litoranea do Brasil (GEO BRASIL, 2002; IBAMA, 2012).

Em termos de politicas publicas, apesar de uma série de iniciativas anteriores envolvendo a
protecdo dos ecossistemas costeiros, em diferentes areas de atuacdo do estado (uso e ocupacao
do solo, saneamento, meio ambiente), 0 tema passou a ter maior importancia no cenario nacional
com a promulgacdo da Constituicdo de 1988, que declarou a zona costeira como Patriménio
Nacional. A primeira tentativa no estabelecimento de um plano de gestdo da zona costeira partiu
de uma iniciativa da Comissao Interministerial para os Recursos do Mar (CIRM), em 1980, que
instituiu a Politica Nacional de Recursos do Mar (PNRM), que visava legalizar a integracao entre
as diversas politicas nacionais setoriais relacionadas ao ambiente oceanico e costeiro. Mais tarde,
em 1988, foi instituido o marco legal da gestdo costeira, com a promulgacédo da lei n° 7.661/88
que institui o Plano Nacional de Gerenciamento Costeiro, PNGC, regulamentada pelo Decreto n°
5.300/2004. Este Decreto prevé o zoneamento de usos e atividades na zona costeira, dando
prioridade a conservacao e protecdo dos manguezais, entre outros. Apesar de sua regulamentacao
ocorrer somente em 2004, duas versdes PNGC | e PNGC Il foram apresentadas, nos anos de
1990 e 1997, respectivamente. O PNGC 1 incluia Planos de Acdo que abrangia os planos de
manejo de microbacias, a serem desenvolvidos pelos estados e municipios, com a participacao
das comunidades costeiras e implantados em nivel local. O PNGC Il introduziu como uma
importante orientacdo, a acentuacdo do nivel de atuacdo federal, pouco contemplada no plano
anterior. No escopo do PNGC I, incluiu-se a criacdo do Grupo de Integracdo do Gerenciamento
Costeiro (GI-GERCO), coordenado pelo Ministério do Meio Ambiente (PEREZ et al., 2009).

No Brasil, 0 manguezal € protegido por legislacdo federal, devido & importancia que representam
para 0 ambiente marinho. Este ecossistema é considerado &rea de preservacdo permanente (Lei

Federal n° 4.771, 15/09/65) e reserva biologica, “em toda a sua extensdo” (Resolucdo
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CONAMA, n° 004, 18/09/85). Em 1986, a Prefeitura de Vitoria/ES criou a Reserva Bioldgica
Municipal Ilha do Lameirdo (Lei 3326/86) sendo posteriormente transformada em Estacédo
Ecoldgica llha do Lameirdo (Lei 3377/86), no intuito de preservar e proteger ecossistemas e
recursos naturais ao norte da Baia de Vitoria.

Visando garantir a qualidade dos corpos d’agua, instituiu-se no Brasil a Resolugdo CONAMA n°
357/2005, que dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como estabelece as condi¢cdes e padrées de langamento de efluentes, e
outras providéncias. Conforme esta legislacdo, a &gua da area de manguezal da llha das Caieiras
é salobra, enquadrada como corpo d’agua classe 1 e com uso destinado a recreacao de contato
priméario, pesca, entre outros. Para esta Resolucdo, “o enquadramento dos corpos de 4gua deve
estar baseado ndo necessariamente no seu estado atual, mas nos niveis de qualidade que

deveriam possuir para atender as necessidades da comunidade” (BRASIL, 2005).

O Art. 21 da Resolugcdo CONAMA n° 357/2005 preconiza as condicGes e padrdes de coliformes

termotolerantes em agua salobras de classe 1, conforme quadro 1 a seguir.

CONDICOES E PADROES DE COLIFORMES

USO DA AGUA SALOBRA CLASSE 1 TERMOTOLERANTES

Deveré ser obedecida a Resolugdo CONAMA no 274,

Recreacdo de contato primario de 2000.

A média geométrica da densidade de coliformes
termotolerantes, de um minimo de 15 amostras

Cultivo de moluscos bivalves destinados a
alimentagdo humana

coletadas no mesmo local, ndo devera exceder 43 por
100 mililitros, e o percentil 90% nédo deveréa ultrapassar
88 coliformes termolerantes por 100 mililitros. Esses
indices deverdo ser mantidos em monitoramento anual
com um minimo de 5 amostras.

Para a irrigagéo de hortalicas que sédo consumidas
cruas e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo
e que sejam ingeridas cruas sem remogéo de
pelicula

Nao devera ser excedido o valor de 200 coliformes
termotolerantes por 100 mL.

Irrigacdo de parques, jardins, campos de esporte e
lazer, com os quais 0 publico possa vir a ter
contato direto

Nao devera ser excedido o valor de 200 coliformes
termotolerantes por 100 mL.

Demais usos

N&o deveré ser excedido o limite de 1.000 coliformes

termotolerantes por 100 mililitros em 80% ou mais de

pelo menos 6 amostras coletadas durante o periodo de
um ano, com frequéncia bimestral.

QUADRO 1 - Uso da &gua salobra classe 1 e suas condi¢des e padrbes de coliformes
termotolerantes, de acordo com a Resolugdo CONAMA n° 357/2005.
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Segundo a Resolugdo CONAMA n° 357/2005, E. coli podera ser determinada em substituicéo ao
pardmetro coliformes termotolerantes de acordo com limites estabelecidos pelo 6rgdo ambiental
competente (BRASIL, 2005).

Considerando as aguas que sao destinadas a recreacdo, a Resolucdo CONAMA 274/2000 dispde
sobre a qualidade requerida para balneabilidade (recreacdo de contato primario). Nesta
resolucdo, a 4gua tem sua condicdo avaliada nas categorias propria e impropria, sendo as guas
consideradas prdprias subdivididas conforme o quadro 2 (artigo 2° §1°) (BRASIL, 2000).

CONDICOES E PADROES

CATEGORIAS MICROBIOLOGICOS DA AGUA

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, 250 coliformes fecais (termotolerantes)
ou 200 Escherichia coli ou 25 enterococos por 100
mililitros.

Excelente

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, 500 coliformes fecais (termotolerantes)
ou 400 Escherichia coli ou 50 enterococos por 100
mililitros.

Muito Boa

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 por
100 mililitros.

Satisfatoria

QUADRO 2 — Categorias de classificacdo da agua e suas condi¢des e padrées microbioldgicos,
de acordo com a Resolucdo CONAMA 274/2000.

Entretanto, os padr@es referentes aos enterococos aplicam-se, somente, as aguas marinhas (artigo
3° da Resolugdo CONAMA 274/2000).

Assim, as aguas serdo consideradas impréprias quando no trecho avaliado for verificada uma das

seguintes ocorréncias (8§ 4°):

a) ndo atendimento aos critérios estabelecidos para as dguas proprias;
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b) valor obtido na ultima amostragem for superior a 2500 coliformes fecais (termotolerantes) ou

2000 Escherichia coli ou 400 enterococos por 100 mililitros;

c) incidéncia elevada ou anormal, na Regido, de enfermidades transmissiveis por via hidrica,

indicada pelas autoridades sanitérias;

d) presenca de residuos ou despejos, solidos ou liquidos, inclusive esgotos sanitarios, 0leos,
graxas e outras substancias, capazes de oferecer riscos a saude ou tornar desagradavel a

recreagéo;
e) pH < 6,0 ou pH > 9,0 (&4guas doces), a excec¢do das condicbes naturais;

f) floracdo de algas ou outros organismos, até que se comprove gque nao oferecem riscos a salde

humana;

g) outros fatores que contra-indiquem, temporaria ou permanentemente, o0 exercicio da recreagao

de contato primario.

Nestas ResolucBes brasileiras, os indicadores virais ainda ndo foram incluidos. Entretanto, a
Portaria Federal do Ministério da Saude n° 2914 de 12/12/2011, que revogou a Portaria Federal
do Ministério da Saude n° 518 de 2004, manteve a recomendacdo de que seja realizado o
monitoramento de virus entéricos no(s) ponto(s) de captacdo de agua proveniente(s) de
manancial(is) superficial(is) de abastecimento, com o objetivo de subsidiar estudos de avaliacao

de risco microbiologico (Art. 29°).

Dentre as principais normas internacionais para qualidade das &guas recreacionais destacam-se
as legislacdes americana e europeia. Nos Estados Unidos foi criada Clean Water Act (CWA —
Lei da Agua Limpa), cujo objetivo é proteger e recuperar as aguas para a natacdo e outras
atividades recreativas, e assim proteger o publico de doengas associadas com microrganismos na
agua. Historicamente, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA, sigla do inglés U.S.
Environmental Protection Agency) recomenda critérios de qualidade de agua ambiental
(Ambient Water Quality Criteria — AWQC) baseados em densidades de bactérias indicadoras de
contaminacdo fecal. Na década de 1960, o governo federal recomendou coliformes
termotolerantes como critério-base da qualidade da agua ambiental para recreacdo. Em 1986, a
EPA passou a recomendar a bactéria Escherichia coli (E. coli) e 0s enterococos como critérios-

base, utilizados atualmente (EPA, 2010). O AWQC para bactérias estabelece o limite
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bacteriolégico em aguas marinhas para recreacdo de contato primario, considerando que 0s
“coliformes termotolerantes devem ser usados como organismos indicadores para avaliar a

adequacao microbiologica de aguas recreacionais” (EPA, 1986).

Na Europa, a Diretiva 2006/7/CE, de 15 de Fevereiro de 2006, da Comunidade Econdmica
Europeia (CEE), relativa a gestdo da qualidade das aguas balneares e que revoga a Diretiva
76/160/CEE, preconiza as concentracfes bacterioldgicas permitidas para aguas de recreacao de
contato primario (CEE, 2006). A norma europeia, assim como a legislacdo brasileira, estabelece
classes de qualidade da &gua e adota mais de um parametro para cada uma delas. As dguas séo
classificadas como Excelente Qualidade, Boa Qualidade, Qualidade Suficiente e Mediocre e 0s
valores para as contagens microbioldgicas baseiam-se no conjunto de dados recolhidos sobre a
qualidade das aguas balneares para o ultimo periodo de avaliagdo registrado. Os conjuntos de
dados utilizados nas avaliagcGes da qualidade das aguas balneares devem consistir sempre em,
pelo menos, 16 amostras, ou, nas circunstancias especiais, em 12 amostras (CEE, 2006). Os

valores apresentados na tabela 1 sdo aqueles estabelecidos para aguas costeiras e de transicao.

TABELA 1 - Enquadramento dos valores microbiolégicos preconizados pela Diretiva 2006/7/CE para
area costeira e de transig&o.

A B C D E
Parimetro Qualidade Qualidade boa Quaht_]adc sufi- | Métodos dL: ar{allsc
excelente dente de referéncia
1 Enterococos intestinais em ufc/100 100 (*) 200 (%) 185 (** | 1SO 7899-1 ou
ml [SO 7899-2
2 Escherichia coli em ufc/100 ml 250 (%) 500 (%) 500 (*% | ISO 9308-3 ou
ISO 9308-1

(*) Com base numa avaliacio de percentil 95. Ver anexo IL
(**) Com base numa avaliacio de percentil 90. Ver anexo II.

Fonte: CEE, 2006.

A Directiva 2006/7/CE, no Artigo 14°, determina que, para fins de revisdo da atual legislacéo, a
Comissao europeia devera apresentar um relatério ao Parlamento Europeu e ao Conselho
contendo “outros progressos cientificos, analiticos e epidemioldgicos pertinentes para os

parametros relativos a qualidade das aguas balneares, incluindo no que se refere aos virus”.
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Assim, espera-se que proxima revisdo da Directiva sobre balneabilidade contemple o

monitoramento da presenca de virus em agua.

3.4. MICRORGANISMOS INDICADORES DE POLUICAO

Os microrganismos sdo largamente distribuidos na natureza e sua abundancia e diversidade
podem ser usadas como um indicador para qualificacdo da agua (OKPOKWASILI e AKUJOBI,
1996). A presenca de patdgenos microbianos em aguas poluidas representa um fator de risco
consideravel para a saude publica em geral, levando a surtos de doencas de veiculagao hidrica e
uma alta incidéncia de morbidade e mortalidade, principalmente em paises em desenvolvimento.
Os principais patdgenos que comumente ocorrem na dgua e no esgoto sdo os virus, as bactérias,
0s protozoarios e os helmintos, sendo que a maioria destes patdgenos entéricos é excretada junto
a matéria fecal, contamina o meio ambiente e, em seguida, infecta novos hospedeiros pela
ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados. Esta forma de contaminacdo é conhecida como
via fecal-oral (SUBEKTI et al., 2002; TOZE, 1999).

As bacteérias do grupo coliformes termotolerantes e enterococos fecais sdo largamente utilizados
como indicadores de contaminacdo fecal da 4gua por humanos e outros animais homeotermos
(BORDALO, 1993).

3.4.1. Bactérias indicadoras de contaminacéao fecal em ambientes marinhos

Os microrganismos indicadores mais utilizados sdo os coliformes termotolerantes, Escherichia
coli e os enterococos (ORTEGA et al., 2009). Segundo Bosch (1998), um bom indicador deve
preencher os seguintes requisitos: (i) deve ser associado com a origem dos patdgenos e deve
estar ausente em areas ndo poluidas, (ii) deve ocorrer em maior numero do que o patogeno, (iii)
ndo deve se multiplicar fora de hospedeiro, (iv) deve ser pelo menos to resistentes a inativacao
natural e artificial como o patdgeno viral, (v) deve ser detectado por meio de procedimentos

simples, rapido e barato, e (vi) ndo deve ser patogénico.
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A concepcao de coliformes como indicadores bacteriologicos da qualidade da 4gua é baseada na
premissa de que estes microrganismos estdo presentes em grande quantidade nas fezes de
humanos e de outros animais homeotermos, e que se as fezes entrarem em contato com a agua é
provavel que estas bactérias estardo presentes, mesmo apos a diluigdo significativa. Com poucas
excecdes, os coliformes em si ndo sdo considerados um risco para a salde, mas sua presenca
indica que a poluicdo fecal pode ter ocorrido e patdgenos podem estar presentes no meio
(STEVENS et al., 2003).

O grupo coliforme compreende bactérias gram-negativas, fermentadoras de lactose, ndo
formadoras de esporos e que se desenvolvem a 37 °C. O grupo dos coliformes termotolerantes
(anteriormente denominados coliformes fecais) consiste num subgrupo no qual os organismos
toleram temperaturas de até 44,5 °C, com destaque para o género Escherichia, amplamente
estudado por sua utilizacdo como indicadores de contaminacdo fecal. Na Figura 4 pode-se
observar a representacdo esquematica da distribuicdo dos microrganismos do grupo coliforme

em relacdo as bactérias de vida livre e patogénicas.

Bactérias Intestinais i Bactérias do
Humanas Vida Livre
|
4|_‘ : CT
* C. Termo |
Patogé- E
nicas E coii

Bactérias Integtinais
de Animais

FIGURA 4 — Representacdo esquematica das bactérias de vida livre, patogénicas e do grupo
coliforme: Coliformes Totais (CT) e Coliformes Termotolerantes (C. Termo).
FONTE: VON SPERLING, 2005. Adaptado.

A espécie Escherichia coli é um especifico indicador de contaminacéo por fezes de humanos ou
animais, visto que sua origem é seguramente fecal. Como este microrganismo esté diretamente

relacionado a esgotos municipais ou chorume animal, E. coli € um importante indicador
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bacterioldgico da qualidade da agua, especialmente em aguas que recebem descarga de esgoto.
Entretanto, outras bactérias do grupo coliforme também podem ocorrer na d&gua como resultado
de escoamento do solo ou do crescimento em decomposicdo vegetal (NEIL, 2004). E. coli
também é um indicador da presenca de organismos entéricos patogénicos, tendo em vista que a
deteccdo especifica e direta destes microrganismos em amostras de agua € dificil, em razdo da
suas baixas concentracfes e maior especificidade de metodologia de analise. Contudo, E. coli
pode ndo ser um indicador sensivel do risco de doencgas transmitidas pela agua. A presenca
destes microrganismos é mais representativa da poluicdo fecal do que outros coliformes, visto
que ocorrem em maior nimero no material fecal e ndo possuem outra fonte no ambiente
(STEVENS et al., 2003; VON SPERLING, 2005).

Assim como as bactérias do grupo coliforme, as bactérias do género Enterococcus sp. estdo
presentes normalmente na flora do trato gastrintestinal de humanos e animais homeotermos,
além de estarem amplamente distribuidas na natureza (HE & JIANG, 2005). Estas bactérias
podem ser encontradas em areas com contaminacdo fecal e persistem no meio devido a sua alta
tolerancia a diversas condi¢cdes ambientais, sendo, por isso, utilizadas como indicadores de
contaminacdo fecal em aguas marinhas. Este grupo é bastante heterogéneo e inclui mais de trinta
espécies diferentes, sendo duas espécies patogénicas em humanos: Enterococcus faecalis (E.
faecalis) e E. faecium, com infeccBes ocasionais sendo causadas por E. durans, E. gallinarum, E.
casseliflavus, E. avium, E. hirae, E. mundtii e E. raffinosus (CUPAKOVA & LUKASOVA,
2003; DEVRIESE et al., 1993; PATEL et al., 1998; HE & JIANG, 2005; PANGALLO et al.,
2008; SVEC & SEDLAEEK, 1999; TEJEDOR JUNCO et al., 2011).

Os enterococos tém capacidade de crescer na presencga de 6,5% de cloreto de sodio, a pH 9,6 e
nas temperaturas de 10 e 45°C, e podem sobreviver por periodos mais longos em ambientes
adversos, quando comparados aos coliformes termotolerantes. Entretanto, a luz, principalmente a
ultravioleta, a temperatura, a salinidade e a competicdo tem efeitos deletérios tanto em
enterococos quanto em coliformes (BORDALO, 1993; OKPOKWASILI e AKUJOBI, 1996; EL-
SHARKAWI et al., 1989; EVISON, 1989; LIM e FLINT, 1989; GONZALES et al., 1990;
MEZRIOUI et al., 1995(FIGUERAS et al., 1997).). Pangallo et al. (2008) observaram que 0s
enterococos ambientais raramente contém fatores de viruléncia e, portanto, ndo sdo considerados

uma ameagca a satde humana.
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Noble e colaboradores (2003) monitoraram a qualidade microbiolégica de amostras de agua
provenientes da costa da California (EUA), mas os resultados ndo permitiram concluir qual
microrganismo (coliformes totais, termotolerantes ou enterococos) era mais adequado para o
monitoramento da qualidade da agua naquela regido. Quando comparados aos coliformes
termotolerantes, 0s enterococos séo capazes de sobreviver por mais tempo no ambiente marinho
e sdo mais resistentes aos processos de tratamento de efluentes, havendo boa correlacdo deste
microrganismo com a presenca de bactérias patogénicas presentes na agua. Por este motivo, o
estado da Califérnia (EUA) incorporou a enumeracdo de enterococos aos métodos tradicionais
para determinacdo da qualidade de agua recreacional (CHOI & JIANG, 2005; NOBLE et al.,
2003).

3.4.2. Virus entéricos

A presenca de bactérias indicadoras ndo esta necessariamente correlacionada a presenca de virus,
que sdo mais estaveis do que as bactérias no ambiente. Como resultado, a 4gua pode ser
considerada livre de contaminagdo bacteriana, mas pode estar contaminada com virus entéricos
derivados de esgoto (CALGUA et al., 2008; SDIRI-LOULIZI et al., 2010).

Os virus de maior relevancia encontrados em ambientes contaminados por esgoto sanitario sao
0s virus entéricos humanos (OMS, 2006). Existem 150 tipos de virus entéricos humanos
transmitidos pela rota fecal-oral e alguns sdo excretados em grande quantidade
(aproximadamente 10% a 10 particulas/g de fezes) (RAO & MELNICK apud BARRELLA et
al., 2009; UHNOO et. al., 1984). As praticas atuais de tratamento de agua ndo conseguem
assegurar a completa remogéo de patdgenos virais e estes estdo presentes em grande nimero no
esgoto bruto. O tipo de tratamento empregado para tratamento do esgoto determina a
concentracdo de patdgenos no efluente final (RAO & MELNICK apud BOSCH, 1998). Os virus
associados aos solidos presentes nos efluentes de aguas residuarias sdo descarregados em
ambientes aquaticos e se acumulam nos sedimentos, onde persistem por mais tempo do que na
coluna de agua (SMITH et al., 1978).

Devido ao seu pequeno tamanho (80 nm), os virus sdao muito dificeis de serem removidos por
filtracdo e, por isso, muitos pesquisadores recomendam a captura de virus da agua por carga

eletrostatica. Tipicamente, a remocao de tais exige reducdo do pH da agua de modo que 0s virus
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se tornam positivamente carregadas. Estes virus com carga positiva sdo passados através de um
filtro de carga negativa, que retém os virus (SOLO-GABRIELE et al., 2008).

Os virus entéricos estdo associados com muitos surtos de gastrenterites de veiculacdo hidrica e
sdo de grande importdncia para a saude publica. Além de gastrenterites, também séo
responsaveis por hepatites, conjuntivites, meningites e outros agravos a saude (tabela 2) e alguns
podem persistir no ambiente por longos periodos por serem resistentes a condi¢es desfavoraveis
(HEDBERG & OSTERHOLM apud GILGEN et al., 1997). Apds se replicarem no trato
gastrointestinal do hospedeiro, 0s virus entéricos sao excretados no esgoto e podem ser dispostos
no meio ambiente (esgoto in natura ou apOs processo de tratamento) (BLOCK &
SCHWARTZBROD, apud GILGEN et al., 1997).

A persisténcia, a infecciosidade e o tempo de sobrevivéncia dos virus no ambiente dependem de
varios fatores, como temperatura, luz solar (UV), umidade relativa do ar (UR), pH, tipo de
superficie, adsorcdo a sélidos, caracteristicas estruturais das particulas (tamanho e auséncia de
envelope) e presenca de nutrientes e outros microrganismos (SAIR et al., 2002; AZADPOUR et
al., 2003; FONG & LIPP, 2005).

TABELA 2 — Doengas causadas por virus entéricos humanos de veiculacdo hidrica.

GENERO NOME POPULAR DOENCAS CAUSADAS
Enterovirus Poliovirus Paralisia, meningite, febre
Meningite, febre, doengas respiratorias, agitacéo,
Ecovirus Gastroenterite
Hepatovirus Hepatite A Hepatite
Rotavirus Rotavirus humano  Gastroenterite
Adenovirus
Mastadenovirus humano Gastroenterite, doencas respiratorias, conjutivites
Calicivirus Calicivirus humano Gastroenterite
Norovirus Gastroenterite, febre
Hepatite E Hepatite
Astrovirus Astrovirus humano  Gastroenterite
Parvovirus Parvovirus humano Gastroenterite
Coronoavirus
Coronavirus humano Gastroenterite, doencas respiratorias
Torovirus Torovirus humano  Gastroenterite

FONTE: BOSCH, 1998. Adaptado.

O destino dos patdgenos entéricos quando atingem o meio ambiente pode assumir muitas rotas

potenciais. Os seres humanos estdo expostos a virus entéricos atraves de varias rotas: mariscos



42

cultivados em aguas contaminadas, alimentos cultivados em terra irrigada com aguas residuarias
e / ou fertilizadas com esgotos, aguas de lazer poluidas com esgoto e dgua potavel contaminada
(figura 5). Geralmente, as infec¢Bes transmitidas pela dgua sdo adquiridas pela ingestdo de dgua

contaminada ou marisco.

FEZES HUMANAS
LIXIVIACAO ESGOTO RESIDUOS SOLIDOS
/oSN T
OCEANOS E ESTUARIOS RIOS E LAGOS AGUA SUBTERRANEA IRRIGACAO
N o
MARISCOS RECREACAO ABASTECIMENTO DE AGUA AGRICULTURA  AFROSSOIS
|
HOMEM

FIGURA 5 — Possiveis rotas de transmissao de virus entéricos a partir de fezes humanas.
Fonte: RAO & MELNICK apud. BOSCH, 1998. Adaptado.

Ao contrério da qualidade bacterioldgica, a qualidade viroldgica da agua ndo é rotineiramente
analisada em muitos paises. Isso se da em razdo da disponibilidade de métodos de concentragao
viral de baixa eficiéncia de recuperacdo e de métodos de detecgdo pouco sensiveis, onerosos e de

complexa implantagao.

Entre os virus entéricos mais importantes, transmitidos ao homem pela dgua e alimentos, estdo 0s
norovirus, rotavirus, adenovirus, astrovirus enterovirus e os virus da hepatite A e E (LEES,
2000).
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3.4.2.1. Adenovirus

O adenovirus (AdV) é um virus de simetria icosaédrica, sem envelope, pertencente a familia
Adenoviridae, e que infecta uma ampla gama de espécies de vertebrados (DAVISON et al. 2003;
ICTV apud GARRAFA, 2009). Com aproximadamente 80 nm de didmetro, este virus € o Unico
com seu material genético condicionado em dupla fita de DNA, dentre os virus entéricos
patogénicos (LEES, 2000; HE & JIANG, 2005). A sua estrutura externa é formada por 252
capsdmeros, sendo 240 hexons, que formam as faces do icosaedro, e 12 pentons, que formam os
veértices (figura 6). O penton consiste em duas estruturas distintas: a base e a fibra. A fibra
associada a cada base do Penton permite que o virus se ligue as células humanas usando o

receptor espécie-especifico do adenovirus (JIANG, 2006).

DNA

FIGURA 6 — Particula de Adenovirus, destacando a fibra associada a cada base do Penton,
permitindo que o virus se ligue as células humanas usando o receptor espécie-especifico.
FONTE: < http://www.iavireport.org/archives/2007/Pages/IAVI1-Report-11(1)-and-the-winner.aspx>

Foram identificados 51 sorotipos diferentes de adenovirus humanos (HAdV), classificados em
seis subgéneros (subgéneros de A ao F) com base em varios critérios bioguimicos e biofisicos
(MURPHY et al.; WADELL et al. apud ALLARD, 2001). Os adenovirus sdo altamente
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prevalentes na populacdo humana (VOGELS et al., 2003) e a transmissdo pode ser por contato
direto de pessoa para pessoa, principalmente entre as criancas, em que a rota fecal-oral ¢ mais
comum. Também é possivel a transmissdao por aerossol (via aérea) em locais com aglomerados
populacionais. Os HAdV sdo responsaveis por infecgdes persistentes e ocorréncia de surtos
associados a exposicdo a agua potavel e recreacionais contaminadas (KUKKULA et al., 1997;
VAN HEERDEN et al., 2005). Apds os rotavirus, os adenovirus sdo 0s mais importantes
patdgenos virais causadores de gastroenterites em criancas (ALLARD et al., 1992; CRABTREE
etal., 1997; FONG & LIPP, 2005; HARSI et al., 1995).

Os adenovirus também sdo responsaveis por doencas no trato respiratério, gastrointestinal e
urinario, infec¢bes oculares e, ocasionalmente, pode levar a doencas mais graves que afetam o
cerebro, coragdo, rins ou figado, especialmente em individuos imunodeficientes (GONCALVES
& DE VRIES, 2006; KOJAOGHLANIAN et al., 2003). Segundo pesquisa realizada por Allard e
colaboradores (2001), as infec¢bes por adenovirus ocorrem durante todo o ano, e ha pouca ou

nenhuma variacdo sazonal.

Estudos realizados por Enriquez et al. (1995), Gerba et al. (2002a) e Gerba et al. (2002b)
concluiram que os adenovirus sdo estaveis, resistentes a temperaturas e radiacdo ultravioleta e

podem sobreviver por periodos prolongados no meio ambiente.

3.4.2.2. Norovirus

Norovirus (NVs) é a denominacdo oficial do género de virus previamente descrito como
Norwalk-like virus, pertencem a familia Caliciviridae e possuem simetria icosaédrica (figura 7).
Até recentemente os NVs eram conhecidos como calicivirus, devido a sua relagdo com a familia
Caliciviridae, e também como Small Round Structured Viruses (SRSV), devido suas
caracteristicas morfologicas. Estes virus medem entre 27 e 30 nm, ndo sdo envelopados e nem
cultivaveis e possuem estrutura simples: um capsideo e o acido nucléico. O material genético
esta contido em uma fita simples de RNA, organizada em trés “quadros de leitura aberta” (open
reading frames — ORF), no qual ORF1 codifica proteinas ndo estruturais, ORF2 codifica a
principal proteina estrutural (VP1) e ORF3 codifica uma proteina pequena do capsideo associada
a estabilidade de VP1 (ATMAR & ESTES, 2006; BEURET, 2002; KOOPMANS et al., 2002;
GARRAFA, 2009; LIU et al., 2007).
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Com base em comparacGes com as seqiiéncias genéticas da RNA polimerase dependente de
RNA e com proteinas do capsideo, os norovirus foram subdivididos em cinco genogrupos (Gl ao
GV). Os dois maiores genogrupos, Gl e Gll, incluem os norovirus mais comuns e diversos
(ANDO et al., 2000; PANG et al., 2005; ZHENG et al., 2006).

Os norovirus sdo responsaveis pela maioria dos surtos de diarréia ndo-bacteriana em todas as
idades e também tém sido associados aos surtos causados por dgua e alimentos contaminados.
Estes virus podem ser transmitidos de forma direta, pelo contato pessoa-pessoa, oOu
indiretamente, via agua, alimentos e ambientes contaminados. Aparentemente, a transmissdo
entre pessoas é a rota mais comum de infeccdo (KOOPMANS et al., 2002; KOOPMANS &
DUIZER, 2004).

FIGURA 7 — Representacdo esquematica de um norovirus.
Fonte: http://www.foodpoisonjournal.com/food-poisoning-information/fda-approves-of-first-early-
detection-norovirus-test/

Altamente infecciosos e estaveis, 0s norovirus sdo mais resistente as técnicas de desinfeccdo que
a maioria das bactérias e outros agentes virais, tais como niveis de cloro inferiores a 10 ppm,
congelamento por anos e aquecimento a 60°C por 30 minutos. Entretanto, a temperatura de
cozimento (ebulicdo ou acima) é, provavelmente, adequada para inativacdo dos norovirus e da
maioria dos virus entéricos patogénicos. Entre os virus entéricos, 0s norovirus sdo 0s mais

resistentes a inativacdo por cloro, permanecendo vidveis em &guas tratadas com cloro em
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concentragdes de 3,75 mg/L a 6,26 mg/L, normalmente usadas no tratamento de agua potavel
Também podem persistir no meio ambiente, sendo proposto que podem circular no ambiente em
pequeno ndmero em uma populacdo até que um individuo infectado contamine uma fonte
comum de &gua ou alimento, resultando em surto explosivo (APPLETON, 2000; BARRELLA,
2008; LEBARON et al, 1990).

3.4.2.3. Rotavirus

Os rotavirus (RV) pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus, cuja morfologia é esferica,
semelhante a uma roda radiada (do latim “rota”, significa roda) (figura 8). Estes virus ndo sdo
envelopados e possuem simetria cibica, com didmetro de aproximadamente 72 nm (FAUQUET
et al. apud NISHIDA, 2009; GLASS et al., 2006).

FIGURA 8 — Particula de rotavirus. Localizacdo de proteinas e visualizacdo tridimensional.
FONTE: <http://www.reoviridae.org/dsRNA_virus_proteins/Rotavirus.htm>
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Os virus pertencentes a este grupo possuem um capsideo icosaédrico de 3 camadas protéicas, ndo
envelopadas, com 60 espiculas protéicas e seu material genético € um RNA de fita dupla,
constituido de 11 segmentos e tamanho aproximado de 18.000 pares de base. Das doze proteinas
dos rotavirus, seis sdo estruturais, denominadas VP (do inglés “viral protein™), sendo elas VP1,
VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7, e outras seis ndo estruturais, NSP (no inglés ‘“Non-structural
protein”), a NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6 (ESTES & KAPIKIAN apud NISHIDA,
2009; GLASS et al., 2006). A camada mais interna, core, é formada pela proteina VP2 e envolve
0 genoma viral. A camada intermediaria, capsideo interno, € composta pela proteina VP6,
enguanto que a camada mais externa, capsideo externo, é constituida pelas proteinas VP4 e VP7
(ESTES apud CIARLE & ESTES, 1999).

Os rotavirus sdo classificados em sete sorogrupos de A a G, reconhecidos com base na
especificidade antigénica da proteina VP6. O grupo A é o mais comum dos rotavirus humanos e
¢ ainda classificado em sorotipos e/ou genotipos. Os sorotipos G ou P sdo determinados pela
reatividade do virus em ensaios de neutralizacdo com base nas proteinas VP7 ou VP4 do
capsideo, respectivamente. Os genotipos P ou G sdo determinados por seqlienciamento,
amplificacdo ou hibridizacdo dos genes 4 ou 9 que codificam as proteinas VP4 ou VP7
(KAPIKIAN & CHANOCK apud TAVARES et al., 2005). O grupo A é o mais importante na
patologia humana e esta associado a quadros graves de gastroenterites em criangas e lactentes,
enquanto os grupos B e C sé@o 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).

A via de transmissdo do rotavirus é fecal-oral, contando com importante participagdo do
ambiente, agua, alimentos e fomites. Além disso, este virus possui elevada resisténcia dos as
condi¢Bes ambientais, permanecendo viavel por 60+16 dias em esgoto comum, ou até mesmo
infectantes em temperaturas tdo altas quanto 50 °C (FAUQUET et al. apud NISHIDA, 2009;
WHO, 2006).

Os rotavirus sdo o0s responsaveis pela maioria dos casos de diarréia aguda em criangas com
menos de cinco anos de idade, associado a 111 milhdes de episodios diarréicos anuais e

estimadas 870.000 mortes de criancas com idade inferior a 3 anos, em paises em
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desenvolvimento, por ano (KAPIKIAN & CHANOCK apud SCHWARZ et al., 2002;
PARASHAR et al., 2003; PARASHAR et al., 2006).

35. DETECCAO E QUANTIFICACAO DE MICRORGANISMOS EM
AMBIENTES AQUATICOS

Os agentes patogénicos presentes na agua estdo diretamente ligados a presenca de fezes de
individuos e ou animais doentes. Testar uma amostra de agua para verificar a presenca de
patdgenos é uma forma de determinar sua qualidade sanitéria, todavia as analises de laboratorio
seriam de extrema complexidade para verificacdo de cada possivel agente patogénico, além de
custoso e de demandar tempo para a execucdo das séries testes. Entretanto, alguns
microrganismos podem ser usados como indicadores da eficiéncia das medidas de controle ou
como indices para potencial presenca de microrganismos patogénicos (WHO, 2008). Esses
microrganismos devem possuir uma série de caracteristicas, dentre elas, estar presente em grande
quantidade em fezes humanas e de animais de sangue quente, ndo se multiplicar em aguas
naturais e ser detectavel por métodos laboratoriais simples e rapidos. Assim, bioindicadores sdo
bastante utilizados na rotina de controle de qualidade da agua em todo o mundo.

3.5.1. Deteccéo e quantificacéo de bactérias bioindicadoras de poluicéo fecal

A deteccdo e a quantificacho de bactérias do grupo coliforme, como os coliformes
termotolerantes e Escherichia coli, e enterococos, em aguas ambientais, sd0 comumente
realizadas por 6rgaos de controle ambiental, visto que € preconizado na legislagéo brasileira para

monitoramento da qualidade sanitaria.

Tipicamente, os testes para coliformes termotolerantes e E. coli sdo realizados a partir da
fermentacdo por tubos multiplos, baseada na fermentacdo da lactose com producdo de acido e
gas apos 48 horas, e pelo método da membrana filtrante, também baseada na fermentacdo da

lactose.
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A técnica de membrana filtrante para deteccdo e quantificacdo de coliformes termotolerantes em
agua, utilizada no presente estudo, é uma metodologia reprodutivel, pode ser utilizada para
grandes volumes de 4agua e, em geral, os resultados podem ser obtidos mais rapidamente em
comparacdo com a técnica de tubos mdaltiplos. Nesta técnica podem ser utilizados diversos
meios, como 0 M ENDO MF, para coliformes totais, e Caldo M-FC, para coliformes
termotolerantes (APHA, 1992).

As bactérias do grupo coliforme possuem a enzima B-D-galactosidase que permite a degradagédo
de ortho-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (ONPG), produzindo o produto amarelado
onitrophenol. A E. coli possui a habilidade de clivar a methylumbelliferyl-B-glucuronide (MUG),
resultando na formacdo do produto fluorescente 4-methylumbelliferone. Assim, utilizando estas
caracteristicas, a deteccdo destes microrganismos em amostras ambientais pode ser realizada por
um metodo mais rapido, o Colilert, desenvolvido pela IDEXX, e que detecta simultaneamente
coliformes totais e E. coli na agua em 24 horas de incubacéo, com sensibilidade e especificidades
equivalentes as do tubo multiplo e da membrana filtrante (ECKNER, 1998; NOVEL & NOVEL,
1976).

Os enterococos, assim como os coliformes e E. coli, também sdo utilizados como indicadores de
contaminacdo fecal. A metodologia de deteccdo de enterococos em amostras de agua também
pode ser realizada pela técnica de Tubos Mdltiplos e por membrana filtrante. Para tubos
multiplos é utilizado Caldo Dextrose Azida (CDA), com incubacdo de 24 ou 48 horas, €
posterior teste confirmativo com &gar m-Enterococcus (APHA, 1992).

Para a andlise de enterococos em agua utilizando a metodologia membrana filtrante, o Standard
Methods (2009) recomenda a utilizagdo dos meios mE seguido de EIA (composto de ferro e
esculina). Para confirmacdo do teste, podem ser utilizados os meios caldo infuséo de cerebro-

coracdo, agar infusdo de cérebro-coracdo e agar bile esculina (APHA, 2009)..

Uma metodologia mais rapida para deteccdo e quantificacdo de enterococos em &gua foi
desenvolvida pela IDEXX, o Enterolert. Este método tem alta sensibilidade para detecgdo de
enterococos em amostras de agua (ECKNER, 1998) e ndo tem apresentado diferencas
significativas entre os resultados por este método e por membrana filtrante (FRICKER &
FRICKER, 1996).
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3.5.2. Deteccéo e quantificacédo de virus entéricos

A deteccdo de virus em ambientes aquéticos depende de métodos que sejam capazes de detectar
pequenas quantidades de particulas virais em grandes volumes de dgua. Segundo Bosch (1998),
as etapas basicas da analise virologica da agua sdao de amostragem, concentracao
descontaminacdo / remocéo de inibidores e de deteccdo de virus especificos. A concentracdo das
amostras de agua é uma etapa critica, pois o0 virus pode estar presente em um ndmero tdo baixo

que € necessario reduzir o volume da amostra a ser analisados.

Muitos estudos foram publicados sobre os métodos de concentracdo e purificagdo de virus em
amostras de dgua (ABBASZADEGAN et al., 1993; JAYKUS et al., 1996; SCHWAB et al.,
1995, 1996; SHIEH et al., 1995). Na década de 90, quando as técnicas moleculares foram
desenvolvidas e aplicadas para deteccdo de virus, muitos estudos focaram na purificacdo das
amostras e remocao de inibidores da PCR na etapa de concentracdo. Contudo, estas técnicas
foram desenvolvidas para serem aplicadas apdés o método de concentracdo convencional, de
adsorcédo e eluicdo de membrana positiva usando extrato de carne. Katayama e colaboradores
(2002) desenvolveram um método de concentracdo de amostras com lavagem acida entre as
etapas de adsorcdo e eluicdo em membrana negativa. A vantagem deste método sobre a técnica
convencional é que a amostra concentrada pode ser submetida a RT-PCR sem purificacdo
adicional, mesmo apds a ultraconcentracdo em centrifuga (KATAYAMA et al., 2008).

A etapa de extracdo de acidos nucléicos desenvolvida por Boom et. al. (1990) mostrou-se
sensivel, rapida, reprodutivel e simples, ndo requerendo equipamentos especializados e
conhecimento em bioquimica. Além disso, o risco de contaminacdo pessoal por patdégenos é

pequeno e o risco de contaminacgdo entre amostras também (BOOM et al., 1990).

Alguns autores recomendam que as amostras, apos passarem pela etapa de extracdo de acidos
nucléicos, sejam tratadas para a conversdo de RNA em DNA (Etapa Sintese de DNA
Complementar), visto que este é mais estdvel, com menor risco de degradacdo (ITURRIZA-
GOMARA et al., 1999).

O método ideal de deteccdo de virus em agua deve ser rapido, sensivel, altamente preciso, de
facil execucdo, podendo ser executado em nimero elevado e de baixo custo. Atualmente,
tecnologias mais rapidas e sensiveis sdo utilizadas na deteccdo de virus em amostras ambientais e

clinicas. O uso de técnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia pela Polimerase — PCR e
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hibridizacdo de acidos nucléicos para deteccdo de virus entéricos em amostras de agua, vem

sendo bem documentado nos ultimos anos.

A PCR tornou-se um importante método para a deteccdo rapida, sensivel e especifico para
agentes bacterianos e virais na ultima década. Esta técnica consiste na amplificacdo in vitro do
DNA alvo utilizando-se enzimas polimerases termoestaveis (por exemplo, a enzima Taq). Este
método é utilizado para detectar microrganismos patogénicos em diferentes ambientes e é
eficiente também na deteccdo de virus de dificil cultivo ou incultivdveis. A PCR também pode
ser usada como uma ferramenta analitica de indicagdo de potenciais de surtos de doengas
(TOZE, 1999; TSAI et al., 1994). Esta deteccdo tradicional de DNA amplificado baseia-se na
eletroforese do &cido nucléico na presenca de brometo de etidio e na visualizacdo ou analise na
densidade das bandas com auxilio da luz ultravioleta (MACKAY et al., 2002).

Mais recentemente, uma derivacao da técnica, denominada PCR Real Time (ou PCR em tempo
real ou gPCR) também foi aplicado para quantificar a presenca de microrganismos em amostras
ambientais, no esgoto bruto e no esgoto tratado (HARAMOTO et al., 2010; HE & JIANG, 2005;
LA ROSA et al., 2010). Este método utiliza a atividade 5' nuclease da Taq polimerse para clivar
uma sonda de hibridizacdo durante a fase de extensdo da PCR, descrito primeiramente por
Holland et al. (1991), permitindo o monitoramento em tempo real. Este método melhora a
precisdo e a sensibilidade da PCR tradicional, acrescentando uma sonda fluorescente de modo
que o gene-alvo possa ser detectado e quantificado (KALININA et al., 1997; HEID et al., 1996).
A (gPCR detecta acumulo de amplicon durante os ciclos de reacdo, havendo uma relacao
quantitativa entre a quantidade da amostra inicial e a quantidade de produto nos ciclos. Os dados
sdo, entdo, medidos na fase exponencial da reacdo de gPCR com auxilio de um software,
enquanto que os métodos tradicionais de PCR usam gel de Agarose ou outros métodos de
deteccdo pos-PCR, que ndo sdo tao precisos (APPLIED BIOSYSTEMS, 20-?). A gPCR realiza
ciclos com tempo reduzido e eliminou os procedimentos de deteccdo da Pos-PCR, pois a
manipulacdo do amplicon pés-amplificado ndo é necessaria (este método € descrito como
“fechado” ou sistema homogéneo) (HEID et al., 1996; MACKAY et al., 2002).

O estudo da presenca de microrganismos patogénicos tem relevante significado sanitario,
considerando-se a atual situacdo do saneamento béasico encontrado nos estornos da Baia de
Vitdria e Ilha das Caieiras. Neste trabalho serdo utilizadas as técnicas de PCR convencional e
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PCR Real Time para deteccéo, identificacdo qualitativa e quantificacdo de virus na agua desta
regido. A deteccdo de bactérias e virus entéricos na dgua pode ser um importante indicador
epidemiolégico e demonstrar de modo indireto a ocorréncia de doenca de veiculagdo hidrica na
populagéo.

4. METODOLOGIA

4.1. PONTOS DE COLETA DE AGUA

O estudo foi realizado no estuério da Baia de Vitoria, na area adjacente a regido da Grande Séao
Pedro, no municipio de Vitéria — ES (figura 9) e foi constituido das seguintes etapas: (1) coleta
de amostras de agua em quatro pontos do sistema estuarino da Baia de Vitoria (P1, P2, P3 e P4)
e (2) monitoramento da qualidade da &gua a partir de analises fisico-quimicas, deteccdo de
bactérias indicadoras de poluicdo fecal (Coliformes Termotolerantes e Enterococcus) e de virus

entéricos (adenovirus, norovirus e rotavirus).

As coletas de agua no estudrio foram realizadas em quatro pontos pré-definidos e
georreferenciados por GPS (tabela 3). As coletas nos pontos P1, P2 e P3 foram realizadas entre
0s meses de janeiro de 2011 e julho de 2012, enquanto que no P4 as coletas ocorreram nos meses
de maio de 2011 a julho de 2012. Os pontos P1, P2 e P3 foram estudados anteriormente por
Justino (2009), mas ao longo da pesquisa identificou-se a necessidade de verificar a qualidade da
agua do estuario na saida do Rio Bubu (P4), pois o local servia para extracdo de ostra para

comercializagdo. Para acesso aos locais de coleta foi utilizando barco a motor.



53

FIGURA 9 — Pontos de coleta de amostra na Baia de Vitoria.

TABELA 3 — Descricdo e coordenadas geogréficas dos pontos de coleta das amostras de agua (P1, P2, P3

e P4).
PONTO DESCRICAO COORDENADAS

Manguezal préximo a foz do rio S 20°15°641

P1 Santa Maria da Vitdria W 40°19°960
Préximo ao manguezal da ilha na S 20°16°262

P2 Baia de Vitoria W40°20°632
P3 Proximo aga(i:glilrsaga IIha das S 20°16'597
W 40020217

Manguezal préximo a foz do rio S 20°16°525

P4 Bubu W 40°21°086
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A coleta inicia-se no Ponto 1 (P1), seguindo para o Ponto 2 (P2), Ponto 4 (P4) e é finalizada no

Ponto 3 (P3), no cais da llha das Caieiras. Os pontos podem ser observados na figura 10.

(b) P2, (c) P3 e (d) P4.

O ponto 1 localiza-se proximo a desembocadura do Rio Santa Maria da Vitoria, em uma regido
cercada por vegetacdo tipica de manguezal. O ponto 2 também esté cercado por vegetacdo e nao
recebe fluxo direto de dgua doce de nenhum rio da regido. O ponto 3 é o mais proximo da zona
antrdpica, localizado no cais do bairro llha das Caieiras, € é o ponto mais distante da
desembocadura dos rios da regido. O ponto 4 localiza-se na foz do rio Bubu, mas em uma zona
de maior influéncia da agua salobra. Nos pontos 1 e 2 ha o crescimento de sururu e no ponto 4 ha
o0 crescimento de ostra, ambos extraidos para comercializacdo na llha das Caieiras. Estes pontos
séo visitados diariamente por pescadores da regido.
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4.2. COLETA AMOSTRAL

Em cada ponto foram coletados 2 L litros de amostra de dgua estuarina, aproximadamente 15 cm
abaixo da superficie, no periodo matutino. As coletas tiveram periodicidade mensal, entre 0s
meses de janeiro de 2011 a julho de 2012, totalizando 72 amostras, no periodo matutino, com a
altura da maré de 0,8 a 1,2 m, enchente, para permitir a coleta de mariscos e sedimento que

foram analisados em outros trabalhos.

4.3. ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

ApOs serem coletadas, as amostras de agua foram armazenadas protegidas da luz e sob
refrigeracdo em caixa térmica, e transportadas para o Laboratério de Saneamento (LABSAN),
para posterior analise. As amostras que nao foram processadas no momento em que chegaram ao

laboratdrio foram mantidas em refrigerador a 4°C por, no maximo, 2 horas.

4.4. ANALISES LABORATORIAIS

As analises fisico-quimicas e microbiologicas da agua foram realizadas no LABSAN, da UFES,
com excec¢do da quantificacdo do material viral nas amostras, que foi realizada na Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), localizada no Rio de Janeiro/RJ. As amostras foram transportadas
em gelo seco, dentro de caixa térmica, para que permanecessem resfriadas e conservadas até a

realizacdo das analises em laboratorio.
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4.4.1. Anélises Fisico-Quimicas das Amostras de Agua

As analises fisico-quimicas realizadas foram: pH, condutividade, turbidez, cor aparente, cor

verdadeira, solidos totais, sélidos dissolvidos, oxigénio dissolvido, salinidade e temperatura.

A temperatura da 4gua nos pontos de coleta foi medida in loco, utilizando-se um termdmetro de
mercurio. O termdmetro foi mergulhado na &gua, a aproximadamente 15 cm da superficie, até a

estabilizacdo da temperatura.

As medicdes de pH foram realizadas utilizando-se pHmetro de bancada DM-22, eletrodo

Digmed, e para analise de condutividade foi utilizado o Condutivimetro Jenco Eletronics, 1671.

A turbidez das amostras de agua foi medida por um turbidimetro microprocessado (Alfakit) e a
salinidade por salindmetro manual de precisdo 0~100% (1000 a 1.070SG), modelo 211, marca

Biobrix.

A andlise de oxigénio dissolvido foi realizada pelo método de Winkler, a partir da titulacdo de

Na,S,03 na amostra de d&gua com adi¢do de acido sulfdrico concentrado e suspensdo de amido.

As analises de Sdélidos Totais foram realizadas de acordo com as recomendacdes do Standard
Methods for Water and Wastewater (APHA; AWA; WEF, 2005). Foram feitas analise de Solidos
Dissolvidos Totais (SDT) para residuos filtraveis.

A precipitacdo acumulada do periodo de monitoramento foi obtida a partir de planilhas de
controle operacional disponibilizadas pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural — INCAPER.

4.4.2. Analises Microbiologicas das Amostras de Agua

4.4.2.1. Deteccéo e Quantificacdo de Coliformes Termotolerantes

A deteccdo e a quantificacdo de Coliformes Termotolerantes nas amostras de agua foram
realizadas a partir da metodologia por Membrana Filtrante (APHA, 2005).

As diluicBes das amostras foram feitas conforme o nivel de contaminacdo esperado para cada

ponto. As dilui¢bes para cada ponto foram:
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P1: diluicBes 10, 10 e sem diluicéo;
P2: diluicdes 10, 10 e sem diluicéo;
P3: diluicdes 10, 10% e 107%;

P4: diluicdes 10, 10 e sem diluicéo.

As amostras diluidas foram filtradas em membrana de nitrocelulose quadriculada, de 47 mm de
didmetro e porosidade de 0,45uM (Unifil).

Apos a filtragdo, as membranas foram transferidas para placas de Petri contendo meio Agar m-
FC (Difco) e incubadas em incubadora a 44,5 + 0,2 °C por 24 horas. Apés o periodo de
incubacdo, as col6nias foram contadas (crescimento de coldnias azuis indica a presenca de
coliformes termotolerantes; coldnias atipicas podem se apresentar de cor amarela e incolor) e o
resultado foi obtido a partir da formula 1 e expresso em Unidade Formadora de Colénia em 100
ml de amostra (UFC / 100mL).

UFC/100 mL = numero de colbnias tipicas x dilui¢do (1)
100

4.4.2.2. Deteccdo e Quantificacdo de Enterococcus sp.

A deteccdo e a quantificacdo de Enterococcus spp. nas amostras de agua foram realizadas a partir

da metodologia por Membrana Filtrante, padronizada pela CETESB.

Os meios utilizados para analise de enterococos foram mE e EIA, da Difco, conforme Norma
Técnica L5.212, da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo — CETESB (1993) e
recomendado pelo Standard Methods (2009).

As diluicBes das amostras de dgua foram feitas conforme o nivel de contaminacéo esperado para

cada ponto, sendo:

P1: diluicdes 10, 107 e sem diluico;
P2: diluicdes 10, 10 e sem diluicéo;
P3: diluicdes 10, 10% e 107%;

P4: diluicdes 10, 10 e sem diluicéo.
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As amostras diluidas foram filtradas em membrana de nitrocelulose quadriculada, de 47 mm de
didmetro e porosidade de 0,45uM (Unifil).

ApoGs a filtracdo, as membranas foram transferidas para placas de Petri contendo meio mE
(Difco) e incubadas em incubadora a 41,0 + 0,5 °C por 48 horas. Ap6s o periodo de incubagdo, a
membrana contendo coldnias de coloracdo tipica (de rosa a vermelho-escuro) foi transferida para
o meio Agar EIA (Ferro Esculina Agar), sendo mantida a 41°C durante 20 minutos. As col6nias
tipicas de enterococos desenvolveram precipitado preto ou marrom avermelhado em decorréncia
da hidrélise da esculina presente no meio EIA. A contagem das col6nias é feita usando luz
fluorescente e lente de aumento, e, assim calcula-se a densidade de enterococos na amostra

examinada.

Os resultados da anéalise de enterococos em &gua foram obtidos a partir da formula 2 e expressos
em Unidade Formadora de Col6nia em 100 mL de agua (UFC / 100 mL).

UFC/100 mL = numero de coldnias tipicas x dilui¢do (2)
100

4.4.2.3. Deteccdo, Qualificacdo e Quantificacdo de Virus Entéricos

A deteccdo de virus entéricos na dgua ocorreu em 4 etapas: concentracao/eluicdo, extracdo de
acidos nucléicos, sintese de DNA complementar (cDNA) e amplificacdo do material genético

por PCR Convencional e PCR Real Time.

4.4.2.3.1. Concentragdo das amostras de agua

A concentracdo das amostras de agua para posterior deteccdo de virus foi realizada pela técnica
de adsorcéo-eluicdo em membrana carregada negativamente, conforme metodologia proposta por

Katayama, Shimasaki e Ohgaki (2002), com modificacdes.

Nesta etapa, 1 L da amostra de 4gua, medido em proveta, foi disposto em um becker de 2 L e
adicionado 1 L do tampdo Tris/Ca™ 0,01 M pH 7,2. Apés homogeneizacdo em agitador
magnético, a solucdo passou por filtragdo em membrana de éster de celulose de poro 1,2 um, 142

mm de didmetro (Millipore), para remocéo de particulas solidas grosseiras, utilizando recipiente
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de pressdo para dispensacdo (Millipore). O material filtrado teve seu pH ajustado para 3,0 a 3,5
com HCI 10 N e novamente passou por filtracdo em membrana em éster de celulose carregada
negativamente, mas com poro de 0,45 um (Millipore). O filtrado foi descartado e a membrana foi
lavada com H,SO, 0,5 mM e, posteriormente, eluida com 10 mL de NaOH 10mM. O eluato
resultante foi neutralizado com H,SO4 50 mM e TE 100X.

Ap0s transferéncia para tubos Amicon Ultra-15 (50 KDA, Millipore), as amostras de agua foram
submetidas a técnica de ultrafiltracdo. As amostras foram submetidas a centrifugagdo a 6700xg, a
4°C, por cinco minutos e, em seguida, adicionou-se 10 mL de agua Milli-Q, repetindo-se a

centrifugagdo até que o volume da amostra atingisse aproximadamente 400 pL.

Apds a segunda centrifugacdo, completou-se o volume da amostra com agua Milli-Q para 800
uL e foi feita a distribuicdo em dois tubos eppendorf de 1,5 mL (duplicata). As amostras foram

submetidas a extracdo de acidos nucléicos imediatamente, ou armazenadas em freezer a -80°C.

4.4.2.3.2. Extracao dos acidos nucléicos

A extracdo de acidos nucléicos foi realizada a partir da metodologia proposta por Boom e
colaboradores (1990). O método se baseia na adsor¢do dos acidos nucléicos em microparticulas
de silica com auxilio do tiocianato de guanidina/EDTA como agente de lise celular e dissociacao

da ribonucleoproteina viral.

Apobs a etapa de ultraconcentracdo descrita no topico anterior, adicionou-se 1 mL de solucdo
tampdo L6 aos 400 puL da amostra, contidas em tubo eppendorf de 1,5 mL, e homogeneizou-se
com o Vortex. Apds aproximadamente cinco minutos a temperatura ambiente, foram adicionados
10 pL de silica, homogeneizou-se e a amostra foi incubada por 20 minutos em agitador orbital, a
temperatura ambiente. A amostra foi, entdo, centrifugada e o sobrenadante descartado. Ao pellet
resultante foram adicionados 500 pL de tampdo L2 e o material foi homogeneizado e

centrifugado, com descarte do sobrenadante novamente.

Ao sedimento foram adicionados 500 pL de alcool 70% (gelado), seguido de homogeneizagéo e
centrifugagdo, com descarte do sobrenadante. Este procedimento foi repetido usando-se acetona
P. A. gelada.
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Ap0s o descarte do sobrenadante, incubou-se a amostra em banho-maria por 15 minutos a 56°C,
com a tampa do eppendorf aberta para evaporar a acetona. Posteriormente, adicionou-se 30 pL
de TE 1X (pH 7,4), homogeneizou-se e novamente incubou-se em banho-maria por 15 minutos a
56°C (eppendorf fechado).

Para finalizar, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante foi coletado e passado para tubo

eppendorf de 0,5 mL, para uso futuro.

4.4.2.3.3. Sintese de DNA complementar (cDNA)

O material genético extraido foi submetido a reacdo de transcricdo reversa para a obtencdo do
DNA complementar (cDNA). Este procedimento é fundamental para a realizacdo das outras
etapas, pois 0 DNA é mais estavel que o0 RNA, tornando o armazenamento e a conservagdo do

material genético mais seguro contra perda das informacdes genéticas.

O DNA complementar foi sintetizado a partir de acido nucléico extraido das amostras P1, P2, P3
e P4, segundo o protocolo proposto por Iturriza-Gomara e colaboradores (1999), com

modificages.

Em um tubo eppendorf foram adicionados 5 pL de acido nucléico extraido e 1 pL. de DMSO.
Esta mistura foi submetida a 97°C por sete minutos, para a desnaturacdo do material genético, e
mantida em gelo por 2 minutos. Em seguida, foi adicionado um mix de reacdo contendo agua
Milli-Q, tampdo (10X Buffer, Invitrogen), DNTPs (Invitrogen), MgCl, (Invitrogen), iniciador
randomico hexanucleotidico pdN6™ (Amersham Biosciences) e enzima Transcriptase Reversa

Superscript 1l (Invitrogen), totalizando 20 pL de mix, conforme tabela 4.



61

TABELA 4 — Concentracao final dos reagentes para sintese de cDNA.

REAGENTE CONCENTRACAO FINAL
Agua Milli-Q g.s. p.
10X Buffer 1X
DNTPs 200 uM
MgCl, 2,5 mM
Primer pdN6 20 mU

Enzima Transcriptase Reversa
_ 60 U
Superscript 11

Este material foi incubado 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.

4.4.2.3.4. Detecgdo por PCR Qualitativa

O DNA presente nas amostras foi quantificado a partir da Densidade Optica (DO), determinada
pela absorbancia da amostra nos comprimentos de onda 260 e 280 nm, utilizando-se
espectrofotdmetro Ultrospec 100. Com a analise da DO foi possivel determinar, de forma
aproximada, o volume de cDNA, em pL, a ser utilizado na amplificagdo por PCR convencional.
Cerca de 1 pg de DNA foi utilizado na 1* PCR (MEY et al., 2006).

Os iniciadores utilizados nas reacOes da 1* PCR, Nested PCR e Semi-Nested PCR, seus

amplicons e sequéncias de oligonucleotideos estdo na tabela 5 abaixo.
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TABELA 5 — Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores.

VIRUS REACAO INICIADOR SEQUENCIA (5°—3°) AM?F';E';):ON
e PCR Hex1 GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC 301
AdV Hex2 CAGCACSCCICGRATGTCAAA
Nested NeHex 3 GCCCGYGCMACIGAIACSTACTTC 171
PCR NeHex4 CCYACRGCCAGIGTRWAICGMRCYTTGTA
e PCR RV1 GTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1059
RV2 CTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTG
RV
Nested RV3 TGTATGGTATTGAATATACCAC 346
PCR RV4 ACTGATCCTGTTGGCCAWCC
1 PCR SRII-1 CGCCATCTTCATTCACAAA 514
SRII-2 TWCTCYTTYTATGGTGATGATGA
NoV :
I\Sle”t“;j SRII-2 TWCTCYTTYTATGGTGATGATGA 203
este
PCR SRII-3 TTWCCAAACCAACCWGCTG

FONTE: JUSTINO, 2009. Adaptado.

A amplificacdo de acidos nucléicos na PCR Qualitativa para deteccdo de adenovirus, rotavirus e
norovirus foi realizada a partir do cDNA sintetizado. O volume de cDNA equivalente a 1 ug de
DNA foi adicionado ao mix de reacdo (tabela 6) e cobertos por 30uL de 6leo mineral. A

amplificacdo dos fragmentos virais ocorreu no termociclador PTC-100, verséo 7.0, MJ Research.
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TABELA 6 — Composicdo dos mixes da 12 PCR e Nested PCR para adenovirus (AdV), rotavirus )RV) e
norovirus (NoV), com concentracfes finais dos reagentes.

TAMPAO ENZIMA TA
10X DNTP MgCl, PRIMER POLYMERAS?E

AdV 12 PCR AdV 1X 200pM 1,5mM 0,4uM 1U
Nested PCR 1X 200uM 1,5mM 0,4 uM 1U

RV 12 PCR RV 1X 200pM 1,5mM 0,24 uM 2U
Nested PCR 1X 200uM 3,5mM 0,24 uM 2U

NoV 12 PCR NoV 1X 200uM 2,5mM 0,4 uM 1,25U
Semi-Nested 1X 200uM 2,0mM 0,4 uM 1,25U

Na amplificacdo de fragmentos de DNA de adenovirus foram utilizados os iniciadores Hex 1 e
Hex 2, na 12 PCR, e NeHex 3 e NeHex 4, na Nested PCR, encontrados na regido conservada do
gene hexon, previamente descritos por Allard e colaboradores (2001). Para analise de rotavirus,
foram utilizados os iniciadores RV 1 e RV 2, na 12 PCR, e RV 3 e RV 4, na Nested PCR,
encontrados em regido conservada do gene VP7 para rotavirus do grupo A, previamente
descritos por Hafliger e colaboradores (1997). Na 12 PCR de norovirus foram utilizados os
iniciadores SRII-1 e SRII-2, enquanto que na Semi-Nested PCR utilizou-se SRII-2 e SRII-3,
encontrados em regido conservada do gene da RNA polimerase para o Genogrupo Il (GlI),
previamente descritos por Hafliger e colaboradores (1997). Devido a prevaléncia mundial de Gl
frente ao Gl, apenas GlI foi pesquisado neste trabalho (LEES, 2000).

As reacGes de amplificacdo dos fragmentos virais e AdV, RV e NoV foram realizadas no
termociclador utilizando os programas previamente descritos por Allard et al. (2001) e Hafliger
et al. (1997), conforme tabela 7, para 1* PCR, e tabela 8, para nested e semi-nested PCR. Apds a
reacdo da 12 PCR de cada virus, um microlitro de seu produto foi utilizado em reagdo de nested-

PCR correspondente.



TABELA 7 — Programas utilizados para reacfes da 12 PCR de AdV, RV e NoV.

ETAPA PROGRAMA AdV PROGRAMA RV PROGRAMA NoV
Desnaturagdo | 94°C/ 5min 94°C/ 5min 94°C/5min
Anela e 94°C/ 20s 94°C/ 20s 94°C/ 30s
extende 60°C/ 20s (35 x) 60°C/20s (35 x) 50°C/1min (40 x)
72°C/ 30s 72°C/ 30s 72°C/ 30s
E)%%giao 72°C/ 7Tmin 72°C/ 7min 72°C/ 7min

FONTES: ALLARD et al. (2001); HAFLIGER et al. (1997). Adaptado.

TABELA 8 — Programas utilizados para rea¢6es de nested PCR de AdV e RV e semi-nested PCR de

NoV.
ETAPA PROGRAMA AdV PROGRAMA RV PROGRAMA NoV
Desnaturagdo | 94°C/ 5min 94°C/ 5min 94°C/5min
94°C/ 20s 94°C/30s \
Anelae 60°C/20s  (35%) | 60°C/30s  (35x) | SHC/30S 404
extende 729C/ 30s 729C/1min 50°C/1min
72°C/ 30s
E’}tﬁ]’;slao 72°C/ 7min 72°C/ 5min 72°C/ 7Tmin

FONTES: ALLARD et al. (2001); HAFLIGER et al. (1997). Adaptado.

4.4.2.3.5. Visualizacéo dos produtos da PCR Convencional em gel de agarose
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Os produtos da PCR Convencional foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,8%,

contendo 0,5ng/ml de brometo de etideo, em tampao TBE 1X, por 1h a 100V. Foi utilizado

marcador de peso molecular de 100 pb da marca Fermentas e corante azul. O gel foi visualizado

em transiluminador de luz ultravioleta e fotografado por camera digital, para registro do

resultado.

4.4.2.3.6.. Quantificacdo por PCR Real Time

A quantificacdo do genoma dos virus presentes nas amostras utilizando a técnica da PCR real

time foi realizada com o auxilio do Kit TagMan Universal PCR Master Mix Kit (Applied

Biosystems). As andlises da gPCR foram realizadas em colaboragdo com o Laboratério de

Virologia Ambiental do Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro / RJ.
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As reacOes foram realizadas no termociclador para PCR Real Time ABI 7500 (Applied

Biosystems, California EUA).

Os desenhos das sondas e dos primers utilizados em cada reagdo da qPCR para adenovirus,

rotavirus e norovirus estdo apresentados na tabela 8 a seguir.

Para a amplificacdo e quantificacdo de fragmento especifico de adenovirus foram adicionados
5,0 uL de cDNA a mistura de reagdo, contendo master mix (Life Technologies), agua DNAse
free, primers e sondas. As concentra¢des dos primers e sondas estdo especificadas na tabela 9. A
gPCR foi realizada na regido conservada do gene hexon do virus, de acordo com 0 ensaio
descrito por Hernroth e colaboradores (2002). O protocolo original usa duas sondas diferentes
(5FAM e 3TAMRA), a fim de assegurar a amplificacdo e deteccdo de todos os tipos de
adenovirus (MUSCILLO et al., 2008).

As reagdes da qPCR para AdV ocorreram a 50 °C por 2 minutos (ativacdo), 95 °C por 10
minutos (desnaturacdo), 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos cada, finalizando a 60 °C por 1

minuto (anelamento e extensdo) (HERNROTH et al, 2002).

TABELA 9 — Primers e Sondas de AdV, RV r NoV para PCR Real Time.

VIRUS PFS{B'\;'\'EDR: / SEQUENCIA (5°—3")
AdV AdF CWTACATGCACATCKCSGG
(HERNROTH et al. AdR CRCGGGCRAAYTGCACCAG
2002) AdP FAM-CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-TAMRA
v NSP3-F ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG
(ZENG . ol 2008) NSP3-R GGTCACATAACGCCCCTATAGC
NSP3-P VIC — NONE AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA — MGB
NoV GlI COG2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG
(KAGEYAMA COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA
2003) RING?2 VIC-TGGGAGGGCGATCGCAATCT-TAMRA

Na amplificacdo e quantificacdo da carga viral referente a rotavirus foram adicionados 5,0 uL de
cDNA a mistura de reagdo, contendo master mix (Life Technologies), agua DNAse free, primers

e sondas. As concentragfes dos primers e sondas estdo especificadas na tabela 10. Os primers



66

utilizados na qPCR de RV sédo encontrados na regido conservada do gene NSP3, que codifica

uma proteina ndo estrutural ligada ao RNA, descritos por Zeng e colaboradores (2008).

As reacgdes para ampliacdo do fragmento especifico para RV ocorreram a 50 °C por 2 minutos
(ativacdo), 95 °C por 10 minutos (deshaturacdo), 45 ciclos de 95 °C por 15 segundos cada,

finalizando a 60 °C por 1 minuto (anelamento e extensdo) (ZENG et al., 2008).

Para as reaces de qPCR de norovirus, os primers utilizados, COG2, foram obtidos da regido
altamente conservada de juncdo das ORF1 e ORF2 do genogrupo GII de NoV, como
previamente descritos por Kageyama et al. (2003). Na amplificacdo e quantificacdo de norovirus
adicionou-se 5,0 uL de ¢cDNA a mistura de reagdo, contendo master mix (Life Technologies),
agua DNAse free, primers e sondas. As concentraces dos primers e sondas estdo especificadas

na tabela 9.

Para a quantificacdo do norovirus GlI foi utilizada a sonda RING2 e as rea¢Oes ocorreram a 50
°C por 2 minutos (ativacdo), 95 °C por 10 minutos (desnaturacdo), 40 ciclos de 95 °C por 15
segundos cada, finalizando a 60 °C por 1 minuto (anelamento e extensdo) (KAGEYAMA et al.,
2003).

TABELA 10 — Concentragdes finais dos reagentes da qPCR para AdV, RV e NoV.

Virus Primer Sonda
AdV 22,5 UM 11,25 uM
RV 10 pM 10 pM
NoV 22,5 mM 11,25 mM

4.4.2.3.7. Célculo para Conversdao em Numero de Cépias Genémicas/ml — qPCR

Os resultados da andlise quantitativa das amostras de dgua obtidos pela técnica PCR Real Time
(equipamento StepOne, Applied Biosystems) foram expressos em numero de copias gendmicas
por ciclo. Assim, foi necessaria a conversdo deste resultado expresso no programa para hiumero
de cdpias genébmicas por 100 mL de amostra de agua, ou nimero de particulas virais por 100 mL

de amostra de agua.
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O numero de particulas virais foi determinado pela multiplicacdo do numero de copias
gendmicas obtidas na reacdo de gPCR (X) por uma constante (K), representada pelas dilui¢cGes

ao longo do processo desde a concentragdo até a qPCR, conforme férmula 3.

N° particulas virais = (X x K)/10 (3)

Para calculo da constante, considerou-se as diluicGes ao longo do processo até a qPCR. Para
agua, K é igual a 60, referente a diluicdo de 5x na sintese de cDNA, 6x na extracdo de acidos
nucléicos e 2x na ultraconcentracdo. A divisdo pelo fator de 10 é para converter o valor gerado

por litro para a quantidade encontrada em 100 mL.

Assim, o numero de particulas virais em agua por 100 mL é obtida pela formula 4, a seguir.

N particulas virais = (X * 60)/10 (4)

4.5. CONTROLE DE QUALIDADE DOS RESULTADOS

Em todas as etapas foram utilizados controles positivos e negativos. Para realizagdo do controle
positivo, na etapa de concentracéo inicial, foram inoculadas nas amostras de agua cerca de 400
uL de suspensdo de fezes positivas, previamente preparadas a concentracdo de 10% em tampéo
Tris/HCI-CaCl, (0,01 M, 0,0015 M), pH 7,2, para cada um dos virus pesquisados, a fim de
verificar se a metodologia utilizada era eficiente na deteccdo de amostras positivas. As amostras
com fezes positivas obtidas de criancas com diarréia foram cedidas por colaboradores. Como
controle negativo foi utilizado dgua Milli-Q ao invés de amostras. Os procedimentos seguintes

foram os mesmos utilizados para amostras ambientais.

Nas etapas de extracdo, cDNA, PCR e gPCR também foram utilizadas como controles positivos
amostras previamente confirmadas como positivas, enquanto para controle negativo utilizou-se
agua Milli-Q ou Agua RNAse Free.
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Para evitar possiveis contaminacdes, as etapas de pré-PCR (ultraconcentracdo, extracao, sintese
de cDNA e preparacdo de mix para PCR) e p6s-PCR (PCR e leitura dos resultados) foram
realizadas em salas diferentes, sem que houvesse retorno de material e pessoal da sala p6s-PCR
para a pré-PCR. A sintese de cDNA e a preparacdo de mix para as reaces de PCR e qPCR

foram realizadas em capelas proprias.

Para confirmacao dos resultados obtidos, foram selecionadas aleatoriamente 20 % das amostras

para repeticdo dos procedimentos a partir de nova extracao de &cidos nucléicos.

4.6. ANALISES ESTATISTICAS

Foi realizada estatistica descritiva dos resultados obtidos utilizando o programa Excel 2007
(Office, Windows Seven) e BioEst 5.0. Para os resultados das analises fisico-quimicas e

bacterioldgicas foram avaliados: mediana, minimo e maximo.

5. RESULTADOS

Os resultados obtidos nos 19 meses de monitoramento dos pontos de coleta de agua P1, P2 e P3
e nos 15 meses de andlise de P4, quanto as analises fisico-quimicas, bacterioldgicas e

viroldgicas, estdo apresentados a seguir.

5.1. ANALISES FISICO-QUIMICAS

Os resultados do monitoramento da qualidade fisico-quimica da agua (turbidez, salinidade,
condutividade, solidos dissolvidos totais — SDT) estdo apresentados nas figuras 11, 12, 13 e 14.
O volume de precipitacdo acumulada dos cinco dias anteriores a coleta de cada més foi obtido
pelos dados pluviométricos cedidos pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
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Extensdo Rural — INCAPER, foi relacionado aos valores de turbidez, salinidade e condutividade.

A turbidez da dgua no més de novembro de 2011 ndo foi medida devido a defeito no aparelho

turbidimetro utilizado, enquanto a salinidade ndo foi verificada em maio de 2011, pois o

salindbmetro ndo estava disponivel.
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FIGURA 11 —Monitoramento da turbidez (UNT) da agua do estuario da Ilha das Caieiras e valores de
precipitacdo (mm —acumulado de cinco dias anteriores as coletas), do periodo de janeiro de 2011 e julho

de 2012.
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FIGURA 12 — Monitoramento da salinidade (%,) da 4gua do estuario da Ilha das Caieiras e valores de
precipitacdo (mm —acumulado de cinco dias anteriores as coletas), do periodo de janeiro de 2011 e julho
de 2012.
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FIGURA 13 — Monitoramento da condutividade (mS) da agua do estuario da llha das Caieiras e valores
de precipitacdo (mm — acumulado de cinco dias anteriores as coletas), do periodo de janeiro de 2011 e
julho de 2012.
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FIGURA 14 — Resultados do parametro Solidos Dissolvidos Totais (SDT) para o periodo de
monitoramento de janeiro/2011 a julho/2012.

Os pardmetros temperatura, pH, turbidez e SDT obtiveram pouca varia¢do ao longo do periodo
de monitoramento e ndo foi observada sazonalidade. O volume de precipitacdo acumulado nos 5
dias anteriores a cada coleta foi utilizado como parametro para verificar as possiveis variacdes
fisico-quimicas e microbioldgicas decorrentes de eventos chuvosos. Os parametros salinidade e
condutividade elétrica da agua mostraram-se mais influenciados pelo volume de precipitacdo que
os demais parametros fisico-quimicos, sendo observada a reducdo da salinidade e da

condutividade em periodos chuvosos.

Né&o foram observadas diferencas significativas entre os quatro pontos de coleta do estuario (P1,
P2, P3 e P4) para os parametros temperatura da agua (p = 0,4359), pH (p = 0,6864), turbidez (p =
0,1681), condutividade (p = 0,0137) e SDT (p = 0,0274). Entretanto, os valores de salinidade
observados neste estudo mostraram que P1, P2, P3 e P4 possuem diferencas significativas para
este parametro (p = 0,0056), devido, principalmente, a influéncia dos rios Santa Maria da Vitoria
e Bubu, que desembocam em P1 e P4, respectivamente. O lancamento de agua doce nestes
pontos, principalmente no Ponto 1, em que a coleta é feita mais proxima a foz do rio, diminuiu a
concentracdo de sal do meio e, embora a distancia seja pequena entre os pontos (menos de 3

Km), P1 possui menor salinidade média dentre os pontos estudados.
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A média, a mediana os valores maximos e minimos de todos os parametros fisico-quimicos

analisados durante o monitoramento podem ser visualizados na tabela 11 a seguir.

TABELA 11 — Estatistica descritiva (média, mediana, minimo, maximo) dos pardmetros analisados
(temperatura, pH, turbidez, salinidade, condutividade e sélidos dissolvidos totais) nos quatro pontos de
monitoramento, no periodo de janeiro de 2011 a julho de 2012 (n = 19).

Pardmetro ngﬁgtge arli\t/lnig'lt?ca Mediana Minimo Maximo
P1 22,2 25 22 30
Temperatura p2 22,7 26 22 29
(°C) P3 22,1 24,5 21 29
P4 20,8 24 22 26,5
P1 7,23 7,10 6,5 8,9
oH P2 7,50 7,50 6,6 8,7
P3 7,35 7,45 6,7 8,6
P4 7,38 7,05 6,6 9,1
P1 12,17 9,76 2,38 40,12
Turbidez P2 10,66 9,16 2,72 30,2
(UNT) P3 6,87 6,44 1,36 21,5
P4 7,62 7,47 1,02 21,2
P1 9,34 12,50 0 26
Salinidade P2 16,39 20,50 0 27
(%o0) P3 15,00 20,00 3 26
P4 17,46 20,50 0 27
P1 11,97 11,20 0,67 38,1
Condutivida P2 21,75 19,12 2,87 44,9
de (mS/cm) P3 22,08 19,42 5,15 46
P4 21,06 17,70 3,89 39,2
Sélidos P1 9,87 8,57 0,37 28,27
Dissolvidos p2 20,45 19,62 2,01 40,64
Totais P3 22,13 23,46 5,78 39,73
(mg/L) P4 23,22 21,22 3,14 55,64




5.2. ANALISES BACTERIOLOGICAS

As variagdes de densidade de Coliformes Termotolerantes (CT), durante os 19 meses de
monitoramento, exceto em P4, com 15 meses, estdo apresentadas na figura 15, enquanto que a

densidade de Enterococcus sp., com 10 meses de analises, pode ser observada na figura 16. A

precipitacdo acumulada dos 5 dias anteriores a coleta também foram mostrados.
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FIGURA 15 — Densidade de coliformes termotolerantes (UFC / 100 mL) na &gua do estuério da Ilha das

Caieiras, em Vitoria / ES, e valores de precipitacdo (mm — acumulado de cinco dias anteriores as

coletas), do periodo de janeiro de 2011 e julho de 2012.
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FIGURA 16 — Densidade de Enterococcus sp. (UFC / 100 mL) na agua do estuario da Ilha das Caieiras,
em Vitoria / ES, e valores de precipitacdo (mm — acumulado de cinco dias anteriores as coletas), do
periodo de janeiro de 2011 e julho de 2012.

Os valores obtidos para coliformes termotolerantes variaram de 1,0x10* UFC / 100 mL a 2,4x10*
UFC / 100 mL, enquanto para enterococos os valores variaram de 2 a 1,5x10* UFC / 100 mL.
Foi observado que a maior densidade em ambas as analises foi em P3, o ponto mais préximo ao
bairro llha das Caieiras. Dentre os pontos estudados, ndo foram observadas diferencas
significativas na densidade de coliformes termotolerantes (p = 0,2459) e de enterococos (p =
0,3950).

No periodo compreendido de janeiro de 2011 a setembro de 2011 ndo foram realizadas analises
de enterococos em agua. Entretanto no periodo de outubro de 2011 a julho de 2012 foi realizado
0 monitoramento de coliformes termotolerantes e enterococos simultaneamente e o comparativo
da estatistica descritiva esta apresentado na tabela 12 a seguir.
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TABELA 12 — Resultados por estatistica descritiva (média geométrica, mediana, minimo e maximo) da
densidade de coliformes termotolerantes e Enterococcus sp., em UFC / 100 mL, nos quatro pontos de
monitoramento, no periodo de outubro de 2011 a julho de 2012.

Estatistica | Coliformes Termotolerantes (UFC / 100 mL) Enterococcus sp. (UFC / 100 mL)

Descritiva | P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4

Média | 1,92x102 2,31x102 4,49x 103 504x10? | 6,30 x 10! 556 x 10! 1,89 x 103 9,82 x 10t
Mediana | 1,50 x 102 1,75x102 6,80 x 108 8,75x 102 | 1,50 x 102 4,40 x 10t 3,50 x 103 1,65 x 102
Minima | 2,00 x 10t 2,00 x 10t 3,00 x 102 3,30 x 10t 2,00 1,60 x 10t 3,00 x 10t 2,00

Maxima | 2,40 x 10® 4,20 x 10® 2,40 x 10* 2,40x 103 | 3,00x 102 6,00x 102 1,50 x 10* 5,40 x 102

A Resolucdo CONAMA 274/2000, legislacdo brasileira para balneabilidade, determina as
caracteristicas que as aguas doces, salobras e salinas devem possuir para serem classificadas
como proprias (excelente, muito boa, satisfatdria) ou improprias. A agua é considerada propria
satisfatoria quando, em 80% ou mais de um conjunto de amostras obtidas em cada uma das cinco
semanas anteriores, colhidas no mesmo local, houver, no mé&ximo, 1.000 coliformes
termotolerantes / 100 mL ou 800 Escherichia coli / 100 mL ou 100 enterococos / 100 mL. Os
padrdes referentes aos enterococos aplicam-se somente as dguas marinhas. Nesta Resolucéo, as
aguas sdo consideradas impréprias quando no trecho avaliado for verificado que o valor obtido
na Ultima amostragem for superior a 2500 coliformes termotolerantes ou 2000 Escherichia coli
ou 400 enterococos por 100 mililitros, ou ainda, incidéncia elevada ou anormal na regido de
enfermidades transmissiveis por via hidrica, indicada pelas autoridades sanitarias, presenca de
residuos ou despejos, sélidos ou liquidos, inclusive esgotos sanitarios, 6leos, graxas e outras

substancias, capazes de oferecer riscos a salde ou tornar desagradavel a recreacao.

Para comparagéo dos resultados obtidos no monitoramento na llha das Caieiras com a Resolucéo
CONAMA 274/2000, foi considerado que o percentil 80% (p80) da densidade de Coliformes
Termotolerantes das amostras de agua, no periodo de janeiro de 2011 a julho de 2012, devem
permanecer abaixo de 1000 UFC / 100 mL para serem consideradas propria para atividades
recreacionais de contato primario. Nesta analise, foi verificado que o P3 permaneceu acima do
preconizado nesta Resolucdo em 74% das amostras, sendo, entdo, considerado impréprio. Os
pontos P1 e P2 permaneceram enquadrados como proprio para contato primario, visto que 0s
resultados apontaram que 95% e 100% das amostras possuiam menos de 1000 UFC / 100 mL,
respectivamente. No Ponto 4 foi observado que 67% das amostras estavam dentro do limite de
1000 UFC / 100 mL, porém a Resolugdo preconiza que ao menos 80% devem permanecer neste
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limite. Para a analise de enterococos, cujo limite é de 100 UFC / 100 mL, verificou-se que todas
as amostras seriam enquadradas como improprias para contato primario pela Resolucdo
CONAMA 274/2000, visto que as amostras de P1, P2, P3 e P4 apresentaram 50%, 70%, 10% e
40% dos resultados, respectivamente, dentro do limite preconizado nesta Resolugdo. Deve ser
ressaltado, entretanto, que as analises realizadas foram mensais, € ndo semanais como prevé a

legislacao.

5.3. DETECCAO DE VIRUS ENTERICOS

Os resultados obtidos no monitoramento dos virus entéricos adenovirus (AdV), rotavirus (RV) e
norovirus (NoV), nas amostras da dgua do estuario da Ilha das Caieiras, podem ser visualizados
na tabela 13 a seguir. Os resultados apresentados foram obtidos a partir das duas técnicas
moleculares utilizadas neste trabalho, a PCR Qualitativa e a PCR em Tempo Real (Quantitativa).
Na tabela 14 encontram-se os resultados resumidos para cada ponto e todos 0s virus estudados.
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TABELA 13 — Resultado do monitoramento das amostras de agua analisadas no periodo de janeiro de
2011 a julho de 2012, para adenovirus, rotavirus e norovirus. Analise por PCR Qualitativa e Quantitativa.

Més

AdV

RV

NoV

P1

P2

P3

P4

P1

P2

P3

P4

P4

jan/11
fev/11
mar/11
abr/11
mai/ll
jun/11
jul/11

ago/11
set/11

out/11
nov/11
dez/11
jan/12
fev/12

mar/12
abr/12
mai/12
jun/12

jul/12

NA
NA
NA
NA

+

+ + + + +

NA
NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA

Amostras positivas (+) e negativas (-) em P1, P2, P3 e P4. As amostras de P4, entre janeiro de 2011 e

abril de 2011 ndo foram analisadas (NA).
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TABELA 14 — Resumo dos resultados obtidos nas amostras de agua analisadas no periodo de janeiro de
2011 a julho de 2012, para adenovirus (AdV), rotavirus (RV) e norovirus (NoV). Analise por PCR
Qualitativa e Quantitativa.

N° de % de
Ponto de . Amostras

Amostragem Virus Amc_)stras Positivas Amc_)s_tras
Analisadas Positivas

AdV 5 26,32

P1 RV 19 9 47,37

NoV 8 42,11

AdV 4 21,05

P2 RV 19 8 42,11

NoV 2 10,53

AdV 4 21,05

P3 RV 19 9 47,37

NoV 7 36,84

AdV 4 26,67

P4 RV 15 8 53,33

NoV 5 33,33

Em todas as amostras analisadas foi detectada maior prevaléncia de rotavirus, quando comparado
com os demais virus estudados, sendo que, dentre as amostras positivas, 46,58% correspondem a
RV, 30,14% a NoV e 23,29% correspondem a AdV.

As técnicas PCR Qualitativa e PCR Quantitativa proporcionaram resultados complementares
entre si. A gPCR se mostrou sensivel na deteccdo de particulas virais em amostras em que a
técnica PCR Qualitativa ndo foi capaz de detectar, entretanto também se mostrou sensivel a acéo
de inibidores, comumente presente em amostras ambientais. Neste estudo foi possivel verificar
que amostras de agua, cujos resultados foram negativos para uma das técnicas, mostrou-se

positivas na outra.

A PCR Qualitativa apontou positividade para adenovirus em 8,33% das amostras de agua para 0s
quatro pontos, enquanto a qPCR detectou AdV em 29,20% das amostras. A detec¢cdo de RV foi
em 23,61% pela PCR Qualitativa e 60,4% pela gPCR, enquanto NoV GII obteve 25% de
positividade das amostras pela PCR Qualitativa e apenas 12,5% pela gPCR.

Os resultados da amplificacdo do genoma viral pela técnica de PCR Qualitativa podem ser

observados na tabela 15. A identificacdo dos virus presentes nas amostras de agua foi realizada a
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partir de gel de agarose, como observado nas figuras 18, 19 e 20, para 0s virus adenovirus,

rotavirus e norovirus, respectivamente.

TABELA 15 — Resultado do monitoramento das amostras de agua analisadas por PCR Qualitativa, no

periodo de janeiro de 2011 a julho de 2012, para adenovirus, rotavirus e norovirus.

Més Adenovirs Rotavirus Norovirus

P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4 P1 p2 P3 P4
jan/11 - - - NA - - - NA + + + NA
fev/11 - - - NA - - - NA + - - NA
mar/11 - - - NA - - - NA + - - NA
abr/11 - - - NA + - - NA + - + NA
mai/ll - - - - - - - - + - - -
jun/11 - - - - + - - - - - - }
jul/11 - - - - - - - - - - . .
ago/11 + + + + + + + + + - + +
set/11 - - - - - - - - - - . .
out/11 - - - + - + - - - - - R
nov/11 - - - - + - - + - - + +
dez/11 - - - - - + - - - . . )
jan/12 - - - - - + - - - - - .
fev/12 - - - - - - - - - - + +
mar/12 - - - - - - - - + - ; +
abr/12 - - - - - - - - - - - -
mai/12 - - - - - - - - - - R
jun/12 - - - - + - + + - - R R
jul/i2 - - - + - + + + - - + -

Amostras positivas (+) e negativas (-) em P1, P2, P3 e P4. As amostras de P4, entre janeiro de 2011 e

abril de 2011 ndo foram analisadas (NA).
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FIGURA 17 — Deteccdo em gel de agarose de produto da nested-PCR para Adenovirus (banda de
173pb). M: Marcador de peso molecular de 100pb; Da segunda & quinta coluna: Bandas referentes as
repeticdes do Ponto 1 nos meses de marco, abril, maio e junho de 2011. Sexta coluna: Controle positivo;
Sétima coluna: Controle negativo.
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FIGURA 18 — Detec¢do em gel de agarose de produto da nested-PCR para Rotavirus (banda de 346pb).
M: Marcador de peso molecular de 100pb; Da segunda a quinta coluna: Bandas referentes as amostras de
P1, P2, P3 P4, de agosto de 2011, respectivamente. Sexta coluna: Controle positivo; Sétima coluna:
Controle negativo. Amostras de agosto de 2011.

FIGURA 19 — Deteccdo em gel de agarose de produto da Semi-nested PCR para Norovirus (banda de

201pb). M: Marcador de peso molecular de 100pb; Da segunda & quarta coluna: Bandas referentes as

amostras de P1, P2 e P3, de abril de 2011, respectivamente. Quinta coluna: Controle positivo; Sexta
coluna: Controle negativo. Amostras de abril de 2011.
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A quantificacdo de adenovirus, rotavirus e norovirus na agua foi realizada nas amostras de
janeiro de 2011 a janeiro de 2012, pela técnica PCR Real Time. Na tabela 16 estdo apresentados
0s resultados positivos e seus respectivos valores em nimero de cépias genémicas em 100 mL de

agua (CG /100 mL). As amostras em que ndo foi possivel a detecgdo de virus foram consideradas como

resultados negativos (-).

Os valores médios, mediano, maximo e minimos das amostras positivas da gqPCR podem ser

observados na tabela 17 a seguir.



TABELA 16 — Resultado da quantificacdo de adenovirus, rotavirus e norovirus em amostras de agua (copias gendmicas em 100 mL de amostra)
dos quatro pontos de monitoramento (P1, P2, P3 e P4), no periodo de janeiro de 2011 a janeiro de 2012.

Més Adenovirus (CG /100 mL) Rotavirus (CG / 100 mL) Norovirus (CG /100 mL)

P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4
jan/11 - 3,9 x 10t - NA - - - NA - - - NA
fev/11 - 8,7 x 10t - NA - - - NA - - - NA
mar/11 - - - NA - 8,8 x 102 - NA - - - NA
abr/11 - - - NA [94x10% 53x102 2,3x10® NA - - 3,1x10t NA
mai/11l - - - - - - 4,2 x 10t - - - - -
jun/11 [ 9,2 x 10t - 3,4 x 10t - 9,2 x 10t - - - 8,3 - - -
jul/11 |5,3x 10t - - - - - - - - - - -
ago/11|7,7x 10t 3,0x102 2,3x102 7,0x10!|3,2x10* 35x10* 52x10* 2,9x10* - 2,5x 10t - 2,3x 10t
set/11 - - - 2,7x102|8,7x10® 32x10% 3,8x10* 3,1x10? - - - -
out/11 |4,6x10* 1,2x102 66  2,0x10%|56x10% 59x10® 1,6x10* 15x10* - - - 1,5 x 10*
nov/11 | 3,0 x102 - - - 72x102 6,9x102 2,1x10° 3,9 x 102 - - - -
dez/11 - - 1,8 x 10t - 1,2x102 1,4x10® 6,0x102 2,6 x 102 - - 1,7 x 10t -
jan/12 - - - - 55x 10t 1,2x 102 - 1,1 x 102 - - - -

Nao foi realizada analise em P4 (NA) no periodo de janeiro de 2011 a abril de 2011.

TABELA 17 — Estatistica descritiva (média geométrica, mediana, maxima e minima) dos resultados da qPCR para adenovirus, rotavirus e

norovirus em P1, P2, P3 e P4, no periodo de janeiro de 2011 a janeiro de 2012.

Més Adenovirus (CG /100 mL) Rotavirus (CG / 100 mL) Norovirus (CG / 100 mL)
P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4
MEDIA 9,3x 10t 1,3x102 32x10' 33x102|15x10% 1,9x10® 44x10® 22x103| 83  25x10' 22x10' 8,8 x 102
MEDIANA 7,7x101 1,1x102 2,6x10' 2,7x102|22x10® 1,5x10® 33x10%® 43x103| 83  25x10' 23x10' 3,9x 103
MAXIMO 3,0x102 3,0x102 23x102 2,0x10%|3,2x10* 35x10* 52x10* 29x10*| 83 25x10t 3,1x10' 1,5x10*
MINIMO 46x101 39x10t 66  7,0x10'|55x101 1,2x102 42x10' 11x102| 83  25x10t 1,7x10' 2,3x10!




A sintese dos resultados de cada ponto estudado, no periodo de janeiro de 2011 a janeiro de

2012, utilizando as duas técnicas moleculares esta apresentada na tabela 18.

TABELA 18 — Sintese dos resultados das amostras de 4gua dos quatro pontos analisados, no periodo de
janeiro de 2011 a janeiro de 2012, para adenovirus (AdV), rotavirus (RV) e norovirus (NoV), utilizando
as técnicas PCR Qualitativa (PCR) e PCR Quantitativa (QPCR).

P1 P2 P3 P4
Tipo de analise . . . .

molecular | Amostras Positivas | Amostras Positivas | Amostras Positivas | Amostras Positivas

Positivas (%) Positivas (%) Positivas (%) Positivas (%)

AdV PCR 1 7,69 1 7,69 1 7,69 2 22,22

AdV gPCR 5 38,46 4 30,77 4 30,77 3 33,33

RV PCR 4 30,77 4 30,77 1 7,69 2 22,22

RV gPCR 8 61,54 8 61,54 7 53,85 6 66,67

NoV PCR 6 46,15 1 7,69 4 30,77 2 22,22

NoV gPCR 1 7,69 1 7,69 2 15,38 2 22,22

6. DISCUSSAO

6.1. QUALIDADE FiSICO-QUIMICA DA AGUA

A turbidez da &gua apresentou aumento nos meses em que houve maior precipita¢cdo, como nos
meses de abril e outubro de 2011. No més de novembro de 2011 houve grande precipitacdo na
Grande Vitdria, mas ndo foi possivel a realizagdo da analise de turbidez, visto que o equipamento
de medicdo estava danificado. Os meses de marco de 2011, janeiro e junho de 2012 também
apresentaram turbidez alta e, embora o acumulado de precipitacdo nos 5 dias anteriores a coleta
tenha sido baixo, o acumulado mensal até a data de coleta foi de 295 mm, 402,8 mm e 96,2 mm,
respectivamente. O valor maximo de turbidez em todos 0s pontos ocorreu nos periodos
chuvosos, principalmente em P1, pois a agua do rio Santa Maria da Vitoria fica turva devido a
lixiviacdo que o rio recebe ao longo de seu percurso. Os principais problemas que contribuem

para degradagdo da qualidade das &guas do rio Santa Maria da Vitoria, entretanto, tém como
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origem as fontes de lancamento de esgotos domésticos sem tratamento, podendo destacar
também os efluentes de pocilgas e a drenagem de areas agricolas (MACINA & MENDONCA,
2000).

Dentre as amostras analisadas, o P1 apresentou maior turbidez média e menor salinidade média,
visto que este ponto localiza-se na foz do rio Santa Maria da Vitdria, sofrendo, assim, grande
influéncia da agua doce deste corpo d’agua. Este ponto também apresentou menor condutividade
média, devido a dilui¢do da 4gua salgada com a agua doce do rio. A salinidade nos quatro pontos
estudados variou de menos de 0,1 % (Pl) a 27 %. (P2 e P4), com valores reduzidos
principalmente em periodos chuvosos devido a dilui¢cdo da dgua do estuario. Silva et al. (2005)
também encontraram menores valores de salinidade em periodos com maior precipitacdo média.
Estatisticamente, os valores encontrados para salinidade e precipitacdo acumulada dos 5 dias
anteriores a coleta apresentaram correlacdo inversa nos quatro pontos estudados, ou seja, a
salinidade da agua reduz quando ocorre aumento da precipitacdo e se eleva em periodos secos.
No més de novembro de 2011 ndo foi realizada a medicdo da salinidade, pois o aparelho

apresentou defeito.

Nas analises realizadas foi possivel observar a estreita relacdo entre salinidade e condutividade,
pois nos meses em que as amostras apresentaram salinidade elevada também foi detectada
condutividade elevada. Diversos trabalhos mostraram a relacéo entre as variacdes de salinidade e
condutividade e que os parametros da qualidade da &gua no estudrio estdo sujeitos a influéncia da
maré, descarga fluvial e ventos, com influéncia significativa do fluxo de &gua doce e da
circulacdo costeira (JUSTINO, 2009; KJERFVE, 1990; KRAMER, 1994; MIRANDA apud
ALCANTARA & HARARI, 2006). A Resolugdo CONAMA 357/2005 classifica como agua
salobra aquelas com salinidade superior a 0,5 %o e inferior a 30 %o, mas foi possivel observar
valores inferiores a 0,5 %o em P1 nos meses de margo e julho de 2011 e janeiro de 2012,
evidenciando a forte influéncia do Rio Santa Maria da Vitéria neste ponto de estudo. Embora o
P4 também esteja proximo a desembocadura de um rio, a sua localizagdo permite maior mistura

com a agua salobra do estuario, pois esta mais distante da foz, quando comparado ao P1.

Os valores de pH da agua nédo apresentaram grandes varia¢fes ao longo do periodo estudado,
sendo que os pontos ndo apresentaram diferencas significativas (p = 0,6864). Segundo a
Resolugio CONAMA 357/2005, em corpo d’agua de agua salobra classe 1, o pH deve
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permanecer entre 6,5 - 8,5, 0 que ocorreu nos pontos analisados. A média dos quatro pontos

analisados variou de 7,2 a 7,5.

Os resultados das andlises fisico-quimicas em P2 e P3 foram semelhantes entre si, mesmo que as
caracteristicas ambientais nestes dois pontos sejam diferentes. O P2 é uma area de manguezal,
com grande quantidade de vegetacdo no entorno e pouca influéncia antropica, pois o local é
acessado apenas por pescadores e ndo recebe esgoto in natura diretamente, somente através de
correntes marinhas. O P3, ao contrario, recebe grande descarga de esgoto doméstico sem
tratamento e ndo possui vegetacdo densa no entorno, sendo a area cercada por residéncias e
comeércios. O P4 passou a ser analisado a partir do més de maio de 2011, e os resultados foram
semelhantes aos observados em P2 e P3. Os resultados obtidos mostram que o estuario estudado
possui caracteristicas semelhantes ao longo de sua extensdo, sendo que a qualidade da &gua de
um ponto sofre influéncia dos demais pontos, devido, principalmente a sua proximidade e a agcdo

das marés.

6.2. PRESENCA DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES E Enterococcus sp.
NA AGUA

As variaces de densidade de Coliformes Termotolerantes na dgua, ao longo dos 19 meses de
monitoramento, podem ser observadas na figura 15. Os quatro pontos analisados apresentaram
contaminacdo por residuo fecal, possivelmente devido ao lancamento de esgoto in natura nos
corpos hidricos da regido. Como esperado, P3 apresentou maior densidade de bactérias
coliformes termotolerantes, visto que este ponto esta mais proximo a zona antropica e o bairro
Ilha das Caieiras ainda ndo possui completa cobertura de coleta e tratamento de esgoto, sendo
lancado na regido, entdo, o esgoto de residéncias e restaurantes sem tratamento prévio (CESAN,
12). Na maior parte do ano, P3 apresentou mais de 1.000 UFC por 100 mL de agua (74% das
amostras), ultrapassando o limite de balneabilidade preconizado pela Resolugégo CONAMA
274/2000. Neste ponto foi observada a presenca de Oleos e graxas na agua, devido as
embarcacOes presentes no cais, e de despejos de esgoto sem prévio tratamento. Na ultima

amostra de 4gua do Ponto 3 analisada neste estudo foram detectados 2,4 x 10* UFC de
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coliformes termotolerantes / 100 mL, acima do limite de 2500 UFC / 100 mL determinado pela
Resolucdo CONAMA 274/2000, caracterizando este ponto, entdo, como improprio para
recreacdo de contato primario, embora seja comum encontrar criangas e pescadores em contato
com esta agua. Os pontos P1 e P2 mantiveram-se dentro do limite permitido para agua propria
satisfatoria, embora se deva considerar que as andlises foram realizadas mensalmente, e ndo
semanalmente conforme determina a legislacdo. O P4 também se mostrou contaminado por
fezes, mas ndo é possivel precisar se a origem é humana, pois este ponto recebe agua do Rio
Bubu, que corta 0 municipio de Cariacica e recebe contribuicdo de areas rurais e urbanas. Em
67% das amostras analisadas em P4, a densidade de coliformes termotolerantes permaneceu
abaixo de 1.000 UFC / 100 mL, mas ndo € possivel afirmar que este ponto estd préprio ou
improprio para contato primério, devido as andlises terem sido mensais. Este resultado pode
representar um problema de salde publica, pois neste ponto ocorre a coleta de ostras para
comercializacdo, que podem acumular contaminantes presentes na agua e causar doencas, como
gastroenterites (ERONDU & ANYANWU, 2005). Os pontos P1, P2 e P4 recebem esgoto
indiretamente, diluido, e por isso apresentaram resultados abaixo dos encontrados em P3. Em
trabalho realizado anteriormente neste mesmo estuario foi detectado até 10° UFC / 100 mL de E.
coli na &gua (JESUS et al, 2006; JUSTINO, 2009). Moraes (2008) estudou pontos de langcamento
de esgoto / drenagem urbana na Bafa de Vitdria e detectou até 10’ UFC / 100 mL de coliformes

termotolerantes.

De acordo com o que preconiza a Resolugdo CONAMA 357/2005, que dispde sobre a
classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como
estabelece as condi¢cdes e padrBes de lancamento de efluentes, e d& outras providéncias, o
sistema estuarino da Baia de Vitéria poderia ser classificado como corpo d’agua Classe 1 — Agua
Salobra, de acordo com seus usos preponderantes (recreagdo de contato primario, conforme
Resolugdo CONAMA no 274/2000; protecdo das comunidades aquéticas; aquicultura e atividade
de pesca; etc.). Esta Resolugdo preconiza que, em &gua salobra classe 1, 6leos e graxas e
materiais flutuantes devem ser virtualmente ausentes. Em P3 é perceptivel a presenca de 6leos e
graxas na agua devido, principalmente, a vazamentos de embarcacGes que ficam ancoradas no
cais. Ndo foi observada a presenca de 6leos e graxas nos demais pontos. A resolugdo CONAMA
357/05 também impde o limite de 1.000 coliformes termotolerantes / 100 mL em 80% ou mais

de pelo menos 6 amostras coletadas durante o periodo de um ano, com freqiiéncia bimestral, para
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usos que ndo sejam cultivo de moluscos bivalves ou recreacédo, sendo este limite ultrapassado em
P3.

Os valores de coliformes termotolerantes encontrados nos quatro pontos de estudo sdo
inversamente proporcionais a salinidade da agua. Moraes (2008) atribuiu esta correlacdo a
variacdo da mare e a entrada de agua salobra da baia, de melhor qualidade. Bordalo et al. (2002)
constatou que a alta salinidade possui efeito deletério em coliformes, entdo quanto maior a

salinidade maior ser& o decaimento destes microrganismos.

A analise de enterococos foi realizada entre os meses de outubro de 2011 e julho de 2012 e os
resultados podem ser observados na figura 16. Embora as amostras tenham sido coletadas
mensalmente e 0 nUmero ndo seja representativo para sua classificacdo, percebe-se que o P3
ultrapassou o limite estabelecido para agua propria preconizado na Resolucio CONAMA
274/2000, nos meses de novembro de 2011 a julho de 2012, totalizando 90% das amostras para
este ponto. Os demais pontos apresentaram 60%, 30% e 60% (P1, P2 e P4, respectivamente) de
amostras acima do limite estabelecido na Resolucdo. O aumento na densidade de enterococos
encontrados em P3 se deve ao langamento direto de esgoto no local, enquanto que os resultados
encontrados em P1 e P4 estdo relacionados com a qualidade dos rios Santa Maria da Vitdria e
Bubu, respectivamente, que recebem esgoto ao longo de seus leitos, além de material lixiviado
pela chuva (periodo de novembro a marco, principalmente). Diversos estudos tem mostrado que
as chuvas tém papel fundamental no arraste de fezes humanas e de animais para os corpos d’agua
(GELDREICH, 1998; AMARAL et al, 2003; VASCONCELLOS et al, 2006). O P2, devido a
sua posicdo geografica, € o ponto que menos sofre influéncia de esgoto doméstico, e isso se
refletiu na sua qualidade microbioldgica, com menor média de enterococos dentre 0s pontos

estudados.

A detecgéo de enterococos em amostras ambientais foi mostrada em diversos estudos anteriores.
Silva et al. (2008) verificaram a presenca de Enterococcus em praias de S&o Luis, Maranhdo, e
constataram elevada densidade destes microrganismos, principalmente no periodo chuvoso, 10°
UFC / 100 mL de amostra. No periodo seco, os valores encontrados foram préximos ao
encontrado no presente estudo, de 102 a 103 UFC / 100 mL. Choi e Jiang (2005) detectaram 10?2
UFC/100 mL em amostras de &gua de rio urbanos, da California / EUA, no periodo seco, mas
houve pico de 108 UFC / 100 mL apds evento chuvoso (Ultimas 48 horas). He e Jiang (2005)
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detectaram até 10° UFC / 100 mL em efluente primario de uma estacio de tratamento de esgoto
também da Califérnia, e até 10° UFC/100 mL em efluente tratado (até tratamento secundério —

sem desinfec¢éo).

Os valores mais elevados obtidos para coliformes termotolerantes e enterococos foram
observados nos meses em que a coleta foi realizada apos periodo de chuva. Os eventos chuvosos
contribuem para langamento de contaminantes nos corpos d’agua, pois lixiviam o solo no
entorno e aumentam o langcamento na rede de drenagem. Além disso, 0 movimento da maré
também influencia na qualidade da agua, pois o fato da maré baixar é suficiente para que o
escoamento dos esgotos sanitarios presentes no interior das galerias de drenagens se dirija a baia
de Vitéria (MORAES, 2008). Dentre as amostras analisadas no presente trabalho, nédo foi

observada variacdo sazonal significativa entre os pontos e microrganismos testados.

A densidade microbiologica detectada na &gua do estuario foi maior para coliformes
termotolerantes que para enterococos, na maior parte do tempo. A relacdo coliformes
termotolerantes / enterococos neste trabalho variou de 0,52 a 66,67. Geldreich & Kenner (1969)
propds que, para diferenciar a poluicdo de origem humana da ndo humana, considerando que 0s
dois grupos ocorrem em proporcOes diferentes nas fezes humanas e de outros animais
endotérmicos, a relacdo acima de 4,0 sugere contaminacdo humana e abaixo de 0,7 indicaria
contaminacgdo por outros animais. Feachem et al. (1973), entretanto, propds um novo valor: igual
ou superior a 2,0 como indice de contaminacdo humana. Grant et al. (2001) sugerem que
enterococos encontrados no ambiente podem ter outras fontes além do esgoto ou fezes, tais como
materiais de plantas, insetos e répteis. Futuros estudos sdo necessarios para identificar a fonte de
organismos indicadores, auxiliando no desenvolvimento de abordagens viaveis para reduzir e

remediar a contaminagdo microbiana (JENG et al., 2005).

Diversos estudos detectaram a presenca de coliformes termotolerantes e enterococos em
amostras de diferentes ambientes. Ribeiro (2002) analisou amostras de dgua do mar da praia de
Camburi, Vitéria, e detectou prevaléncia de enterococos em detrimento de coliformes
termotolerantes e E. coli. Ribeiro atribuiu este resultado ao tempo de sobrevivéncia e a maior
resisténcia de enterococos em aguas salinas, quando comparado a E. coli. Bofill-Mas et al.
(2010) avaliaram a qualidade microbiologica de &guas recreacionais em diversos paises da
Europa, abrangendo &gua doce e marinha, e detectaram prevaléncia de E. coli, em comparacéo
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com 0s enterococos, na maioria das amostras analisadas, em ambos ambientes. Choi e Jiang
(2005) estudaram a agua de rios urbanos de San Gabriel e Los Angeles, na Califérnia, e
detectaram também maior prevaléncia de coliformes totais e termotolerantes, quando comparado
com enterococos. La Rosa et al. (2010) detectaram E. coli e enterococos em esgoto bruto e
tratado em uma estacdo da Italia e verificaram que a média de E. coli na entrada e na saida da

estacdo era maior que a média de enterococos.

No presente estudo foi verificada maior densidade média de bactérias coliformes termotolerantes
que enterococos nas amostras de agua devido, possivelmente, a maior quantidade de coliformes
eliminados nas fezes, em comparacdo aos enterococos (FAECHEM et al., 1973). A média de
eliminagdo de microrganismos nas fezes é de 10° a 10° coliformes termotolerantes por grama e
10° a 108 enterococos por grama, e suas densidades nos esgotos bruto e tratado permanecem com
estas mesmas proporcdes em diversos trabalhos (LA ROSA et al., 2010; FAECHEM et al.,
1973).

Neste trabalho ndo foi observada correlacdo estatistica significativa entre as concentracdes de
coliformes termotolerantes e enterococos. Noble et al (2003), em estudo realizado na costa da
Califérnia, também ndo encontraram correlacdo significativa entre estes microrganismos tanto no
Verdo quanto no Inverno, porém tal correlacdo foi verificada nas amostragens feitas 24 horas
apOs uma tempestade no Verdo. Essa auséncia de correlacdo entre as bactérias indicadoras de
contaminacdo fecal também foi observada por Shibata et al. (2004), estudando duas praias na
Florida.

Segundo Jeng e colaboradores (2005), o escoamento de aguas pluviais urbanas pode contribuir
para a deterioragdo da qualidade da 4gua de um corpo receptor. Em seu trabalho, foi examinada a
distribuicdo de organismos bioindicadores no estuario de um lago e constatou-se um aumento
significativo nas concentragdes de coliformes termotolerantes e enterococos na coluna d’agua e
no sedimento apds um evento chuvoso. Observou-se que, além da drenagem pluvial, o sedimento
estuarino também contribui para 0 aumento da densidade de bactérias na dgua, pois serve como
reservatorio de microrganismos, podendo prolongar a sobrevivéncia destes no ambiente e
recontaminar a coluna d’agua através de ressuspensdo. ApOS 0 periodo chuvoso, foram
necessarios trés dias para a normaliza¢do dos niveis de microrganismos na coluna d’agua e sete

dias no sedimento. A sedimentacdo das particulas suspensas contribuiu para a diminuicdo dos
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niveis de bactérias na coluna d’agua, uma vez que até 27,5% dos coliformes termotolerantes e
11,5% dos enterococos podiam ser detectadas adsorvidas a particulas em suspensdo na agua
(JENG et al., 2005). Além das chuvas, com as variacbes da maré também podem ocorrer
alteracdo na qualidade da agua, com a entrada ou diluicdo de contaminantes no estuario. Moraes
(2008) observou que os periodos de baixamar favorecem o escoamento dos esgotos sanitarios
contidos no interior das galerias de drenagem em direcao a baia de Vitdria e canal da Passagem,

aumentando assim, a concentragdo dos nutrientes nos pontos de coleta.

Pesquisas realizadas por Bordalo et al. (2002) testaram a resisténcia dos coliformes
termotolerantes e enterococos em estuario tropical com relacdo a salinidade, e constatou-se que
este parametro, em alta concentracdo, tem efeito deletério em bioindicadores de poluicéo fecal,
especialmente em coliformes, e que, independente do tratamento, a sobrevivéncia de enterococos
era sempre maior que a de coliformes termotolerantes. Também foi sugerido que enterococos

talvez possam ser melhores indicadores sanitarios para monitoramento de poluicéo fecal.

Autoridades de saude tém tradicionalmente usado organismos indicadores (por exemplo,
coliformes termotolerantes) para monitorar a seguranca da qualidade da &gua. A Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos recomendou a utilizacdo de Escherichia coli e
enterococos como indicadores para a agua doce e agua salobra, respectivamente (EPA EUA,
1986).

A presenca de bactérias coliformes termotolerantes e enterococos no estuério estudado mostra
como este ambiente vem sofrendo com a acdo antropica, com langamentos diarios de esgoto sem
tratamento. A Regido da Grande Sdo Pedro esta inserida no programa do governo estadual para
coleta e tratamento de esgoto (Projeto Aguas Limpas — CESAN), mas muitas residéncias ainda
lancam seus efluentes na rede de drenagem urbana, podendo causar serios problemas de satde na

populacédo que utiliza o estuario como fonte de renda e recreacional.
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6.3. PRESENCA DE VIRUS ENTERICOS NA AGUA

Neste estudo foi verificada a presenca de adenovirus, rotavirus e norovirus Gl em amostras de
agua do estuario da llha das Caieiras, Vitoria, utilizando as técnicas PCR Qualitativa e PCR em
Tempo Real. A amplificacdo do material genético viral por analises moleculares permitiu a
deteccdo de adenovirus em 23,61% das amostras analisadas, enquanto a positividade de rotavirus

e norovirus foi de 47,22% e 30,55%, respectivamente.

No estudo da presenca de adenovirus nas amostras de agua, no P4 foi observada maior
positividade que nos demais pontos, perfazendo 26,67% de amostras positivas. O ndmero de
amostras positivas para adenovirus detectadas neste trabalho mostrou-se inferior ao detectado em
estudo realizado por Justino (2009), em P1, P2 e P3, no periodo de fevereiro/2008 e mar¢o/2009,
em que foram detectadas 76,7% de amostras positivas para AdV (32 positivas em 42 amostras).
Contudo, as amostras coletadas no trabalho de Justino foram realizadas em periodos com
pluviosidade (mm) maior que a do presente estudo, o que facilita a entrada de contaminantes
provenientes de aglomerados residenciais, principalmente pela rede pluvial, e de areas rurais
(estabulos, pocilgas e criagdes de gado) proximos a corpos d’agua (JENG et al., 2005;
MORAES, 2008). Além disso, adenovirus tém sido encontrados em esgoto doméstico (PUIG et
al., 1994; PINA et al., 1998) e a reducdo da positividade encontrada neste trabalho, em relagéo
ao trabalho de Justino (2009), pode estar relacionada, também, ao aumento da cobertura de
tratamento de esgoto devido aos projetos de saneamento em municipios adjacentes ao estuario
estudado (Projeto Aguas Limpas e Pré-Rural, CESAN, 2008 — 2012).

Estudos realizados em diversos paises concluiram que os adenovirus sdo mais prevalentes que
enterovirus em agua e sugerem sua utilizacdo como indicador de contaminagdo de corpos d’agua,
visto que AdV sdo abundantemente excretados em fezes e urina (até 10™ particulas virais por
grama, em picos de infeccdo), sdo mais estaveis no meio ambiente, sdo resistentes a radiacdo
UV, persistem por longo periodo em esgotos e ambientes aquaticos e sdo mais resistentes aos
processos de tratamento de efluentes que bactérias entéricas normalmente utilizadas para
biomonitoramento (LA ROSA et al., 2010; FONG et al; 2005; CASTIGNOLLES et al., 1998;
PINA et al., 1998; BOFILL-MAS et al., 2006; THURSTON-ENRIQUEZ et al.,2003; BOFILL-
MAS et al., 2010; ENRIQUEZ et al., 1995, GERBA et al., 2002a, GERBA et al., 2002b).
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Entretanto, a deteccdo de adenovirus por reacdes de PCR podem ser inibidas pela presenca de
metais toxicos, acidos huimicos e falvicos associados aos esgotos, rios e aguas costeiras (JIANG,
2006; CASTIGNOLLES et al., 1998). Sdiri-Loulizi et al. (2010) estudaram esgoto bruto e
efluente tratado em Monastir, Tunisia, e detectaram menor prevaléncia de adenovirus (0,4%),

quando comparado a rotavirus (32%) e norovirus (4,4%).

Com relacdo aos rotavirus, as metodologias utilizadas detectaram 34 amostras positivas de agua
para estes virus, das 72 analisadas (47,22%) neste estudo, apresentando prevaléncia maior que a
encontrada para adenovirus. Para RV, o ponto que sofre influéncia do Rio Bubu, P4, apresentou
maior positividade que os demais pontos, com 8 amostras positivas de 15 amostras analisadas,
totalizando 53,33% de positividade. O Ponto 1 e o Ponto 3 apresentaram 47,37% cada, e P2
apresentou 42,11% de amostras positivas para este virus. Os pontos P1l, P2 e P4 sofrem
influéncia dos rios Santa Maria da Vitoria (P1 e P2) e Bubu (P2 e P4) e, por apresentarem alta
prevaléncia de RV sugere-se que a contaminacdo é proveniente destes rios, que cortam diversos
municipios do estado. Além de estarem presentes nas fezes humanas, os rotavirus também
podem estar contidos em fezes de animais, como os suinos (NISHIDA et al, 2009) et al., 2009).
Assim, a contaminacdo da agua por rotavirus pode estar relacionada, também, a lixiviacdo de
areas agropecudrias nos municipios que fazem parte da bacia dos rios Bubu e Santa Maria da
Vitoria (Cariacica, Santa Maria de JetibA e Santa Leopoldina). Neste caso, as chuvas
contribuiram para o despejo de poluentes de areas rurais nos leitos dos rios, possivelmente
provenientes de currais, pocilgas, fossas e sumidouros mal construidos e esgotos domésticos. A
positividade detectada em P3 era esperada devido, principalmente, ao continuo lancamento de
esgoto in natura do bairro Ilha das Caieiras no estudrio. A presenca de RV em esgoto foi
observada por Mehnert e Stewien (1992), com deteccdo de rotavirus em 20,6% de amostras de
esgoto da cidade de S&o Paulo, e por Garrafa (2009), em que foi detectado positividade em

81,7% de amostras de esgoto bruto e 47,4% em esgoto tratado.

A positividade para rotavirus nas amostras de agua deste estudo ja era esperada, visto que 0
estuario da Ilha das Caieiras € conhecidamente contaminado por esgotos domeésticos e que estudo
anterior realizado por Justino (2009) detectou, neste mesmo local, prevaléncia de RV em 88,1%
das amostras analisadas. A elevada prevaléncia de RV em amostras ambientais tem sido descrita
por muitos autores (GERBA et al., 1996; MIAGOSTOVICH et al., 2008), principalmente em

areas que recebem esgoto sem tratamento, visto que estes microrganismos sao eliminados nas
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fezes em niveis elevados e podem sobreviver por dias a semanas, dependendo das condicdes
ambientais. Estudos tém detectado RV em aguas superficiais em concentracao variando de 0,66 a
29 particulas virais por litro, enquanto que a eliminac&o nas fezes é de até 10™° particulas virais/g
por semana (GERBA et al., 1996; GRIFFIN et al. 2003; JIANG et al., 2005).

O Ministério da Saude Brasileiro implementou, em 2006, a Vacina Oral de Rotavirus Humano
(VORH), Rotarix, em todos os seus 27 estados e no Distrito Federal. Esta vacina é dirigida a
populacdo de menores de seis meses de idade e atualmente faz parte do Programa Nacional de
Imunizagdo, com o objetivo de reduzir a mortalidade infantil (DO CARMO et al., 2011).
Entretanto, a alta prevaléncia de RV foi observada nas amostras do estuario estudado, apesar de a
regido da llha das Caieiras apresentar a cobertura vacinal com a VORH. A alta prevaléncia de
RV nas amostras de agua, mesmo com a cobertura vacinal, pode estar dentro da flutuagdo normal
de co-circulacdo de gendtipos de RV, mas afirmacgdes conclusivas ndo podem ser feitas, pois nao

foram realizados experimentos para conferir a genotipagem dos virus estudados.

As amostras positivas para norovirus representam 30,55% do total de amostras analisadas por
PCR. Dentre os pontos estudados, P1 apresentou positividade em 42,11% das amostras, enquanto
P2, P3 e P4 foram positivos em 10,53%, 36,84% e 33,33% das amostras analisadas,

respectivamente.

A deteccdo de norovirus ocorreu de forma homogénea ao longo do periodo de monitoramento,
ndo sendo observada influéncia de sazonalidade nos resultados obtidos. Em estudos realizados
no Japdo detectou-se NoV principalmente no inverno, mas estes virus também foram detectados
no verdo (HARAMOTO et al., 2005; KATAYAMA et al., 2008; YAN et al., 2003). Para
Katayama et al. (2008), a existéncia de NoV no verdo sugere a circulacdo do virus no ambiente
ao longo do ano, incluindo as temporadas ndo-epidémicas. Na Grande Vitoria, ES, as
temperaturas medias permanecem constantes, com pouca variacdo entre as estacOes, ndo

interferindo, entdo, na distribuicdo de NoV ao longo do ano.

Os norovirus geralmente sdo eliminados em grandes quantidades durante os estagios iniciais da
doenca, com até 10° particulas virais por grama de fezes. A liberagdo destes virus na forma
infecciosa ocorre ndo apenas no momento da doenca, mas também durante o periodo de
incubacdo e ap0ds a recuperacdo do hospedeiro, sendo que em 30% dos casos o derramamento do
virus ocorre por até 3 semanas apés a infeccdo. Os NoVs podem sobreviver fora do hospedeiro e
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séo resistentes as condicOes adversas, como flutuacdes de pH (retém a infectividade mesmo em
pH 3) e tratamento térmico (30 minutos a 60 °C). Os norovirus mostram-se bastante resistentes
ao cloro, pois o virus permanece infeccioso apds 30 min na presenca de 0,5 a 1 mg de cloro livre
por litro, entretanto a concentracdes mais elevadas (> 2 mg de cloro livre / L) o virus é inativado
(APPLETON, 2000; KOOPMANS & DUIZER, 2004). Assim, a grande carga viral presente nas
fezes de pessoas contaminadas e a resisténcia deste virus no ambiente possibilitaram a deteccdo

deste virus nas amostras estudadas, mesmo em periodos ndo epidémicos.

Dos pontos de coleta de agua analisados neste estudo, o Ponto 1 foi 0 mais contaminado, sendo
encontrado um ou mais virus em 68,42% das amostras analisadas, seguido dos pontos P4
(66,67), P3 (57,89%) e P2 (52,63%). Neste trabalho foi possivel observar a simultanea
contaminacdo da agua por dois ou trés virus em 19 amostras das 72 analisadas (26,38%), sendo
31,57% (6/19) das amostras contaminadas com adenovirus e rotavirus, 5,26% (1/19) de
contaminacdo de AdV e NoV, 26,31% (5/19) contaminadas por rotavirus e norovirus e sete
amostras foram positivas para os trés virus (adenovirus, rotavirus e norovirus), totalizando
36,84%. Durante 0 monitoramento, no més de agosto de 2011 foram detectados os trés virus em
todos os pontos analisados, sendo que a alta frequéncia de amostras positivas deste més pode
estar relacionada a pluviosidade, visto que a coleta foi realizada em dia chuvoso, podendo ter
havido contribuicdo de esgoto sanitario devido ao escoamento superficial (JENG et al., 2005).
Neste trabalho ndo foi observada relacdo entre os resultados positivos para virus entéricos e a

sazonalidade.

A tabela 19 apresenta uma revisdo de literatura com os resultados obtidos para estes virus em

estudos realizados em diversas partes do mundo.
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TABELA 19 — Resultados obtidos na detec¢do de adenovirus (AdV), rotavirus (RV) e norovirus (NoV)
em amostras ambientais. Estudos realizados em diversos paises.

REFERENCIA / LOCAL AUIZ)%EFEA RESULTADOSIIEDI\IID_\I_EFIEQ;I'CI:E(SZSQAO DE VIRUS
MEHNERT & STEWIEN (1992) /| Esgoto pruto ¢ RV em 29.8% das amostras analisadas.
Brasil baia
PUIG et al. (1994) / Espanha Esg?ﬁ?v?a?gua AdV em 100% das amostras analisadas.
93% de AdV em esgoto doméstico; 23,5% de AdV
PINAeta Gome) e | AT | em et mtadours comfcs e s 6%

amostras de agua do mar.

KATAYAMA et al. (2002) / Jap&o

Agua marinha

NoV Gll em 12,5% das amostras analisadas.

VAN HEERDEN et al. (2003) / Agua bruta e AdV em 12,75% de amostras de agua bruta e em
Africa do Sul tratada 4.41% de amostras de agua tratada.
JIANG & CHU .(2004) / Estados Agua ﬂf’ vial e AdV em 52% das amostras analisadas.
Unidos baia
MIAGOSTOVICH et al.(2008) / p . AdV em 30,8% das amostras, RV em 44,2% e NoV
. Agua fluvial
Brasil em 5,8%.
p . 97,5% de amostras positivas para AdV, 90% para
HAMZA et al. (2009) / Alemanha Agua fluvial RV e 31,7% para NoV.
A 0 0,
JUSTINO (2009) / Brasil Agua estuarina AdV em 76,2% das amostras, RV em 88,1% e NoV
Gll em 4,8%.

VERHEYEN et al. (2009) / Africa
Ocidental

Agua potavel

AdV em 9,1% das amostras e NV em 3,4%.

AdV em 8,33% das amostras, RV em 23,61% e

LOSS (2012) / Brasil Agua de estuario

NoV Gll em 25%.

A prevaléncia de adenovirus é observada no estudo de Hamza e colaboradores (2009), mas
trabalhos realizados por Justino (2009) e Miagostovich et al. (2008) detectaram prevaléncia de
rotavirus nas amostras ambientais. Nestes trés trabalhos detectou-se menor prevaléncia de NoV,
0 que ndo foi observado no presente estudo. Em comparacéo ao trabalho realizado por Justino
(2009), nos pontos P1, P2 e P3 observou-se que nas analises atuais as amostras foram menos
positivas para adenovirus e rotavirus. Este resultado pode ser devido a uma combinacdo de
fatores ambientais, como a influéncia da pluviosidade, pois no trabalho anterior as coletas foram
realizadas apds periodos de maior precipitacdo que a registrada nas coletas realizadas em 2011 e
2012 deste trabalho, e aumento da cobertura de esgotamento sanitario, que vem sendo
implantado na regido de influéncia do presente estudo. Além disso, a reducdo da prevaléncia de
RV observada neste trabalho, em comparagdo com o trabalho de Justino realizado em 2009, pode
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ser devido ao aumento da cobertura vacinal, iniciada em 2006. De acordo com 0 DATASUS, a
cobertura vacinal contra o rotavirus em 2009 foi de 93,77%, enquanto que em 2011 foi de
97,07% (BRASIL, 2012). A deteccdo de norovirus observada no atual trabalho em comparacéo
ao trabalho de Justino (2009), entretanto, sugere que mesmo com 0 aumento da cobertura de
saneamento 0s norovirus sdo capazes de sobreviver e/ou que houve um aumento da circulacéo
deste tipo de virus na regido do estuario da Ilha das Caieiras no periodo estudado. O aumento da
prevaléncia de NoV no presente estudo também pode estar relacionada a adicdo de um nova
metodologia para deteccdo deste virus, a gPCR.

Embora tenham sido sugeridos como indicadores de poluicdo, os adenovirus tiveram menor
prevaléncia dentre os virus estudados neste trabalho, sugerindo que este ndo seria 0 marcador de

contamina¢do ambiental mais adequado para o estudrio na Ilha das Caieiras.

A quantificacdo de adenovirus, rotavirus e norovirus em amostras de agua do estuério mostrou
gue os pontos estudados estdo contaminados por fezes provenientes de esgotos da regido. Os
pontos P1 e P4, que estdo proximos a foz dos rios Santa Maria da Vitoria e Bubu, sofrem
influéncia direta destes corpos d’agua que, conhecidamente sdo poluidos com esgotos
domésticos e lixiviados de &reas rurais. O valor maximo observado para AdV foi de 3,0x10?
copias gendmicas em 100 mL de amostra, em P1, e 2,0x10° copias gendmicas de AdV / 100 mL,
em P4. No estudo de Muscillo et al. (2008) foram detectadas 2,3x10’ cépias gendmicas de AdV
em 100 mL de amostra de 4gua de rio na Italia, enquanto Hundesa et al. (2006) detectaram 10*
copias gendmicas em 100 mL de agua de um rio na Espanha. Resultados semelhantes ao
encontrados no presente trabalho foram apresentados por Choi e Jiang (2005), no qual
detectaram até 10° copias gendmicas em 100 mL de agua de rio na Califérnia, EUA, e por
Haramoto et al. (2010), com deteccdo de 102 a 102 copias gendmicas por 100 mL de agua de rio

no Japao.

No ponto mais préximo ao bairro Ilha das Caieiras, o P3, o valor maximo detectado foi de
2,25x102 cépias genbmicas de adenovirus em 100 mL de amostra no més de agosto de 2011.
Esperava-se que a quantidade de virus nas amostras de P3 fosse superior aos dos demais pontos,
visto que o lancamento de esgoto in natura ocorre a poucos metros do local onde a coleta foi
realizada. Comparando com o estudo de La Rosa et al. (2010), na qual detectaram média de
3,3x10° e 7,6x10° copias gendmicas de AdV em 100 mL de amostras de esgoto bruto e tratado,
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respectivamente, em uma estacao de tratamento na Italia, o resultado encontrado em P3 mostrou-
se baixo, visto que este ponto sofre a maior influéncia direta de lancamentos de esgoto sem
tratamento. Observando a localiza¢do do Ponto 3, constatou-se que este se localiza em uma area
de lancamento de esgoto sem tratamento proveniente dos restaurantes e residéncias do entorno,
mas ndo é o ponto principal de lancamento do bairro Ilha das Caieiras. O lancamento de esgoto
do bairro ¢ localizado ao norte de P3, em uma zona popularmente chamada de valdo, separada de
P3 fisicamente e cercada por vegetagdo tipica de manguezal. O valdo (figura 21) recebe agua
pluvial do bairro, mas as ligagdes clandestinas de esgoto contaminaram a agua e deterioraram a
beleza paisagistica da regido. Devido a sua posi¢do geografica na baia de Vitdria e ao regime de
mare, a agua proveniente do valdo atinge o P3 quando a maré estd em vazante, entretanto este
trabalho foi realizado em periodo de maré enchente, com a agua do estuario diluida com a
entrada de agua marinha proveniente da baia de Vitoria. Ao sul de P3 existem lancamentos
pontuais de lancamentos de esgoto provenientes das residéncias, mas ndo tdo significativo
guanto o gque ocorre ao norte do cais. He e Jiang (2005) estudaram a presenca de adenovirus em
amostras de esgoto e observaram 10° cépias gendmicas de AdV por 100 mL de esgoto tratado e
de 102 a 103 copias gendbmicas de AdV por 100 mL em &guas de estuario na Califérnia. Assim,
percebe-se que mesmo sob influéncia do langcamento de esgoto sem tratamento da regido da Ilha
das Caieiras, o P3 apresentou similar quantidade de material viral de AdV que o estuario
estudado por He e Jiang (2005).

No Ponto 2 foi observada maior nimero de cdpias gendmicas por 100 mL em agosto de 2011,
com a deteccdo de 3,01x102 copias gendmicas por 100 mL de amostra de agua. O valor
observado neste ponto foi superior aos dos demais pontos neste més de monitoramento, o que
pode ser explicado devido a coleta ter sido realizada em dia chuvoso, pois a chuva contribui para
a liberacdo de microrganismos depositados no sedimento. Neste ponto o aspecto do sedimento é
menos arenoso que nos demais pontos e facilmente é ressuspendido quando da agitacdo da agua.
Neste caso, o sedimento funcionou como reservatério de microrganismos, permitindo sua
sobrevivéncia por longos periodos e os liberando para a coluna d’agua quando da ocorréncia de

eventos chuvosos (JENG et al., 2005).

Assim como para adenovirus, os resultados da analise de rotavirus se mostrou similar entre todos
0s pontos estudados no estuério da Ilha das Caieiras. Entre os pontos, o Ponto 3 apresentou

menor namero de amostras positivas por qPCR (53,84%), entretanto a quantidade média de
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material viral detectada foi superior aos demais pontos, 3,25x103 cdpias genémicas/100 mL
(1,26x103, 1,56x103 e 1,97x108 copias gendmicas/100 mL para P1, P2 e P4, respectivamente). A
grande quantidade de particulas virais de RV liberada nas fezes em periodos de surto pode ter
contribuido para a grande quantidade de cdpias gendmicas detectadas no estudrio em estudo.
Durante o monitoramento, foi observada a presenca de criancas de faixa etaria compreendida
entre 4 e 8 anos brincando no ponto de despejo de esgoto do bairro, no valao localizado ao norte
do cais e de P3. Na figura 21 é possivel observar a situacdo do local escolhido para recreacéo por

estas criancas.

FIGURA 20 — Zona de lancamento de dgua de drenagem urbana, mas atualmente contaminada pela
descarga de esgoto in natura proveniente de ligacdes clandestinas. Em A e B é observada a presenca de
criangas sobre a manilha de langamento; em C é mostrado o ponto de langcamento de agua de drenagem /

esgoto no “valdao”; em D ¢ possivel visualizar a presenca de criangas em contato primario com a agua
contaminada.
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As criancas que brincavam na agua contaminada relataram que sofriam constantemente com
diarreias e vomitos, e que sempre eram levadas por suas maes ao pronto atendimento do bairro
em que moram. Entretanto, aparentemente nenhuma atitude foi tomada para evitar que estas
pessoas entrem em contato com a &gua contaminada, visto que estas utilizam o valdo para
recreacdo. Assim, percebe-se que o adoecimento destas criancas esta longe de deixar de ocorrer,
visto que a quantidade de virus despejado no ambiente pelas fezes de pessoas infectadas €
extremamente elevada (até 10*° / g), e este ambiente permanecera como foco de contaminacéo,
pois 0s RV podem persistir no ambiente por longos periodos de tempo (CARTER, 2005).
Mesmo com a implantacédo de tratamento de esgoto no bairro, a reducdo destes virus no ambiente
a curto e médio prazos podera ser pouco significativa, visto que RV possuem resisténcia a
processos de tratamento fisico-quimicos utilizados pelas plantas de tratamento de esgoto
(ANSARI et al., 1991; HAMZA et al., 2009).

A deteccdo de rotavirus por g°PCR em amostras do P4 indica a alta contaminacdo do Rio Bubu
por este virus. A elevada positividade para RV em amostras de agua fluvial também foi
observada por Hamza e colaboradores (2009) em um rio da Alemanha, em que 90% de amostras
estavam contaminadas por este virus, com pico de 4,2x10% copias gendémicas em 100 mL de
amostra. Entretanto, como dito anteriormente, a contaminacao do P4 pode ser de origem humana
e animal, visto que o Rio Bubu corta areas rurais do municipio Cariacica. O elevado grau de
homologia genética entre rotavirus humanos e animais foi observado por Gentsch et al. (2005) e
a reacdo cruzada da gPCR pode ter detectado o rotavirus humano e rotavirus de animais nas
amostras de agua analisadas. Para determinar a origem do rotavirus encontrado nas amostras de
agua devera ser realizada analise filogenética destes virus, o que ndo é objetivo deste trabalho.
Embora haja a incerteza da fonte de contaminacao por rotavirus, aparentemente a contaminacéo
por RV humanos é mais provavel, visto que os pontos estudados ainda recebem esgoto

domeéstico direta ou indiretamente.

O pico de maior nimero de copias gendmicas de rotavirus foi observado em P3, com 5,24x10*
copias gendmicas/100 mL na amostra do més de agosto de 2011, possivelmente devido a sua
maior proximidade com o bairro llha das Caieiras e a coleta ter sido realizada em dia chuvoso,

com maior despejo de lixiviado no estuério proximo a este ponto.
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Embora a qPCR tenha detectado alta prevaléncia de rotavirus nas amostras estudadas no estuario
da Ilha das Caieiras, a positividade para este virus poderia ter sido maior, visto que ocorre
inibicdo substancial desta técnica em virus RNA. As amostras positivas para este virus se
concentraram de agosto de 2011 a janeiro de 2012, mas ndo foi possivel determinar a
sazonalidade. Garrafa (2009) estudou a qualidade microbioldgica de esgoto bruto e tratado em
uma estacdo de tratamento em Sao Paulo e detectou rotavirus com distribui¢do ao longo de todo
0 ano e o resultado da quantificacdo de particulas virais infecciosas no esgoto também néo
apresentou distribuicdo sazonal significativa.

A guantidade de material viral detectada para NoV por gPCR nas amostras de agua foi menor
gue a encontrada para adenovirus e rotavirus. Os valores obtidos para norovirus variaram de 8,34
a 3,05x10° cdpias gendmicas / 100 mL, com excecdo da amostra de P4 em outubro de 2011, em
que detectou-se o pico de 1,45x10* copias gendmicas em 100 mL de amostra. La Rosa et al.
(2010) encontraram 72% de amostras positivas para NoV GlI em esgoto bruto e 40% em esgoto
tratado na Italia, sendo 2,6x10° e 9,9x10’ cépias gendmicas/100 mL em esgoto na entrada e na
saida da estacdo de tratamento, respectivamente, valores estes inferiores aos detectados para
adenovirus nas mesmas amostras. Katayama et al. (2008) detectaram 2x10* cépias genémicas em
100 mL para NoV GII em amostra de esgoto bruto no Japdo, além de 92% de positividade em
amostras de efluente com tratamento secundario em estacdes de tratamento. No estudo realizado
por Hamza et al. (2009) foram detectados 2,5x102 copias genémicas de NoV Gll em 100 mL de

amostras de rios na Alemanha.

Os resultados obtidos para os trés virus estudados (adenovirus, rotavirus e norovirus Gll)
mostraram que a utilizagdo conjunta das técnicas moleculares PCR Qualitativa e PCR em Tempo
Real foi satisfatoria, visto que foi possivel a confirmacdo de alguns resultados e até mesmo a
obtencdo de positividade em amostras tidas como negativas por uma das técnicas (reducdo de
falsos negativos). No més de agosto de 2011, por exemplo, os resultados de adenovirus e
rotavirus foram confirmados nas duas técnicas, com todos 0s pontos positivos. O limite minimo
detectado pela gPCR neste estudo foi de 6,63 copias gendémicas / 100 mL para adenovirus em P3,
no més de outubro de 2011. Das 62 analises realizadas em P1, P2, P3 e P4, para AdV, RV e NoV
Gll, no periodo de janeiro de 2011 a janeiro de 2012, em que as amostras foram analisadas por
ambas as técnicas, detectou-se positividade para o norovirus em 11 amostras apenas pela PCR

Qualitativa (17,74%). Também foi observado que 53,22% das amostras foram positivas apenas
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pela qPCR, enquanto que 29,03% foram positivas nas duas técnicas. Todos os resultados
positivos de AdV e RV pela técnica PCR Qualitativa foram confirmados pela PCR em Tempo
real. A gPCR detectou maior positividade para estes dois virus que a PCR Qualitativa. Estudos
mostram que a técnica de PCR Qualitativa e eficiente na deteccdo de virus, mas a qPCR
mostrou-se eficiente e mais sensivel na deteccdo de pequenas quantidades de copias gendmicas
em diversos trabalhos (BOFILL-MAS et al. 2006, BOFILL-MAS et al, 2010; HERNROTH et al.
2002; JIANG, 2006;.PINA et al. 1998). A alta variabilidade no percentual de positividade entre
amostras analisadas por qPCR e por PCR Qualitativa foi observada em outros estudos (VAN
HEERDEN et al., 2003, 2005;. MIAGOSTOVICH et al., 2008;.VERHEYEN et al., 2009).
Somente nas amostras de norovirus foi observada positividade pela técnica PCR Qualitativa sem
deteccdo pela qPCR. Bofill-Mas et al. (2010) também observou esta situacdo, mas em amostras
de adenovirus. Diferencgas observadas entre PCR Qualitativa e gPCR podem estar relacionadas a
diversos fatores, como pequenas diferencas na sensibilidade entre as técnicas e diferentes
respostas a inibicdo enzimatica. A gPCR, por ter menos manipulacdo da amostra em comparacao
com PCR Qualitativa, € menos propensa a contaminantes (BOFILL-MAS et al., 2010). A
inibicdo enzimatica da gPCR em amostras ambientais e com alto grau de contaminagdo foi
observada Jiang (2006). A inibicdo em amostras ambientais ndo diluidas foi observada por
Bofill-Mas et al. (2010) e ndo € inerente apenas a gqPCR, sendo observada também na PCR

Qualitativa.

Hamza et al. (2009) verificaram a ag&o inibitéria na gPCR adicionando copias padronizadas de
RNA e DNA nas 41 amostras de agua analisadas. Foram amplificadas misturas com &cidos
nucléicos extraidos de virus DNA e RNA e misturas sem a adi¢cdo dos mesmos, no qual foi
detectado efeito inibitorio sobre a amplificagdo em amostras com adi¢do de extratos de virus
RNA, mas ndo detectou-se inibicdo em amostras com extratos de DNA. Também foi observado
que os valores do limiar de ciclo (Ct, do inglés Cycle threshold), definida como o nimero de
ciclos necessarios para o sinal de fluorescéncia cruzar o limiar da curva padrdo da gPCR, foram
de 5 a 8 ciclos mais elevados nas andlises para norovirus na presenga de extratos de acidos
nucleicos, o que indica inibicdo da reacdo da gPCR. O efeito inibitdrio no estudo de Hamza e
colaboradores (2009) foi reduzido pela pré-diluicdo de purificados dos acidos nucléicos antes da
reacdo de qPCR.
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No presente estudo ndo foram realizadas diluicdes nos extratos de acidos nucleicos de NoV e
RV, o0 que pode ter contribuido para a baixa deteccdo de NoV pela gPCR, uma vez que a
presenca de inibidores da etapa de transcrigdo reversa nas amostras de DNA/RNA extraidos pode
levar a uma subestimativa da frequéncia de amostras positivas. Embora a inibi¢cdo da reacéo de
gPCR possa ser reduzida com dilui¢des, a quantidade de RNA adicionado a g°PCR também reduz
a sensibilidade de deteccdo das particulas virais em amostras de agua (HAMZA et al., 2009), o

que também é observado na técnica PCR Qualitativa.

A deteccdo de particulas virais por técnicas moleculares como a PCR ndo permite determinar a
infecciosidade dos virus encontrados. As amostras ambientais estudadas podem conter particulas
virais infecciosas, 0 que representaria um problema de salde publica, visto que a populacédo da
Ilha das Caieiras esta constantemente em contato com a dgua do estuario. Sabe-se que a dose
infecciosa dos virus € baixa e estes podem causar doengas quando ingeridos ou inspirados
(YEZLI & OTTER, 2011).

A PCR em Tempo Real é uma técnica mais recente que a PCR Qualitativa e demonstrou ser uma
importante ferramenta para a quantificacdo de acido nucleico em aguas ambientais, devido ndo
somente a sua sensibilidade e especificidade, mas também por ser rapida e facil de usar. A
utilizacdo das duas técnicas neste trabalho, entdo, mostrou-se importante, pois uma técnica
complementou a outra e permitiu a obtencdo de resultados mais confidveis e precisos. Entretanto,
a limitagdo mais grave das técnicas utilizadas é a falta de mecanismos que permitam a
discriminagdo entre os virus viaveis, inativados e infecciosos (RICHARDS, 1999;. REYNOLDS
et al. 1996).

Neste trabalho néo foi possivel fazer uma correlacéo entre os resultados obtidos pelas analises de
Coliformes Termotolerantes e enterococos com a deteccdo de virus em agua, pois observou-se
que a variacao de carga viral ndo correspondeu a mesma variacdo do namero de colonias destes
bioindicadores. A prevaléncia de virus entéricos nos meses em que as densidades de indicadores
bacterianos estavam abaixo do limite recomendado em legislagdo mostra que indicadores
bacterianos ndo sdo bons indicadores de contaminacédo viral. Segundo Calgua et al. (2008), a
bactéria E. coli é comumente utilizada como indicador de patdgenos em agua, mas ndo esta
necessariamente correlacionada com a presenca de patdgenos virais, que sdo mais estaveis do

que as bactérias no ambiente. Jiang (2004) também n&do observou correlacdo entre a ocorréncia
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de virus entéricos humanos e a qualidade microbioldgica da dgua baseada em bioindicadores.
Embora ainda néo tenha sido observada a relacao entre indicadores bacterianos de contaminacéo
fecal e presenca de virus entéricos, o Brasil ndo possui legislacdo que obrigue a realizacdo de
andlises virologicas. Na resolugdo CONAMA 274/2000, em 4&guas classificadas como

improprias, ha apenas a recomendacao para a pesquisa de organismos patogénicos.

A regido de estudo, a Grande S&o Pedro, € conhecida como bolsdo de pobreza da capital do
Espirito Santo, sendo o bairro formado a partir da invaséo e aterro de areas de manguezal e do
antigo lixdo de Vitéria. A llha das Caieiras € caracterizada pela falta de infraestrutura e de
saneamento, e grande parte das familias residentes é de baixa renda que sobrevive da
pesca/coleta de frutos do mar desta regido. Esta area de estudo ainda ndo é totalmente atendida
por um sistema de coleta e tratamento de esgotos, sendo o efluente sanitério ligado a drenagem
pluvial e lancado no estuario sem qualquer tipo de tratamento. A contaminacdo deste corpo
d’agua € preocupante, pois o estudrio proximo ao bairro Ilha das Caieiras ¢ local de intensa
atividade pesqueira e também de atividades recreativas. Do ponto de vista de salde publica, é
importante considerar ndo apenas a possibilidade da transmissé@o de doencas de veiculacéo
hidrica aos banhistas (gastroenterite, hepatite A, cllera, febre tifoide, entre outras), mas, também,
a contaminacdo dos alimentos retirados do mar, uma vez que podem ser consumidos crus ou
parcialmente cozidos. Entretanto, a Grande Sdo Pedro sera contemplada em 2012/2013 com a
implantacdo do sistema de esgotamento sanitario (Projeto Aguas Limpas — CESAN — Prefeitura
de Vitoria), que prevé a universalizacdo do saneamento com 100% de esgoto tratado na Capital
Vitoria. Assim, esta pesquisa é de grande importancia para a verificacdo da eficiéncia do
tratamento a ser empregado, pois podera servir de base para a comparacdo da qualidade da agua

antes e apés a implantacao do sistema sanitario.

7. CONCLUSAO

A andlise da agua do manguezal da llha das Caieiras, na Baia de Vitoria, revelou que a regido

recebe aporte de esgoto in natura em diversos pontos do estuario, comprometendo a qualidade
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sanitaria deste ambiente. A contaminacdo da agua por esgoto e por efluentes de agricultura e
pecuaria vem ocorrendo ao longo dos anos e pode ser percebida pelos resultados obtidos nas
analises microbioldgicas realizadas neste trabalho. Nas amostras de agua analisadas foram
detectados elevada densidade de Coliformes Termotolerantes e de Enterococcus sp., que em
alguns meses ultrapassou os limites preconizados na legislacéo para uso recreacional de contato
primario (Resolucdo CONAMA 274/2000).

As andlises moleculares utilizadas neste trabalho permitiram a deteccdo de adenovirus, rotavirus
e norovirus GII nos quatro pontos estudados durante 0 monitoramento. A contaminacdo deste
estuario por virus e bactérias fecais nos indica que esta area esta sob forte acdo antropogénica,
com langcamento continuo de esgoto sanitario in natura. O contato primario com a agua € 0
consumo/comercializacdo de frutos do mar extraidos do manguezal da Ilha das Caieiras pode

representar, entdo, um potencial risco a saude publica.

A utilizacdo da técnica qPCR para deteccdo de material viral na agua mostrou-se mais sensivel
gue a PCR Qualitativa, mas observou-se que uma técnica complementou a outra, reduzindo a

obtencéo de falsos negativos.

Os resultados fisico-quimicos obtidos permitiram a avaliagcdo da qualidade da agua do estuério,
que apresentou pouca variacdo no periodo de monitoramento deste trabalho. Dentre os
parametros analisados, a salinidade foi a que mais influenciou nos parametros microbiolégicos,
com correlacdo observada com os coliformes termotolerantes e enterococos. A pluviosidade
mostrou-se relevante na avaliagdo dos parametros estudados, principalmente salinidade,

condutividade, coliformes termotolerantes e enterococos.

Assim, o estudo da carga viral realizado neste ambiente € importante para o conhecimento real
da qualidade sanitaria do estuario, visto que este tem grande importancia social e ambiental para

a regido da Ilha das Caieiras.
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8. RECOMENDACOES

Verificar a infecciosidade de virus entéricos presentes na agua do sistema estuarino da Baia de
Vitoria, por meio de técnicas de cultura celular. Este monitoramento permitira avaliar o real risco
para a salde publica decorrente da exposicdo ao ambiente contaminado e do consumo de

alimentos provenientes deste estuario.

Realizar a genotipagem de rotavirus e norovirus detectados em amostras de agua, a fim de
determinar a prevaléncia dos genétipos dominantes na regido, e compara-los com o0s virus

isolados de pacientes com gastroenterite de origem viral.

Realizar monitoramento apds a implantacdo do sistema de esgotamento sanitario na llha das
Caieiras, previsto para conclusdo em 2012/2013, e que atendera toda a regido de estudo, a fim de
comparar com os resultados obtidos neste trabalho e avaliar a qualidade do tratamento de esgoto

nessa regido.
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