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RESUMO

A emergéncia de novos agentes etiologicos em surtos de veiculagdo hidrica, tais como os virus entéricos, vem
causando impacto na satde publica, tornando necessario o desenvolvimento de tecnologias para a deteccdo
desses agentes. Os virus entéricos podem ser encontrados em diversos ambientes, sobreviver por longos
periodos, podendo causar diversas doengas. O local de estudo deste trabalho, sistema estuarino da Baia de
Vitoria, ¢ fonte de subsisténcia para a populagdo de bairros adjacentes, porém este ambiente vem sendo
degradado principalmente pelo despejo de esgoto sanitario. Assim, buscou-se avaliar a contaminacdo em 3
pontos de coleta de agua do estuario e do marisco: sururu do mangue (Mytella guyanensis), por meio de
indicadores bacterianos (coliformes totais e E. coli) e viral (adenovirus), e a variagdo de parametros fisico-
quimicos (pH, turbidez, condutividade elétrica e Sélidos Dissolvidos Totais - SDT) ao longo dos 14 meses de
monitoramento (fevereiro/2008 a marg¢o/2009). Os resultados das analises fisico-quimicas mostraram
variagdo dos parametros conforme precipitagdo pluviométrica anterior a data da coleta, obtendo valores
maximos de turbidez e minimos de condutividade ¢ SDT nos meses mais chuvosos, especialmente para o
ponto mais proximo ao rio (P1). Os resultados das analises microbioldgicas revelaram elevada contaminagdo
do sururu e do ponto mais préoximo ao bairro (P3). Valores mais elevados também foram obtidos em meses
mais chuvosos. Os adenovirus foram detectados em 78,6%das amostras de P1 e P2, em 71,6% das amostras de
P3 e em 100% das amostras de sururu, evidenciando sua capacidade de concentrar particulas do meio
circundante. Mesmo em meses em que a concentragao de bactérias estava abaixo do limite recomendado pela
legislag@o, particulas virais foram detectadas, indicando que indicadores bacterianos podem nao ser adeuqados
para avaliar a contaminagdo viral. A metodologia utilizada foi eficiente na deteccdo de particulas virais nas
amostras analisadas.

PALAVRAS-CHAVE: Virus Entéricos, Surtos de doengas, Agua de Estuario, Marisco, Contaminag&o
Microbiologica.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, bactérias, virus, protozoarios ¢ helmintos tém sido associados com diversos surtos de
origem hidrica e alimentar causando um grande impacto na satde publica em termos de morbidade,
mortalidade e custos econdmicos. Os protozodrios e os virus t€ém substituido as bactérias patogénicas como
agentes de maior preocupagdo na transmissdo de doengas de veiculagdo hidrica e, de modo geral, sdo mais
infecciosos do que os agentes bacterianos.
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Os estudos na area da Microbiologia Ambiental ainda sdo incipientes, pois exigem a analise de amostras
volumosas, necessitam da aplicagdo de métodos de concentragdo eficientes e de métodos de detecgdo
sensiveis, muitas vezes onerosos ¢ de complexa implantagdo. No Brasil, ha poucos estudos que avaliem
metodologias para a detec¢do de alguns microorganismos em amostras ambientais, ¢ a emergéncia de novos
agentes etiologicos de veiculacdo hidrica, bem como o agravamento de antigas epidemias relacionadas com a
agua e até entdo sob controle, resultam no atual incremento das investigagdes sobre a prevaléncia de virus,
protozoarios, helmintos e bactérias em corpos d’agua, em sistemas de abastecimento de agua e em sistemas de
esgotamento sanitario.

Virus patogénicos para humanos e animais podem estar presentes em aguas para abastecimento publico, aguas
marinhas, rios, corregos. Grandes nimeros de particulas virais sfo excretados nas fezes e na urina por
individuos infectados, podendo vir a causar doengas, se ingeridas com a agua e alimentos. Os virus
apresentam sobrevivéncia similar ou um pouco superior a das bactérias no meio ambiente, sendo, no entanto,
mais resistentes aos processos de tratamento. As aguas utilizadas para consumo, recreagdo e para cultivo de
moluscos podem ser contaminadas por mais de 140 tipos de virus entéricos, todos considerados patogénicos
para o homem e muitos desses, com habilidade para sobreviver por meses na agua e no solo (OMS, 2006).

A area de estudo, regido da Grande Sdo Pedro, localizada na parte noroeste da ilha de Vitoria/ES — abriga uma
extensa area de manguezal que se constitui em uma fonte importante de subsisténcia para os pescadores da
regido que se dedicam principalmente a coleta de frutos do mar (ostras, sururu de mangue, caranguejo, siri),
abundantes no mangue. A populag@o ¢ na sua maioria de baixa renda. A descarga de varias redes de esgoto
contribui para o aumento nos niveis de polui¢ao organica, inorgénica e biologica, em torno da ilha de Vitdria,
comprometendo ndo apenas o meio ambiente, mas também a satde da populagéo.

Os estudos realizados nos mariscos e o alto ntimero de casos de gastrenterite notificados anualmente na regido
sugerem uma possivel associagdo entre o consumo ou manuseio destes alimentos e o desenvolvimento de
doengas do trato gastrointestinal. O primeiro passo para se avaliar esta hipotese devera basear-se em uma
avaliagdo da prevaléncia de enteropatdogenos bacterianos e virais na agua e nos alimentos manipulados. A
determinag@o da prevaléncia destes organismos no meio ambiente podera ser utilizada para avaliar o impacto
da destinag@o inadequada do esgoto neste ecossistema e posteriormente as conseqiiéncias sobre a satde da
populagdo que utiliza a agua e os alimentos contaminados.

Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica de 3 pontos do sistema estuarino
da Baia de Vitéria e marisco ali coletado, através da deteccdo de indicadores de contamina¢do bacterianos e
viral durante 14 meses de monitoramento.

MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada no sistema estuarino da Baia de Vioria, proximo ao bairro Ilha das Caieiras, regido de
Grande Sao Pedro, em Vitéria/ES. As coletas de agua no estuario foram realizadas em 3 pontos
georreferenciados com GPS Map Garmin 76S (Tabela 1; Figura 1). Estes pontos foram selecionados de
acordo com resultados de estudos anteriores desenvolvidos na regido e com a ajuda da populagio local.

Tabela 1: Pontos de amostragem

Ponto Descricéo Coordenadas
1 manguezal proximo a foz do rio Santa S 20°157641
Maria da Vitéria W 40°197960
5 Proximo ao manguezal de ilha onde é S 20°167262
coletado o sururu W40°20°632
. . S 20°16°597
3 cais da Ilha das Caieiras W 40°20°217
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Figura 1: Mapa do sistema estuarino da Baia de Vitéria
com os pontos de amostragem deste trabalho.

As coletas de agua, nos pontos 1, 2 e 3 (P1, P2 e P3 respectivamente), e do marisco (sururu do mangue —
Mytella guyanensis), no mangue préoximo ao ponto 2, foram realizadas no periodo de Fevereiro/2008 a
Marg¢o/2009, com freqiiéncia mensal.

Em cada ponto foi coletado 1,5 litro de amostra de agua estuarina, aproximadamente 15 cm abaixo da
superficie, no periodo matutino.

As amostras de agua e de marisco foram armazenadas em isopor com gelo logo apds sua coleta, e assim foram
transportadas para posterior analise. As amostras que ndo foram processadas no momento em que chegaram
no laboratorio, foram mantidas em refrigerador a 4°C, por no maximo 2 horas.

As analises fisico-quimicas (pH, turbidez, condutividade e Solidos Dissolvidos Totais - SDT),
microbiolégicas (Coliformes totais e Escherichia coli) foram realizadas no Laboratério de Saneamento
(LABSAN) do Departamento de Engenharia Ambiental (DEA) da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES), conforme Standard Methods for Water and Wastewater Examination 19° Ed (APHA, 1995), para as
amostras de agua e conforme recomendagdes do Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods (APHA, 1992), para as amostras de marisco. Os testes para deteccdo e quantificagdo de
Coliformes Totais e Escherichia coli foram realizados através do sistema de cartelas, embasado no Numero
Mais Provavel (NMP).

Um litro de amostra de agua foi concentrado utilizando a técnica de adsorgdo-eluicdo em membrana
eletronegativa, conforme metodologia proposta por Katayama, Shimasaki e Ohgaki (2002), utilizando
recipiente de pressdo para dispensacdo (Millipore) na filtragdo. Cerca de 15mL resultaram desta primeira etapa
de concentracdo. Uma segunda etapa de concentragdo foi realizada centrifugando o volume obtido na primeira
etapa em tubos Amicon Ultra-15 (Millipore) a 6700xg a 4°C até que a amostra fosse concentrada a um volume
de 400pL. A amostra permaneceu em freezer a -80°C até a extragdo de acidos nucléicos.

A amostra de marisco foi processada iniciando-se com a lavagem da parte externa dos mexilhdes em agua
corrente. Posteriormente, as valvas foram abertas com auxilio de faca estéril, e a por¢do gastrointestinal do
marisco, removida. A metodologia utilizada consiste em modificagdes das propostas por Traore et al. (1998) e
Croci et al. (1999).
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Para extragdo de acidos nucléicos, foi utilizado o método de Boom e colaboradores (1990). O DNA das
amostras foi submetido a PCR e nested-PCR para pesquisa de Adenovirus das amostras ambientais conforme
Allard et al. (2001), utilizando o aparelho termociclador PTC-100, versdo 7.0, MJ Research. Os produtos da
nested- PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,8% contendo brometo de etidio a 0,5 pg/ml
e os produtos amplificados no gel foram visualizados em transiluminador (UV). O resultado foi registrado
com foto em maquina digital. O resultado positivo para adenovirus foi confirmado com a presenca de uma
banda de 173pb.

RESULTADOS
ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os resultados dos pardmetros fisico-quimicos (pH, turbidez, condutividade e sélidos dissolvidos totais) podem
ser visualizados na tabela 2. A variagdo de turbidez, condutividade e SDT ao longo do monitoramento podem
ser comparados com o volume de chuva acumulado nos 5 dias anteriores a data da coleta de cada més, nas
figuras 2-5. Os dados de precipitagdo pluviométrica foram obtidos pelo Instituto de Meteorologia (INMET),
para a esta¢@o automatica do municipio de Vitoria/ES.

Tabela 2: Estatistica descritiva dos parametros fisico-quimicos analisados (n=14).

A Ponto de Mediana Minimo Maximo
Parédmetro coleta
P1 7,51 6,90 8,28
pH P2 7,56 7,12 8,07
P3 7,55 7,02 7,55
Turbidez P1 8,67 0,68 225,76
(UNT) P2 5,61 0,00 52,36
P3 4,93 1,02 65,96
L P1 28,5 2,7 60,9
Co?rf]g"c"rg;ide P2 44.2 8.0 64.2
P3 45,0 9,0 63,0
P1 14.846 193 45.086
SDT (mg/L) P2 24.846 2.898 51.358
P3 22.561 4.999 66.636
120,00 4
105,00 4
90,00 1 M Precipitagdo pluviométrica
T 75,00 A
&
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Figura 2: Precipitacdo pluviométrica (mm) acumulada para os 5 dias anteriores ao dia de coleta
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Figura 3: Série historica referente ao par@metro Turbidez para o periodo de monitoramento
(fevereiro/2008 a margo/2009)
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Figura 4: Série historica referente ao parametro condutividade para o periodo de monitoramento
(fevereiro/2008 a margo/2009)
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Figura 5: Série historica referente ao parametro Sélidos Dissolvidos Totais (SDT) para o periodo de
monitoramento (fevereiro/2008 a marco/2009)
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Analisando os resultados obtidos verifica-se que ha uma grande variacdo entre valores maximos e minimos na
maioria dos pardmetros analisados o que se deve a variacdo na precipitagdo. Os maiores valores de turbidez e
os menores valores de condutividade e SDT ocorreram em fevereiro ¢ novembro/2008, meses em que
ocorreram as maiores precipitagdes do periodo de monitoramento. Nos dias anteriores a esta coleta, ocorreram
fortes chuvas na regido, e com isso houve um grande aporte de agua doce e turva proveniente do rio. Este fato
explica os dados extremos obtidos para turbidez, condutividade elétrica e dissolvidos. Observam-se valores
maiores de turbidez e menores de condutividade e SDT no ponto 1, que é ponto mais proximo ao rio € por isso
sofre maior influéncia deste. A maior parcela dos solidos dissolvidos ¢ devido aos sais presentes neste sistema
salobro, por isso, quanto maior a parcela de 4gua doce no sistema, menor sera o valor de sélidos dissolvidos e
de condutividade.

Devido a presenca constante de barcos na regido, foi possivel visualizar manchas de 6leo sobre a agua. Além
disso, foram encontrados residuos sélidos nas margens do manguezal e das casas. Conforme resolugdo
CONAMA 357/05, em agua salobra classe 1, 6leos ¢ graxas e materiais flutuantes devem ser virtualmente
ausentes. O pH deve permanecer entre 6,5 - 8,5, 0 que ocorreu nos pontos analisados

ANALISES MICROBIOLOGICAS

Os resultados microbiolégicos do monitoramento dos 3 pontos de coletas e do sururu do mangue podem ser
visualizados na tabela 3.

Tabela 3: Estatistica descritiva para os resultados de Coliformes Totais e Escherichia coli

Agua (NMP/100mL) Sururu do
mangue
P1 P2 P3 (NMP/25g)
N 14 13 14 14
gegﬂn?gltﬁca 6,15x10° 4,41x10 1,82x10* 1,89x10°
cT Mediana 6,77x10° 1,70x10° 1,11x10* 1,54x10°
Minimo 3,1x10" 8,40x10" 9,70x10° 2,00x10"
Maximo 8,05x10° 1,14x10" 5,52x10° 4,87x10°
N 10 11 13 11
gegﬂn?gltﬁca 1,58x10° 7,20x10" 2,37x10° 1,86x10*
E. coli Mediana 1,49x10° 3,74x10" 2,00x10° 1,48x10°
Minimo <10 <10 2,00x10° 1,00x10°
Maximo 2,14x10° 1,05x10° 4,94x10" 4,10x10°

A maior densidade de coliformes totais e E. coli foi encontrada no ponto 3 ¢ no sururu. Em geral, ndo séo
visualizadas diferengas na densidade de coliformes totais (CT) e E. coli para os pontos 1 e 2, com ambas as
densidades na mesma faixa logaritmica.

Os maiores valores de densidade bacteriana detectados em P3 sugerem que a contaminagdo proveniente do
bairro Ilha das Caieiras, e provavelmente também dos outros bairros adjacentes, ¢ um dos principais
contribuintes para a contaminacao do estuario. Neste ponto, pdde-se perceber visualmente diversos pontos de
recebimento de efluentes, provenientes das edificagdes, sendo langadas no estuario.

Quanto aos resultados de sururu, foram obtidas clevadas concentragdes de bactérias ao longo do
monitoramento, especialmente no periodo chuvoso. Comparando-se a densidade bacteriana obtida para o
sururu com a encontrada no ponto 2, pode-se afirmar que o sururu foi capaz de concentrar particulas presentes
na agua, pois possuia em 25g de sua carne, cerca de 100 a 1000 vezes a quantidade média de bactérias
presentes em 100mL da agua circundante. Apesar de normalmente o sururu ser cozido antes do consumo,
outros mariscos tais como ostras, sdo consumidas cruas, e acarretam elevado risco em seu consumo, assim
como os mexilhdes que sdo mal cozidos.

Densidades elevadas de bactérias na regido ja foram relatadas anteriormente. Jesus et al. (2006) detectaram
elevadas concentragdes de coliformes totais (até 3x10° NMP/25g) e E. coli (até 5,5x10° NMP/25g) na carne do

6 ABES — Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



25° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental

sururu analisado. No presente trabalho foi possivel detectar até 4,87x10° NMP/25g de coliformes totais e até
4,1x10° NMP/25g de E. coli no sururu. Na 4gua, detectaram até 10* NMP/100mL de E. coli na 4gua, o mesmo
obtido no presente trabalho.

A maior densidade de coliformes observadas nos 3 pontos de coleta ocorreu no més de fevereiro/2008,
coincidindo com o maior valor de precipitagdo acumulada ocorrido ao longo do monitoramento (figura 2). Os
valores mais elevados obtidos para coliformes totais ¢ E. coli no periodo chuvoso podem estar relacionados a
um maior influxo de agua do rio no estuario e de agua de escoamento proveniente dos bairros adjacentes. Em
eventos chuvosos, o escoamento superficial (runoff) pode contribuir para o aumento da concentragdo de
contaminantes. Jorddo e Pessoa (1995) relatam que em areas de caréncia de infra-estrutura, hd muito esgoto
sanitario ligado a drenagem pluvial e por isso a lavagem das ruas nessas areas constitui uma contribuigédo
equivalente ao de esgotos domésticos primarios. Von Sperling (2005) também afirma que as aguas pluviais
urbanas sdo fontes de organismos patogénicos.

A contaminag@o detectada no local de estudo é preocupante, pois o estudrio proximo ao bairro Ilha das
Caieiras ¢ local de intensa atividade pesqueira ¢ também de atividades recreativas. Por isso ¢ importante que
seja verificada se essa contaminagdo ¢ elevada, comparando com o limite estabelecido em legislagdo. Para
compara¢do com legislagdo foi utilizada a média geométrica de E. coli durante todo o monitoramento.
Conforme CONAMA 274/2000, com finalidade de balneabilidade, o ponto 3 pdde ser considerado improprio
para recreacdo de contato primario, com média geométrica acima de 2000 E. coli /100mL Os pontos 2 e 3
mantiveram-se dentro do limite permitido para dgua propria satisfatoria, com médias geométricas inferiores
(tabela 6) a 800 NMP/100mL de E. coli. Conforme resolu¢gido CONAMA 357/2005, para agua salobra classe
1, o limite de 1000 NMP/100mL também foi ultrapassado para o ponto 3. O limite estabelecido também por
esta resolug@o, com a finalidade de cultivo de moluscos também foi ultrapassado para os 3 pontos analisados.

Quanto ao sururu, ndo houve legislacdo nacional que poderiam ser comparadas aos resultados obtidos.
Conforme norma européia (Diretiva 91/492/CE), o valor minimo obtido para o sururu foi mais de 17 vezes
acima do limite estabelecido para mexilhdo para consumo direto, sem processo de depuragéo.

ANALISES VIROLOGICAS

Os resultados da detecg¢do de adenovirus (AdV) em cada més do monitoramento dos pontos de coleta de agua,
podem ser visualizados na tabela 4.

Tabela 4: Deteccéo de AdV (+) nos trés pontos de coleta durante os 14 meses de monitoramento (Fev/08

a Mar/|09) |
P1 P2 P3
Data N=14
2008 Sururu
Fev + + N=13
Mar + +
Abr + +
Mai + +
Jun + + + +
Jul + + + +
Ago + + + +
Set + + + +
Out + + + +
Nov + + + +
Dez + + + +
2009
Jan + + + +
Fev + + +
Mar + +
Total amostras + 11 11 10 13
% 78,6 78,6 71,4 100
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Nota-se que em todos os meses, este virus foi encontrado nos mariscos, indicando uma concentragdo deste
virus em seu tecido. O adenovirus foi detectado em 78,6% das amostras dos pontos 1 e 2 e em 71,4% das
amostras do ponto 3. Considerando o total de 42 amostras de agua, referentes aos 3 pontos do sistema
estuarino da Baia de Vitoria, foram obtidas 32 amostras positivas para adenovirus (76,7%). Resultados
positivos em gel de agarose podem ser visualizados na figura 5.

Figura 6: Resultado para Adenovirus. Visualizacdo em gel de agarose 1,8% do produto de nested-PCR.
M: Marcador de peso molecular de 100pb; Linha 1: Banda referente a amostra de sururu do més de
Janeiro/2008, Linhas 2-4: Bandas referentes as amostras P1, P2, P3 e sururu, de fevereiro/2009,
respectivamente. As amostras foram positivas (banda de 173pb) exceto para P1; Linha 5: Controle
positivo; Linha 6: Controle negativo

O adenovirus ja foi sugerido como indicador de contaminagdo viral em amostras ambientais (PINA et al.,
1998) devido sua maior estabilidade em diversos ambientes, presenga em praticamente todas as amostras de
esgoto e maior resisténcia a alguns tratamentos de desinfecc¢do (UV, cloro) do que outros virus (GERBA et al.
2003; THURSON-ENRIQUEZ et al., 2003).

A deteccdo de particulas virais pela técnica PCR pode exceder a persisténcia da infectividade viral
(HERNROTH; ALLARD, 2007). Porém, devido ao influxo constante de agua contaminada com material
fecal, evidenciado pela presenga de E. coli, e elevada capacidade de concentragdo dos mexilhdes, também ha
possibilidade de constante reinfec¢cdo do sururu com particulas virais.

No presente trabalho foram detectadas amostras de agua positivas mesmo em meses em que os niveis de
coliformes da dgua estavam abaixo do limite estabelecido em legislagdo, indicando que limites bacterianos
podem ndo ser seguros para avaliar a qualidade viral.

A avaliagdo da ocorréncia de indicadores adequados no meio ambiente e alimentos contaminados, ¢ indicada
para ajudar a avaliar o real impacto da destinagdo inadequada de esgoto sobre a satide da populagéo.

CONCLUSOES

Os valores elevados de coliformes e a presenga de adenovirus no marisco, em todos os meses avaliados, sdo
preocupantes, ja que esse ¢ comercializado e consumido pela populagao.

A contaminagdo da dgua com bactérias indicadores de contaminagdo fecal também limita o seu uso para
recreacdo de contato primario, conforme legislagido CONAMA 274/00. Além disso, organismos patogénicos
(adenovirus) foram detectados em elevada prevaléncia nas amostras de agua.
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Periodos de chuvas podem diminuir a qualidade da 4dgua e dos mariscos, devido elevado carreamento de
solidos suspensos (turbidez) para o estudrio e também de esgotos (valores maximos de indicadores
bacterianos).

A metodologia utilizada para detec¢cdo de adenovirus de amostras de dgua estuarina e do sururu do mangue,
foi eficiente para as amostras analisadas.
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