«to_ Nacional de Salde

Doutor Ricardo Jorge

Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

_0 paradigma da contaminacao fecal de aguas balneares, nem sempre

o humano é culpado

The paradigm of bathing water faecal contamination, humans are not always to blame

Maria Leonor Santos, Jodo Branddo, Elisabete Valério

elisabete.valerio@insa.min-saude.pt

Departamento de Saude Ambiental, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

E. coli, coliformes, enterococos intestinais, estas bactérias foram durante
décadas a luz do sol na luta contra a propagagao de doengas transmissi-
veis por &guas de consumo e recreativas. A sua presenca em massas de
agua correlaciona-se diretamente com a doenga humana. No entanto,
essa correlagdo ndo é total. HA uma percentagem de casos em que a
sua presenca ndo tem implicagdes na salde humana. Como resolver
estes casos, de forma a identificar as fontes de contaminagao fecal? A
Biotecnologia respondeu a esta questao. O genoma das Bacteroides spp.,
bactérias pertencentes a flora intestinal de animais de sangues quentes
e dificeis de cultivar em laboratério, apresentam pequenas variagdes de
acordo com espécies que colonizam, indicando assim se a presenga do
seu material genético numa agua é de origem humana, bovina, canidea,
suina ou avicola, por exemplo. A sua pesquisa para determinar fontes de
contaminacéo fecal em massas de dgua denomina-se de Microbial Source
Tracking. Este método nao veio substituir a utilizagdo das bactérias intes-
tinais tradicionais, que sdo indicadores simples e eficientes, mas veio dar
resposta a procura das fontes biolégicas de uma contaminagao fecal.

_Abstract

E. coli, coliforms, intestinal enterococci, these bacteria have been
for decades the sunshine of the struggle against the propagation of
waterborne diseases. Its presence in water bodies correlates directly
with human disease. Yet, this correlation is not complete; there is a
percentage of presence that has no implications in human health. How
can these cases be resolved in such a way that the sources of faecal
contamination be identified? Biotechnology answered this question.
The genome of Bacteroides spp., which are bacteria that belong to the
intestinal flora of warm-blooded animals, hardly cultivable in laboratory,
vary according to the animal species which they colonise. Due to this
characteristic, the presence of its genetic material in water may be
tracked to have originated, for example, in humans, bovines, canines,
swine or fowl. The determination of sources of faecal contamination in
water bodies is named “Microbial Source Tracking”. It does not replace
the traditional use of intestinal bacteria, which are simple and efficient
indicators, but it does respond to the search for biological sources of
fecal contamination.

_Introdugéo

O papel da 4gua na vida

A 4gua é um recurso natural essencial & vida (1), fazendo
parte de diversos processos fisicos, quimicos e biol6gi-
cos (2:3), Esta é uma fonte imprescindivel para a vida e a
sua manutencdo, desempenhando um papel crucial néo
s6 para 0 homem como para as suas inimeras atividades,
como tarefas diarias, de lazer e de turismo (1:2),

Saude ambiental

Tudo o que é introduzido na agua passa pelo ambiente e
chega ao homem. Sendo por isso crucial, de modo a alcan-
car uma boa saude publica, protegé-la e assegurar a sua
disponibilidade e qualidade para os diversos fins a que se
destina. Para tal, é necessario que existam um conjunto
de estratégias e leis associadas a gestdo sustentavel, moni-
torizagao e protecdo das aguas e dos seus ecossistemas.
Deste modo, consegue-se alcancar uma boa qualidade, ja
que um controlo ineficiente das fontes de polui¢do, ou uma
incorreta gestao, podera afetar as massas de dgua destina-
das ao consumo doméstico () ou a qualidade das &guas
balneares, e as usadas para outros fins recreativos.

Problemas que advém das aguas

Recursos hidricos contaminados representam ndao sé um
elevado risco para a satde humana, devido a possibilidade
de ingestdo e de transmissdo de doengas parasitarias e
infeciosas, mas também pode afetar o ambiente e a econo-
mia, j& que pode originar o encerramento de areas recreati-
vas, como praias, zonas de pesca e de aquacultura, assim
como outros locais de lazer que envolvam massas de agua
contaminadas (:5-9),



O

Os riscos para a salide associados a agua podem ser inseri-
dos em duas categorias principais. Uma das categorias
esta relacionada com a ingestao de agua contaminada por
agentes biologicos (virus, bactérias, fungos e parasitas), e
através do contacto direto ou por meio de insetos vetores
que necessitam da &gua no seu ciclo biolégico. A outra
categoria inclui os riscos derivados de poluentes quimicos
em geral, fluentes de esgotos industriais e agricolas (3).

Origens de contaminacdo de aguas

A poluicdo em aguas pode ser classificada como pontual
ou difusa (3:7:10-12) ' A pontual atinge o corpo de dgua num
Unico local, de forma concentrada e é composta maioritaria-
mente por efluentes domésticos e industriais. A difusa, ao
atingir o corpo de agua, difunde por extensas areas e é
maioritariamente composta por residuos provenientes da
agricultura e pelo escoamento superficial urbano e rural
(escorréncias) (3:7.10-12) - Assim, as fontes pontuais sdo
relativamente faceis de identificar, ao contrario das difusas,
que podem advir do transporte de varias fontes misturadas
a grandes distancias (3,7,11-13),

Os cursos de agua podem ser contaminados pela agricultura,
pecuaria, areas rurais ou urbanas e estagoes de tratamento
de agua (3.7.9,10,14) existindo por isso diversas possiveis fon-
tes de contaminagao. As principais e de origem fecal podem
ter como fonte o homem, ruminantes, animais selvagens,
animais domésticos ou aves (figura 1) (3,7,10,15,16),

Figura 1:

Representacdo esquematica de diferentes fontes
possiveis de contaminagéo de aguas fluviais.

20

Cada uma dessas fontes apresenta um risco diferente para

a salde humana, sendo a agua dos esgotos a mais no-
civa (12,17.18) 'ja que podem conter microrganismos patogéni-
cos varios, de origem humana e animal (3:5.7-12,16,17) ' Agsim,
¢ importante destacar que a principal fonte de contamina-
cdo dos ambientes aquaticos naturais estd associada as
aguas de esgotos domésticos e industriais ndo-tratadas ou

que sdo sujeitas a tratamentos insuficientes/inadequados
(figura 2) (3,7,10,15,16).

Figura 2:

Representacao esquematica de diferentes fontes
possiveis de contaminagao de aguas balneares.
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_Objetivo

Avaliar a relevancia da abordagem Microbial Source Tracking
no contexto da contaminacéo fecal de aguas fluviais e bal-
neares.

_Métodos

Tendo em vista que a poluigéo fecal nas aguas é frequente-
mente o resultado de uma contaminagdo mista, torna-se
crucial determinar os componentes individuais, de modo a
salvaguardar a saude publica e orientar os esfor¢os para a
sua mitigacgéao (10,18),

Habitualmente, as bactérias indicadoras fecais (FIB) tém
sido 6timas ferramentas para monitorizar a poluicao, avaliar
a qualidade e o tratamento da agua e estudar os riscos de
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(5,9,12,14,16-19) o1

salde publica associados a mesma
s&o caracterizadas por um grupo heterogéneo de taxa
bacterianos, definidos por caracteristicas fenotipicas que
permitem a sua detegdo e quantificacao (12) 0s principais
FIB usados mundialmente sdo atualmente E. coli e Entero-

8,10,17,18,20,21)

coccus( , que foram selecionados com base

nas vantagens que apresentam na sua capacidade indicatéria

de contaminacéo fecal (16,17),

Por exemplo, em Portugal, a avaliacdo da qualidade das
aguas balneares rege-se pelos critérios da Diretiva
2006/7/CE, e do Decreto-lei n.° 113/2012 (22.28), Esta ¢
realizada com base na anélise bacteriologica para identifi-
cacao de Enterococos intestinais e Escherichia coli. De
acordo com os resultados dessas analises bacterioldgicas,
cada agua balnear é classificada como “excelente”, “boa”,
“aceitavel”, ou “ma” (22,23),

No entanto, a utilizacdo destas FIB apresenta algumas limi-
tacdes, por um lado ndo é necessariamente representativa
de todos 0s agentes patogénicos possiveis, em todos 0s
momentos no tempo, por outro lado, e mais relevante, nao
permite saber qual a sua fonte biologica, ou seja, qual a
origem da contaminacgao fecal. Esta € uma enorme desvan-
tagem, sobretudo na caracterizagao do risco para a saude
publica, naimplementagao de medidas corretivas e proces-
sos de mitigagéo (5,8,14,16-18,20,21)

Na figura 3 esta representado um esquema simplificado do
surgimento do conceito de Microbial Source Tracking (MST),
que permite complementar a informacao gerada pela utiliza-
cdo das FIB - pois permite identificar os grupos bioldgicos
que originam a poluigao fecal.

As técnicas de rastreamento molecular da fonte microbiana
(MST), do inglés Microbial Source Tracking, surgiram no final
do século XX (17) ¢ tém sido desenvolvidas na ltima década,
de modo a dar resposta a limitacdo indicada anteriormente:
identificar de forma inequivoca as fontes e origens da
poluicao fecal, incluindo as fontes difusas de contaminacao
fecal (7-9,11,12,14,16,17,19-21,24-26) Esta identificacdo é crucial
para avaliar a qualidade da agua e o risco associado a
saude humana, de forma a alocar verbas e a reformular as
legislacbes em vigor, ja que estas poderdo ser cruciais na
interrupcao da transmissao de agentes patogénicos que irdo
afetar a satde publica (7:9,16,17,19,20,24,25) 'Geralmente, sdo
necessarios grandes esforcos e investimentos financeiros
para mitigar as fontes de contaminagéo, como tal, a identifi-
cagao das fontes de contaminacao, facilita a sua resolucao e
definicdo dos recursos necessarios (7:20,24,25),

Como funciona a técnica MST

A premissa da técnica MST baseia-se na associagéo de
certos microrganismos fecais com um hospedeiro em
particular, dado que cada organismo possui um conjunto

Figura 3: L2 Esquema simplificado do aparecimento do conceito do Microbial Source Tracking (MST),

que surge de modo a colmatar as limitagdes indicadas pela ferramenta FIB.
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de microrganismos especificos no seu trato intestinal e

estes tendem a passar para as massas de agua pelas fezes
(5,7-9,12,14,16,17,20,21,24,26)

Os métodos de MST independentes de bibliotecas de dados
(LI-MST) sao preferencialmente utilizados, pois visam uma
caracteristica particular de uma espécie ou tipo especifico
de patégeno, tornando-se assim mais apelativos para a
identificac@o ao nivel da espécie contaminante. Alguns des-
tes métodos recorrem a cultura, sendo baseados pelo cres-
cimento de virus, bacteriéfagos ou bactérias especificas
da fonte e mtDNA (5,9,17.20) por outro lado, caso sejam
independentes de cultura, serao utilizados os testes quimi-
cos (como a detecdo de cafeina, esterois e estandis fecais,
pesticidas e policiclicos) e moleculares (como a extracdo
dos 4cidos nucleicos dos alvos em questao) (5:9,20),

As bactérias usadas em MST apresentam quantidades e
caracteristicas distintas, como padrdes de resisténcia a
antibidticos (11:13,17,20,26) oy fragmentos especificos de
um gene que esté inequivocamente associado a um hospe-
deiro (1.12), Esta especificidade deve-se a processos
evolutivos (1) e ao facto de as espécies de microrganismos
diferirem com a dieta, fatores socioecondmicos e culturais,
fisiologia e anatomia do hospedeiro, como a idade, genética
e estado de saude, e com a localizacdo geografica do
hospedeiro (5:7,12,18,19,24,27) ‘Ao conhecer essas relacdes,
que variam dentro de uma populacao ao longo do tempo e
entre diferentes populacdes no espago, é possivel identificar
a fonte de contaminacao fecal, j& que muitos dos métodos
que compdem esta técnica dependem de uma sequéncia

especifica de DNA, a que se designa de marcador molecular
(7,8,11,12,14,17,19-21,24-26)

Aplicabilidade dos marcadores moleculares em MST

Os marcadores moleculares usados em MST sdo sequéncias
de DNA que pertencem a microrganismos especificos de um
hospedeiro (7). Usualmente, recorre-se a varios marcadores
para um unico hospedeiro e a métodos de combinagao, com
0 objetivo de aumentar a discriminacdo e precisdo ou para
confirmar os resultados (9:17,20,24),
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De forma a caracterizar o seu desempenho e aplicabilidade,

0s marcadores podem ser testados através de métodos qua-
litativos e quantitativos (24:19), Estes sao avaliados conforme
a especificidade e sensibilidade que apresentam (7:12,17,24)
Um marcador especifico € um marcador que pertence
exclusivamente a um hospedeiro, 0 que permite indicar com
elevada preciséo a fonte de contaminacao, ja a sua sensibili-
dade consiste na sua capacidade de detetar fezes do hospe-
deiro, quando estas se encontram presentes nos recursos
hidricos (11.24). A especificidade ao hospedeiro ¢ definida
com base nos resultados verdadeiramente negativos das
analises quando se analisa material genético de hospedeiros
nao-alvo. Porém, é de destacar que nenhum dos marcadores
bacterianos exibe especificidade absoluta, provavelmente
nao so6 devido a fisiologia, dietas semelhantes e coabitacdo
dos organismos, mas também gracas a possibilidade de
haver homologia entre algumas regides do genoma de genes
marcadores, com outros microrganismos que ndo 0s espera-
dos. Devem, portanto, ser sempre validados para uma zona
geografica antes de serem usados rotineiramente.

Apesar dos marcadores virais apresentarem especifici-
dade absoluta ao hospedeiro, de um modo geral, estes séo

menos prevalentes que os bacterianos nas amostras fecais
(7,14,17,19,20,24,28)

A sensibilidade do método é definida pela proporcédo de
amostras verdadeiramente positivas em que o marcador é
detetado, ou seja, é a capacidade que o marcador tem de
ser detetado em amostras fecais, mistas ou puras.

A escolha dos marcadores tem, entdo, como base a especi-
ficidade e sensibilidade do método selecionado e 0 que se
sabe até a data sobre as fontes de contaminacéao na area de
estudo (24). O uso de diversos marcadores permitira deter-
minar a principal fonte biolégica de contaminacao fecal.

_Conclusdes

A abordagem Microbial Source Tracking (MST) é relevante
no contexto da contaminacéo fecal de aguas fluviais e bal-
neares. Esta ferramenta de MST € extremamente Gtil para a
prevencao e no estabelecimento de medidas de mitigacéo,
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pois ao se fazer a associacdo a um culpado, de todos 0s
possiveis suspeitos que andam entre nés, é possivel tomar
as medidas mais indicadas para a gestdo do problema.

Apesar do MST ser uma técnica promissora para identificar
a fonte de contaminacao fecal, deve-se, sempre que possi-
vel, apostar numa abordagem combinada, onde se recorre
as bactérias indicadoras fecais (FIB), a MST e a quantifica-
¢cao de marcador, pois s6 assim é que se terdo informagdes
mais confiaveis sobre a qualidade da agua e riscos para a
saude publica.
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