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RESUMO

As aguas sdo potenciais vias de infecdo, pois servem como veiculos para disseminacdo de possiveis
microrganismos patogénicos que podem levar a surtos. Por isso é importante manter os ambientes
aquaticos livres de microrganismos. Para isso & necessdrio a constante monitorizacdo desses
ambientes. Isto é realizado através da utilizacdo de microrganismos indicadores (FIB), que sugerem o
nivel de poluicdo fecal da agua. Porém, tem sido demonstrado que os FIB possuem graves falhas na
identificacdo de certos tipos de microrganismos, como por exemplo, 0s virus, assim como na
identificacdo da fonte de contaminacdo fecal. A partir disso surgiu o Microbial Source Tracking
(MST), que tem como objetivo principal a identificacdo especifica do hospedeiro ou ambiente
causador da contaminagdo fecal. Neste estudo foram utilizadas uma combinacdo de diferentes
métodos, sendo a maioria destas técnicas moleculares, para fornecer uma nova abordagem pratica,
vidvel e integravel a partir da utilizacdo das amostras ambientais retiradas do Rio Tejo. Para isso
foram efetuadas colheitas totalizando 73 amostras em quatro pontos diferentes no rio Tejo: VFX,
MPN, ALC e Belém. Nestes pontos foram analisados quantitativamente os marcadores bacteriolégicos
E. coli e EF; os considerados potenciais indicadores de virus, CS e Bacteriéfagos de GB-124 e
marcadores moleculares HAdV, mtDNA humano, bovino, suino e de aves de consumo humano.
Foram encontradas positividades para todos os pontos, com 99% para E. coli, 97% para EF, 99% para
CS, 1% para Bacteriofagos de GB-124, 40% para HAdV, 90% para mtDNA humano, 92% mtDNA
bovino, 58% mMtDNA suino, 37% mtDNA de aves de consumo humano. Estes marcadores foram
também correlacionados, e devido a fraca correlagdo encontrada, os resultados indicam que as
informacdes fornecidas pelos indicadores bacterioldgicos e CS sao diferentes das informacdes obtidas

pelos indicadores moleculares.

Palavras-chave: MST, microrganismos indicadores, aguas, mtDNA, HAdV, Colifagos somaticos.






ABSTRACT

Water is a potential source of infection, because it serve as a vehicle for putative pathogenic
microorganisms’ dissemination that may lead to outbreaks. Therefore, is important to maintain the
aquatic environments free of microorganisms. For that, a constant monitoring of these environments is
required. This monotoring is performed by using Fecal Indicator Bacteria (FIB) that indicates fecal
level of pollution of the water. However, it has been established that FIB hold serious flaws
identifying certain types of microorganisms, like virus, as well as identifying the fecal contamination
source. From these evidences, the use of Microbial Source Tracking (MST) has emerged, aiming the
identification of the specific host as well as the environment responsible for fecal contamination.

In this study, a combination of methods was used, most of them molecular techiques, in order to
provide a new practical approach, viable and integrable, by using environmental samples removed
from Rio Tejo. To do that, the water was collected from four points of Rio Tejo — VFX, MPN, ALC
and Belém- making a final amount of 73 samples. In this four points, the following bacteriologic
markers were quantitatively analysed: E.coli and fecal Enterococcus; the virus potential indicators —
CS and GB-214 bacteriophages, and finally, the molecular markers HAdv and mtDNA from human,
porcine, bovine and birds for human consumption. Positive results were found in all points, with the
scores of 99% for E.coli, 97% for Enterococcos, 99% for CS, 1% for GB-124 bacteriophages, 40% for
HAdV, 90% for human mtDNA, 92% for bovine mtDNA, 58% for porcine mtDNA and 37% for birds
for human consumption mtDNA. These markers were also correlated and due to the low correlation
that was found, this results indicate that the information obtained from bacteriologic indicators and CS

are different from the one obtained using molecular markers.

Key-words: MST, FIB, water, mtDNA, HAdV, Somatic Coliphages.
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LISTA DE ABREVIATURAS

°C — grau Celsius

ALC - Alcantara

B. fragilis — Bacteroides fragilis

BPRMA - Bacteroides Phage Recovery Medium Agar
BPRMB - Bacteroides Phage Recovery Medium Broth
CacCl; — Cloreto de calcio

CT — Coliformes Totais

CF — Coliformes Fecais

CS — Colifagos Somaticos

DNA — Acido Desoxirribonucleico

E. coli — Escherichia coli

EF — Enterococos Fecais

ETAR’s — Estac@es de Tratamento de Aguas Residuais
FIB — Bactérias indicadoras de contaminacao fecal (Fecal Indicator Bacteria)
h — Horas

HCI — &cido cloridrico

L — Litros

M — concentracdo Molar

MgCl,— Cloreto de magnésio

min - Minutos

mL — mililitros

MPN — Marina do Parque das Nagoes

MSA — Modified Scholtens’ Agar

MSB — Modified Scholtens’ Broth

MtDNA — DNA mitocondrial

Na,COs - Carbonato de sodio

O.N — Over Night (deixado de um dia para o outro)

PB — Phosphate Buffer

PCR — Polymerase Chain Reaction

RNA — Acido Ribonucleico

RPM — Rotagdes por minuto

gPCR — Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction
SM — Skimmed Milk

ssBPRMA — Semi-Solid Bacteroides Phage Recovery Medium Agar



SSMSA — Semi-Solid Modified Scholtens’ Agar
UE - Unido Européia

Ug — Unidade gendémica

U.V — Ultra Violeta

PFU — Plaque Forming Unit

VFX — Vila Franca de Xira



1 INTRODUCAO

1.1 Controlo de qualidade da 4gua

A preocupacdo com a qualidade da 4gua tem aumentado com o passar dos anos, devido a frequentes
contaminaces dos recursos hidricos por bactérias, virus e protozoarios patogénicos (Cunha et al.,
2012; Savictheva e Okabe, 2006), causando um numero elevado de surtos (Payment et al., 2003). Em
paises em desenvolvimento, as doencas de veiculacdo hidrica representam um dos mais graves
problemas de salde publica (Ferreira, 2003). As &guas de esgotos domésticos e industriais, que nao
sdo tratadas ou sdo sujeitas a tratamentos inadequados, sdo descarregadas em rios, lagos e oceanos.
Estas aguas residuais contém uma quantidade muito grande de microrganismos de origem animal e
humana, e séo a fonte principal de contaminagdo dos ambientes aquaticos naturais (Bosch et al., 1991;
Ferreira, 2003).

As aguas dos esgotos despejados nos ambientes aquaticos podem possuir diversos tipos de
microrganismos patogénicos, tais como Salmonella, Shigella, Yersinia, Aeromonas, protozoarios como
Cryptosporidium e Giardia e vérios tipos de virus, incluindo adenovirus, rotavirus, norovirus, virus da
hepatite A, entre outros (Savictheva e Okabe, 2006; Martellini et al., 2005; Gantzer et al., 1998).

E de suma importancia, tanto para os consumidores de agua, como fornecedores de &gua e autoridades
de salde puablica, a protecdo das aguas utilizadas para recreacdo e necessidade humana,
nomeadamente as aguas das praias, dgua para consumo humano e agua para rega contra agentes
patogénicos (Martellini et al., 2005; Simpson et al., 2002; Scott et al., 2002; Payment et al., 2003). A
contaminacgdo desses sistemas pode representar um alto risco & saide humana, como também pode
acarretar em significativas perdas econdmicas devido a necessidade de encerramento de praias, zonas
de pesca e sitios de lazer que envolvam recursos hidricos contaminados (Scott et al., 2002; Payment et
al., 2003).

Atividades recreativas que utilizem a &gua como base s&o todas potenciais vias de infe¢do, e, portanto,
como ja referido, podem levar a surtos (Martellini et al., 2005; Payment et al., 2003). Durante 1999-
2000, houve um total de 39 surtos associados & 4gua potavel contaminada em 25 estados dos Estados
Unidos. Estes surtos causaram graves doencas gastrointestinais a aproximadamente 2.068 pessoas e
causaram duas mortes (Lee et al., 2002). Em 1993, houve um surto de cryptosporidiosis, em
Milwaukee, nos Estados Unidos. Foi estimado um total de 400.000 pessoas que sofreram sintomas
gastrointestinais, na maioria dos casos foi reportada a causa da infecdo o protozoario Cryptosporidium,
transportado pela agua (Hunter e Syed, 2001). O nimero de surtos que vem sendo reportados (Tabela
1) demonstra que 0s microrganismos patogénicos que sao transmitidos pela agua potavel permanecem

uma causa significativa de doencas (Payment et al., 2003; Hunter e Syed, 2001; Lee et al., 2002).



Microrganismos Cenério Pais Evidéncias de surtos Informac&o adicional

2012

Escola, priméaria Grécia Agua da torneira em escola primaria

Cryptosporidium — C. parvum Casos disseminados Irlanda Agua de superficie tratada publica

Abastecimento de agua privado

Agua de poco

EC, pathogenic - VTEC - VTEC Cozinha doméstica Irlanda
026
Rotavirus Cozinha doméstica Grécia Agua tratada de um Sistema de abastecimento de dgua de uma

area rural

EU Total

Calicivirus — including NoV Cozinha doméstica Finlandia Em um dos surtos, houve falha no tratamento, assim como no
Outros motivos isolamento de Campylobacter

Campylobacter — C. jejuni Restauragdo coletiva Bélgica Ingrediente ndo processado contaminado

temporaria (feiras,
festivais)

Cryptosporidium hominis Casos disseminados Suécia 1 20,000

N |



1 20 7 0 Suspeita de agua de fonte ter sido contaminada com fezes de
animais

Unknown Cozinha doméstica Finlandia Sistema de distribui¢do de agua

Agua de pogo Finlandia

Casos disseminados, Suécia
Restaurante, café, pub,
bar, hotel

Agua de torneira Dinamarca
incluindo agua de pogo

Campylobacter spp., unspecific

Abastecimento de agua Reino
potavel privado Unido

Other bacterial agents Restaurante, café, bar, Pol6nia 2 56 0 0
hotel

UE Total 14 17,733 4 0
10utros agentes detectados: ETEC, Giardia

Agua de poco ndo tratada  Finlandia 0

Vazamento de aguas
residuais
Desconhecido Suécia

Calicivirus — including NoV

Agua de torneira tratada Grécia Agua tratada do Sistema de abastecimento de agua de uma area
rural em ilha grega

EC, pathogenic - VTEC - VTEC Cozinha doméstica Irlanda
0157



Shiiella flexneri Desconhecido Frania 1 4 4 0
Unknown Desconhecido Franca 1 15 10 0
~ Cozinhadoméstica ~ Polonia 1 6 0 0

15 987 45 0
1 185 - 0

UE Total

CamE‘Iobacter -C. '|e'|uni2 Sistema de distribuicdo Suica Problema técnico no Sistema de distribuicéo de agua da torneira

EC QOutras causas Frania 1 8 6
Calicivirus — including NoV Suécia 1 2,000 - -

Shigella flexneri Cozinha Franca 1 3

Salmonella Enteritidis Cozinha doméstica Espanha 8 Abastecimento de agua privado fornecendo a mais de um agregado
familiar

~ salmonellatyphimorium  Cozinhadoméstica ~  Espamha 1 2 1 0 Abastecimento doméstico individual (pogo privado)
12 2847 22 0

UE Total

2Além disso, infecdo com NoV, VTEC, ETEC
Tabela 1) Tabela de surtos reportados na Unido Europeia entre os anos de 2008 e 2012




As bactérias estdo entre os poluentes bioldgicos que mais afetam as &guas de rios e corregos e podem
fornecer informagc&o de possivel contaminacéo fecal nas aguas de recreacdo. E importante, por tanto, o
monitoramento constante das &guas. Esse monitoramento é realizado através da utilizacdo de
microrganismos indicadores (Simpson et al., 2002). Esses organismos indicadores s&o microrganismos
que ndo sdo necessariamente patogénicos, porém sua presenca na agua pode indicar a presenca de
organismos que podem ser patogénicos e prejudiciais a saide humana (Payment et al., 2003).

1.2 Indicadores microbioldgicos classicos

O método mais comum para avaliar a probabilidade da presenca de microrganismos patogénicos na
agua é através do uso dos indicadores microbiolégicos fecais (FIB) como, por exemplo, Coliformes
Totais (CT), Coliformes Fecais (CF), Escherichia coli (E. coli) e Enterococos Fecais (EF) (Martellini
et al., 2005; Simpson et al., 2002). Os CT foram o primeiro grupo de bactérias utilizadas na avaliagdo
da contaminacdo fecal existente e é formado por diversos géneros: Escherichia, Citrobacter,
Enterobacter e Klebsiella. Os CT habitam o intestino de mamiferos, incluindo o homem, por isso a
detecdo desse microrganismo em amostras de dgua ndo determina a fonte da contaminacdo (Cunha e
Silva, 2006). Adicionalmente, o grupo € constituido por diversas espécies saprofitas, que se replicam
no ambiente e ndo sdo de origem fecal. Os CT séo bactérias gram-negativas, aerébias facultativas, ou
seja, sobrevivem tanto na presenca de oxigénio como na auséncia do mesmo, e nao formam esporos.
Sdo capazes de fermentar lactose com produgdo de acido e gas em 48 h a uma temperatura de 37°C.
Os CT ndo sdo exclusivamente indicadores de contaminacgdo fecal, mas podem ser indicadores da
eficacia do tratamento e integridade do sistema de tratamento de agua. Dos géneros pertencentes ao
grupo dos Coliformes, apenas E. coli tem como habitat primario o trato intestinal humano e de animais
de sangue quente. Os outros — Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella -, além de estarem presentes nas
fezes, também se encontram em outros ambientes como a vegetacao e o solo, onde persistem por mais
tempo que as bactérias patogénicas de origem intestinal como a Salmonella e Shigella (Franco, 2003).
Os CF tém as mesmas caracteristicas que os CT, porém estdo estritamente associados a matéria fecal.
Nas fezes humanas, estima-se que 96,4% dos CT sdo fecais. Caracterizam-se pela sua capacidade de
fermentar lactose com producdo de acido e gas em 48 h, a uma temperatura de 44°C. A espécie que
melhor representa os CF é a E. coli (Figura 1), sendo esta a bactéria mais utilizada para analise e

controlo de aguas (Cunha e Silva, 2006).
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Figura 1) Escherichia coli em microscépio eletrénico de varredura (retirada de wwwa3.niaid.nih.gov)

Os FIB tém sido utilizados ao longo dos anos para determinar a existéncia de uma potencial
contaminacdo fecal, e, como tal, a possivel presenga de patogénicos entéricos humanos (Simpson et
al., 2002; McMinn et al., 2014).

Para que um microrganismo seja considerado como indicador devera obedecer a diversos critérios. O
indicador ideal deverad assemelhar-se aos microrganismos patogénicos que podem estar presentes na
agua, e para isso necessitam ter as mesmas caracteristicas, como por exemplo: ter como habitat o trato
intestinal de humanos e outros animais, ndo se multiplicar na agua em condigdes naturais, ter
caracteristicas de sobrevivéncia semelhantes tanto no meio ambiente como a tratamentos de
desinfecdo e deverd, idealmente, ndo ser um microrganismo patogénico (McMinn et al., 2014). Devera
encontrar-se em elevadas densidades populacionais no ambiente, em proporcinalidade direta (matéria
fecal e aguas contaminadas), e as técnicas laboratoriais utilizadas na sua detecdo deverao ser simples,
rapidas e ndo originar resultados duvidosos (Cunha e Silva, 2006). Contudo, até a data, nenhum
indicador bacteriol6gico utilizado possui todos os critérios de avaliacdo estabelecidos para qualidade
da agua (Savichtcheva e Okabe, 2006).

As autoridades de satde publica necessitam de indicadores de poluicdo fecal em aguas para obviar a
pesquisa de todos 0s patogénicos que possam estar presentes nas aguas, evitando assim, 0 consumo
desnecessario de dinheiro e tempo (Edberg et al., 2000), dado que a monitorizacdo dos
microrganismos patogénicos é de dificil execugdo devido a sua diversidade e & complexidade de
metodologias especificas, tornando-se economicamente invidvel e os resultados de dificil analise
(Ferreira, 2003).

1.2.1 Escherichia coli

A bactéria E. coli foi descoberta pelo alemdo-austriaco Theodor Escherich, em 1885. Sdo bacilos
pertencentes a familia das Enterobacteriacea. Sdo aerobias facultativas, sdo encontradas nas fezes de
todos os mamiferos e ndo se multiplicam no ambiente em regides néo tropicais (Edberge et al., 2000).
E. coli cresce a 44-45°C, fermenta lactose e manitol, libertando acido e gas e produz indol a partir do
triptofano (Cunha e Silva, 2006). Na década de 1890, esta bactéria foi escolhida como indicador

biolégico para tratamentos de agua por Theobald Smith, uma vez que esse microrganismo é



encontrado no intestino do homem e animais de sangue quente (Edberg et al., 2000; Cunha e Silva,
2006).

Existe uma grande diversidade nas estirpes de E. coli comensais, e que pertencem a diferentes
serétipos que podem ser isoladas das fezes de individuos saudaveis. Estas estirpes sdo eliminadas no
ambiente e podem contaminar os alimentos, superficies e aguas, sem causar nenhum efeito adverso a
satde humana (Kuhnert et al., 2000). A bactéria E. coli comensal do microbismo intestinal humano é
um patogenio oportunista, sendo porém considerada inofensiva para o hospedeiro. Algumas estirpes
sdo, no entanto, altamente patogénicas, como por exemplo, o serétipo de E. coli O157:H7, responsavel
por graves epidemias, em paises industrializados, provocadas pelo consumo de alimentos
contaminados, levando & morte de um elevado nimero de pessoas (Kuhnert et al., 2000).

Até agora, paises localizados em zonas temperadas tém utilizado, com sucesso, E.coli como indicador
de poluicdo fecal. Entretanto, a adequacdo de CF como indicadores de polui¢do fecal em regides
tropicais e subtropicais ndo tem sido devidamente demonstrada. Varios estudos demonstraram que,
dependendo do clima, as amostras podem variar quanto a densidade de CF, nomeadamente E. coli, e
gue ndo se correlaciona com o nimero de patogénios entéricos presentes na dgua, como por exemplo,
Salmonella spp. (Chao et al., 2003; Alonso et al., 1999). E sugerido que a E. coli, em ambientes
tropicais e subtropicais, tem a capacidade de replicacdo em solos contaminados, demonstrando que a
sua utilizagdo ndo podera ser universal (Scott et al., 2002).

1.2.2 Enterococos fecais

Os EF (Figura 2) estdo presentes no trato intestinal de animais de sangue quente. Sdo encontrados em
altas concentracdes nas fezes humanas, normalmente entre 10* e 10° bactéria por grama de peso
himido (Boehm e Sassoubre, 2014). O género Enterococcus é um subgrupo do antigo grupo de
Estreptococos fecais (Blanch et al., 2003). Membros desse género sdo diferenciados dos Estreptococos
pela sua habilidade de crescer em 6,5% de cloreto de sédio, a pH 9,6, e 10 e 45°C. A proporgdo dos

Enterococos para os Estreptococos nas fezes difere entre as espécies. (Scott et al.,2002).

Figura 2) Enterococcus faecalis em Microscopia eletronica de varrudura. (retirada de
http://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/electron_microscopy.html)

Os EF séo cocos gram positivos que muitas vezes aparecem em pares (diplococos) ou cadeias curtas,
sdo aerdbios facultativos e embora ndo sejam capazes de formar esporos, sdo bastante tolerantes a
condigOes ambientais adversas, como a temperatura € o pH (Boehm e Sassoubre, 2014). Isto deve-se

ao fato de possuirem uma parede celular extremamente rica em peptidoglicano que os protege contra
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agressOes externas. As duas espécies mais encontradas nos intestinos humanos sdo E. faecalis (90-
95%) e E. faecium (5-10%) (Scott et al., 2002). Outras espécies pertencentes a esse grupo incluem E.
casseliflavus e E. gallinarium e (Paradella et al., 2007). Algumas espécies de Enterococcus podem ser
patogénicas, podendo causar infe¢des no trato urinario, bacteremia, diverticulitis e meningite, que
podem ser tratadas com antibioticos como ampilicina, penicilina e vancomicina (Blanch et al., 2003).
Os EF tém muitas vantagens como indicadores microbioldgicos sobre os CT e E. coli. Os EF tém um
tempo sobrevivéncia em &gua superior, e por isso foram propostos como indicadores de contaminacao
fecal complementar aos CF. Apesar de os EF serem menos numerosos do que os CF e E. coli em fezes
humanas, sdo numerosos o suficiente para serem detetados em aguas sem grande dificuldade (Boehm
e Sassoubre, 2014; Blanch et al., 2003).

No entanto, diversos estudos demonstraram que a utilizacdo destes microrganismos (CT, fecais, E. coli
e EF) ndo reflete a presenga de virus e protozoarios patogénicos. Por exemplo, virus entéricos foram
encontrados em &guas que cumpriam todos os requisitos legislativos em termos de nimeros de
indicadores bacterioldgicos de contaminagdo fecal. Foram propostos, portanto, diversos indicadores

alternativos.

1.3 Indicadores microbioldgicos alternativos

As dificuldades relacionadas com os indicadores microbiolégicos convencionais podem ser
contornadas com outros métodos. Por isso é importante considerar outros indicadores na avaliacdo
microbioldgica das aguas, ou seja, indicadores microbioldgicos alternativos, que podem ser mais fiéis
em relacdo a presenca de patogénios na agua. Um dos motivos para isso € a maior persistencia desses
indicadores no ambiente, mimetizando melhor o destino dos patogénios no ambiente e durante os
tratamentos nas estagdes de tratamento de &guas (Savichtcheva e Okabe, 2005; McMinn et al., 2014).
Os indicadores alternativos incluem bactérias anaerdbias fecais, que sdo consideradas uma alternativa
aos coliformes, dado que a maioria das bactérias presentes no trato gastrointestinal de humanos é
anaerdbia, podendo estar presentes em quantidades mil vezes superiores as encontradas para 0 grupo
coliforme, o que torna esses organismos indicadores extremamente sensiveis para poluigdo fecal. Pelo
fato de serem bactérias anaerobicas, ndo existe a possibilidade de se multiplicarem no ambiente,
mesmo em climas tropicais. Fazem parte dos indicadores anaerdbios fecais o género Bacteroides e
Bifidobacterium (Bower et al., 2005).

No entanto, a determinacdo de contaminacdo fecal pela analise bacterioldgica ndo avalia de maneira
eficiente a presenca de virus na agua. Os virus entéricos representam um elevado risco para a salde
publica (McMinn et al., 2014) e outros microrganismos, como 0s bacteriéfagos tém sido propostos
como possiveis tipos de indicadores virais para avaliacdo da qualidade da agua (Savichteva e Okabe,
2005; McMinn et al., 2014). Os trés grupos de bacteri6fagos considerados como protenciais

indicadores da presenca de virus sdo: colifagos somaticos, bacteriofagos F-RNA especificos e os fagos



que infetam as bactérias anaerdbias Bacteroides fragilis (Edbon et al., 2007; Burbano-Rosero et al.,
2011).

Contudo, os indicadores microbioldgicos, tanto os classicos como os alternativos, possuem muitas
falhas como ferramentas para avaliacdo de risco de contaminagdo das dguas. E embora sejam Uteis na
prevencdo da contaminacdo fecal na &gua, ndo conseguem fornecer informacdes importantes para a
solucdo dos problemas associados & contaminacio de aquiferos. E de extrema importancia saber a
fonte de contaminagdo, humana ou animal, pois é possivel saber como e onde a agua estd a ser
contaminada, permitindo adotar medidas de remediacdo. Nos Ultimos anos, ttm se desenvolvido
diversas técnicas para detecdo da fonte de contaminacdo em varios tipos de aguas. Estas técnicas sdo
denominadas Microbial Source Tracking, e tem como objetivo principal a identificacdo especifica do

hospedeiro ou ambiente causador da contaminacao fecal.

1.4 Microbial Source Tracking (MST)

Os CF e outros indicadores bacterioldgicos de contaminacdo fecal, como ja referido, tém sido
utilizados por muitas autoridades para o controlo de qualidade de 4guas, como ferramentas para medir
o nivel de contaminacdo fecal de ambientes aquaticos (Griffin et al., 2001). Essas medidas tém
ajudado a melhorar a qualidade da dgua e como tal a proteger a sadde publica. Porém, existem varias
desvantagens associadas ao uso destes indicadores que os torna pouco fidveis na previsdo da
ocorréncia de muitos agentes patogénicos e na identificacdo de fontes de contaminacao fecal (Fong et
al., 2005). Os coliformes, como ja descrito, podem ser encontrados nas fezes tanto de humanos como
de animais de sangue guente pelo que ndo podem ser utilizados para obter informacdo da origem da
contaminacdo fecal. Por outro lado o rastreamento e monitorizacdo das fontes da contaminagdo séo
impossiveis sem a aplicacdo de técnicas especificas para o rastreamento de origem microbiana (Scott
et al.,, 2002). O microbismo intestinal humano é composto por microrganismos complexos, e é
estimada a presenca de 10! a 10* células microbianas/g de fezes contendo entre 300 a 500 espécies
diferentes de bactérias (Guarner e Malagelada, 2003). Definir o hospedeiro especifico desses
microrganismos € praticamente impossivel devido a sua ampla diversidade.

Os métodos para a determinagdo da fonte de contaminagédo fecal nas 4guas ambientais tém aumentado
em numero e evoluido substancialmente ao longo dos anos, e a lista de potenciais fontes de
identificacdo de contaminagdo fecal e de estratégias para detecdo também tém aumentando (Tabela 2)
(Martelinni et al., 2005). As técnicas de MST podem ser classificadas como “library dependent” e
“library independent” (Simpson et al., 2002; Ballesté et al., 2010). Podem ainda ser diferenciados
entre cuture-dependent e culture-independent (metodologias dependentes de cultura e independentes
de cultura). Em alguns casos, além da identificacdo das fontes de contaminacdo fecal nas aguas, as
metodologias de MST também servem para quantificar as mesmas, através de métodos de cultura ou

moleculares, como por exemplo, qPCR (Stoeckel e Harwood, 2007).



Library-dependent Source Tracking Methods reside na construgdo de uma colegdo de diversas
caracteristicas (fingerprints, patterns ou profiles) obtidas de fontes de contaminacéo da qual se sabe a
sua origem (humana ou animal), geralmente isolados de fezes e que serviram de comparacdo com 0s
resultados obtidos nas amostras ambientais analisadas, geralmente denominadas por desconhecidos.
Os métodos alternativos de MST que incluem bacteridfagos, virus e pesquisa de DNA mitocondrial
(mtDNA) encontram-se nas metodologias de Library-independent Source Tracking Methods. Estes
métodos sdo baseados na detecdo seletiva da fonte de contaminacdo, ser detetados através de técnicas
de cultura (culture-dependent) ou da extracdo dos acidos nucléicos dos alvos em questdo (culture-
independent) (Martellini et al., 2005). Muitos LDM requerem a cultura de um grande namero de
estirpes bacterianas, sdo bastante demorados e requerem trabalho intensivo. Adicionalmente, as
variagdes geogréficas e temporais e a existéncia de falsos positivos podem representar um grave
problema (Gourmelon et al., 2007). Por isso, 0s métodos que ndo requerem a construgcdo de uma
colecdo tém ganhado, nos ultimos anos, relevancia face aos métodos que requerem a cole¢do na

detecdo da fonte de contaminacéo fecal em varios tipos de aguas.
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Métodos Vantagens Desvantagens

Analise de resisténcia a antibidticos (ARA) Baixo custo Estabilidade questionavel dos marcadores de resisténcia a
Fécil utilizagdo antibidticos e Variabilidade geogréafica

Utilizacdo de fonte de carbono (CSU) Rapido Estabilidade temporaria desconhecida

Analise de Ester metilico de acido gordo (FAME)
Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)
Ribotipagem

Rep-PCR

Anélise de polimorfismo de comprimento de fragmento
amplificado (AFLP)

Anélise de polimorfismo de DNA amplificada ao acaso
(RAPD)

Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

Matrix-assisted lase desorption/ionization time off light mass
spectroscopy (MALDI-TOF-MS)

Colifagos F-RNA especificos

Gene especifico ao PCR

PCR de hospedeiro especifico

Padronizado
Pode utilizar uma pequena biblioteca

Muito sensivel; Altamente discriminatério; Reprodutivel

Excelente reprodutibilidade
Alta sensitividade

Rentavel; Menos exigente tecnicamente que outros métodos
de genotipagem

Reprodutivel;

Robustez

Eficiente; Facil de realizar

Community Fingerprinting

Répido

Difere humanos de animais

Seus subtipos tém caracteristicas estaveis;

Répido e facilprocedimento;

Library-independent

Pode ser adaptada a quantificacdo das copias do gene
Genes de viruléncia podem ser alvos; fornecendo evidéncia
direta que os organismos potencialmente prejudiciais estéo
presentes

Libraby-independent

N&o requer cultivo do organismo alvo
Rapido e fécil de realizar
Library-independent

Ainda est4 em testes para ser utilizado como MST
Necessita de uma library muito extensiva

Alto custo

Requer trabalho intensivo
Necessita de ribotipos diversos
Variabilidade geografica e temporal

Alto custo; Informagdo do método limitada
Problemas de reprodutibilidade; Falta de padronizacdo

Exigente tecnicamente; Necessita de uma adequada sele¢do de
genes-alvo
Falta de informacédo

Requer cultivo dos colifagos; Seus subtipos ndo tém um
hospedeiro especifico; Baixa quantidade no ambiente

Requer enriquecimento do organismo visado

Os genes alvo podem ndo estar em quantidade suficiente,
requerendo grande quantidade de amostra

Requer profissional treinado

Os primers podem ndo estar disponiveis para todos os tipos de
hospedeiros

Néo se sabe muito sobre a sobrevivéncia em agua e sua
distribuicao

Os primers podem ndo estar disponiveis para todos os tipos de
hospedeiros

PCR especifico de virus

Tem hospedeiro especifico
Fécil de realizar
Library-independent

Requer uma grande quantidade de amostra, pois estdo em
baixo nimero
Nem sempre estdo presentes mesmo quando ha humanos

Tabela 2) Comparacéo das vantagens e desvantagens de cada Microbial Source Tracking baseados em genotipagem e fenotipagem (adaptado de USEPA, 2005)
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1.4.1 Bacteriéfagos

Os bacteriofagos sdo um grupo de microrganismos que utilizam bactérias como hospedeiros para a sua
replicacdo. S&o responsaveis pela infecdo de células bacterianas podendo causar a sua lise (Sulakvelize
et al., 2001). Ernest Hankin, bacteriologista britanico, relatou em 1896 a presenca de atividade
antibacteriana contra Vibrio chlolerae observada nas aguas dos rios Ganges e Jumma na india, e
sugeriu que uma substancia ndo identificada seria responsavel por esse fendmeno, ajudando na
limitacdo da propagacdo de epidemias de colera (Samsygina e Boni, 1984). Dois anos mais tarde, o
bacteriologista russo Gamaleya observou fendmeno semelhante ao trabalhar com Bacillus subtilis.
Uma série de outros investigadores observaram e relataram fenémenos semelhantes aos descritos
anteriormente (Van Helvoort, 1992). Porém, o assunto foi esquecido até que em 1915 o bacteriologista
inglés Frederick Twort reintroduziu as discussdes sobre este tema descrevendo resultados semelhantes
e avancando com a hipotese de que o agente causador poderia ser, dentre outras possibilidades, outro
microrganismo (Sulakvelize et al., 2001). No entanto, foi apenas em 1917, que o microbiologista
franco-canadiano Felix d’Herelle descobriu “oficialmente” os bacteriofagos (Sharp, 2001).

Os bacteriofagos infetam bactérias independentemente do habitat em que estas se encontram
(Burbano-Rosero et al., 2011). Os bacteri6fagos sdo, de entre 0s microrganimos que necessitam de
hospedeiro para se replicar, os mais abundantes e diversificados em termos de material genético, com
uma ecologia complexa (Burbano-Rosero et al., 2011).

A concentracdo de bacteri6fagos em aguas naturais ndo poluidas acreditava-se que de uma maneira
geral fosse baixa (Bergh et al., 1989). No entanto, é reconhecido que os bacteri6fagos sdo
extremamente abundantes em ambientes aquaticos e podem exceder a concentragdo de bactérias em
100 vezes, com o nimero total estimado de 10% na biosfera (Burbano-Rosero et al., 2011).

Por forma a culmatar todos os problemas da utlizacdo de indicadores bacteriologicos para aferir a
qualidade da &gua no que se relaciona com a presenca de virus entéricos, trés tipos de bacteriofagos
foram propostos: Colifagos somaticos, fagos que infetam Bacteroides spp. e colifagos RNA F-
especificos (F-RNA). De entre os trés, os colifagos somaticos rapidamente se tornaram 0s mais
utilizados, pelo fato de encontrarem em nimeros superiores no ambiente e de serem detetados através
de metodologias simples, baratas e rapidas (Burbano-Rosero et al., 2011). A dete¢do de bacteriéfagos
de Bacteroides é substancialmente mais complicada que a de colifagos somaticos e de bacteriéfagos
RNA F-especificos pela natureza do préprio hospedeiro, que sendo uma bactéria anaerdbia necessita
de requisitos que os hospedeiros dos restantes bacteriéfagos ndo necessitam. Adicionalmente, e dado
que o seu hospedeiro por ser anaerdébio ndo replica no ambiente, sdo os bacteriéfagos que de entre os
trés se encontram geralmente em menor concentracao dificultando, portanto a sua detegé&o.

Alguns estudos referem que os bacteri6fagos séo, geralmente, melhores indicadores da presenca de
virus entéricos que os FIB devido a semelhancas estruturais (no que respeita a dimensdes, forma e
configuracdo genética) e nos comportamentos no meio ambiente (McMinn et al., 2014). De entre 0s

bacteri6fagos, os que apresentam maior especificidade sdo bacteriofagos de Bacteroides spp.,
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nomeadamente B. fragilis e B. Thetaiotaomicron. No entanto, os seus hospedeiros séo limitados a
determinadas &reas geogréaficas. Bacteriéfagos que estirpes de B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B.
ruminicola, e B. ovatus j& foram encontrados em amostras fecais e de &guas residuais (Jofre et al.,
2011). Todos os fagos que infetam as diferentes espécies de Bacteroides tém morfologia semelhante
no sentido de que todos possuem uma cauda, e a grande maioria pertence a familia Siphoviridae
(Queralt et al., 2003; Doriate, 2014).

Muitos tipos de bacteriofagos que infetam Bacteroides spp. tem uma gama estrita de hospedeiros. O
mecanismo ndo é completamente compreendido, porém, uma potencial explicacdo reside no fato de
gue os fagos que infetam bactérias anaerdbias se tenham desenvolvido com os hospedeiros animais de
uma maneira mais diferente da dos restantes hospedeiros (Jofre et al., 2011). As estirpes de
Bacteroides que servem como hospedeiras variam na sua habilidade de diferenciar os fagos
provenientes de diferentes fontes, e, a detecdo dos fagos por cada estirpe varia geograficamente.
Existem diversas estirpes de Bacteroides que servem como hospedeiras para bacteriéfagos, como por
exemplo, RYC 2056, GA 17, VPI 3625, GB-124. A estirpe RYC 2056 ndo permite a distincdo entre
diferentes fontes de contaminagdo, enquanto GA 17, VPI 3625 e GB-124 sdo utilizadas na
discriminacdo da origem da contaminacdo fecal e sdo mais eficazes na detecdo de fagos em
determinadas regides do planeta (Payan et al., 2005).

A estirpe de Bacteroides denominada de GB-124 foi isolada no Reino Unido e demonstrou ter uma
elevada especificidade para a dete¢do de contaminacgdo fecal humana. No entanto, mais estudos sdo
necessarios para perceber a distribuicdo geografica dos bacteriéfagos que infetam esta estirpe
hospedeira tanto na Europa como no resto do mundo. Existe um estudo realizado na Califérnia,
Estados Unidos, sobre a presenca dos bacteriéfagos de GB-124 (Harwood et al, 2013). Neste estudo,
ao contrario do que aconteceu no Reino Unido, os bacteriéfagos de GB-124 foram encontrados ndo s6
em amostras de origem humana, mas também de origem animal, embora a grande predominancia
esteja nas amostras humanas.

E entdo necessario avaliar a especificidade dos fagos de GB-124 noutras localizagbes geograficas para
que possa ser considerado um indicador de contaminacéo fecal mais amplo (McMinn et al., 2014).

De entre os métodos baseados em cultura atualmente utilizados, os bacteriéfagos que infetam estirpes
de B. fragilis tem demonstrado ser promissores, uma vez que podem ser detetados de forma
relativamente rapida e barata, sem que sejam ulitizados equipamentos caros e operadores altamente
especializados (Ebdon et al., 2007; Diston et al., 2012).

1.4.2 Colifagos somaticos

Os bacteriofagos que infetam E. coli e outros membros da familia Enterobacteriacea sao denominados
Colifagos (Jofre et al., 2011), sendo excretados, com 0s hospedeiros, nas fezes humanas e de animais
de sangue guente. Os colifagos somaticos (CS) que infetam E. coli, por via da parede celular,

pertencem a quatro familias distintas: Myoviridae; Siphoviridae; Podoviridae e Microviridae. A
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utilizacdo de colifagos como indicadores tem vantagens, dado que sdo de fécil e rdpida enumeracéo.
Além disso, as taxas de inativagdo dos colifagos sdo semelhantes as reportadas para muitos outros
microrganismos patogénicos (Jonczy et al., 2011). Os Colifagos sométicos sdo como indicadores de
poluicdo fecal geral sendo poucas as informacdes sobre a sua diversidade em areas com diferentes
niveis de contaminac&o fecal (Grabow, 2001).

Os métodos de detecdo dos colifagos em geral envolvem incubagdo da amostra a estudar o hospedeiro
bacteriano em meio com nutrientes para analise da formacdo de halos de lise. Estes halos séo
marcados por zonas transparentes no meio de cultura, onde se deu a lise celular da bactéria. A
guantidade de colifagos numa amostra é normalmente expressa como unidades formadoras de colénias

(PFU) pelo volume dado da amostra (Jofre et al., 2011).

1.4.3 Bacteriofagos F-RNA especificos

Os bacteriofagos RNA F-especificos, ou bacteriofagos “Male-specific” infetam seu hospedeiro através
de receptores no F-pili, enquanto que os CS infetam seus hospedeiros pelos receptores celulares na
parede celular (Jofre et al., 2011). Os bacteri6fagos RNA F-especificos sdo divididos em quatro
subgrupos principais: grupo |, grupo I, grupo 111 e grupo IV (Scott et al., 2002). Os bacteri6fagos dos
grupos Il e Il tém demonstrado forte associacdo com contaminacdo fecal humana e de esgotos
domeésticos, enquanto os grupos | e 1V tém sido associados a contaminagdo animal ndo humana (Jofre
et al., 2011; Scott et al., 2002).

1.4.4 Bacteri6fagos de Bacteroides fragilis

Bacteroides fragilis (Figura 3) sdo bactérias anaerébias obrigatérias, gram-negativas, ndo
esporuladoras, encapsuladas, ndo-moveis e em forma de bacilos. Os fagos que infetam Bacteroides
fragilis tém sido propostos como potenciais marcadores especificos para contaminagéo fecal humana
em aguas. A estirpe de B. fragilis HSP 40 foi encontrada apenas em amostras de origem humana
comprovando as elevadas potencialidades deste microrganismo para afericdo do tipo de poluicao fecal
(Savichtcheva e Okabe, 2006; Edbon et al., 2007; Gantzer et al., 1998). Os fagos de B. fragilis
multiplicam-se apenas no trato intestinal humano, local inico em que o seu hospedeiro se encontra em

concentracdes mais elevadas que a E. coli e se replica.

Figura 3) Bacteroides fragilis em microscopio cultivadas em meio agar sangue durante 48 horas. Mesmo sendo
uma bactéria comensal que normalmente vive no sistema gastrointestinal humano, pode se tornar patogénica em
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circunstancias que envolvem perturbagdo na mucosa intestinal normal, como por exemplo traumas ou cirurgias
(retirado de http://phil.cdc.gov/phil_images/20030203/6/PHIL_3084 lores.jpqg)

A sobrevivéncia do fago de B. fragilis é equivalente ou superior a registada para os virus entéricos a
5°C e a 25°C em aguas superficiais (Savichtcheva e Okabe, 2006).

Vérios estudos tém demonstrado que a utilizacdo dos bacteriéfagos capazes de infetar Bacteroides spp.
é extremamente importante para determinar ambientes aquéaticos com baixos niveis de de poluicéo.
Por exemplo, Pina et al. (1998) demonstrou que existe uma correlacdo entre a detecdo de virus
humanos por PCR e os niveis de fagos de Bacteroides fragilis HSP 40 em &guas do mar. Também foi
concluido nesse estudo que os fagos de B. fragilis sdo mais resistentes a processos de tratamento de
aguas potaveis do que colifagos F-especificos. Ebdon et al. (2012) demonstrou pela primeira vez a
correlagdo entre a presenca do marcador MST especifico de humano (fago de GB-124) e a presenca de
genomas de virus patogénicos entéricos especificos de humanos em aguas residuais municipais.
Recentemente, uma estirpe de B. fragilis, denominada GB-124, foi identificada como sendo
susceptivel a fagos de origem humana na Europa (McMinn et al., 2014; Ebdon et al., 2007). O nivel
de fagos presentes na agua esta relacionado com o grau de polui¢do e em certas situacGes podera, no
caso dos fagos de B. Fragilis, superar os niveis de virus entéricos humanos. Fagos que infetam GB-
124 (Figura 4) tém sido utilizados em alguns estudos na Europa para identificacdo de poluicdo fecal
humana em &guas (McMinn et al., 2014).

Figura 4) Estrutura fisica de Bacteri6fagos de Bacteroides fragilis por microscopia eletrénica de transmisséo.
Demonstrando o capsideo do fago composto por uma cabeca icosaédrica e cauda ndo contrétil (retirada de
Olgivie et al., 2012)

1.4.5 Bacteriéfagos de B. fragilisem MST

Edbon et al. (2007) utilizou a estirpe de Bacteroides GB-124 para detetar fontes humanas de poluigéo
fecal em rios no sudeste de Inglaterra. De entre as amostras analisadas, provenientes de aguas de rios e
de animais, os fagos de Bacteroides GB-124 foram detetados em baixos niveis nas &guas de rios a
jusante de uma fazenda de gado, mesmo com niveis elevados de bactérias indicadoras e nao foram de
todo encontrados nas amostras provenientes de animais. Esses resultados sugerem que o GB-124 é
especifico de humanos e representa um método barato e efetivo de identificacdo da fonte de
contaminagao.

No estudo realizado por McMinn et al. (2014), nos Estados Unidos, foram testados os fagos de GB-

124 como marcadores de poluicdo fecal humana. Nesse estudo foram selecionadas amostras retiradas
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de estacBes de tratamentos de &guas residuais distribuidas por todo o pais. As amostras foram
analisadas para fagos de GB-124, colifagos somaticos e colifagos RNA F-especificos através do
método de cultura e adenovirus por gPCR. Os resultados obtidos nesse estudo sdo semelhantes a
resultados obtidos na Europa, onde os fagos de GB-124 s&o encontrados em menor densidade que
colifagos somaéticos, colifagos RNA F-especificos e adenovirus. Também foi verificado se os fagos de
GB-124 eram especifcos para contaminacdo fecal antropogénica através da analise de amostras
provenientes de animais, chegando-se a conclusdo de que os fagos desta estirpe sdo especificos de
humanos.

No entanto, todos os resultados publicados indicam que os fagos que infetam Bacteroides demonstram
um elevado potencial como marcadores para a monitorizagdo de tipo de contaminagéo existente num

determinado aquifero.

1.4.6 Virus entéricos

Mais de 100 tipos de virus diferentes sdo encontrados em &guas residuais humanas e em ambientes
aquaticos contaminados, como aguas marinhas costeiras, rios, mares e pogos privados com potencial
de serem transmitidos através da agua (Jiang et al., 2001; Chapron et al., 2000; Fong et al., 2005). Um
grande namero de virus é excretado nas fezes humanas de individuos infetados, e mesmo em baixas
densidades, como 1-10 unidades infeciosas, podem causar graves doencas quando ingeridos (Pina et
al., 1998; Fong et al., 2005; McQuaig e Noble, 2011). Isto deve-se ao fato de muitos virus entéricos
apresentarem uma dose infeciosa relativamente menor a de bactérias patogénicas, como por exemplo,
Salmonella typhi, em que a dose infeciosa estimada é entre 100 e 1x10° células (McQuaig e Noble,
2011). Estes virus, coletivamente conhecidos como virus entéricos, sdo transmitidos pela via fecal-
oral, e infetam e replicam apenas no sistema gastrointestinal do hospedeiro (Fong et al., 2005). Os
virus excretados entram nos sistemas de tratamento de aguas residuais e o erro esta em utilizar as
bactérias classicas como indicadores da presenca destes microrganismos e em considerar que 0S
processos de desinfecdo atualmente utilizados permitem a completa inativacéo de virus.

Estes virus sdo mais resistentes a condicdes de stress ambiental e a processos de desinfecdo de aguas
residuais, incluindo cloro e radiagdo U.V, quando comparados com a generalidade bactérias
associadas a contaminacdo de &gua (Jiang et al., 2001; Hijnem et al., 2006). Estudos anteriores
reportaram a presenca de virus, como Enterovirus e Adenovirus, em &guas do mar (Ballester, 2005).
Estudos realizados em laborat6rios demonstraram que os Enterovirus conseguem sobreviver entre 02 e
130 dias em aguas do mar, superando o tempo de sobrevivéncia relatado para bactérias coliformes em
ambientes iguais (Jiang et al., 2001). Portanto, o uso de indicadores bacteriolégicos para determinar a
qualidade virolégica da dgua € muito questionavel (Scott et al., 2002; Hundesa et al., 2006).

O facto de ndo existirem processos de desinfecdo suficientemente adequados para a remocao total de

todos os tipos de virus causa graves problemas. Por um lado, os virus sdo libertados no meio receptor
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em nameros suficientemente elevados para causar graves problemas de salde publica, mas em
nameros baixos que dificulta a sua detecéo.

Existem dois pontos criticos na detegdo de virus entéricos em amostras ambientais: os valores de
concentracdo baixos em que se encontram e a dete¢cdo em si. A detecdo de virus em amostras
ambientais inclui um passo de concentracdo de grandes volumes de &gua. Diversos métodos estdo
atualmente disponiveis para a concentragdo de virus e incluem filtros eletropositivos, filtros e
membranas eletronegativos e a utilizacdo de skimmed milk. Para a detecdo o método standard € a
cultura em células animais. No entanto, diversos virus ndo possuem um sistema de células e, portanto
a sua detecdo é feita através de técnicas moleculares. O desenvolvimento de técnicas moleculares
baseadas na detecdo de &cidos nucléicos tem facilitado a detecdo de virus que nédo replicam, ou, cuja
replicacdo é bastante dificil e fraca utilizando culturas celulares. A amplificagdo de &cidos nucléicos
virais por PCR é 0 método mais utilizado atualmente (Pina et al., 1998). As técnicas de gPCR e RT-
PCR sdo sensiveis, especificas e rapidas (Metcalf et al., 1995), e tém sido bastante utilizadas para a
determinagdo de contaminagdo fecal de amostras com Vvarios tipos de virus, como Adenovirus,
Enterovirus e virus da Hepatite A (Pina et al., 1998; McQuiaig et al., 2012).

Vaérios surtos epidemiol6gicos ocorreram devido a presenca de virus em agua. Os virus mais
prevalentes nos surtos incluem Adenovirus, Enterovirus, Norovirus e Polyomavirus humano (Tabela
3) (Gantzer et al., 1998; Anderson et al., 1987; McQuaig e Noble, 2011; Hundesa et al., 2006). De
uma maneira geral, os virus entéricos sdo compostos de RNA sendo que os Unicos cujo material

genético é DNA sdo os Adenovirus (Jiang et al., 2001).

Concentracgédo (GC/L)

Tipo de virus Alta Baixa Paises
Adenovirus 4,63x10° 36 Nova Zeléndia, Japdo, EUA
Norovirus 1,0x10° 4,9x10°  Franga, Japdo
Enterovirus 1,8x10°8 9 Nova Zeléandia, Japéo
Polyomavirus humano 4,7x107 1,3x10’ EUA

Tabela 3) Concentracdo de virus entéricos humanos em aguas de mar nao tratadas em cdpias do gene/litro
(GCI/L) (adaptada de McQuaig e Noble, 2011)

1.4.7 Adenovirus

Em 1953, Rowe e 0s seus colaboradores, observaram a formacao de efeito citopatico com degeneragdo
espontanea num sistema de cultura celular primaria derivada do tecido humano adenoide. Em 1954,
Werne e Hilleman, isolaram, nas secrecdes respiratdrias de soldados, um agente capaz de induzir
mudancas citopéticas em culturas celulares humanas. Em 1956, esse agente viral foi denominado

Adenovirus, devido ao tecido em que foi descoberto (Enders et al., 1956). O virus é associado a

17



infecdo aguda no trato respiratorio, conjuntivite, meningoencefalite, cistite hemorragica, diarreia em
criangas e faléncia hepética (Cruz et al., 1990; Yolken et al., 1982; Fong et al., 2005).

Os Adenovirus (Figura 5) pertencem a familia Adenoviridae, a qual pode ser diferenciada em quatro
géneros: Mastadenovirus; Siadenovirus; Aviadenovirus; Atadenovirus. Mastadenovirus é o género
formado por virus que infetam mamiferos; Siadenovirus, formado por virus que infetam aves e peixes;
Aviadenovirus, formado por virus que afetam somente aves e Atadenovirus, constituido por virus que

infetam ruminantes, aves e marsupiais (ICTV; Hundesa et al., 2006).

double-

Figura 5) Representacéo da estrutura de um adenovirus com suas proteinas (retirado de Silva, 2008)

Os Adenovirus sdo virus que ndo contém membrana, de estrutura icosaédrica e de com diametro
aproximado de 70 a 90 nm. Sdo formados por 11 proteinas polipeptideas sendo que 07 formam a
capside viral (Greber et al., 1997). Os Adenovirus humanos (HAdV) pertencem ao género
Mastadenovirus que engloba mais de 60 ser6tipos conhecidos, distribuidos em sete espécies (A-G)
(Hundesa et al., 2006). Os HAdV sao facilmente detetados em aguas de mar e rios com contaminacgao
fecal, e estudos ja comprovaram que sdo mais resistentes a radiacdo U.V quando comparados com
enterovirus e os indicadores bacterioldgicos classicos (Hundesa et al., 2006; Pina et al., 1998; Gerba et
al., 2002).

1.4.8 Adenovirus em MST

Em um estudo realizado por Ahmed et al (2010) foi incorporada a utilizacdo de Adenovirus humano e
de animais para avaliar a origem de contaminagdo em amostras de agua. Além disso, o estudo também
avaliou a presenca e quantidade de agentes microbianos em condigGes secas e molhadas. Os resultados
incluiram a observacdo de que os Adenovirus especificos de humanos e os especificos de bovinos ndo
foram codetetados em todas as amostras. As amostras positivas para HAV ndo excederam as
positividades das bactérias E. coli e EF, que foram encontradas em 160 UFC/100 mL e 390 UFC/100
mL., respetivamente. Em contraste, as amostras positivas por PCR para BAV tinham uma concentragdo
média de bactérias fecais de 1,5596 UFC/100 mL. Além disso, as amostras positivas para BAV por

PCR também foram positivas para pelo menos outro agente patogénico zoondtico. Este estudo também
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demonstrou o poder analitico de indicadores virais para prever a presenca de outros agentes
patogénicos.

Um estudo realizado em 2007 nas praias de Doheny e Avalon na Califérnia (McQuaig et al., 2009) foi
avaliada a qualidade da agua em todas as Sextas-feiras, Sdbados e Domingos (dias de maior utilizagdo
das praias), em um periodo de 4 meses de duracdo no verdo. As amostras foram analisadas quanto as
concentracdes de FIB (CT, CF e EF) e para a presenca de quatro marcadores associados a humanos
(Adenovirus, Methanobrevibacter smithii, Bacteroidetes associados a humanos e polymavirus
humano). Os Adenovirus e polymarivus humano foram altamente correlacionaids em locais onde
ocorreu interven¢do humana. Para, além disso, em areas onde havia suspeita de falha dos sistemas
sépticos, polymavirus humanos foram os marcadores mais prevalentes, sugerindo que esses virus

podem ser muito Uteis em areas suspeitas de contaminagdo devido a tanques sépticos defeituosos.

1.4.9 DNA mitocondrial

Com o avan¢o da biologia molecular e dos métodos de detecdo e andlise de DNA, surgiu a
oportunidade de utilizar células epiteliais do intestino de animais e humanos para determinar fontes
especificas de contaminagdo fecal. As células epiteliais em senescéncia nos intestinos sdo excretadas
nas fezes dos animais e humanos. Este facto permite a detecdo direta da fonte por oposicdo a pesquisa
dos microrganismos existentes na flora intestinal dos animais e que é dependente de diversos fatores
externos. Richard Villemur, biologista molecular, juntamente com Pierre Payment e sua equipa,
sugeriu numa primeira abordagem desta investigacdo, utilizar como alvo o gene 18S RNA através de
sequenciacdo do. Porém o sucesso foi escasso. Resultados promissores foram entdo obtidos
escolhendo como alvo um outro elemento genético com propriedades similares aos genes do RNA
ribossomal: 0 genoma mitocondrial (Caldwell et al., 2011).

As mitocdndrias (Figura 6) sdo encontradas em todas as células eucarioticas e cada mitocondria possui
material genético em multiplas cdpias com sequéncias especificas. O genoma mitocondrial varia em
seu tamanho. As células animais possuem genomas mitocondriais pequenos, com aproximadamente
16,5 kb em mamiferos (Lewin, 2009). Nos humanos, o genoma mitocondrial possui 13 regiGes que
codificam para proteinas, 22 genes para tRNA,e 2 genes para codificagdo de rRNA (Figura 7). Estima-
se que o epitélio dos intestinos contém 5x10'° células e que aproximadamente 10%° dessas células sdo
expelidas diariamente (Kamra et al., 2005). Assumindo que existem 10* copias de mtDNA/célula, isto
representaria aproximadamente 10! mtDNA/g nas fezes, valores comparaveis ao nivel de bactérias
nas fezes (Belanche e Blanch, 2011). Essas caracteristicas fazem do DNA mitocondrial (mtDNA) um
excelente alvo em termos de especificidade para o hospedeiro em pesquisa e sensibilidade devido ao
nimero de clpias em que se encontram (Caldwell et al., 2011). Devido a variagdes no mtDNA entre
espécies, a criacdo de primers especificos para detecdo por PCR para determinada espécie é

relativamente facil. A técnica de PCR, quando aplicada para a detecdo de mtDNA, permite a
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identificacdo direta do animal que contamina os aquiferos, em vez das espécies microbianas que ele

pode hospedar (Martelinni et al., 2005).

circular
mitochondrial
DNA

Figura 6) Localizacdo da mitocondria dentro da célula e demonstracdo do DNA mitocondrial humana em forma
circular (retirado de http://rachelkan95.wix.com/future-of-forensics#!mitochondrial-dna/ch1l)

Mammalian miDNA

Figura 7) DNA mitocondrial humano, contendo 22 genes de tRNA, 2 genes de rRNA e 13 genes que codificam
proteinas. On e Oy: Origens de replicagdo. Genes que codificam os RNAs ribossomais 12S e 16S, as
subunidades de NADH-coenzima Q oxidoreductase (ND), citocroma-c oxidase (COX) citocroma-b (CYT B), e
ATP sintase (A), e 22 tRNAs (retirado de http://rachelkan95.wix.com/future-of-forensics#!mitochondrial-
dna/chll)

1.4.10 DNA mitocondrial em MST

O primeiro estudo a aplicar a detecdo de mtDNA para a discriminacdo de fontes de contaminacéo fecal
foi realizado em 2005 (Martellini et al, 2005). Os autores desenharam primers especificos para
humanos, bovinos, ovelhas e porcos para a determinacdo por PCR. Este estudo demonstrou que a
utilizagdo de DNA mitocondrial era simples e permitia diferenciar entre rapidamente fontes de
contaminagdo num aquifero.

Caldwell e Levine (2009) realizaram um estudo em aguas residuais municipais, onde analisaram por
gPCR a presenca de mtDNA de humanos, bovinos, suinos, cdes, gatos, gansos e veados. A maior
prevaléncia foi de mtDNA de humanos e cées, que foram detetados em todas as amostras. mtDNA de
bonivos e suinos foram detetados em menor quantidade que o0 mtDNA de humanos. mtDNA de gatos,
ganso e veado foram detetados em apenas uma das 24 amostras testadas. Os resultados foram
correlacionados com outras bactérias e compostos quimicos. Os CF ndo demonstraram qualquer

correlagcdo com a concentragdo de mtDNA para henhuma das espécies.
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Embora diversos estudos tenham demonstrado elevado potencial para distingdo de fontes de
contaminacdo fecal através da detecdo de DNA mitocondrial, mais estudos sdo necessarios para
criacdo de perfis de mtDNA de aguas residenciais, fontes agricolas e de animais selvagens. A
combinacdo desses perfis com outros parametros moleculares, microbiolégicos ou quimicos
permitirdo aperfeicoar a capacidade de distinguir e, portanto remediar as fontes de contaminacéo fecal
nas aguas de superficie ajudando a diminuir os riscos para a saide publica.

1.5 Quantificacdo de Acidos nucléicos por qPCR

Para a quantificacdo dos Adenovirus e DNAs mitocondriais, foi realizado o procedimento de PCR em
tempo real (RT-qPCR). Esta é uma metodologia de PCR acoplada com um sistema de detecdo de
sinais fluorescentes. Por tanto obtem-se a detecdo, quantificacdo e amplificacdo de DNA em uma
Unica etapa, acelerando o processo para a obtengdo de resultados. O objetivo do PCR é multiplicar um
trecho especifico do DNA utilizando desoxinucleotideos como mondnomeros até o0 ponto em que sua
concentragdo seja alta o suficiente para ser detetada. A multiplicagdo desses trechos especificos da-se
pela alternacéo de temperatura durante o ensaio entre:

1 — Desnaturacgdo das cadeias do DNA genomico;

2 — Anelamento dos primers (sequéncias utilizadas para delimitar a sequéncia que se quer amplificar);
3 — Temperatura 6tima especifica da enzima;

4 — Reinicio do ciclo.

O ponto que deteta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar da fase exponencial é denominado Cycle
treshold (Ci (Figura 12). Este ponto permite que seja feita a quantificacdo exata baseado na

fluorescéncia da reacéo.

1.6 Objetivo do Estagio

O objetivo do trabalho foi, a partir de amostras recolhidas nos diferentes pontos ao longo do rio Tejo,
localizados em Belém, Marina do Parque das Nagdes (MPN), Vila Franca de Xira (VFX) e Alcantara
(ALC), durante o periodo entre Fevereiro e Agosto, analisar o nivel de poluicdo fecal, se existente,
assim como a quantificacdo dos microrganismos envolvidos na contaminacdo. Isto, a partir da
combinagdo de métodos culture-dependent e culture-independent, sendo a maioria destes, métodos
moleculares, para fornecer uma nova abordagem prética, viavel e integravel a partir da utilizacdo das

amostras ambientais.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Locais de colheita e colheita de amostras

Foi colhido um total de 73 amostras, em diversos pontos do Rio Tejo (Figura 8), nomeadamente em
Vila Franca de Xira (VFX), na Marina do Parque das Nagcbes (MPN), em Alcantara (ALC) e em
Belém num periodo que decorreu de Fevereiro de 2015 a Agosto de 2015. Estes pontos foram
escolhidos devido a proximidade dos pontos de descarga das ETAR’s (Figura 9) e também pela zona
envolvente que se caracteriza pela presenca de diversas explora¢fes de animais, incluindo criacdo de
gado e aviarios (Figura 11). As ETAR’s se localizam em varios pontos espalhados pela cidade de
Lisboa e arredores, abrangindo os concelhos de Lisboa, Vila Franca de Xira, Amadora, Odivelas e
Loures (Figura 10).

No vale de ALC, esté localizada a maior ETAR coberta do pais (Figura 9), que beneficia 756 mil
habitantes, numa area total de 37 km?, e possui um caudal de 285.000m?/dia, permitindo o tratamento
de todas as aguas residuais provenientes de parte do municipio de Lisboa, incluindo a zona ribeirinha
do Terreiro do Trigo, em Santa Apolonia, até Belém,e parte dos municipios de Amadora e Oeiras.
Portanto, as colheitas realizadas nos pontos de Belém e Alcéantara sofreram impacto desta ETAR. Em
VFX esta localizada a ETAR Vila Franca de Xira e Alverca (Figura 9), que se destina a tratar o
efluente proveniente das localidades de Vila Franca de Xira, Alhandra, Castanheira do Ribatejo e S.
Jodo dos Montes, Calhandriz, Forte da Casa, POvoa de Sta. Iria, Sobralinho e Vialonga. As duas
servem em média de 235.383 habitantes. A ETAR de Vila Franca de Xira trata um caudal médio de
15.936 m? diarios e a ETAR de Alverca um caudal de 47.087m?%/dia. Apds os tratamentos os efluentes
sdo descarregados no Rio Tejo. Esta descarga é feita proximo ao ponto de colheitas de Vila Franca de
Xira.

A ETAR de Beirolas (Figura 9) possui um caudal de 54.500 m3, servindo cerca de 215.000 habitantes
dos municipios de Loures e Lisboa. Esta ETAR esta localizada nas proximidades das colheitas
realizadas na MPN. A ETAR de Frielas (Figura 9), situada na freguesia de Frielas esta envolvida no
processo de recuperacdo do rio Trancdo, tendo entrado em funcionamento em 1999. E responséavel
pelo tratamento dos esgotos de uma vastissima &rea que se estende desde a Brandoa (Amadora) a Vila
Franca de Xira, e recebe diariamente um caudal de 70.000m?3 de agua, equivalentes aqueles produzidos
por 700.000 habitantes. Esta ETAR desagua no Parque Tejo. A ETAR de S&o Jodo da Talha (Figura 9)
possui uma capacidade para tratamento de agua residual doméstico e industrial de 135.000 habitantes
equivalentes, tendo um caudal de 15.999 m? diarios. Esta ETAR também descarrega as aguas no
Parque Tejo. A ETAR de Chelas, situada a Este de Lisboa (Figura 9), trata juntamente com as
EstacGes de Beirolas (Norte) e Alcantara (Oeste), as aguas residuais da cidade de Lisboa e arredores.
A ETAR esta dimensionada para tratar um caudal de 67.500 m3/dia.

Do namero total amostras colhidas e analisadas, 17 eram provenientes de Vila Franca de Xira, 19 da
Marina do Parque das Nacdes, 17 de Alcantara e 20 de Belém. As colheitas foram realizadas em

garrafbes de 20 L, que no laboratério, foram divididas para a analise de diferentes parametros: 1 L de
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amostra foi usado para detecdo de E. coli e EF, 1 L para a detecdo de Colifagos somaéticos e
Bacteriofagos de B. fragilis, 2 L de amostra foram utilizados para detecdo de mtDNA de humanos,
suinos, bovinos e aves e 10 L de cada amostra foram utilizados para a concentracdo de Adenovirus.
As amostras foram colhidas sempre no mesmo local e na altura de maré alta. Os horarios das marés

altas foram obtidos no site http://www.portodelisboa.pt. Antes das colheitas, os garrafdes eram lavados

no laboratdrio e com &gua do rio de cada ponto, sendo esta 4gua descartada. Para evitar contaminacgdes
com mtDNA de humanos, as amostras eram colhidas com luvas. Nos dias 12 e 26 de fevereiro foram
feitas colheitas apenas nos pontos de MPN e Belém. A partir do dia 05 de marco foi iniciada a colheita
do ponto de VFX, e a partir do dia 19 de margo foi iniciada a colheita em ALC, sendo em todos 0s
outros dias de colheitas realizados os quatro pontos, com excessao do dia 17 de agosto, em que apenas

foram realizados os pontos de Belém e ALC.

Figura 8) Pontos das colheitas realizadas ao longo do rio Tejo (retirado de https://www.google.com/maps)
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Figura 10) Concelhos abrangidos pelo Sistema Multimunicipal de Saneamento do Tejo e Trancéo
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Figura 11) CriacOes de bovinos, suinos e aves de consumo humano nas proximidades das zonas abrangidas
pelas ETAR’s envolvidas neste trabalho

2.2 Quantificacdo do nimero de microrganismos indicadores em amostras de agua
Materiais, equipamentos e reagentes

Quanti-Tray (IDEXX);

Substrato definido (IDEXX);

Micro- placa Quanti- Tray (IDEXX);
Selador (IDEXX);

Agua estéril;

YV V VYV V VY

A quantificacdo do numero de bactérias indicadoras, E. coli e EF, foi efetuada utilizando Colilert-18 e
Enterolert (IDEXX), que se baseia no Numero Mais Provavel (NMP). Este método consiste na
degradacdo de compostos por acdo de enzimas existentes nas duas bactérias.O grupo dos coliformes
possuem a enzima f3-D-galactosidade, que degrada o composto o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo
(ONPG) presente no meio, dando origem a dois compostos diferentes, o 3-D-galactopiranosideo e o o-
nitrofenol, que ir4 alterar a cor do meio de incolor para amarelo. (Novel e Novel 1976).
Adicionalmente, a E. coli tem a capacidade de clivar o composto metilumbeliferil-3-glucoronideo
(MUG), através da acdo da enzima 3-glucuronidase, resultando na formacdo do produto fluorescente
4-metilumbeliferona, que é detetado por luz U.V apds incubacdo a 37°C por 18h. Para a detecdo de

EF, o método baseia-se na atividade enzimatica de B-D-glucosidase que metaboliza o composto 4-
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metilumbeliferil-B3-D-glucésidico produzindo a molécula 4-metilumbeliferona, gerando fluorescéncia
guando incubado a 44°C por 24h (Eckner, 1998).

Procedimento experimental:

1.

Adiciou-se o conteido de substrado definido indicado para 0s microrganismos em pesquisa
(E. coli ou EF) a 100 mL de amostra (direta ou diluida). De uma maneira geral, foram
utilizados 03 mL e 05 mL de amostras para E. coli e EF, respectivamente, ao qual se
adicionou o volume de &gua necessario para perfazer 100 mL;

a mistura foi agitada até completa dissolucdo do substrato e foi de seguida colocada na micro-
placa Quanty-Tray e selada;

as microplacas contendo as amostras para detecdo de E. coli foram incubadas a 37°C durante

24 horas e para a dete¢do de EF incubadas a 41°C por 24 horas.

Os resultados foram lidos utilizando luz U.V, contando os pogos que emitiam fluorescéncia. A

tabela no anexo E, ponto E. 1 e E.2 mostra como foram interpretados os resultados. O nimero de

pogos positivos (fluorescentes) foi cruzado com a tabela de NMP, que da o Numero Mais Provavel

de organismos.

2.3 Procedimento de isolamento e quantificacdo do numero de Colifagos somaticos com
amostras diretas
Materiais e equipamentos

V V. V V V V V VY

Meio MSA (em placas) (Anexo B ponto B.4);

Meio ssSMSA (Anexo B ponto B.5);

Tubos de 15 mL (Falcon);

Membranas de descontaminacéo de poro 0,2 um (Fischer Scientific);
Seringas de 05 mL;

Incubadora termostaticamente controlada a (36+2) °C;

Incubadora termostaticamente controlada a (37+1) °C com agitacéo;

Inéculo de E. coli (Anexo C ponto C.1).

Procedimento experimental:

O indculo de E. coli foi preparado de acordo com o descrito no Anexo C;
0 meio ssMSA foi liquefeito e colocado num banho a (45+1) °C. Apds arrefecimento do meio,
foram adicionados 600 uL de uma solugdo de CaCly;

a cada tubo foram adicionados 2 mL de amostra descontaminada ;
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4.

ao tubo contendo amostra, foram adicionados 2 mL do indculo de E. coli. A mistura foi entéo
distribuida, em volumes de 2 mL por diferentes tubos (2 tubos de 15 mL contendo 2 mL cada,
1 mL de amostra e 1 mL de in6culo);

a cada tubo foi adicionado 2,5 mL de ssMSA e apds agitacdo da mistura, esta foi colocada
sobre placas contendo meio MSA, devidamente identificados;

apos solidificagdo do meio, as placas foram incubadas a (37 = 2) °C por (24 + 2) h, em

posicdo invertida.

Apos o periodo de incubagdo, procedeu-se a contagem do numero de halos de lise formados em cada

placa.

2.3.1 Concentracdo, isolamento e quantificacdo do nimero de Colifagos Somaticos nas
amostras de agua
Para amostras que apresentavam baixos valores de colifagos, e que difultavam a sua detecdo, era

efetuado um passo de concentragdo de amostras, através da filtracdo desta por uma membrana de 0,22

um.

Materiais, equipamentos e reagentes para a concentracdo das amostras

YV V.V V V V V

Filtros GSWP04700 (0,22 um, 47 mm @, Millipore®);
MgCl,.6H,0 4,14 M (Anexo D ponto D.1);

Rampa de filtrag&o;

Cémara de ultra-sons (ELMA);

Copos estéreis de uring;

Eluente (Ponto D.2 do Anexo D);

Tubos de centrifuga de 50 mL (Falcon).

Procedimento experimental:

A 100 mL de cada amostra era adicionado 15% de 4,14 M MgCl,.6H.0;

as amostras foram homogenizadas antes da filtracéo;

as amostras foram de seguida filtradas com filtro GSWP04700, utilizando uma rampa de
filtragdo;

apos filtracdo, a membrana foi cortada em 8 pedacos e colocada num tubo de centrifugacao
de 50 mL, onde tinham sido adicionados 5 mL de eluente de concentragéo de fagos;

os tubos de centrifugacdo contendo o eluente e a membrana foram eluidos numa camara de

ultrassons durante 5 minutos com uma frequéncia de 45 Hz.

Materiais e reagentes para a detecdo e enumeracdo de Colifagos Somaticos

>

Meio MSA (em placas) (Ponto B.4 do Anexo B);
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Meio ssSMSA (Ponto B.5 do Anexo B);

Tubos de centrifuga de 15 mL (Falcon);

Filtros de descontaminacdo com porosidade de 0,2 pm (Fischer Scientific);
Seringas de 5 mL;

Incubadora termostaticamente controlada a (36x2) °C;

Incubadora termostaticamente controlada a (37+1) °C com agitacéo;
Banho de temperatura controlada a (45+1) °C;

In6culo de E. coli (Ponto C.1 do Anexo C).

Procedimento experimental:

O indculo de E. coli foi preparado de acordo com o descrito no Anexo C;

0 meio ssMSA foi liquefeito no microondas e colocado num banho a (45+1) °C. Ap0s
arrefecimento do meio, foram adicionados 600 puL de uma solugdo de CaCly;

0os 5 mL correspondendo ao eluato das amostras concentradas foram filtradas para
descontaminacdo de bactérias e fungos utilizando filtros de poro 0,2 um;

foram adicionados 5 mL do indculo de E. coli no tubo contendo a amostra filtrada e a mistura
foi distribuida em réplicas de 2 mL por 4 tubos diferentes (5 tubos contendo 2 mL cada, 1 mL
de amostra e 1 mL de in6culo);

a cada tubo foi adicionado 2,5 mL de ssSMSA e apés agitacdo, a mistura foi colocada sobre
placas de petri contendo meio MSA pré-aquecido a temperatua ambiente, e devidamente
identificadas;

apos solidificdo, as placas foram incubadas a (37 + 2)°C por (24 + 2) h, em posicao invertida.

Apos o periodo de incubagdo, procedeu-se a contagem do numero de halos de lise formados em cada

placa.

2.4 Isolamento e quantificacdo do nimero de Bacteridfagos de B. fragilis nas amostras

de agua

Materiais, equipamentos e reagentes para a concentracdo das amostras

V V.V V VYV V

Filtros GSWP04700 (0,22 um, 47 mm @&, Millipore®);
MgCl,.6H20 4,14 M (Anexo D ponto D.1);

Rampa de filtrag&o;

Eluente (Ponto D. 2 do Anexo D);

Céamara de ultrassons (ELMA);

Tubos de centrifugacdo de 50 mL (Falcon).

Procedimento experimental:
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Foi seguido, para a filtragdo, o procedimento experimental anteriormente descrito para a concentragao

dos colifagos somaéticos, com alteracdo no volume de amostra utilizado para a detecdo destes

bacteriéfagos, sendo este de 1L.

Materiais e reagentes para a detecdo e enumeracdo de Bacteri6fagos de B. fragilis

V V.V V V VYV V V V

Meio BRPMA (em placas) (Anexo B ponto B.7);

Meio ssBRPMA (Anexo B ponto B.8);

Membranas de descontaminacéo de poro 0,2 um (Fischer Scientific);
Seringas de 05 mL;

Jarros de anaerobiose;

Saquetas de anaerobiose AnaeroGen ™ 2.5 L (Oxoid);

Incubadora termostaticamente controlada a (36+2) °C;

Banho de &gua de temperatura controlada a (45 + 1) °C;

Inéculo de GB 124 (Ponto C.2 do Anexo C).

Procedimento experimental:

O indculo foi preparado como descrito em Anexo C;

0 meio ssSBRPMA foi liquefeito e mantido num banho de agua a 45°C até sua utilizagao;

0s 5 mL das amostras filtrados foram descontaminados através de filtros com porosidade 0,2
Hm;

a cada amostra, foram adicionados 5 mL do inéculo GB 124. A mistura foi igualmente
distribuida em réplicas de 2 mL (5 tubos de 15 mL contendo 2 mL cada, 1 mL de amostra e 1
mL de in6culo);

a cada tubo foram adicionados 2,5 mL de ssBRPMA e a mistura foi colocada cuidadosamente
sobre as placas contendo meio BRPMA, devidamente identificadas;

apos solidifcacdo do meio, as placas foram colocadas em jarros de anaerobiose, juntamente

com saquetas de anaerobiose e incubadas a (37 + 2) °C por (24 £ 2) h, em posi¢édo invertida.

2.5 Concentracédo de amostras para detecdo de DNA mitocondrial

Materiais e equipamentos

>
>
>

Centrifuga 5804 (eppendorf);
Tubos de 15 mL e 50 mL (Falcon)
Congelador a (-80+10) °C.

Procedimento experimental:

1.

2 L de cada amostra foram concentrados por centrifugacdo a 9000 xg durante 15 minutos;
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2.
3.

apos a ultima centrifugacao, o sedimento foi eluido com 10 mL da prérpia amostra;
depois de eluida, a amostra, devidamente identificado, foi colocada num congelador a (-
80+10) °C até a extracdo do DNA mitocondrial (2.7).

Devido a possibilidade de contaminacdo das amostras com DNA mitocondrial humano como

consequéncia do seu manuseamento, era adicionado um controlo de processo, para evitar gerar falsos-

positivos. Este controlo consistia na utilizacdo de &dgua destilada estéril que seguia todo o processo,

desde a concentracédo a quantificacdo por PCR.

2.6 Concentracdo de amostras para detecao de adenovirus

Materiais, reagentes e equipamentos

YV V. V V V VYV V

Centrifuga (Sigma 3-18K);

Leite em pé magro (Skimmed milk) (Anexo A ponto A.1);
0,2 M Tampao fosfato (Anexo A ponto A.2);

Agitador magnético (IKA®- WERKE Big-squid);
Medidor de pH (Hanna Instruments);

Tubos de 15 mL (Falcon);

HCI 37%.

Procedimento experimental:

1.

Uma solugdo de 1% (p/v) de leite em pd magro pré-floculada foi previamente preparada e o
pH ajustado a 3.5;

a amostra foi cuidadosamente acidificada a pH 3.5;

a solucéo de leite em p6 magro foi adicionada as amostras, até a concentracdo final de 0,01%
(pv);

as amostras foram colocadas em agitacéo durante 8 h;

apos o periodo de agitagdo, as amostras ficaram 8 h em repouso, para permitir a sedimentacao
dos materiais em suspensao;

o0 sobrenadante foi descartado até se ficar com aproximadamente 500 mL de amostra;

as amostras foram centrifugadas a 5500 rpm durante 45 minutos a 12°C;

depois de centrifugadas, o sobrenadante foi removido e os sedimentos foram ressuspendidos
em 8 mL de 0,2 M tampao fosfato;

a amostra foi transferida para um tubo de 15 mL e o volume foi ajustado com 0,2 M
Phosphate Buffer até 10 mL;

10. as amostras foram armazenadas a — 80°C até a realizagdo da extragdo viral.
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2.7 Extracgéo de acidos nucleicos

A extracdo de acidos nucléicos foi efetuada utilizando um kit disponivel comercialmente, QIAamp
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN), de acordo com o manual do fabricante.

De uma maneira sucinta:

10.

11.

Foram pipetados 560 ul do preparado Buffer AVL contendo o carrier RNA em eppendorfs de
1.5mL;

foi adicionado 140 pl da amostra ao Buffer AVL-carrier RNA nos eppendorfs e misturados
com auxilio do vortex por 15 segundos;

as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 min;

0s tubos foram brevemente centrifugados para remover gotas que possam ter ficado na tampa;
560 pl de etanol 96% foram adicionados a amostra, e misturados por vortex por 15 segundos.
Apobs o vortex, as amostras foram brevemente centrifugadas para remover gotas que possam
ter ficado na tampa;

cuidadosamente foi aplicado 630 pl da solucdo do passo 5 no QlAamp Mini Spin column
(fornecida no kit), colocado num tubo de 2 mL. A tampa foi fechada e os tubos centrifugados
a 6000 xg (8000 rpm) por 1 min. O QlAamp Mini spin column foi colocado em outro tubo de
2 mL e o tubo contendo o filtrado foi descartado;

0 passo 6 foi repetido;

0 QlAamp foi aberto cuidadosamente e adicionados 500 pl do Buffer AW1. A tampa foi
fechada e os tubos centrifugados a 6000 x g (8000 rpm) por 1 min. O QlAamp Mini spin
column foi colocado em outro tubo de 2 mL e o tubo contendo o filtrado foi descartado;

foram adicionados 500 pl de Buffer AW2 a cada QlAamp Mini spin column e centrifugados a
20000 x g (14000 rpm) durante 3 minutos;

0 QIAamp Mini spin column foi colocado em um eppendorf de 1,5 mL com tampa cortada e 0
tubo de 2 mL com o filtrado foi descartado. 06 pl de Buffer AVE (a temperatura ambiente)
foram adicionados ao QlAamp Mini spin column e incubados a temperatura ambiente por 1
min. Os tubos foram centrifugados a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto;

O filtrado foi passado para eppendorfs de 1,5 mL estéreis e devidamente identificados e

armazenados a -20°C até a realizacdo do PCR.

2.8 Quantificacao de acidos nucleicos por gPCR

Materiais, reagentes e equipamentos

>

Equipamento de PCR 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)

A amplificacdo enzimatica foi realizada num volume final de 25uL e que continha: 12,5 pL de
2xTagMan® Environmental Master Mix 2.0 (ThermoScientific), 7,1 pL de agua estéril DNA- e RNA-

free, 0,8 UM de cada um dos primerse 0,2 UM de sonda (probe) (Tabela 4) e 5 uL de amostra. Para a
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detecdo de todos os serétipos de HAdV foram utilizadas duas sondas com a mesma concentragdo
(Tabela 4).

A quantificacdo de resultados requer a utilizacdo de uma reta de calibracdo (Figura 12). As retas de
cada um dos parametros analisados por gPCR foram obtidas a partir de diluigbes seriadas de DNA
quantificado.

Por forma a lidar com a possivel existéncia de compostos que causam a inibicéo da reagdo de qPCR,
dando origem a falsos-negativos, as amostras foram analisadas diretamente e diluidas (1:10; 1:100).

Procedimento experimental:

1- Preencher toda a informacdo necessaria no software que ird proceder a analise dos resultados,
incluindo qual o alvo, a posi¢do das amostras na placa de 96 pocos onde ocorrera a mistura
reacional, os pogos correspondentes a reta de calibragéo e o correspondente ao branco de PCR.

2- 20 pL da mistura reacional previamente descrita foram distribuidos por cada poco da
microplaca a ser utilizado;

3- Foram entdo adicionados, nos respetivos pogos, 05 UL de cada um dos pontos da reta de
calibragdo, de amostra, do controlo de processo e de d&gua DNA e RNA-free (branco de
reacao).

4- Os resultados foram visualidados no software do equipamente de forma a garantir que todos
os controlos passavam no controlo de qualidade.

Para aferir da qualidade dos resultados, foram adicionados a corrida de PCR amostras de diversos
pontos criticos:

- branco de reagéo (N);

- controlo de processo de concentracgao e extracao;

- recta de calibracéo, cujo coeficiente de correlacdo (R?) devera ser sempre superior a 0,980;

- duplicado por corrida.

Todas as curvas de amplificagdo foram verificadas para a identificacdo de falsos-positivos, isto é,
reacdes com valores de Ct atribuidos, mas que néo estdo associados com amplificagdo exponencial, e
que podem ser causados por ruidos de fundo elevados ou imperfeitos. Adicionalmente, todas as curvas
de fluorescéncia real foram verficadas para garantir que o valor de Ct gerado pelo software
corresponde efetivamente a fase exponencial da amplificacdo, ou seja, que ndo é distorcido por ruidos
de fundo elevados ou imperfeitos. Nos casos em que se verificasse este fato, os valores corretos de Ct
deveriam ser apontados e utilizados.

Uma corrida de gPCR so0 era validada como sendo apropriada apds a visualizagdo das curvas de
amplificacdo e de se verificar que todos os controlos se encontravam dentro do espectavel. O branco
da corrida de gPCR e o controlo de processo/extracdo tinham que ser negativos e era necessario
assegurar que a reta de calibracdo apresentava um coeficiente de correlacdo superior a 0,980. Caso
alguma destas condigdes ndo se verificasse, 0 gPCR teve que ser repetido ou as amostras extraidas

novamente.
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Figura 12) Curva de amplifica¢do da reta de calibracéo de humanos obtida por PCR em tempo real. Pela seta de
cima esta demonstrado o Ct, que € onde o ciclo de cada amostra cruza com o treshold (ponto de detecdo da
fluorescéncia). Também esta representado o controlo negativo (N), que foi utilizado em todos os ensaios
realizados, e as amostras (U) (figura da autora)

34



Primer Sequéncia Nucleotidica Localizagdo  Tamanho Numero de Referéncia

ou alvo (pb) catalogo
sonda (Accession
number)

Hum  Hum_F AGT CCC ACC CTC ACA CGATTC TTT 15257-15280 180 KP635241.1 Schill e Mathes,
2008
Hum_R AGT AAG CCG AGG GCG TCT TTG ATT 15441-15418
Hum_P (FAM)-ACC CTT CAT TAT TGC AGC CCT AGC AGC  15299-15328
ACT-(BHQ1)
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Pig Pig-F
Pig-R
Pig-P

Poultry  Poultry-F
Poultry-R
Poultry-P

CGA CAA AGC AAC CCT CAC ACG ATT
TAG GGT TGT TGG ATC CGG TTT CGT
(TAMRA)-ATC CTG CCA TTC ATC ATT ACC GCC CT-
(BHQ2)

TAG CCA TGC ACT ACA CAG CAG ACA
TTT GCG TGG AGA TTC CGG ATG AGT
(FAM)-ACT TGC CGG AAC GTA CAA TAC GGC-(BHQ)

15969-15992
16084-16061
16009-16034

15058-15081
15160-15137
15111-15134

115

102

KM101042.1

KP742951.1

Schill e Mathes,
2008

Schill e Mathes,
2008

Tabela 4) Primers e sondas utilizados para a detecdo de HAdV, mtDNA de Humanos, mtDNA de Bovinos, mtDNA de Suinos, mtDNA de Aves, respectivamente
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagdo quantitativa dos indicadores microbioldgicos classicos e dos marcadores MST
Neste estudo foram efetuadas colheitas num total de 73 amostras em quatro pontos diferentes ao longo
do Rio Tejo (Figura 8). As colheitas ocorreram no periodo compreendido entre 12 de Fevereiro e 20
de Agosto. Do total das 73 amostras recolhidas, 19 sdo provenientes da MPN, 17 de VFX, 20 de
Belém e 17 de ALC. A Figura 13 resume a percentagem de positividade dos diferentes
microrganismos analisados e inclui todos os pontos de todos os dias de colheitas. A partir dos valores
obtidos conclui-se que tanto E. coli como EF e CS foram encontrados em praticamente todas as
amostras de todos os dias de colheitas.

Os Bacteridfagos de B. fragilis estirpe GB-124 foram encontrados em quantidades minimas. Este
resultado foi contrario ao esperado pelo fato de que esta estirpe foi utilizada em diversos estudos que
comprovaram sua eficicea na detecdo de diferentes tipos de bacteri6fagos em diferentes localidades
no mundo (McMinn et al., 2014; Ebdon et al., 2007). Porém, também foi descrito em outros estudos
que os bacteriéfagos de Bacteroides sdo muito especificos, sendo que uma estirpe de Bacteroides
isolada numa determinada parte do mundo pode ndo ser especifica o suficiente para funcionar em
outro local (Payan et al., 2005; Puig et al., 1999). Portanto, esse baixo nivel de fagos encontrado neste
estudo pode ser justificado pelo fato de que a estirpe de B. fragilis GB-124 utilizada foi isolada na
Inglaterra, e, como ja referido, a detecdo de um dado fago por uma estirpe especifica pode variar
geograficamente (Jofre et al., 2011). O clima, alimentagdo e flora intestinal humana da Inglaterra e de
Portugal diferem muito, podendo este ser o motivo para tal resultado. Portanto pode-se concluir com
isto que esta estirpe hospedeira ndo € eficiente na detecdo de bacteridfagos.

Os Adenovirus foram detetados e quantificados em 40% das amostras colhidas, através do método de
PCR quantitativo em tempo real (QPCR) especifico para a dete¢do de Adenovirus humanos. Trata-se
de uma percentagem consideravel dado que as amostras sdo provenientes de rio. Como os marcadores
moleculares utilizados detetam apenas Adenovirus humanos, podemos concluir que as amostras que se
encontram positivas possuem contaminacdo de origem humana. Deve-se levar em consideragdo que 0s
virus sdo naturalmente mais dificeis de serem encontrados do que as bactérias em amostras
ambientais, principalmente em aguas, pois estdo em menor nimero, e isso exige um maior volume de
amostra. Também, e apesar de 0s virus serem mais resistentes no ambiente que as bactérias em geral,
eles ndo se multiplicam sem um hospedeiro, e, portanto, quando sdo constantemente detetados, isso
significa que estdo constantemente a ser excretados para 0 ambiente.

Foram encontradas altas densidades de mtDNA de humanos (90%) e bovinos (92%), e menores
densidades de mtDNA de suinos (58%) e aves (37%). Isto se deve ao fato de Lisboa ser uma zona
urbana densamente povoada, mas que também contém nos seus arredores exploracdes agricolas, com
criacdo de animais, principalmente de gado bovino e suino, e também alguma criacdo de aves. Em
Portugal, estima-se que existam cerca de 1.029.905 cabecas de gado bovino, 458.806 cabecas de gado

suino e 403.047 de aves (INE, 2011), e a quantidade total de efluentes produzidos pelo setor pecuario
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(exploragdes de bovinos, suinos e aves) é de cerca de 20 a 25 milhdes de toneladas por ano, sendo que
as exploragdes de gado bovino contribuem para quase 25% do total (Pereira, 2005). Com isto, é
normal que haja uma maior percentagem de mtDNA de humanos (mtDNA Human) e mtDNA de
bovinos (MtDNA Cow) encontrados nas aguas do Rio Tejo, comparativamente com mtDNA suino
(mtDNA Pig) e mtDNA de aves (mtDNA Poultry), considerando que muitas destas exploracfes
descarregam os seus efluentes no rio Tejo (direta (através das proprias ETAR’s ou de forma ilegal sem
tratamento) ou através de ETAR’s municipais).
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Figura 13) Percentagem de positividades de todos os dias e todas as amostras

Estudos anteriores demonstraram que existe um aumento da contaminagéao fecal em aguas superficiais
e balneares apés um periodo de chuvas (Ackerman e Weisberg, 2003; Noble et al., 2003; Jiang e Chu,
2004). Este fato foi também comprovado durante o decorrer deste estudo, pois se verificou a
ocorréncia de precipitagdes em alguns dias que precediam dias de colheitas e inclusive durante os
préprios dias de colheitas. Observou-se, portanto que durante periodos de chuva houve alteragcdes no
namero dos microrganismos indicadores bacterioldgicos (E. coli e EF), dos Colifagos somaticos e dos
marcadores moleculares (HAdV e mtDNA’s).

3.2 Avaliagéo dos indicadores

Os resultados de todos os marcadores analisados com as respetivas datas de realizagdo das colheitas,
obtidos nos pontos de recolha (VFX (A), MPN (B), ALC (C) e Belém (D)) estdo representados na
Figura 14. As percentagens de detecdo de todos os marcadores analisados estdo representadas na

Figura 15.
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Figura 14) Resultados obtidos para os marcadores analisados no estudo (E. coli; EF) (NMP Log10/100 mL);
(CS; Bacteriofagos de GB-124) (PFU Log10/100 mL); (HAdV; mtDNA humano, mtDNA bovino; mtDNA suino;
mtDNA aves) (Ug Logio/L) para os diferentes locais de amostragem (VFX (A); MPN (B); ALC (C) Belém(D))
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A Figura 14 (A) representa as concentragbes em que foram encontrados todos os parametros
analisados para o ponto VFX. Os valores para os indicadores bacterioldgicos classicos encontram-se
entre 2,01 Logio € 5,24 Logio NMP/100 mL para E. coli e 1,3 Logio e 4,28 Logio NMP/100 mL para
EF. A média de valores para estes microrganismos neste ponto foi de 2,78 Logio NMP/100 mL e 1,90
Log 10 NMP/100 ml para E. coli e EF, respetivamente. O valor da média ndo entra em conta com o
valor do dia 20/08, considerado como sendo um ponto outlier, com o valor de 5,24 Logio NMP/100
mL para E. coli e 4,29 Logio NMP/100 mL para EF, sendo que os restantes valores se encontraram
estaveis durante o periodo de amostragem. Os valores para os CS, considerados como potenciais
indicadores de virus entéricos em &guas encontraram-se entre 1,88 Logi a 2,77 Logio PFU/100 mL,
sendo que a média dos seus valores foi de 2,36 Logio PFU/100 mL. Novamente, este valor ndo entra
em consideragdo com o ultimo dia de colheita em que se verificou um aumento acentuado nos valores
deste microrganismo. Este incremento serd explicado nos pontos 3.3.1, 3.3.2 e 3.3.3. Os HAdV foram
encontrados em 29% das amostras analisadas para este ponto, correspondendo a um total de 5
amostras positivas. A média para este parametro foi 3,99 Logio UG/L encontrando-se os valores entre
3,45 Logi UG/L e 7,29 Logic UG/L com a média. Para o céalculo da média, ndo foi tido em
consideracdo o dia 18/06, dado que se tratava de um outlier. VFX foi um dos locais de amostragem
com maior nimero de positividades para DNA mitocondrial humano e de bovino, com valores
percentuais de 94% (Figura 15 (A)) para ambos. A média dos valores de mtDNA humano foi de 6,05
Logio UG/L sendo que os valores variaram entre 3,92 Logio € 6,70 Logio UG/L. Os valores para o
DNA mitocondrial de bovinos encontravam-se entre 2,83 Logo € 6,53 Logio UG/L sendo que a média
se situou em 5,75 Logio UG/L. O DNA mitocondrial que deteta contaminagdo fecal de origem suina
foi encontrado em 65% das amostras analisadas e os seus valores variaram entre 3,73 Logio € 6,19
Logio UG/L e a média resultante de 5,38 Logio UG/L. O mtDNA de aves para consumo humano
(galinha, frango, peru, pato) foi, a par dos HAdV, um dos marcadores encontrados em menor
prevaléncia neste ponto, com uma percentagem de positividades a rondar os 35% (Figura 15 (A)). Este
parametro foi encontrado em valores compreendidos entre 3,99 Logio € 4,74 Logio UG/L, mantendo-se
0s resultados praticamente invaridveis entre 0os pontos positivos, com a média igual a 4,39 Logio
UG/L. O parametro bacteri6fagos de Bacteroides GB-124 foi positivo num Unico dia de amostragem
(18/06), tendo sido encontrada apenas uma placa de lise por litro. De notar, que este microrganismo
foi positivo apenas neste ponto para esta data.

Na Figura 14 (B) estdo representados todos os marcadores (gerais e especificos de contaminacéo fecal)
do ponto de colheitas localizado na MPN. Os valores para os indicadores bacteriolégicos classicos
encontram-se entre 1,51 e 3,39 Logio NMP/100 mL para E. coli e 0,77 e 2,86 Logic NMP/100 mL para
EF. A média de valores para estes microrganismos neste ponto foi de 8,02 Logio NMP/100 mL e 2,08
Log 10 NMP/100 ml para E. coli e EF, respetivamente. O valor da média ndo entra em conta com o
valor do dia 15/06, que é considerado um ponto outlier, sendo 0,77 Logio NMP/100 mL para EF e

1,83 Logio NMP/100 mL para E. coli, sendo que os restantes valores se encontraram estaveis durante o
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periodo de amostragem. Este decrescimo sera explicado nos pontos 3.3.1 e 3.3.2. Os valores para 0s
colifagos sométicos tiveram variacdes entre 1,43 Logio a 3,23 Logio PFU/100 mL, sendo que a media
dos seus valores foi de 2,60 Logio PFU/100 mL. Os HAdV tiveram uma percentagem de 37% (Figura
15(B)), com um total de 07 amostras positivas. Os valores encontrados foram entre 3,52 e 4,57 Log1o
UG/L. A média para este marcador foi de 4,33 Logio UG/L.

MPN teve uma positividade de 89% para mtDNA humano. A média dos valores para esse parametro
foi de 5,53 LogiUG/L, com os valores variando entre 3,25 e 7,38 Logiw UG/L. Para DNA
mitocondrial de bovinos houve uma variacao entre 3,70 e 7,35 Logio UG/L, com uma média de 5,31
Logio UG/L, e possui uma prevaléncia de 95%. O mtDNA de suinos foi encontrado em 68% (Figura
15(B)) das amostras, com seus valores a variar entre 3,48 Logio UG/L e 5,93 Logio UG/L, com uma
média de 4,66 Logio UG/L. O DNA mitocondrial de aves para consumo humano foi encontrado em
58% das amostras, com uma média de 4,82 Logio UG/L, e uma variagdo de seus valores entre 3,81 e
6,29 Logio UG/L. O valor da média ndo entra em conta com o valor do dia 26/02, considerado como
sendo um ponto outlier, com o valor de 9,10 Logio UG/L. Este elevado valor ser& explicado no ponto
3.3.8.

A Figura 14 (C) representa todos os marcadores do ponto de realizagdo das colheitas localizado em
ALC. Os valores para os indicadores bacteriolégicos classicos encontram-se entre 1,51 e 3,56 L0go
NMP/100 mL para E. coli e entre 0,84 e 3,15 Logio NMP/100 mL para EF. A média de valores para
estes microrganismos neste ponto foi de 2,58 Logio NMP/100 mL e 1,80 Log 10 NMP/100 ml para E.
coli e EF, respectivamente. Os valores para os CS tiveram variacGes entre 1,27 e 3,30 Logio PFU/100
mL, sendo que a média dos seus valores foi de 2,64 Logio PFU/100 mL. No dia 11/06 pode se
perceber, pelo grafico, uma queda abrupta nos valores desses trés parametros que sera explicada nos
pontos 3.3.1; 3.3.2 e 3.3.3.

ALC obteve a maior prevaléncia para HAdV dentre todos os pontos, que foram encontrados em 53%
(Figura 15 (C)) das amostras analisadas para este ponto, correspondendo a um total de 09 amostras
positivas. Os valores encontrados foram entre 3,77 e 6,27 Logio UG/L, com uma média 4,31 Logao
UG/L. Neste ponto obtiveram-se os parametros de mtDNA humano e bovino, com valores percentuais
de 88% para ambos. A média dos valores de mtDNA humano foi de 5,22 Logio UG/L sendo que 0s
valores variaram entre 3,77 Logi e 7,01 Logiww UG/L. Os valores para o0 mtDNA de bovinos
encontravam-se entre 2,47 Logio e 6,31 Logio UG/L sendo que a média se situou em 5,05 Logio UG/L.
Os valores para mtDNA de suinos e mtDNA de aves de consumo humano foram, neste ponto, os de
menor prevaléncia dentre todos os pontos. O mtDNA de suinos foi encontrado em 35% das amostras,
com seus valores a variar entre 3,79 e 5,55 Logio UG/L, com uma média de 4,74 Logio UG/L. O
mtDNA de aves para consumo humano foi encontrado em 24% das amostras, com uma média de 5,28
Logio UG/L, e uma variagdo de seus valores entre 4,42 e 6,02 Logio UG/L.

A Figura 14 (D) representa todos os marcadores do ponto de realizacdo das colheitas localizado em

Belém. Os valores para os indicadores bacteriolégicos classicos encontram-se entre 1,51 e 4,63 Log1o
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NMP/100 mL para E. coli e 1,30 e 3,91 Logio NMP/100 mL para EF. A média de valores para estes
microrganismos neste ponto foi de 2,36 Logio NMP/100 mL e 2,01 Log 10 NMP/100 ml para E. coli e
EF, respectivamente. Os valores para 0s CS tiveram variagdes entre 1,07 e 4,01 Log: PFU/100 mL,
sendo que a média dos seus valores foi de 2,31 Logio PFU/100 mL. Belém possui uma prevaléncia de
40% para o parametro HAdV, tendo este sido encontrado em 08 dias de colheitas. Os valores
encontrados foram entre 2,94 Logio UG/L e 5,49 Logio UG/L, com uma média de 4,00 Logio UG/L.
Belém teve uma positividade de 95% (Figura 15 (D)) para mtDNA humano. A média dos valores para
esse parametro foi de 5,22 Log1o0UG/L, com os valores variando entre 3,84 e 6,31 Logio UG/L. Nesses
valores ndo entram em conta com os valores dos dias 26/02 e 19/03, considerados como pontos
outlier, com o valor de 11,90 Logioc UG/L e 12,17 Logio UG/L, respetivamente, sendo que 0s restantes
valores se encontraram estaveis durante o periodo de amostragem. Estes elevados valores serdo
explicados no ponto 3.3.5. Para mtDNA bovino houve uma variacdo entre 3,17 e 10,02 Logio UGI/L,
com uma média de 5,67 Logic UG/L, e possui uma prevaléncia de 90%. O mtDNA suino foi
encontrado em 60% das amostras, com variacdo nos valores de 4,03 a 8,68 Logio UG/L, com uma
média de 5,30 Logio UG/L. O mtDNA de aves para consumo humano teve uma variagdo entre 3,64 e
5,55 Logio UG/L, com uma média de 4,55 Logio UG/L.

3.3 Parametros por ponto

3.3.1 Escherichia coli

Os valores obtidos para E. coli durante o periodo de amostragem estdo representados na Figura 16. De
uma maneira geral, os valores de E. coli mantiveram-se relativamente constantes durante o periodo de
amostragem. Da analise mais detalhada do grafico da Figura 16 verifica-se que o periodo em que 0s
nimeros de E. coli apresentam maior decréscimo compreende os meses de férias. Nesta altura a
populagdo encontra-se fora da cidade de Lisboa, diminuindo os caudais de entrada de afluentes nas
ETAR’s e como consequéncia, os caudais de saida dos efluentes, influenciando os niveis deste
microrganismo.

Percebe-se pelo grafico que no dia 26/02 em Belém houve um aumento nas concentragdes deste
parametro, com um valor de 4,63 Logio NMP/100 mL. Uma possivel explicacdo para tal resultado é
que as ETAR’s tém caudais muito variaveis de acordo com a altura do dia. Este fato tem um impacto
direto nos valores obtidos dos diferentes para@metros estudados. As descargas podem variar de acordo
com o caudal de entrada, com o tratamento ativo no momento e com o0 maior ou menor indice de
descargas ndo tratadas. Também, no dia 20 de agosto verificou-se um aumento acentuado dos valores
deste microrganismo para o ponto de colheita, VFX, chegando a valores superiores a 5,0 Log
NMP/100 mL. Este dia correspondeu ao dia em que a agua apresentava pior aspeto visual (presenca de
solidos em suspensdo e turbidez). Estudos prévios demonstraram que existe certa correlacdo dos niveis
de turbidez e os niveis das bactérias indicadoras (Money et al., 2009). Este pode ser um dos fatores

gue influenciaram os valores de E. coli neste dia especifico de colheitas. No dia 19 de maio e 11 de
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junho, em Belém e em ALC, respetivamente, este microrganismo foi detetado em quantidades muito
baixas (<30 NMP/100 mL) e (1,51 Logio NMP/100 mL), respetivamente. Uma possivel explicacdo
podera ser a queda acentuada de temperatura, com uma variag¢do de aproximadamente 13°C em ambos
os dias. Embora seja comunmente aceite que a E. coli ndo se multiplica no ambiente, este fato acaba
por ndo ser completamente verdade, dado que estudos comprovam a multiplicacdo deste
microrganismo no ambiente a quando da presenca de nutrientes. A velocidade de replicacdo de E. coli
no ambiente é funcdo da temperatura, entre outros fatores. Temperaturas mais elevadas potenciam
uma maior velocidade. Um decrescimo acentuado da temperatura vai provacar um decrescimo na taxa
de multiplicacdo destes microrganismos no ambiente. Como a presenca de um organismo acaba por
ser a relagdo entre a morte e a multiplicacdo do mesmo, uma menor taxa de multiplicacdo tem um
efeito direto no namero final destes organismos. Outra explicagdo podera ser a de a agua do rio Tejo
ndo apresentar turbidez e sem material em suspensdo, encontrando-se limpida (Anexo H — Tabela 24),
isto devera ser tido em consideracdo para a explicagdo destes resultados. Com a diminuicdo de
turbidez, a penetracdo de radiagdo U.V (grande causadora de morte nos microrganismos) nas aguas é
mais eficiente e aumentando, portanto a probabilidade de inativagdo destes microrganismos. Muitos
contaminantes sdo transportados em sedimentos e, para, além disso, uma &gua turva indica que pode
ter havido uma fonte de poluicdo. Embora tenham ocorrido essas variagdes nos microrganismos

indicadores, estes foram detetados em todas as amostras colhidas neste ponto de acordo com o

esperado.
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Figura 16) Concentragdo de E. coli nos diferentes pontos de colheira durante todo o periodo estudado

3.3.2 Enterococos Fecais
Os valores obtidos para EF durante o periodo de amostragem estdo representados na Figura 17. De
uma maneira geral, os valores de EF mantiveram-se relativamente constantes durante o periodo de

amostragem. Da analise mais detalhada do grafico da Figura 17 verifica-se que o periodo em que 0s
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nimeros de EF apresentam maior decrescimo compreende os meses de férias. Nesta altura a
populagédo encontra-se fora da cidade de Lisboa, diminuindo os caudais de entrada de afluentes nas
ETAR’s e consequentemente, os caudais de saida dos efluentes, influenciando os niveis deste
microrganismo.

Percebe-se pelo grafico que no dia 26/02 em Belém houve um aumento nas concentragdes deste
pardmetro, com um valor de 3,91 Logio NMP/100 mL. Também para este parametro uma possivel
explicacdo para tal resultado ¢ que as ETAR’s t€ém caudais muito variaveis de acordo com a altura do
dia. Este fato tem um impacto direto nos valores obtidos dos diferentes parametros estudados. As
descargas podem variar de acordo com o caudal de entrada, com o tratamento ativo no momento e
com o maior ou menor indice de descargas ndo tratadas. Também, no dia 20 de agosto verificou-se
um aumento acentuado dos valores deste microrganismo para o ponto de colheita, VFX, chegando a
valores superiores a 4 Logio NMP/100 mL. Este dia correspondeu ao dia em que a 4gua apresentava
pior aspeto visual (presenca de solidos em suspensdo e turbidez) (Anexo H — Tabela 24). Estudos
prévios demonstraram que existe certa correlagdo dos niveis de turbidez e os niveis das bactérias
indicadoras (Money et al., 2009). Este pode ser um dos fatores que influenciaram os valores de EF
neste dia especifico de colheitas. No dia 14 de maio e 11 de junho, em Belém e em VFX,
respetivamente, este microrganismo foi detetado em quantidades muito baixas (<20 NMP/100 mL).
Uma possivel explicacdo podera ser a queda acentuada de temperatura, com uma variacdo de
aproximadamente 9°C e 13°C, respetivamente. Embora seja comunmente aceite que os EF nédo se
multiplicam no ambiente, este fato acaba por ndo ser completamente verdade, dado que estudos
comprovam a multiplicacdo deste microrganismo no ambiente a quando da presenca de nutrientes. A
velocidade de replicagdo de EF no ambiente é funcdo da temperatura, entre outros fatores.
Temperaturas mais elevadas potenciam uma maior velocidade. Um decréscimo acentuado da
temperatura vai provocar um decréscimo na taxa de multiplicacdo destes microrganismos no ambiente.
Como a presenca de um organismo acaba por ser a relacdo entre a morte e a multiplicagdo do mesmo,
uma menor taxa de multiplicacdo tem um efeito direto no ndmero final destes organismos. Outra
explicacdo poderd ser a de a 4gua do rio Tejo ndo apresentar turbidez e sem material em suspensdo
neste dia, encontrando-se limpida (Anexo H — Tabela 24), isto devera ser tido em consideragdo para a
explicagdo destes resultados. Com a diminuicdo de turbidez, a penetragdo de radiacdo U.V (grande
causadora de morte nos microrganismos) nas aguas € mais eficiente e aumentando, portanto a
probabilidade de inativacdo destes microrganismos. Muitos contaminantes sdo transportados em
sedimentos e, para, aléem disso, uma &gua turva indica que pode ter havido uma fonte de poluicéo.
Embora tenham ocorrido essas variagcdes nos microrganismos indicadores, estes foram detetados em

todas as amostras colhidas neste ponto de acordo com o esperado.
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Figura 17) Concentragdo de EF nos diferentes pontos de colheira durante todo o periodo estudado

3.3.3 Colifagos somaticos

Os valores obtidos para CS durante o periodo de amostragem estdo representados na Figura 18. De
uma maneira geral, os valores de CS mantiveram-se relativamente constantes durante o perido de
amostragem. Da analise mais detalhada do grafico da Figura 18 verifica-se que o periodo em que 0s
nimeros de CS apresentam maior decréscimo compreende os meses de férias. Nesta altura, como ja
foi referido, grande parte da populagdo encontra-se fora da cidade de Lisboa, diminuindo os caudais de
entrada de afluentes nas ETAR’s e como consequéncia, os caudais de saida dos efluentes,
influenciando os niveis deste microrganismo.

Percebe-se pelo grafico que no dia 26/02 em Belém houve um aumento nas concentragdes deste
pardmetro, com um valor de 4,01 Logioc NMP/100 mL. Este fato podera ser justificado da mesma
forma que justificado anteriormente para E. coli e Enterococos. Também, no dia 20 de agosto
verificou-se um aumento acentuado dos valores deste microrganismo para o ponto de colheita, VFX,
chegando ao valor de 3,62 Logio)NMP/100 mL. Este dia correspondeu ao dia em que a agua

apresentava pior aspeto visual (presenca de sélidos em suspensao e turbidez) (Anexo H — Tabela 24).
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Figura 18) Concentracdo de Colifagos sométicos nos diferentes pontos de colheira durante todo o periodo
estudado

3.3.4 Adenovirus

A Figura 19 apresenta as concentragdes dos valores de HAdV encontradas nos pontos de colheitas
durante a fase de recolha das amostras. Percebe-se pela analise do grafico da Figura 19 que ndo houve
muita variagdo nos valores durante o periodo de amostragem. Além disso, percebe-se que ndo houve
muita discrepancia nos valores obtidos nas diferentes estagcfes do ano, ja que os Adenovirus, ao
contrario de outros virus, ndo possuem sazonalidade, como por exemplo, os Enterovirus que possuem
uma maior frequéncia no verdo e no outono, e 0os Norovirus que tem uma maior predominancia no

inverno, portanto, os adenovirus costumam manter-se estaveis durante todo o ano (Jiang e Chu, 2004).
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Figura 19) Concentracdo de Adenovirus humanos nos diferentes pontos de colheira durante todo o periodo
estudado
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Percebe-se pelo gréafico da Figura 19 que nos dias 18/06 e 10/8, em VFX e ALC respetivamente houve
um aumento nas concentracdes deste pardmetro, com um valor de 7,29 e de 6,27 Logio Ug/L. Este fato
pode ser explicado por fatores externos a este estudo como picos infeciosos nas populagdes ou
tratamento mais deficitario por parte da estagdo de tratamento de aguas residuais.

3.3.5 DNA mitocondrial Humano

Os valores obtidos para mtDNA humano durante o periodo de amostragem estdo representados na
Figura 20. Percebe-se, de uma maneira geral, que os valores neste parametro mantiveram-se estaveis
durante o periodo de colheitas das amostras. Verifica-se no grafico da Figura 20 que no dia 26/02 e
19/03 em Belém houve um aumento nas concentra¢fes deste marcador, com um valor de 11,9 e 12,17
Logio UG/L, respetivamente. Uma possivel explicacdo para tal resultado é que as ETAR’s tém caudais
muito variaveis de acordo com a altura do dia. Este fato tem um impacto direto nos valores obtidos
dos diferentes paramtros estudados. As descargas podem variar de acordo com o caudal de entrada,
com o tratamento ativo no momento e com o maior ou menor indice de descargas ndo tratadas.
Verifica-se que o periodo em que os numeros de mtDNA humano apresentam maior decréscimo
corresponde aos meses de férias. Nesta altura a populagdo encontra-se fora da cidade de Lisboa,
diminuindo os caudais de entrada de afluentes nas ETAR’s e consequentemente, os caudais de saida

dos efluentes, influenciando os niveis deste marcador.
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Figura 20) Concentracdo de DNA mitocondrial humano nos diferentes pontos de colheira durante todo o
periodo estudado
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3.3.6 DNA mitocondrial de Bovinos

Os valores obtidos para mtDNA bovino durante o periodo de amostragem estdo representados na
Figura 21. Este marcador foi o de maior prevaléncia comparativamente aos outros marcadores de
mtDNA. Como demonstrado na Figura 11, Lisboa possui uma grande quantidade de locais de criagdo
de gado bovino, mais do que dos outros animais analisados, portanto este resultado esta dentro do que
seria espetavel. Verificam-se também pelo gréfico que os valores ndo sofreram grandes variacdes nas
concentracdes durante o periodo de amostragem.

As maiores prevaléncias deste parametro foram encontradas nos pontos de MPN e VFX, com 95% e
94% de positividade, respetivamente. Este resultado se deve pelo fato de que as ETAR’s de Vila
Franca de Xira, Alverca, Frielas, Beirolas e Sdo Jodo da Talha, que sdo as ETAR’s que influenciam
diretamente nesses pontos de colheitas, estdo localizadas em zonas que abrangem uma grande
quantidade exploracdes de gado bovino (Figura 11). Vale ressaltar que as aguas do Rio Tejo proximas
a esses locais de colheitas, maioritariamente MPN, também recebem influéncia dos descarregamentos
realizados na margem sul, nomeadamente na zona de Alcochete e Montijo, que, como pode ser
observado na Figura 11, também possuem uma grande quantidade de criacdo de animais, dentre estes,
bovinos. Estas exploragbes poderdo estar conectadas a rede de saneamento urbano, outras terdo
ETAR’s prorpias que lidam com os afluentes e muitas ndo se encontram sequer ligadas a qualquer
sistema de tratamento de aguas residuais pelo que descarregam os seus afluentes diretamente na bacia
hidrogréafica do Rio Tejo. Em VFX existem varios eventos que envolvem animais, como por exemplo,

touradas, que contribui para o aumento deste marcador neste ponto.
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Figura 21) Concentracdo de DNA mitocondrial bovino nos diferentes pontos de colheira durante todo o periodo
estudado

49



3.3.7 DNA mitocondrial de Suinos

Os valores obtidos para mtDNA suino durante o periodo de amostragem estéo representados na Figura
22. De uma maneira geral, Belém é o ponto em que as concentra¢@es se encontram mais elevadas nos
dias de positividade deste marcador, e este teve uma positividade de 60%. Sabe-se que a ETAR que
desagua proximo aos locais de colheita de Belém abrange grande parte de Lisboa, €, como observado
na Figura 11 existe varios criadores de porcos na zona que rodeia a ETAR de ALC. No dia 05/03
percebe-se um valor outlier no ponto de Belém, onde a concentracdo foi de 8,68 Logio UG/L. Uma
possivel explicacdo para tal resultado ¢ que, como mencionado anteriormente, as ETAR’s ndo
possuem horarios fixos para as descargas, podendo variar conforme o dia e até a hora da recolha. VFX
e MPN apresentaram prevaléncias semelhantes, com 65 e 68% respetivamente. E de considerar que
em VFX e Alverca existem diversas suiniculturas (Figura 11), que sdo abrangidos pelas ETAR’s de
Vila Franca de Xira e Alverca, que sdo as ETAR’s de maior influéncia sobre o ponto de colheitas em
VFX. A zona da MPN, devido a sua localizacdo, recebe muita influéncia das adguas do Rio Tejo
proveniente da margem sul, onde existe uma grande quantidade de criacdo de porcos (Figura 11). Isto,
associado aos horarios incertos das descargas das ETAR’s e as horas variaveis de colheitas das

amostras pode justificar as diferencas nos niveis de concentracdo deste marcador molecular.
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Figura 22) Concentracdo de DNA mitocondrial suino nos diferentes pontos de colheira durante todo o periodo

3.3.8 DNA mitocondrial de Aves de consumo humano

A Figura 23 apresenta as concentracdes dos valores de mtDNA de aves encontradas nos pontos de
colheitas durante a fase de recolha das amostras. Este indicador foi o de menor prevaléncia
comparativamente aos outros marcadores de mtDNA. Dado que em Portugal existe uma menor criacdo
de aves do que dos outros animais analisados, este resultado é dentro do esperado. O valor maximo de
concentracdo deste indicador foi no ponto MPN, com o valor de 9,10 Log UG/L no dia 26 de

fevereiro. O ponto da MPN teve a maior prevaléncia e as maiores concentracdes deste marcador de
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todos os pontos de colheitas. Isto se deve pelo fato de que as zonas abrangidas pelas ETAR’s de
Frielas, Chelas, Sdo Jodo da Talha e Beirolas (Figura 9), que tém ligacdo proxima com este ponto de
colheita, sdo as zonas em Lisboa que tm a maior concentragdo de criagdo de aves (Figura 11). Além
disso, neste ponto de recolha é um local de convergéncia de patos selvagens que se possuem
sequencias de DNA alvo para a detecdo por este marcador. Pode-se perceber pela anélise do gréafico
que, no geral, os valores do pardmetro que mede a concentracdo de mtDNA de aves séo constantes e
sem grandes varia¢des durante todo o periodo de amostragem. ALC, Belém e VFX foram os pontos de
colheitas em que se encontrou menor prevaléncia deste marcador, sendo nos valores de 24, 30 e 35%,
respetivamente. Estas percentagens estdo dentro do esperado pelo fato de que as zonas abrangidas pela
ETAR de Alcantara e ETAR de Vila Franca de Xira, sdo as que possuem uma menor quantidade de

aviarios (Figura 11).
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Figura 23) Concentracdo de DNA mitocondrial de aves nos diferentes pontos de colheira durante todo o periodo
estudado

3.4 Correlaces entre os indicadores microbioldgicos classicos e Colifagos somaticos

Nas Figuras 24, 25, 26 e 27 estdo representadas as correlagdes entre 0os marcadores microbiol6gicos
classicos, E. coli, EF, e os CS. A melhor correlagcdo em todos os pontos de colheita ocorre para 0s
indicadores bacterioldgicos classicos, E. coli e EF (Figura 24 (A); Figura 25 (A); Figura 26 (A);
Figura 27 (A)). As melhores correlacBes entre estes dois microrganismos ocorreram nos pontos de
ALC, com R?= 0,62 (Figura 27 (A)); Belém, com R?= 0,73 (Figura 25 (A)) e VFX com R?=0,69
(Figura 26 (A)). MPN foi o ponto em que a correlagdo foi menor, porém foi uma correlagdo
significante, com o R?=0,55 (Figura 24 (A)).
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As correlacBes entre E. coli/EF e os CS seguiram tendéncias diferentes para dois pares diferentes de
pontos (VFX/ALC e MPN/Belém). Para o par VFX/ALC, as correlages entre os dois indicadores
bacteriolégicos e os CS foram relativamente boas, com correlagbes de 0,58 e 0,31 para E. coli/CS
repectivamente em VFX e ALC e de 0,44 e 0,43 para EF/CS para VFX e ALC, respetivamente. Para o
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par MPN/Belém, as correlagBes encontradas foram substancialmente mais fracas. Na MPN, a
correlacédo entre E. coli e CS foi de 5,10x10° e para Belém de 0,20. No caso dos EF e os CS, as
correlacdes ndo foram tdo fracas como as encontradas para E. coli, com valores de 3,10x10 e 0,28.
Correlagbes mais fracas poderdo significar que os bacteriéfagos fornecem indicagGes diferentes das
fornecidas pelos indicadores bacterioldgicos. Isto pode ser o resultado de diferencas no que se respeita
a estabilidade dos diferentes microrganismos no ambiente. Dos gréaficos da Figura 14 (B) e (C),
observa-se também que para valores de indicadores bacteriol6gicos mais baixos, as concentracdes de
CS sdo mais altos. Diversos artigos publicados anteriormente descrevem situacdes semelhantes. Por
exemplo, estudos efetuados em aguas balneares britanicas, com diferentes niveis de contaminacgéo por
esgotos (O’Keefe e Green, 1989) e em aguas balneares da costa Atlantica e Mediterranica (Contreras-
Coll et al, 2002). A maior resisténcia dos bacteriéfagos aos tratamentos efetuados nas ETAR’s bem
como a stresses ambientais como radiagdo U.V e alteragBes de temperatura (Gironés et al, 1989;
Chung e Sobsey, 1993; Hill e Sobsey, 1998; Sinton et al, 1999; Ibarluzea et al, 2007) podera ajudar a
justificar as diferengas na presenca dos bacteridéfagos e entre estes e os indicadores bacterioldgicos

estudados.

3.5 Correlagoes entre os indicadores microbiologicos e marcadores moleculares

Nas Figuras 28 a 39 estdo representados os graficos com as correlagbes dos indicadores
microbioldgicos E. coli, EFe e dos CS, com os diferentes marcadores moleculares realizados em todos
0s pontos durante todo o tempo de duracdo de amostragem neste estudo (HAdV, mtDNA humano,
mtDNA bovino, mtDNA suino, mtDNA de aves). De uma maneira geral, verificou-se que todas as
correlagdes variavam de fracas a moderada.

Nas Figuras 28 a 39 (A) representando as correlagdes dos microrganismos E. coli, EF e CS com o
marcador HAdV, todas as correlagdes foram muito baixas. Este resultado ja era esperado, dado que
varios estudos ja relataram que os marcadores classicos e CS ndo tem relagdo com a quantidade de
virus presente na dgua (Pina et al., 1998; Jiang et al., 2001).

Nas Figuras 28 a 39 (B), que correlacionam os valores de E. coli e mtDNA de humano em todos os
pontos, é observado que as melhores correlagcdes foram encontradas nos pontos MPN (R?=0,23) e
Belém (R?=0,22). Ainda assim, estes valores de correlacdes sdo fracos, pelo que se pode concluir que
a E. coli ndo possui correlacdo com mtDNA humano. Kapoor et al., (2013) evidenciou resultados
semelhantes tendo encontrado uma fraca correlacdo entre E. coli e mtDNA de humanos. Isto é
explicado pelo fato de a E. coli poder ser encontrada em varias espécies de animais de sangue quente e
os marcadores moleculares estudados serem especificos de uma determinada espécie.

Nas Figuras 28 a 39 (C) encontram-se as correlac@es entre os diferentes indicadores bacterioldgicos e
mtDNA bovino. As melhores correlacdes para o ponto de Belém foram obtidas exactamente entre
estes microrganismos (E. coli (Figura 31 (C), EF (Figura 32 (C)) e CS (Figura 33 (C)) e mtDNA de

bovinos. Os valores de correlagdo entre 0s microrganismos e 0 mtDNA bovino encontram-se entre
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0,11 (CS vs mtDNA bovino) e 0,37 (EF vs mtDNA bovino). O fato de a presenga de EF poder indicar
uma maior tendéncia para a existéncia de contaminacdo fecal por animais, ajuda a justificar que a
correlagdo entre estes e o DNA mitocondrial bovino seja ligeiramente superior as restantes. No
entanto, as trés correlaces sdo consideradas fracas.

Em ALC a melhor correlacdo foi obtida para o par E. coli e mtDNA de aves (Figura 37 (E)), com o
R2=0,99. No entanto, como se pode observar no gréafico, poucos dias de amostragem foram positivos
para este marcador, pelo que esta correlagdo podera ser apenas um artificio, sendo necessarios mais
pontos para ter uma correlacdo signitivamente forte. A segunda melhor correlagdo neste ponto foi
encontrada para EF e mtDNA de aves, no ponto de ALC, com um valor de 0,47 (Figura 38 (E)), sendo
esta considerada uma correlacdo moderada. Para os restantes parametros, as correlagfes foram
extremamente baixas, variando de 1,3x10-3 a 0,245 para as correlagdes entre EF e mtDNA bovino e
CS e mtDNA suino, respectivamente.

Os valores obtidos para as diferentes correlagcbes indicam que a informagdo fornecida pelos

7

microrganismos bacterioldgicos e CS é diferente das informacGes obtidas pelos indicadores

moleculares.
A - B -
® MPN - HAdV x E.coli ® MPN - mtDNA Human x E.coli
5 - 8
* - *
¥=0,20x+ 3,54 =7 . o ®
=45 - R?=006 * g5 . .
o4 £ .
3 Zs . .
= g / ‘g‘ A % .
£l A s .
835 - 82
S35 4 s y=0,93x+ 3,10
g1 R¥=0,23
3 ; : T . . o . ; . .
1 15 2 25 3 35 0 05 1 15 2 25 3 35 4
Log (NMP E. coli/100mL) Log (NMP E.coli/100mL)
() (D) . .
MPN - mtDNA Cow x E.coli MPN - mtDNA Pig x E.coli
8 7
*
g7 - 2
3 6 Y s . 00. E e
a5 *® e E
z * * * e
% A o* * £ 3
g’ 8.
N y=0,0284x+5,2426 g ¥=-0,0763x+ 48734
31 R? =0,0002 14 R?=0,0025
o T : o T T T T T )
o 05 1 15 2 25 3 35 4 0 05 1 15 2 25 3 35 4
Log (NMP E.coli/100mL) Log (NMP E.coli/100mL)

() MPN - mtDNA Poultry x E.coli

10 -

y=0,28x+4,49
R*=0,01

e B e e

Log (UG mtDNA Poultry/L)
W s U g N ® W©

1 15 2 2,5 3 35
Log (NMP E. coli/100mL)

Figura 28) Correlacdo da bactéria E. coli com os marcadores moleculares (A) HAdV, (B) DNA mitocondrial de
humano, (C) DNA mitocondrial de bovinos, (D) DNA mitocondrial de suinos e (E) DNA mitocondrial de aves
do ponto de colheitas localizado na MPN

55



@ MPN - HAdV x EF ® " MPN - mtDNA Human x EF

5:4 y=-0,05x+ 4,22 8
. R*=0,01 s
27
—_ * -
g4s g5
3 ” Zs
z 4 . » <Zl 4
8 2
=2 . Es
3 .
35 S, 2 y=0,87x+373
w
g1 R*=0,19
34 ° . . . . ,
05 1 15 2 25 3 0 05 1 15 2 25 3 35
Log (NMP EF/100mL) Log (NMP EF/100mL)
© MPN - mtDNA Cow x EF (©) MPN - mtDNA Pig x EF
8 7 ‘
*
-7
= * =6 .
s wio-¥ 3.1 3
8 T &5 ‘ P -
<
£3 . CR AN Zs i e .
Sa * > - < W 3
E E 3
3
g £, ]
2 y=-030x+595  § ¥=0,0493x+4,5574
3, R?=0,02 1 R? =0,0009
0+ . : 0+ . . - : . .
0 0,5 1 15 2 25 3 35 o 05 1 15 2 25 3 35
Log (NMP EF/100mL) Log (NMP EF/100mL)
G MPN - mtDNA Poultry x EF
10 4
g 9 y=0,50x+ 4,15
= R*=0,03
£ 8
&
g 71
]
A
H
g 5 /
w 4
Kl 4
3 T
05 1 15 ¢ 3 25 3

Log (NMP EF/100mL)

Figura 29) Correla¢éo do marcador EF com os marcadores moleculares (A) HAdV, (B) DNA mitocondrial de
humano, (C) DNA mitocondrial de bovinos, (D) DNA mitocondrial de suinos e (E) DNA mitocondrial de aves
do ponto localizado na MPN

MPN - HAdV x CS MPN - mtDNA Human x CS
5 % y=-0,15x+45 8
48 R2=0,04 37 o
=46 . = . . o*
Laa g6 & .
e R "
2, * & o . » .
833 2 .
= . E3
836 . 8
34 22 y=0,35x+4,70
35 g1 R2=0,03
34 0 : - -
05 1 15 2 25 3 35 [} 05 1 15 2 2,5 3 35
Log (PFU CS/100mL) Log (PFU €5/100mL)
MPN - mtDNA Cow x CS MPN - mtDNA Pig x CS
g
* 7 “
a? . =6 .
36 . . . L § % .
b —— e i S ¥s *s— B
2 & * 2. . L
Sa b1 . . 2 .
E . E3
B y=-030x+603 ¥ v=0,69x+3,04
1 R?=0,03 1 R*=0,31
0 T T T 1 0+ T T T 1
[ 05 1 15 2 25 3 35 o 05 1 15 2 25 3 35

Log (UFC C5/100mL) Log (PFU CS/100mL)

MPN - mtDNA Poultry x CS

10 4
= y=-0,30x+5,93
B 2 R2=0,01
3 8
&
g 7
]
S s
E
g 5 B T o S
w0 4
¥
34 : - ; )
05 1 15 2 25 3 35

Log (PFU C5/100mL)

Figura 30) Correlacdo de CS com os marcadores moleculares (A) HAdV, (B) DNA mitocondrial de humano,
(C) DNA mitocondrial de bovinos, (D) DNA mitocondrial de suinos e (E) DNA mitocondrial de aves do ponto
localizado na MPN

56



z

Belém - HAdV x E.coli

6
55 .
E 5 . y:-O:ldx+A.37
s a5 R*=0,03
2 ‘\‘
% 35 .
.
8 34 .
25
24 -
1 15 2 25 3 35 4 a5
Log (NMP E.coli/100mL)
(© Belém - mtDNA Cow x E.coli
12 4
Z10 .
H
8 3 . .
s -
S 6 2
E . OC A
4
g i 1,84x+227
w y=144x+
s 2 R'=036
] . =
[ 1 2 3 4 5

Log (NMP E.coli/100mL)
(E)

6

Log (UG mtDNA Pig/L)

Log (UG mtDNA Human/L)

Belém - mtDNA Human x E.coli

y=157x+2,17
R*=023

1 2 3
Log (NMP E.coli/100mL)

Belém - mtDNA Pig x E.coli

4

o

-

¥ =0,0082x+5,3442
R?=2E-05
= o =
1 2 3 4 5
Log (NMP E.coli/100mL)

Belém - mtDNA Poultry x E.coli

y=-0,10x+ 4,80

=
Tss R*=0,03
=
F
2.5 R e
54
E

-
3
3os

3

05 15 25 45

Log (NMP E.coli/100mL)

Figura 31) Correlagdo do marcador E. coli com os marcadores moleculares (A) HAdV, (B) DNA mitocondrial
de humano, (C) DNA mitocondrial de bovinos, (D) DNA mitocondrial de suinos e (E) DNA mitocondrial de
aves do ponto de Belém

() Belém - HAdV x EF (8) Belém - mtDNA Human x EF
5
‘ 3
55 - . = . .
oy y=-0,11x+ 4,24 £
E 51 . R =0,01 E
é 45 :
g . * g ML -
74 e E L e
*
35 - ” ¥ S y=0,82x+4,38
. g R?=0,08
05 1 15 2 25 3 35 4 1 2 3 4 s
Log (NMP EF/100mL) Log (NMP EF/100mL)
(o] 7 D] x .
Belém - mtDNACow x EF o Belém - mtDNA Pig x EF
12 10 4
o 2 .
§ 10 * 3 &
8 8 ~ a 74
< £ .60 o
z * z °
S 6 ; 4 * 8 g & e ET . . *
E Y S E 2 B .
g 4 > 34 8 3
= * = 1
= y=134x+299 w | =
g 2 R*=037 3 i 1 ¥ Roz,lzlggls.os
o . : . ! o : . . , s
0 1 2 3 - 5 o 1 2 3 - 5
Log (NMP EF/100mL) Log (NMP EF/100mL)
(E) x
Belém - mtDNA Poultry x EF
6
= y=-0,09x+ 4,77
T55 - R?=0,01
=
8 s
<
545 w B e
E
i
8 .|
g 35 “
05 1 15 2 25 35 4 45

Log (NMP EF/100mL)

Figura 32) Correlacdo do marcador EF com os marcadores moleculares (A) HAdV, (B) DNA mitocondrial de
humano, (C) DNA mitocondrial de bovinos, (D) DNA mitocondrial de suinos e (E) DNA mitocondrial de aves
do ponto de Belém

57



@ Belém - HAdV x CS ® Belém - mtDNA Human x CS
6 14
55 » y=-024x+ 4,62 § 12 » .
gs " Ri=0,04 g 0
3o 3 .
o D S T
3 35 . B *ts .
g 3 % g 4 s & .
. - ¥=0,60x+4,60
25 92 R*=003
2 o+ - .
1 15 2 25 3 35 o 1 2 3 4 5
Log (PFU C5/100mL) Log (PFU C5/100mL)
©) (D) .
Belém - mtDNA Cow x CS Belém - mtDNA Pig x CS
12 10
3 8 . 2,
< 2 <
g o2 5° i
8 s & A SENE4
£ KIS > . % e z
8¢ s F
g 2 y=094x+ 3,51 g2 y=0,0992x+5,0796
3 R1z012 1 R%=0,0031
0 0 .
0 1 2 3 4 5 o 1 2 3 4 H
Log (PFU CS/100mL) Log (PFU €5/100mL)

(€) Belém - mtDNA Poultry x CS

6

an
n

y=-0,59x+ 6,10
R*=0,36

& 0o

Log (UG mtDNA Poultry/L)
w -
n n

w

1 15 2 25 3 35 4 45
Log (PFU C5/100mL)

Figura 33) Correlacdo de CS com os marcadores moleculares (A) Adenovirus humano, (B) DNA mitocondrial
de humano, (C) DNA mitocondrial de bovinos, (D) DNA mitocondrial de suinos e (E) DNA mitocondrial de
aves do ponto localizado em Belém

o VFX - HAdV x E.coli ®  VFX - mtDNA Human x E.coli
85 8
75 27 a
E 65 zs %
E E e
55 ] 4 .
% 45 =8
3 . v=;‘zﬂ=s;:g,49 g2 y=0,50x+4,19
85 : g1 ’*=0,04
25 T 4]
15 2 25 3 35 4 a5 N o 1 2 3 4 5
Log (NMP E.coli/100mL) Log (NMP E.coli/100mL)
VFX - mtDNA Cow x E.coli VFX - mtDNA Pig x E.coli
7 7
. - ¢
g6 o5 36 ;
55 e 2 e
N * 3 .
& 3 - 5 4 - N .
Es . E3
g, % 2
Hi y=-023x+570 y=-0,23x+5,53
21 /*=0,03 LR R*=0,06
4] [+] T
1] 1 2 3 4 5 o 1 2 3 4 5 6
Log (NMP Ecoli/100mL) Log (NMP E.coli/100mL)
VFX - mtDNA Poultry x E.coli
48 |
g7
g 46 : v=-0}05x¢ 450
e 45 | R*=0,05
FECE!
el \
42
g 41 {
» |
8 a
39
15 2 25 3 35 4 a5 : 55

Log (NMP E.coli/100mL)

Figura 34) Correlacédo de E. coli com os marcadores moleculares (A) HAdV, (B) DNA mitocondrial de humano,
(C) DNA mitocondrial de bovinos, (D) DNA mitocondrial de suinos e (E) DNA mitocondrial de aves do ponto
localizado em VFX

58



z
cl

VFX - HAdV x EF VFX - mtDNA Human x EF

85 8
V=0098x+ 4647 < J
7,5 - R*= X ~ *
s b oo HD ’_t_:__;_,_._,’/"
65 2
2 x5 *
; < * * o
55 Z4 .
3 s Es
i . s
5.4 . ’ 24 ¥=0,23x+5,16
§ =
‘ g1 R*=0,01
25 4 0 - . - ,
05 1 15 2 25 3 35 a o 1 2 3 4 s
Log (NMP EF/100mL) Log (NMP EF/100mL)
C " (0) .
© VFX - mtDNA Cow x EF VFX - mtDNA Pig x EF
7.
7 -
.
gs J‘ ¢ * as =
3 & = -
85 ‘ ‘_‘.\+\’ ELR >
5.] s E \
) a " o
g, H *
" * 3 4
8.1 8,.
= | y=-031x+ 563 % 0,38x+5,59
| = ¥ =-0,38x+5,
81 ‘ R#=0,06 EEg R*=018
0+ o+ - T T
o 1 2 3 4 0 1 2 3 4 5
Log (NMP EF/100mL) Log (NMP EF/100mL)

() VFX - mtDNA Poultry x EF

5

g y=-0,05x+4,44
e R*=0,05
Zes|
< T S
z
-]
=
3

35

1 15 2 25 3 35 4 45
Log (NMP EF/100mL)

Figura 35) Correlacdo de EF com os marcadores moleculares (A) HAdV, (B) DNA mitocondrial de humano,
(C) DNA mitocondrial de bovinos, (D) DNA mitocondrial de suinos e (E) DNA mitocondrial de aves do ponto
localizado em VFX

B)
= VFX - HAdV x CS ® VEX - mtDNA Human x CS
85 8
g7 &
s 2 . is ot
Ses y=-0,67x+ 6,00 5.
5 ' R =0,02 ; *
Tss &4 .
gr a5 .E' 3
L N £ y=125x+279
35 B o g1 R'=018
25 . o
15 2 25 3 35 o 1 2 3 4
Log (PFU €S/100mL) Log (PFU €5/100mL)
D 3
© VFX - mtDNA Cow x CS © VFX - mtDNA Pig x CS
7 7
g6 S =6 * o
E 5 * o & E 54 = .
\ £ \._‘\
E W) * Za i .
s E,
% 8
g 22
i y=-0,59x+ 6,33 g y=-059x+6,22
21 R*=0,10 1 Ri=0,15
o0 04 ;
o 05 1 15 2 25 3 35 o 05 1 15 2 25 3 35 B
Log (PFU C5/100mL) Log (UFC CS/100mL)

E VEX - mtDNA Poultry x CS

5

= y=-0,15x+ 4,70
T R*=0,11
3
845 \
E
<

3
W
3

35

15 2 25 3 35 4
Log (PFU CS/100mL)

Figura 36) Correlacdo de CS com os marcadores moleculares (A) HAdV, (B) DNA mitocondrial de humano,
(C) DNA mitocondrial de bovinos, (D) DNA mitocondrial de suinos e (E) DNA mitocondrial de aves do ponto
localizado em VFX

59



z
C

ALC - HAdV x E.coli ALC - mtDNA Human x E.coli

7 5 -
8 ¥ % 7 .t
s g .
. T e g et (S . . . -
= e g 5 T et —————
8s ] . »
g2 =-0,35x+ 5,32 2 1 =Y
3 b~ e . ¥=-0,1083x+5,4911
: : k) R?=0,0025
o - 2+ - r z
15 2 25 3 35 1 15 2 25 3 35 B
Log (NMP E.coli/100mL) Log (NMP E.coli/100mL)
(© ALC - mtDNA Cow x E.coli © ALC - mtDNA Pig x E.coli

~

o
.
.
w
n
o
.

Log (UG mtDNA Cow/L)
2 ow oo
*
. .
Ll
- Ll
Ll
- *
Log (UG mtDNA Pig/L)
-
wow
\
.

S 4 .
5 .
y=0,27x+4,35 35 y=0,56x+3,27

2 R =002 " R =019
1 3+ - )

1 15 2 25 3 35 1 15 2 25 3 35 4

Log (NMP E.coli/100mL) Log (NMP E.coli/100mL)
(€) ALC - mtDNA Poultry x E.coli
10

Log (UG mtDNA Poultry/L)
M s N e

1 15 2 25 3 35 s
Log (NMP E.coli/100mL)

Figura 37) Correlacdo de E. coli com os marcadores moleculares (A) HAdV, (B) DNA mitocondrial de humano,
(C) DNA mitocondrial de bovinos, (D) DNA mitocondrial de suinos e (E) DNA mitocondrial de aves do ponto
localizado em ALC

(A)

ALC - HAdV x EF @ ALC - mtDNA Human x EF
7 8 -
i * =L N
g g .
g . - s SR, N B . s
£4 b . o * 3, ’_’_.L/
8s 1 2 . .
= 4 .
32 y=-027x+4,386 g O
1 R*=0,04 B3 ) g;‘f;;;“s
o : . . . 24 . .
05 1 15 2 25 3 0 1 2 3
Log (NMP EF/100mL) Log (NMP EF/100mL)
(D)
© o
ALC - mtDNA Cow x EF ALC - mtDNA Pig x EF
7 6
* >
- * <3 -5 -
g 6 T ¥ w % 3° /
s — s
g 4 . ¢ 2 * g s
o . €31
Es
g . 83 ¥=0,56x+ 3,67
22 ] R?=0,23
g, y=-00708x+51807 31 -
R?=0,0013
0+ - . . . o - r
) 05 1 15 2 25 3 35 0 : 2 3
Log (NMP EF/100mL) Log (NMP EF/100mL)
E|
L ALC - mtDNA Poultry x EF
10
g 81 y=-4,21x+ 12,09
= R =0,47
s
HG
£
E 4
E
g 2
=
50 T T T T T |
05 1 15 2 25 3 35

Log (NMP EF/100mL)
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A determinacdo das fontes de contaminagio de um aquifero é de extrema relevancia. E importante
perceber se a contaminacgao encontrada através da detecdo dos indicadores bacteriologicos € de origem
antropogénica ou ndo, e sendo de origem animal, qual o responsavel. O conhecimento deste tipo de
dados permite a aplicacdo de medidas de remediacdo mais acertivas por forma a melhorar a qualidade
da &gua diminuindo os riscos para a saude publica.

Com este trabalho conclui-se que os indicadores microbioldgicos classicos, bem como os CS, sdo Uteis
e conseguem determinar um nivel geral de contaminacdo fecal de um ambiente. De acordo com 0s
resultados obtidos, sera importante incluir os CS nos indicadores gerais de contaminacdo, dado que
estes fornecem informagdes diferentes das fornecidas pelos indicadores bacterioldgicos No entanto, e
tendo em conta os valores de correlagdo obtidos entre os indicadores classicos e CS e 0s marcadores
de contaminagdo fecal especificos verifica-se que os primeiros ndo podem ser utilizados para aferir o
tipo de contaminagdo existente num aquifero. Contudo, os indicadores bacterioldgicos e os CS nédo
deverdo ser menosprezados e deverdo sempre ser incluidos nos estudos de MST porque nos dao
informacdo qualitativa e quantitativa do estado do aquifero. Diversos estudos focavam-se apenas na
utilizacdo de um marcador especifico para um determinado tipo de contaminacdo. No entanto, estes
estudos nao espelham a realidade dos aquiferos uma vez que geralmente existe mais que um tipo de
input de contaminacio. E necessério, portanto utilizar diferentes ferramentas nos estudos de MST,
chamada de Toolbox approach. A utilizacdo de marcadores mitocondriais obvia a procura de
microrganismos que se encontram presentes na flora intestinal dos diferentes animais, dado que se
pesquisa 0 animal em si. A detecdo de DNA mitocondrial € bastante sensivel e especifica. O trabalho
com DNA mitocondrial humano tem que ser efetuado de forma extremamente meticulosa e diversos
controlos deverdo ser incluidos de forma a garantir que os resultados obtidos se devem efectivamente
a contaminag&o da propria amostra e ndo se deve a contaminagdo por manuseamento.

De uma maneira geral, 0s marcadores mitocondriais de humanos e bovinos sdo 0s que se encontram
com maior nimero de positividades. Isto justifica-se pelo fato de as colheitas se realizarem em
ambiente urbano, com as ETAR’s a receberem esgotos humanos e a libertarem para o aquifero
contaminacgdo de origem humana e também pelo fato de existirem diversas exploragdes bovinas nas
zonas limitrofes de Lisboa (VFX e a margem sul do rio Tejo). O DNA mitocondrial de suinos foi
encontrado em cerca de 60% das amostras e o de aves em cerca de 40%. As positividades para estes
marcadores sao inferiores devido a existéncia de um namero inferior de exploracdes relacionadas com
estas origens. Os Adenovirus humanos foram encontrados em 40% das amostras testadas. O nimero
baixo de amostras em que estes microrganismos foram encontrados pode ser justificado pelas
dificuldades associadas aos métodos de concentracdo. De uma forma geral, os virus encontram-se em
nUmeros baixos no meio ambiente e é necessaria a concentracdo de elevados volumes de agua, muitas
vezes volumes superiores a 100 L. No entanto, em aguas de rio que apresentam muitas vezes elevada

turbidez e sedimentos, a concentragdo de volumes tdo elevados ndo é aconselhdvel devido a
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concentracdo de substéncias que irdo inibir as reactes de PCR potenciando o aparecimento de falsos-
negativos. A utilizagdo de volumes mais baixos diminui a probabilidade de aparecimento destes
falsos-negativos, mas diminui também a sensibilidade do método.

Todos os marcadores especificos encontravam-se de uma forma geral com valores bastante elevados,
comprovando que o Rio Tejo se encontra altamente poluido. Certamente que grande parte desta
contaminacdo se deve aos efluentes libertados pelas ETAR’s, que embora cumpram com os valores da
Legislacdo de descarga de efluentes deveriam utilizar tratamentos de desinfecdo mais adequados antes
das descargas para permitir a diminuicdo dos niveis de poluicdo fecal do rio. Contudo, as
contaminagdes potenciadas pelas ETAR’s sdo contaminagdes pontuais, em que se sabe qual a sua
origem fisica. No entanto, existem ainda diversas descargas ilegais, consideradas como contaminac¢des
difusas pelo fato de ndo estarem legalizadas, e que sdo muito mais dificeis de encontrar e debelar. A
utilizacdo de marcadores genéticos como os utilizados neste estudo poderdo ajudar a discriminar 0s
locais fisicos destas fontes de poluicéo difusa.

A distribuicdo de marcadores genéticos de hospedeiros especificos, incluindo humanos, ndo tem sido
extensivamente investigada ainda, deixando um grande espaco para pesquisas futuras adicionais para
identificar a fonte de contaminacdo de diferentes tipos de ambientes, maioritariamente aquaticos.

De notar que alguns dos valores verificados no estudo se encontram altamente dependentes das
descargas pontuais por parte das ETARs. Estas descargas variam dependendo de diferentes fatores,
tais como os caudais de entrada e a qualidade do afluente de entrada, do estado da populacdo em
termos alimentares e epidemiolégicos bem como da passagem ou nao de afluentes ndo tratados.

Os desafios que se colocam atualmente, nomeadamente as alteracBes climaticas e a escassez de
recursos hidricos, obrigam a um controlo mais apertado da agua disponivel. Este controlo tem de ser
efetuado ndo s6 a nivel do tratamento das aguas mas também ao nivel da prevencdo e remediacéo dos
aquiferos e zonas envolventes. Esta mudanca e melhoramento da qualidade devera utilizar as melhores
ferramentas disponiveis atualmente. Neste caso, para a determinacdo das origens da poluicdo devera
ser utilizada uma abordagem multiparamétrica para melhor um melhor conhecimento e melhoramento

do meio ambiente.
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6 ANEXOS

Anexo A — Preparacdo das soluc@es para concentraca de Adenovirus
A. 1 - Skimmed Milk

Reagente Quantidade
Leite em po 109
Agua destilada 1000 mL

Tabela 5) Reagentes e quantidades utilizados na preparagéo de SM

1. O leite em p6 foi pesado e colocado em frasco schott, juntamente com a agua destilada;
2. A solucdo foi agitada suavemente até ficar homogeénia.

A. 2 - Phosphate buffer

Reagente Quantidade

NazHPO4 2,689

NaH2PO4 1,56 g
Agua destilada 50 mL

Tabela 6) Reagentes e quantidades necessarias para a preparacdo da solugcdo de Phosphate buffer

1. Os componentes foram pesados e misturados com a agua;

2. Ficaram a agitar com agitador magnético até sua total dissolucdo.

Anexo B — Preparacdo dos meios de cultura para pesquisa de Coliformes somaticos e
Bacteroides de B. Fragilis
B. 1 - Solugéo de Na,COs3 (<1 mol/l)

Reagente Quantidade
Na.COs 10,6 ¢
Agua destilada 100 mL

Tabela 7) Componentes e quantidades para preparacdo da solugdo de Na,COs3

1. O NaxCOs; foi dissolvido em &gua destilada;
2. Emseguida foi esterilizado com um filtro com 0,22 pm de tamanho;

3. A solugéo foi guardada em temperatura ambiente por menos de seis meses.



B. 2 — Solucéo de MgCl,

Reagente Quantidade
MgCl..6H20 100 g
Agua destilada 50 mL

Tabela 8) Reagentes e quantidades para a preparacdo da solu¢do de MgCl;

1. O MgCl;foi pesado e misturado com agua destilada até dissolver;

2. A solucdo foi armazenada em temperatura ambiente por menos de seis meses.

B. 3 — Meio Modified Scholten’s Broth (MSB)

Reagentes Quantidade

Extrato de levedura 309
Extrato de carne 12g
Peptona 10g

NaCl 39
Solucéo de Na2COz (150 g/L) 5 mL

Solucéo de MgCl2 0,3 mL
Agua destilada 1000 mL

Tabela 9) Reagentes e quantidades utilizadas na prepara¢do do meio MSB para Colifagos sométicos

Os reagentes foram pesados e misturados, e em seguida dissolvidos em &gua destilada;
O meio foi esterilizado em autoclave durante 15 min a 121°C;

O meio foi guardado a (5+ 3) °C por menos de seis meses;

i A

Antes da utilizacdo do meio, 0 mesmo teve o pH ajustado a 7,2 £ 0,5.
B. 4 — Meio Modified Scholten’s Agar (MSA)

B. 4.1 - Meio basal

Reagentes Quantidade
Extrato de levedura 39
Extrato de carne 129
Peptona 10¢g
NaCl 39
Solucéo de Na2CO3s (150 g/L) 5 mL
Solucéo de MgCl2 0,3 mL
Agar 209
Agua destilada 1000 mL

Tabela 10) Reagentes e quantidades utilizadas na preparacdo do meio MSA basal para Colifagos somaticos

1. Os reagentes foram pesados e misturados, e em seguida dissolvidos em &gua destilada;



2. O meio foi esterilizado em autoclave durante 15 min a 121°C;
3. O pH foi ajustadoa 7,2 £ 0,5.

B. 4. 2 - Solu¢ao de CaCl,; (M =1 mol/L)

Reagente Quantidade
CaCl2.2H20 14,6 g
Agua destilada 1000 mL

Tabela 11) Reagentes e quantidades utilizadas para preparacao de Cloreto de célcio

1. O cloreto de célcio foi dissolvido em &gua;
2. Em seguida foi esterilizado com um filtro com 0,22 um de tamanho;
3. A solugdo foi guardada no escuro a (5 = 3)°C por menos de seis meses;

B. 4. 3 - Meio completo

Reagente Quantidade
Solucéo de CaCl2 6 mL
Meio basal 1000 mL

Tabela 12) Reagentes e quantidades necessarios para completar o meio de cultura MSA, para Colifagos
somaticos

1. Apos autoclavar o meio MSA basal, foi adicionada a solucéo de CacCly estéril;
2. O meio foi agitado e despejado em placas de petri;
3. Apos sua solidificagdo, as placas com o0 meio foram guardadas no escuro a (5 * 3) °C por até

seis meses.
B. 5 — Modified Scholten’s Agar semi-solido (MSASS)

1. O meio basal foi preparado igual ao anexo B.4, porém com metade da quantidade de agar (10

9).
B. 6 — Bacteroides phage recovery medium broth (BPRMB)

Reagentes Quantidade
Extrato de levedura 29
Peptona de carne 109
Peptona de caseina 109
NaCl 59
L — cisteina Monohidratada 059
Glucose 18¢
MgS04.7H20 0,12¢g
Solugéo de CaClz (Tabela 11) 1mL
Agua destilada 1000 mL

Tabela 13) Quantidades e reagentes utilizados na preparagdo do meio BPRMB para bacteri6fagos de
Bacteroides



1. Os reagentes foram pesados e misturados em Schott de 1000 mL;
2. O schott foi autoclavado por 15 min & 121 °C.

B. 6. 1 — Solucdo de NaOH (1 mol/l)

Reagente Quantidade
NaOH 409
Agua destilada 1000 mL

Tabela 14) Reagentes e quantidades necessarios para a preparacdo de NaOH 1M

1. O NaOH foi pesado e misturado com a &gua até dissolver completamente;
2. Em seguida foi guardado em temperatura ambiente.

B. 6. 2 — Solugdo de Hemina

Reagente Quantidade
Hemina 0,1¢g
Solugéo de NaOH (1 mol/l) 0,5mL
Agua destilada 99,5 mL

Tabela 15) Reagentes e quantidades utilizadas para a preparacdo da solug¢do de hemina

1. Os reagentes foram misturados em schott com a agua destilada até sua dissolucao;

2. A mistura foi guardada no escuro por até seis meses.

B. 6. 3 — Meio completo

Reagente Quantidade
Solucéo de Hemina 10 mL

Meio basal 1000 mL
Solucéo de Na2COs 25 mL

Tabela 16) Quantidades e reagentes utilizados para completar 0 meio de cultura ap6s esterilizagdo por autoclave
1. Apoés autoclavar o meio basal, a solugdo de Na,COs; e a solucdo de Hemina foram
esterelizadas por filtro com 0,22 pm de tamanho;
2. O pH foi ajustado a 6,8 £ 0,5 por HCI (37%);

3. O meio foi guardado em frigorifico (ver temperatura) e utilizado em até seis meses.



B. 7 — Bacteroides phage recovery medium agar (BPRMA)

Reagentes Quantidade
Extrato de levedura 29
Peptona de carne 109
Peptona de caseina 10g
NaCl 59
L — cisteina Monohidratada 054¢g
Glucose 18¢g
MgSO4.7H20 0,12 ¢
Solugéo de CaCl: (Tabela 11) 1mL
Agar 12ga20g
Agua destilada 1000 mL

Tabela 17) Compostos e quantidades utilizados para a preparagdo do meio BPRMA, para bacteriéfagos de
Bacteroides

1. Os ingredientes foram dissolvidos em agua e adicionada a solucédo de CaCly;

2. A mistura foi autoclavada a 121°C durante 15 min.

B. 7. 1 — Meio completo

Reagente Quantidade
Solucéo de Hemina 10 mL

Meio basal 1000 mL
Solucéo de Na2COs 25 mL

Tabela 18) Reagentes e quantidades utilizados para completar o meio de cultura BPRMA, ap6s autoclavado
1. Apobs autoclavar o meio basal, a solugdo de Na,COs e a solugdo de Hemina foram
esterelizadas por filtro com 0,22 um de tamanho;
2. O pH foi ajustado a 6,8 £ 0,5 por HCI (37%);
3. O meio foi distribuido em placas de Petri (aproximadamente 20 mL de meio por placa com 9
cm de diametro);
4. Foi aguardado o meio solidificar nas placas;

5. Em seguida as placas foram guardadas no escuro a (5 + 3)°C por até um més.
B. 8 — Bacteroides phage recovery medium agar semi-sélido (ssBPRMA)

1. Foi preparado o meio basal igual ao anexo B. 7, porém com metade da quantidade de agar (6 a
10 g).

Anexo C — Preparacgdo dos inoculos para detecao e quantificacdo de Colifagos Somaticos
e Bacteridfagos de B. Fragilis

C. 1 - Preparacdo de inéculo de E. coli para detecdo de Colifagos somaticos



o~ w DN

O vial com a cultura foi retirado do congelador a -80 °C e colocado a temperatura ambiente
até descongelar;

Foi adicionado a um erlenmeyer (50 + 5) mL de meio MSB (Anexo B ponto B.3);

Em seguida, foi inoculado 1 mL da cultura de E. coli no meio MSB;

O erlenmeyer foi coberto com um algod&o para ndo haver contaminacdes;

Em seguida o erlenmeyer com a mistura foi incubado a 37 °C num incubador com agitacéo
suave até ter um bom crescimento;

Assim que a cultura obteve bom crescimento foi retirada do incubador e colocado a 4 °C num
frigorifico até sua utilizacdo. A cultura tinha que ser utilizada no mesmo dia em que foi

preparada.

C. 2 — Preparacéo de indculo de GB 124 para detecdo de Bacteriofagos de B. Fragilis

1.

O vial com a cultura foi retirado do congelador -80 °C e colocado a temperatura ambiente até
descongelar;

Foi adicionado a um tubo de vidro de 50 mL, 30 mL de meio de cultura BPRMB (Anexo B
ponto B.6);

Em seguida foi adicionado 1 mL da cultura de GB 124 no meio BPRMB,;

Mais aproximadamente 19 mL de meio BPRMB foram adicionados ao tubo de vidro, com
intengdo de criar um ambiente anaerobio;

O tubo foi incubado a 37 °C O. N;

Na manha seguinte o processo foi repetido, adicionando 1 mL da cultura do dia anterior em
novo tubo com meio BPRMB novo, e incubado a 37 °C;

Foi esperado a cultura estar crescida o suficiente para utiliza-la no processo de detecdo de

bacteri6fagos de B. Fragilis.

Anexo D — Preparacao de solugdes para concentracdo de indicadores microbiolégicos na

agua

D. 1 - Solucéo de MgCl,.6H,O

Reagente Quantidade
MgCI2.H20 8009
Agua destilada 400 mL

Tabela 19) Reagentes e quantidades necessarias para preparagdo de uma solugéo 4,14 M de MgCl,.6H,0

1. Os reagentes foram misturados e colocados em agitagéo até serem dissolvidos;
2. A mistura foi autoclavada a 121 °C por 15 minutos;
3. Asolugdo foi utilizada em até seis meses guardada no escuro.

D. 2 — Eluente

Reagente Quantidade

Vi



Tween 80 6 mL

Extrato de carne 29
NaCl 5,844 g
Agua destilada 200 mL

Tabela 20) Quantidades e reagentes necessarias para a preparacao do eluente na concentracéo de Colifagos
somaticos

Os reagentes foram acrescentados num schott de 250 mL;
O frasco contendo os reagentes foi aquecido entre 50 e 55 °C;
A solucdo foi agitada por agitador magnético por 3 min;

Apo6s 0s 3 minutos a solucdo repousava durante 2 min, até os reagentes todos solubilizarem;

g &~ v e

Foi medido o pH que se encontrava por 6,5 £+ 0,1 e ajustado para 9,0 = 0,1, sendo utilizado

NaOH 1M;

6. O frasco com a solucéo foi autoclavado a 121 °C durante 15 minutos;

7. Apbs a autoclave a solucdo foi agitada de forma a confirmar a turbidez;

8. Enquanto a temperatura diminuia, a solucéo ficou a agitar. A uma temperatura de 75 °C j& se
percebia um aclaramento da mesma;

9. De seguida era verificado se o Tween 80 estava dissolvido;

10. A solucéo ficou a esfriar a temperatura ambiente;

11. O pH foi medido novamente, devendo estar entre 9,0 £ 0,1. Se néo estivesse, era ajustado

novamente.

12. Em caso de precipitacdo do Tween 80, a solugdo era colocada em agitacdo novamente a 55 °C.

Anexo E — Quantificacdo dos microrganismos indicadores

E.1 - Interpretagéo dos resultados

Aspecto Interpretacéo do resultado
Tao amarelo e fluorescente ou mais que o Positivo para E.coli
comparador
Menos amarelo que o comparador Negativo para E.coli

Tabela 21) Interpretacdo dos resultados obtidos a partir de Enterolert

Aspecto Interpretacéo do resultado
Fluorescéncia azul Positivo para Enterococos Fecais
Sem fluorescéncia Negativo para Enterococos Fecais

Tabela 22) Interpretacdo dos resultados obtidos a partir de Colilert-18
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Anexo F — Dados de temperatura e pluviosidade no periodo de monitorizagdo das dguas
LISBOA
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Figura 40) Valores de temperatura maxima e minima diarios em Lisboa, para os meses de colheitas, de (A) Fevereiro a (G) Agosto de 2015(adaptado de
https://www.ipma.pt/)
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Figura 41) Valores diarios de precipitacdo nos meses de realizagéo das colheitas, de (A) Fevereiro a (G) Agosto de 2015 (adaptado de https://www.ipma.pt/)
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Anexo G — Tabela de Resultado

VFX 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015
Data 5-mar | 19-mar | 23-mar | 31-mar | 13-abr | 20-abr | 4-mai | 14-mai | 19-mai | 1-jun | 11-jun | 15-jun | 18-jun | 25-jun | 16-jul | 10-ago | 20-ago
E. coli 616 103 663 247 447 1737 210 907 210 483 137 1137 983 287 1150 280 | 173290
E.F 40 40 20 62 62 386 104 104 82 20 <1 104 62 60 20 20 19365
cs 500 100 550 150 269 150 100 600 550 100 76 154 132 100 112 4200
B.
B.fragili <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 1 <1 <1 <1 <1
s
4,65E+ 9,00E+ 2,25E+ | 2,87E+ 1,99E+
HAdV 03 03 04 03 07
HumDN | 4,98E+ | 1,10E+ | 2,11E+ | 1,39E+ | 8,24E+| 2,49E+ | 2,92E+| 1,61E+ 3,29E+ | 1,34E+| 7,00E+| 2,48E+| 3,82E+| 9,02E+| 1,96E+
A 06 06 06 06 03 06 04 06 04 05 05 05 04 04 06
CowDN | 2,21E+ 680.59 7,97E+ | 1,37E+ | 6,69E+ | 3,83E+ | 4,82E+ | 4,52E+ | 1,21E+ | 1,17E+ | 3,79E+ | 1,13E+ | 2,82E+ | 3,37E+ | 2,87E+ | 3,22E+
A 05 ’ 03 05 04 05 04 05 06 05 04 05 04 06 06 04
PiaDNA 9,81E+ 6,73E+ | 2,27E+ | 6,43E+ | 1,05E+ 1,57E+ 5,04E+ | 1,74E+ | 5,47E+ | 9,75E+ 1,15E+
g 03 04 04 04 05 06 05 05 03 04 04

PoulDN 2,61E+ 5,57E+ 1,68E+ 9,92E+ 2,69E+ | 1,23E+
A 04 04 04 03 04 04
MPN 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015

19- 23- 31- 14- 19- 10- 20-
Data 12-fev | 26-fev | 5-mar 13-abr | 20-abr | 4-mai . . 1-jun | 11-jun | 15-jun | 18-jun | 25-jun | 16-jul

mar mar mar mai mai ago ago
E. coli 1877 | 1793 | 1493 327 2460 137 2253 387 483 283 287 440 993 67 897 447 483 97 33
EF 244 462 342 290 738 62 82 146 342 214 280 148 104 6 264 62 124 21 20
cs 62 27 1000 200 350 800 450 700 300 800 1700 150 285 263 285 150 16 71 50
3}55""" <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
HAdV 3,72E+ | 1,31E+ 3,29E+ 7,17E+ 1,09E+ 1,12E+ 4,91E+

04 04 03 04 04 04 03

xii




HumDN 4,24E+ | 6,69E+ | 1,93E+ | 2,40E+ | 3,53E+ | 1,42E+ | 2,44E+ | 3,87E+ | 1,60E+ | 2,22E+ 4,47E+ | 1,09E+ | 1,24E+ | 1,81E+ | 1,36E+ | 1,70E+ | 2,24E+
A 05 06 06 07 06 06 05 05 05 04 06 04 05 03 05 06 04
CowDN | 1,48E+ | 1,95E+ | 1,48E+ | 6,36E+ | 5,03E+ | 3,38E+ | 3,59E+ | 1,29E+ | 1,36E+ | 2,42E+ | 5,51E+ 6,51E+ | 3,60E+ | 1,40E+ | 4,34E+ | 1,01E+ | 2,29E+ | 4,12E+
A 06 06 06 03 03 04 05 05 05 04 05 04 04 06 06 04 07 05
PiaDNA 3,02E+ 1,04E+ | 2,50E+ | 9,59E+ | 5,21E+ | 1,29E+ 8,69E+ | 1,63E+ | 2,10E+ 8,52E+ | 1,42E+ | 1,33E+ | 1,73E+
g 03 05 05 04 04 04 04 04 04 05 05 04 04
PouDN | 1,04E+ | 1,27E+ 6,52E+ 1,96E+ | 3,42E+ | 1,35E+ | 3,84E+ 1,35E+ 7,60E+ | 1,13E+ 1,14E+
A 04 09 03 06 04 06 04 05 04 04 04
ALC 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015
Data . . . . . . . . .
colheita 19-mar | 23-mar | 31-mar | 13-abr | 20-abr | 4-mai | 14-mai | 19-mai | 1-jun 11-jun | 15-jun | 18-jun | 25-jun | 16-jul 10-ago | 17-ago | 20-ago
E. coli 1653 173 247 323 710 210 3707 3107 4037 33 487 483 173 210 210 103 100
EF 296 104 60 40 40 104 220 240 1434 7 20 25 40 40 32 20 58
cs 2000 150 750 500 500 850 1150 650 16450 310 243 151 100 19 500 700 250
B.B.fragi | ) <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
lis <1 <1 <1
HAAV 1,18E+ 6,97E+ | 5,90E+ 1,49E+ | 9,83E+ | 1,73E+ | 2,19E+ 1,27E+ 1,87E+
04 03 03 04 03 04 04 04 06
HumDN 9,10E+ | 8,45E+ | 2,35E+| 5,95E+| 1,10E+| 1,04E+| 3,72E+ 5,61E+ | 1,40E+| 3,51E+ | 2,64E+ | 7,85E+ | 9,16E+ | 3,99E+ | 2,47E+
A 05 06 06 03 05 07 04 05 05 05 04 04 03 05 03
CowDNA 2,06E+ | 299,91 | 1,61E+ 4,03E+ | 4,05E+ | 6,28E+ | 2,28E+ | 1,00E+| 1,03E+ | 1,38E+ | 3,11E+ | 2,90E+ | 3,40E+ | 1,29E+ | 4,46E+
06 6 06 05 05 04 04 05 05 06 04 03 06 04 05
. 9,02E+ | 6,49E+ 3,58E+ 3,19E+ | 6,25E+ 7,38E+
PigDNA 03 04 05 05 03 04
1,06E+ 2,20E+ | 2,25E+ 2,69E+
PouDNA 06 05 05 04
Belém | 2015 | 2015 2015 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2015
Data 12- 26-fev | 5-mar 19- 23- 31- 13- 20- 4-mai 14_. 19_. 1-jun .11- .15_ .18_ .25- 16-jul 10- 17- 20-
fev mar mar mar abr abr mai mai jun jun jun jun ago ago ago
E.coli | 2323 | 43323 487 210 137 103 287 173 570 137 <30 403 450 33 67 33 67 173 67 137

Xiii




EF 550 8212 216 20 20 40 60 82 808 <20 | 3586 | 172 82 40 20 82 69 45 14 20
(o 50 10450 200 12 100 200 | 1450 | 250 200 350 450 50 241 114 126 450 203 168 150
BBfra| ) <1 <1 4| <1 | <« | <4 | <« | <« | <« |||« <]l al«
gilis <1 <1 <1
HAdV 1,69E | 4,21E+ | 7,47E+0 8,79E 3,12E | 1,41E 1,85E 2,96E

+03 03 4 +02 +05 +04 +04 +03
HumD | 3,67E | 7,98E+ | 9,69E+0 | 1,48E | 1,19E | 2,05E | 8,24E | 2,01E | 4,90E | 2,48E | 8,21E| 1,81E| 8,53E| 8,82E | 9,99E 1,42E| 1,96E | 2,02E | 7,03E
NA +04 11 5 +12 +05 +06 +04 +05 +05 +04 +05 +04 +04 | +05 +04 +05| +06 +05| +03
CowD 106295 | 5691060 | 4,15E | 9,13E | 2,68E | 9,45E | 7,47E | 1,05E | 1,82E | 1,46E | 1,70E | 1,37E | 1,49E | 6,53E | 1,06E | 3,23E | 7,52E 1,88E
NA 143 6,43 | +04 +03 +04 +04 | +04 +10 +05 +06 +05 +05 +03 +05 +05 +04 +06 +06
PigDN 9,04E+ | 4,86E+0 | 1,08E | 1,12E 9,85E | 6,58E 5,36E | 1,62E | 1,40E 1,00E 6,46E 9,03E
A 04 8 +04 +06 +04 +05 +04 +05 +04 +00 +04 +04
PouDN 8,68E+ 4,28E | 3,55E 1,11E 4,41E 3,26E
A 03 +04 +05 +05 +03 +04

Tabela 23) Tabela de todos os resultados obtidos neste estudo de todos os pontos e datas de colheitas
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Anexo H — Tabela das caracteristicas das aguas nos dias de colheitas

2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015
coDlﬁé?ta 12-Fev | 26-Fev 05-Mar 19-Mar 23-Mar 31-Mar 13-Abr 20-Abr 04-Mai 14-Mai 19-Mai 01-Jun 11-Jun
Muito . Pouco Pouco . . Muito Pouco Muito Pouco Pouco
VFX - - . Suja . . Limpa Suja . . . . .
suja suja suja suja suja suja suja suja
- " - " Mui P
MPN Limpa Mu!to Mu.|t0 MU‘ItO |V|U.It0 Limpa Pogco Suja u!to ogco Suja Limpa Limpa
suja suja suja suja suja Suja suja
. . . . Pouco Muito Pouco Pouco . .
ALC - - - Suja Limpa Limpa Suja . . . . Limpa Limpa
suja suja suja suja
Mui . Mui P P . .
Belém Limpa Suja U.ItO Suja Limpa Limpa Limpa Suja U.ItO ogco ou.co Limpa Limpa
suja suja suja suja
2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015
Data colheita 15-Jun 18-Jun 25-Jun 16-Jul 10-Ago 17-Ago 20-Ago
VEFX Suja Muito suja Suja Muito suja Suja - Muito suja + cheiro
MPN Limpa Pouco suja Pouco suja Suja Suja - Suja
ALC Limpa Limpa Limpa Limpa Limpa Limpa Limpa
Belém Limpa Pouco suja Suja Pouco suja Suja Limpa Limpa

Tabela 24) Caracteristicas das d&guas em cada ponto nos dias das colheitas




