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RESUMO

SILVA, Everaldo de Santana. Proposta e analise metodoldgica para verificacdo do Padréo
D-2 da Convencdo BWM (IMO, 2004) referente ao V. cholerae O1 e O139: estudo de caso
no porto da Cidade do Rio de Janeiro (Brasil). 2020. 193f. Tese (Doutorado em Meio
Ambiente) - Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

O processo atual de globalizacdo impulsiona a movimentagdo maritima em todo
mundo que, atualmente, responde por cerca de 90% de todas as trocas comerciais entre paises,
incrementando assim o volume de agua de lastro movimentado e, consequentemente, 0 risco
de bioinvasdes. Entre todas as espécies presentes neste contexto, esse trabalho é direcionado
ao Vibrio cholerae toxigénico (sorogrupos O1 e 0139) causador da Cdlera: doenca entérica
caracterizada por acentuado quadro de diarreia, que tem uma intima relagdo com as condicGes
ambientais, principalmente o saneamento basico. Entre os anos de 2000 a 2017, foram
registrados cerca de 4,7 milhdes de casos da doenca (com aproximadamente 71 mil 6bitos)
sendo 81% destas ocorrentes na regido africo-asiatica. O tratamento € realizado por
hidratacdo, antibi6ticos e em alguns casos vacinacdo. Entretanto, resisténcia bacteriana a
medicacdo tem sido evidenciada, em funcdo do processo de transferéncia genética horizontal.
A convencdo BWM (IMO, 2004) na sua regra D-2 (Ballast Water Performance Standard)
estabelece o vibrio colérico toxigénico como um dos principais bioindicadores padronizados
para o controle de qualidade dos sistemas de tratamentos de agua de lastro a bordo. Desta
forma, em funcdo do intenso fluxo maritimo, a construcdo de uma metodologia que aponte
possiveis “embarcagdes alvos” para verificagdo da conformidade do padrdo D-2 é um
importante desafio. Este trabalho tem como objetivo elaborar, testar e analisar uma proposta
metodoldgica inicial para prevencao de introducdo do Vibrio cholerae toxigénico em aguas
nacionais por descarga de agua de lastro, em consonancia com o padrdo D-2 da Convencéo
BWM (IMO, 2004), no tocante a especificidade das embarcacdes a serem amostradas, tendo
como estudo de caso o Porto da Cidade do Rio de Janeiro. A metodologia foi balizada na
resposta a trés perguntas norteadoras: (i) se a regido de descarga é vulneravel a introducdo do
vibrio colérico toxigénico; (ii) se alguma embarcacdo visitante possui risco de introduzir o
vibrio colérico toxigénico por agua de lastro e (iii) se os lastros das embarcaces visitantes,
assim como o local de estudo, tém ocorréncia do vibrio colérico toxigénico. Os resultados
detectados pelo protocolo estabelecido conseguiram priorizar os “navios alvos” para inspegao
com uma reducdo de mais 90% de todas as embarca¢des monitoradas, com visitacdes ao porto
de estudo, no periodo de janeiro de 2016 a janeiro de 2018 (25 meses). Todo protocolo
utilizado foi analisado e melhorias e aprimoramentos sdo sugeridas na conclusdo deste
trabalho. O protocolo adotado se mostrou bastante promissor, com boas perspectivas de
aperfeicoamentos e aplicacdo em outros portos nacionais no que se refere a verificacdo do
cumprimento do padrdo D-2 na questdo do V. cholerae toxigénico.

Palavras-Chaves: Colera. Vibrio cholerae. Agua de Lastro. Porto do Rio de Janeiro.



ABSTRACT

SILVA, Everaldo de Santana. Analisys and Proposal metodologic for verification of
standard D-2 of Convention BWM (IMO, 2004) referred the V. cholerae O1 and O139:
study of case in the port of city of Rio de Janeiro (Brazil). 2020. 193f. Tese (Doutorado em
Meio Ambiente) - Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

The current globalization process drives maritime movement worldwide, which
currently accounts for about 90% of all trade between countries, increasing the volume of
ballast water handled and consequently, the risk of bioinvasions. Among all the species
present in this context, this work is focused on the toxigenic Vibrio cholerae (serogroups O1
and 0139) that causes Cholera: an enteric disease characterized by a marked diarrhea that is
closely related to environmental conditions, especially basic sanitation. between 2000 and
2017, about 4.7 million cases of the disease were registered (with approximately 71 thousand
deaths) and 81% of them occurred in the African-Asian region. Treatment is carried out by
hydration, antibiotics and in some cases vaccination. However, bacterial resistance to
medication has been evidenced because of the horizontal gene transfer process. The BWM
convention (IMO, 2004) in its D-2 rule (Ballast Water Performance Standard) establishes
toxigenic vibrio cholerae as one of the main standardized bioindicators for the quality control
of ballast water treatment systems on board. Thus, because of the inte nse maritime flow, the
construction of a methodology that points out possible “target vessels” to verify the
compliance of the D-2 standard is an important challenge. This work aims to elaborate, test
and analyze an initial methodological proposal to prevent the introduction of toxigenic Vibrio
cholerae in national waters by ballast water discharge, according to the D-2 standard of the
BWM Convention (IMO, 2004) regarding to the specificity of the vessels to be sampled,
taking the Port of the City of Rio de Janeiro as a case study. The methodology was based on
the answers to three guiding questions: (i) whether the discharge region is vulnerable to the
introduction of toxigenic Vibrio cholerae; (ii) whether any visiting vessel has the risk of
introducing toxigenic vibrio by ballast water and (iii) whether the ballast of visiting vessels
has toxigenic V.c. as well as the study site. The results detected by the established protocol
were able to prioritize the “target ships” for inspection with a reduction of over 90% of all
monitored vessels, with visits to the port of study from January 2016 to January 2018 (25
months). Every protocol used was analyzed and improvements are suggested in the
conclusion of this work. The adopted protocol indicated to be very promising, with good
perspectives for improvements and application in other national ports regarding the
verification of compliance with the D-2 standard in the issue of toxigenic V. cholerae.

Keywords: Cholera. Vibrio cholerae. Balllast Water. Port of Rio de Janeiro.



RESUMEN

SILVA, Everaldo de Santana. Propuesta metodologica y andlisis para verificacion de la
norma D-2 del Convenio BWM (IMO, 2004) referente V. cholerae O1 y O139: estudio de
caso del puerto de la ciudad de Rio de Janeiro (Brasil). 2020. 193f. Tese (Doutorado em Meio
Ambiente) - Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

El actual proceso de globalizacion impulsa el movimiento maritimo en todo el mundo,
que actualmente representa aproximadamente 90% de todo el comercio entre paises, lo que
aumenta el volumen de agua de lastre manipulada y, en consecuencia, el riesgo de
bioinvasion. Entre todas las especies presentes en este contexto, este trabajo esta dirigido al
Vibrio cholerae toxigénico (serogrupos O1 y 0139) que causa el colera: una enfermedad
entérica caracterizada por una diarrea marcada, que estd estrechamente relacionada con las
condiciones ambientales, especialmente el saneamiento basico. Entre 2000 y 2017, se
registraron alrededor de 4,7 millones de casos de la enfermedad (con aproximadamente 71 mil
muertes), el 81% de los cuales ocurrieron en la region de Asia y Africa. El tratamiento se
Ileva a cabo mediante hidratacién, antibidticos y, en algunos casos, vacunacion. Sin embargo,
se ha evidenciado resistencia bacteriana a la medicacion, debido al proceso de transferencia
horizontal de genes. La convencion BWM (IMO, 2004) en su regla D-2 (Ballast Water
Performance Standard) establece el vibrio de colesterol toxigénico como uno de los
principales bioindicadores estandarizados para el control de calidad de los sistemas de
tratamiento de agua de lastre a bordo. Por lo tanto, debido al intenso flujo maritimo, la
construccién de una metodologia que sefiala posibles "buques objetivo™ para verificar el
cumplimiento de la norma D-2 es un desafio importante. Este trabajo tiene como objetivo
elaborar, probar y analizar una propuesta metodoldgica inicial para prevenir la introduccion
de Vibrio cholerae toxigénico en aguas nacionales por descarga de agua de lastre, en linea con
el estandar D-2 del Convenio BWM (OMI, 2004), en relacion con la especificidad de los
buques a muestrear, tomando como caso de estudio el Puerto de la Ciudad de Rio de Janeiro.
La metodologia se basd en la respuesta a tres preguntas orientadoras: (i) si la region de
descarga es vulnerable a la introduccion de Vibrio cholerae toxigénico; (ii) si algin buque
visitante esta en riesgo de introducir vibrio toxigénico por el agua de lastre vy (iii) si el lastre
del buque visitante, asi como el sitio del estudio, tiene V.c. toxigénico. Los resultados " para
inspeccion con una reduccion de mas del 90% de todos los buques monitoreados, con visitas
detectados por el protocolo establecido pudieron priorizar los "buques objetivo al puerto de
estudio, en el periodo de enero de 2016 a enero de 2018 (25 meses). Se analizaron todos los
protocolos utilizados y se sugieren mejoras y perfeccionamientos al final de este trabajo. El
protocolo adoptado demostré ser muy prometedor, con buenas perspectivas de mejoras y
aplicacion en otros puertos nacionales con respecto a la verificacion del cumplimiento del
estandar D-2 en el tema de V. cholerae toxigénico.

Palabras claves: Cdlera. Vibrio cholerae. Agua de Lastre. Puerto de Rio de Janeiro.
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INTRODUCAO

Dos 509 milhdes de quilébmetros quadrados da Terra, 361 milhdes sdo recobertos de
dgua, sendo que boa parte desta porcdo da hidrosfera se apresenta navegavel
(SCHMIEGELOW, 2004).

Desde as primeiras embarcacdes a remo até os gigantescos graneleiros atuais, a
navegacdo acompanhou e forjou o desenvolvimento humano, facilitando a comunicagéo entre
povos e a evolucdo da ciéncia (IMO, 2016).

Vivemos atualmente em uma era de interdependéncia global sem precedentes, na qual
as fronteiras entre os paises representam barreiras pouco importantes nas trocas comerciais
entre as nagoes, e o atual processo de globalizacdo ndo seria possivel sem a participacdo da
indUstria naval. Sem este modal, o comércio intercontinental, o transporte a granel de
matérias-primas, importacdo/exportacdo de alimentos e produtos manufaturados a precos
acessiveis simplesmente nao seria possivel (IMO, 2012).

A navegacdo atualmente responde por cerca de 90% de todo intercambio comercial
mundial, com movimentacdo em torno de 600 milhdes de toneladas/ano (EUROPEAN
BANK, 2014; IMO, 2016) e com uma previsao de crescimento de cerca de 150% deste modal
até 2030 somente em territorio brasileiro (ANTAQ, 2018a).

Atualmente o comércio maritimo conta com complexas e intensas rotas comerciais em
todo o mundo, servidas por aproximadamente 74.000 embarcacGes registradas em dinamica
de mar aberto (IMO, 2018), criando assim inimeras e intrinsecas redes comerciais maritimas
em todo o mundo (KALUZA et al.2010).

O processo de globalizacdo acaba por gerar novas e intensas demandas colocadas
sobre os portos, que se tornaram elos de imensas cadeias logisticas que interagem em um
intenso fluxo de comércio entre diferentes regibes, acarretando uma geracdo de influéncias
maiores que a propria extensdo portuaria (MONIE; VIDAL, 2006).

No ano de 2018, as instala¢fes portuarias brasileiras registaram uma movimentacéo
de cerca de 1,1 bilhdes de toneladas (aumento de 3,6% em comparag¢do com 2017), sendo 825
milhdes destas de longo curso, 163 milhdes de cabotagem e 38 milhdes de vias interiores,
com aproximadamente 64 mil atragdes.

Neste mesmo periodo, o porto do Rio de Janeiro teve, aproximadamente, 30 milhGes

de toneladas movimentadas, quando 15.727 milhdes de toneladas foram de navegacdo de
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cabotagem e 13.547 milhdes de toneladas de longo curso (ANTAQa, 2019). Nesse mesmo
ano, o porto da cidade do Rio de Janeiro realizou uma movimentacdo de aproximadamente 6
milhdes de toneladas, com cerca de 2.600 embarcacdes visitantes, sendo aproximadamente
91% delas de longo curso (ANTAQ, 2018a).

Desde a segunda metade do seéculo XX, a poluicdo dos oceanos tem sido
incrementada pelas tecnologias usadas no modal maritimo (CAMANHO, 2007) e, com o atual
aumento da frota, a navegacdo passou a ter papel importante no processo de poluicdo
ambiental, seja pela producao de residuos de carga, no incremento dos gases de efeito estufa,
no lancamento de esgoto na &gua e na introdugéo de espécies invasoras por bioincrustacao nos
cascos ou por agua de lastro (PEREIRA, 2012).

A dinamica da navegacdo também exerce intensa pressao sobre a biota mundial, em
gue destacamos a ocasionada por compostos quimicos utilizados nos sistemas anti-
incrustantes, os chamados “antifoulings” (FERNANDEZ-ALBA et al., 2002; GATIDOU et
al., 2007).

Estes passivos também possuem uma correlacdo direta com fatores de
desenvolvimento socioecondmico, de modo que as regides portuarias se revelam como as
areas vulneraveis com quadros de degradacdo acelerada, em geral agravados pelo recebimento
de grandes cargas de efluentes urbanos (SILVA et al., 2015).

A preocupagéo deste trabalho, no que se refere aos impactos ambientais causados
pela dindmica da navegacdo, foca na introducdo de espécies carreadas por agua de lastro, o
gue pode ocasionar um cenario de bioinvasao.

O cenério globalizado contemporaneo vem contribuindo de forma significativa para
0 aumento da movimentacdo maritima e, com isso, para a aceleracdo do processo de
bioinvasdo em todo o0 mundo oriunda deste modal (SEEBENS et al., 2013).

O local de introducéo de uma espécie invasora pode apresentar condi¢cdes ambientais
favoraveis a sobrevivéncia do organismo introduzido, sendo estes assim considerados
poluentes biologicos (VILLAC et al., 2008). Estas podem, dessa forma, gerar impactos em
atividades econdmicas, causando danos a atividade pesqueira, riscos sanitarios, perda de
espécies nativas, prejuizos em atividades agricolas e impactos diretos e indiretos a saude
humana, entre outros (ZILLER; ZALBA, 2007).

As espécies exoticas invasoras contribuem diretamente para o processo de extin¢ao

de animais e vegetais autoctones, criando assim uma nova frente de custos para recuperagéo e
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prevencdo dos ambientes afetados, o que tem impactos na economia mundial de forma
significativa (BRASIL, 2006).

Milhares de espécies marinhas invasoras podem ser transportadas por agua de lastro,
desde que sejam suficientemente pequenas para passarem pelas entradas das bombas de
captacdo, e entre elas estdo 0s organismos patogénicos a saude humana como as bactérias
(SATIR, 2014). Estes microrganismos representam uma grande preocupacao, devido ao seu
tamanho, taxa reprodutiva e alta densidade populacional (KIM et al., 2015; STARLIPER et
al., 2015), além da alta resiliéncia em ambientes confinados como os tanques de agua de
lastro (RAMAIAH et al., 2005).

A International Marine Organization (IMO) adotou, no ano de 2004, a International
Convention for the Control and Management of Ship’s Ballast Water and Sediments (BWM)
(IMOQ,2004):, que indica medidas de prevencéo e salvaguarda da satide ambiental e humana,
na tentativa de prevenir, minimizar e, por fim - se possivel - eliminar os riscos da introducdo
de organismos aquéaticos nocivos e agentes patogénicos existentes na agua de lastro dos
navios que entram nos portos (IMO, 2016). Sua vigéncia foi estabelecida doze meses apds sua
ratificacdo, por, pelo menos, trinta paises signatarios, desde que esses paises representassem
cerca de 35% de toda a frota mercante em funcionamento. Desta forma, em oito de setembro
de 2016, com a adesd@o da Finlandia, esse quantitativo foi alcancado e o prazo de 12 meses
para efetividade se iniciou (IMO, 2018), tendo a convencdo entrada em vigor em 08 de
setembro de 2017.

“§ Um navio sujeito a esta Convencdo poderd, em qualquer porto ou terminal de
alto mar de outra Parte, estar sujeito a inspe¢do por funciondrios devidamente
autorizados por essa Parte com a finalidade de determinar se o navio estad em
conformidade com esta Convengéo.” (IMO, 2018, artigo 9, paragrafo 1, p.5).

Essa determinacdo fala sobre a execucdo desta amostragem (objeto da G-2 e

circulares decorrentes), quando em seu inciso 1.C determina que:

“Uma amostragem da Agua de Lastro do navio, realizada conforme as diretrizes a
serem desenvolvidas pela Organizagdo (...).” (IMO, 2018, artigo 9, paréagrafo 1,
inciso c, p.6).
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Se a analise apontar, no entanto, ndo conformidade na amostra do tanque, a mesma

legislacdo, no artigo 10 (Deteccéo e violagdes e controle de navios), no inciso 3 dispde:

“Se a amostragem descrita no Artigo 9.1(c) levar a um resultado ou der suporte a
informacdes recebidas de outro porto ou terminal de alto mar, indicando que o navio
representa uma ameaca ao meio ambiente, a salde publica, as propriedades ou
recursos, a Parte em cujas aguas 0 navio estd operando devera proibir tal navio de
descarregar Agua de Lastro até que a ameaga seja afastada.” (IMO, 2018, artigo 10,
paragrafo 3, p.6).

Assim sendo, embora existam diversos processos e equipamentos certificados para o
tratamento das &guas de lastro de homologacdo internacionalmente, atualmente, por parte da
IMO, existem apenas orientacdes técnicas, e ndo a definicao clara de padrdes de amostragens.

Desta forma, técnicas de amostragem das embarcacBes a serem inspecionadas pelas
autoridades portuarias em todos os paises, para uma analise independente desses sistemas, sao
ainda metodologias ndo reconhecidas como oficiais, ficando no campo da prética e do ajuste;
0 presente projeto se encaixa exatamente nessa lacuna.

Com uma frota maritima mundial tdo grande e intensa dinamica de movimentacéao, o
monitoramento da eficiéncia dos métodos de tratamento se torna um desafio para as
autoridades competentes dos paises que, em sua maioria, ndo possuem estrutura nem pessoal
para realizar esse processo de forma completa e eficaz. Selecionar um navio para checagem,
realizar amostragem e posterior analise requer uma forca-tarefa e insumos especializados, ja
que isso demanda tempo, pessoal e principalmente disponibilidade de acesso aos tanques.
Entretanto, com a vigéncia total da regra D-2, que o padrdo estabelecido pela convencéo
BWM sobre paddes microbiolégicos de eficacia das metodologias de tratamento realizado a
bordo das embarcacdes que sera descrita a diante, todos os sistemas instalados deverdo prover
pontos de acesso para tomada de amostras, facilitando todo este processo.

Por se tratar de um processo novo e com complicacdes legais e de logistica, existe
uma lacuna na construcdo de metodologias que se proponham a selecionar navios alvos a
serem amostrados neste contexto (BRASIL, 2019).

A abordagem de uma embarcacdo para eventual amostragem e verificagdo de
conformidades esbarra em aspectos legais e complexos, tais como: (i) numero elevado de
embarcacOes mercantes que visitam os portos diariamente e (ii) qualquer metodologia de

averiguacdo deve ser previamente planejada, a fim de minimizar o tempo de ancoragem, para
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n&o reter desnecessariamente as embarcac¢des, como previsto nos textos dos tratados da IMO,
visto que esta acdo causaria sérios problemas na logistica dos portos e dos navios,
ocasionando um grande aumento de custos.

A BWM (IMO, 2004) se divide em duas linhas principais, com suas respectivas
regulamentacdes: (i) o Plano de Gerenciamento de Agua de Lastro, que visa ao detalhamento
dos procedimentos adotados de seguranga para 0 navio e tripulagdo, assim como a destinacao
dos sedimentos, e (ii) o Registro de Agua de Lastro, que trata da parte operacional em
aspectos tais como tratamento, troca, circulacdo e descarte, sendo esse registro dividido em
trés regulamentagdes principais: (i) Padrdo D-1 (Ballast Water Exchange Standard), que trata
das metodologias de tratamento da agua dos tanques; (ii) Padrdo D-2 (Ballast Water
Performance Standard), que se preocupa com a qualidade do descarte no tocante a espécies
eliminadas, usando para tais fins microrganismos bioindicadores de relevancia para saude
humana e (iii) Padrdo D-3 (Approval Requirements for Ballast Water Management Systems),
que trata das regras dos testes e aprovacédo, pelos estados-membros, do processo tanto em
terra como em agua (EUROPEAN BANK, 2014; IMO, 2018). Isso inclui os sistemas de
tratamento de &gua de lastro a bordo das embarcacdes e eventuais sistemas de tratamento
instalados em terra como um servico prestado de suporte a embarcacdes nas areas portuarias
que operam dentro das mesmas especificagoes.

No Brasil, a Norma de Autoridade Maritima para Gerenciamento de Agua de Lastro
de Navios, da Diretoria de Portos e Costa - NORMAM-20 (BRASIL, 2019) é o documento,
com base na BWM (IMO, 2004), que descreve as diretrizes para prevencdo e controle da
introducdo de espécies, assim como determina medidas de gestdo e prevé san¢Ges em caso de
ndo comprimento (BRASIL, 2019).

Neste interim, as embarcacGes teriam em média cinco anos (a partir da data de
validacdo da legislacdo e da data de construcdo do navio) para se adaptarem as novas regras
(DRILLET et al., 2013). Entretanto, ap6s a entrada em vigor da BWM (IMO, 2004) em 2017,
foi estabelecido, pela IMO, um novo calendario para o comprimento da regra, dando para as
embarcagdes o0 prazo até 07 de setembro de 2024 (IMO, 2020).

Nosso objeto de estudo esta na afericdo do padrdo D-2 que adotou os seguintes
critérios para a agua de lastro descartada como organismos de referéncia: (i) menos que 1
Unidade Formadora de Colonia (UFC) por 100 mililitros de Vibrio cholerae (sorogrupos O1 e

0139, os toxigénicos) ou menos de 1 UFC dessa bactéria por 1 grama (peso umido) de
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amostras de zooplancton; (ii) menos de 250 UFC por 100 mililitros de Escherichia coli e (iii)
menos de 100 UFC por 100 mililitros Enterococcus de origem intestinais (NG et al., 2018).

A logica por tras da legislacao ser estabelecida em termos de microrganismos é a de
que sua eliminacdo implica simultaneamente a eliminacdo de esporos, ovos, propagulos e
embrides de outros possiveis candidatos a espécies invasoras (BRASIL, 2009a). Além disso, a
eficiéncia dos sistemas de protecdo dos cascos contra bioinscrustagdo significa que este meio
representa uma via proporcionalmente menos importante de introducdo de espécies exoticas -
dai o cuidado com esse tipo de protecdo (FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007).

Ainda existem, no entanto, lacunas no conhecimento sobre a populagdo bacteriana
presente nos tanques de lastro, se comparar com outros microrganismos, tais como seres
planctonicos (LYMPEROPOULOU; DOBBS, 2017), em que a baixa luminosidade acaba por
favorecer a acdo dos organismos heterotroficos em detrimento da producdo fotossintética,
contribuindo, assim, para producéo de biofilmes bacterianos (SHIKUMA; HADFIELD, 2010)
comprovados, inclusive, em estruturas submersas em zonas portuarias (HEDE;
KHANDEPARKER, 2018).

Dentre esses microrganismos, o presente trabalho destaca o Vibrio cholerae,
pertencente a familia Vibrionaceae, que sdo autoctones de ambientes aquaticos e se
apresentam em formas livres, parasitas e em biofilmes bentdnicos e tem como fungéo
ecoldgica a degradacao de quitina (CHOWDHURY et al., 2017; KOKASHVILI et al., 2015).

Segundo a literatura, V. cholerae apresenta ampla faixa de sobrevida no ambiente,
tendo como condic¢des ideais salinidades (entre 0,5 e 20), pH (entre 7,0 e 9,0) e temperaturas
(entre 20°C e 30°C) (CHOWDHURY et al., 2017; HUQ et al., 1984; KOKASHVILI et al.,
2015; MILLER et al., 1984). Varios trabalhos, contudo, vém demonstrando que esses
parametros podem apresentar faixas cada vez mais variaveis (NG et al., 2018; RIVERA et al.,
2013) e que, em situacGes ambientais desfavoraveis, a bactéria pode entrar em um estado
fisiologico diferenciado denominado de “Viavel, mas Nao Cultivavel” (VNC) (FERDOUS et
al., 2018; MARTINELLI, 2007).

A maioria das bactérias pertencentes ao género Vibrio sdo inofensivas aos seres
humanos, salvo o V. cholerae, V. vulnifucus e V. parahaemolyticus, que sdo amplamente
conhecidos como patogenos causadores de doencas intestinais severas (BURKS et al., 2017).
E estimado que mundialmente ocorra cerca de 80.000 infec¢des/ano, resultado da exposicao a
esses trés patdgenos, seja por meio de frutos do mar contaminados ou por atividade de

recreacdo com contato direto com a &gua. Esta situacdo indica claramente a presencga desses
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microrganismos patogénicos na coluna de &gua costeira (RALSTON et al., 2012; SCALLAN
etal., 2011).

A associacdo do vibrido colérico com diversos organismos vivos é altamente
documentada: com claddceros e rotiferos (TAMPLIN et al., 1990), com bivalves filtradores
(PEREIRA et al., 2007), com mosquitos da ordem Diptera (BROZA; HALPERN, 2001;
HALPERN; IZHAKI, 2017), com tartarugas de casco mole (WANG et AL ,2007), com aves
migratorias e peixes (HALPERN; IZHAKI, 2017; HOSSAIN et al., 2018; MITCHELL et al.,
2017; SENDEROVICH et al., 2010; MITCHELL et al., 2017). Tem, no entanto, sua maior
representabilidade entre os copépodas (BRATLET; AZAM, 2005).

Outro reservatorio importante para o vibrio sdo os substratos quitinosos presentes nos
chamados biofilmes benténicos (NOGUEIRA et al., 2002). A associacdo do V. cholerae a
esses biofilmes pode ser vista como uma vantagem ecoldgica, uma vez que nesse ambiente
ocorre uma grande quantidade de nutrientes, condicdo que tornam essas bactérias aptas a
sobrevivéncia por longos periodos, provendo protecio e nutrientes (FERNADEZ-DELGADO
et al., 2016), o que favorece seu ciclo de vida principalmente em ambientes estuarinos
(SULTANA et al., 2018).

O V. cholerae é um bastonete encurvado com forma de virgula, gram-negativa,
anaerobio facultativo flagelado polar, possuindo mais de 200 sorogrupos com base no
antigeno O dos lipossacarideos da sua parede celular (L1 et al., 2009).

As amostras dos sorogrupos O1 e 0139, produtoras da toxina colérica, sdo
responsaveis por uma doenca intestinal severa, com caracteristicas epidemioldgicas proprias
conhecidas como Colera ou Colera epidémica (CDC, 2018a).

As amostras de outros sorogrupos, coletivamente denominadas de “nao-O1/néo-
01397, ndo produtoras da toxina colérica, sdo responsaveis por infec¢des intestinais brandas
de carater esporadico e por infeccBes extra-intestinais, como septicemia, infec¢bes de feridas,
peritonite, infec¢des de pele, celulite, fasciite necrozante, endoftalmia, infec¢bes do ouvido,
colecistite e meningite (CDC, 2018a; CHOWDHURY et al., 2017).

O sorogrupo O1 divide-se em dois bidtipos: o Classico e o El Tor, em que o Gltimo
se distribui em trés sorotipos: Ogawa, Inaba e Hikojima (SACK et al., 2004). Entretanto, uma
nova cepa, denominada O139 ou Bengal, descoberta em 1992, vem causando significativos
casos da doenca em todo 0 mundo (CHOWDHURY et al., 2017).

Alguns estudos ja identificaram a presenca de cepas Ol e 0139 em amostras de
tanques de lastro (NG et al., 2018; RIVERA et al., 2013) e outros trabalhos relacionaram
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surtos da doenga a descarga de lastro (DRAKE et al., 2007; MIMURA et al., 2005; RUIZ et
al., 2000).

A Colera apresenta uma alta taxa de incidéncia em regides afetadas por problemas
sociais e de infraestrutura (MUKHOPADHYAY, 2015; SOMBOONWIT et al.,, 2017),
principalmente no tocante a deficiéncia de saneamento bésico e causas adicionais, tais como
falta de informacdo, analfabetismo e pobreza (BWIRE et al., 2017), conforme indicam
expressivas incidéncias em regides com acentuados quadros de desigualdades sociais (EILER
etal., 2007; WHO, 2018).

Estudos vém relacionando surtos da doenca as condi¢fes ambientais, tais como
sazonalidade e alteracBes climaticas, que acabam por magnificar as condicdes de
vulnerabilidade ambiental para sobrevida do vibrio (CHOWDHURY et al., 2017;
KOKASHVILI et al., 2015; LO IACONO et al., 2017; MOORE et al., 2017; WORDEN et
al., 2006).

Entre os anos de 2010 e 2016, segundo dados da Organizacdo Mundial de Salde
(OMS), foram registrados, no mundo, 1.891.094 casos de Cdlera com 29.772 mortes (taxa de
letalidade de aproximadamente 1,6). Entre estes casos, 47% ocorreram no continente
Africano, 41% no continente Americano, 10% na Asia, 2% na Oceania e apenas 0,01% na
Europa (WHO, 2017).

Como medidas profilaticas, a reposicdo de eletrolitos e prescricdo de antibidticos sao
as metodologias mais utilizadas: a doxiciclina é tipicamente a primeira opc¢do de tratamento,
seguido por outras drogas, tais como cotrimoxazol, eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol,
furazolidona (BURKS et al., 2017). A resisténcia do V.cholerae, porém, a estes farmacos, €
altamente relatada (DENGO-BALOI et al., 2017; FERNANDEZ-ABREU et al., 2017;
MASOUMI-ASL et al.,, 2017), sendo necessaria a realizacdo de mais estudos, a fim de
caracterizar o padrdo de susceptibilidade a antimicrobianos do V. cholerae (BURKS et al.,
2017).

No que tange a prevencdo, a vacinacdo se apresenta como uma medida
complementar, apesar de apresentar baixa eficicia e ser utilizada apenas em situacGes em
paises em estado de emergéncia. Investimentos em saneamento, educagdo e comunicacao se
apresentam como as medidas mais eficazes, ndo so para a Cdélera, mas também para outras
doencas de transmisséo fecal-oral (DONADEU et al., 2009).

Diante da situacdo apresentada, fica evidente a necessidade de uma constante

fiscalizacdo e monitoramento da biota ocorrente nos tanques de lastro, a fim de verificar a
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eficacia das metodologias de tratamento utilizadas pelas embarcagdes na eliminacdo do V.
cholerae, reduzindo, assim, o risco de introducdo dessa bactéria em novos ambientes e
minimizando a iminéncia de novos surtos da doenca. Esta preocupacdo perpassa pelo
processo de amostragem e analise de aguas dos tanques de lastro e, desse modo, a verificacdo
da conformidade com o padrdo D-2 da Convencdo BWM (IMO, 2004), em que este projeto se
integra.

1 NAVEGAR E PRECISO: SOBRE A NAVEGACAO

A navegacdo pode ser definida como a conducdo de uma embarcacdo do seu ponto
de partida ao seu ponto de chegada e representa uma importante ferramenta para a aquisigdo
do conhecimento, trocas comerciais e conquista de ambientes, facilitando a evolugdo da

ciéncia e a comunicagao entre varios grupos humanos (MAGALHAES, 2002).

1.1 Um breve histérico da navegacéo

A aventura da navegacdo tem sua origem na regido do mar Mediterraneo, onde se
estabeleceram trés agrupamentos humanos importantissimos: 0s gregos, 0s egipcios e 0s
fenicios (ACQUARONE, 1955, p.25).

O povo da Grécia era formado por astutos construtores navais, que criaram a
primeira estrutura de atracadouro de navegacdo: o cais (MAGALHAES, 2002). A Grécia
apresentava uma situacdo geografica favoravel e os gregos eram conhecidos como
navegadores destemidos, como descritos por Sthepanides (2001), na lenda dos Argonautas.

O territério dos egipcios estava todo cortado por um importante rio: o Nilo. Logo,
toda sua navegacao era basicamente fluvial (ACQUARONE, 1955, p.40).

Os fenicios tinham seu olhar para o horizonte e possuiam bosques ricos em cedros e
ciprestes (preciosos para construcdo naval). Junto com o0 progresso da arte nautica dos
fenicios, veio também a atividade comercial. Seus navios apresentavam uma simplicidade

Unica, sem lugar para ornamentos nem imagens: grandes embarcacdes pontudas com flancos
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arredondados e munidos de uma quilha que Ihes assegurava estabilidade (MAGALHAES,
2002).

Com o inicio do século X, embarcacdes advindas da Escandinavia comecaram a
sulcar os mares, chamadas pelos vikings de “drakars”. No século XIllI, tendo como bergo a
grande bacia do Mediterraneo, as Cruzadas contribuiram para a construcdo de estaleiros e
aperfeicoamento das embarcacdes a vela (MAGALHAES, 2002) e, durante o século XV, em
busca de fortuna, conhecimento e expansao territorial, os europeus iniciaram o periodo das
Grandes Navegacdes, liderados pela Peninsula Ibérica (Portugal e Espanha). Data daquela
época o advento das caravelas (ACQUARONE, 1955, 63p.).

A exploragdo das Américas e do Extremo Oriente ocasionou um intenso movimento
maritimo na primeira metade do século XVI, com muita rivalidade comercial entre paises
europeus e pilhagens nas coldnias, inclusive no Brasil (MAGALHAES, 2002). A situacio das
embarcacdes, naquele periodo, era totalmente insalubre, acarretando significativas baixas no
contingente das tripulacGes, atribuidas a inimeras doencas infectocontagiosas como o
escorbuto, a tifo e a peste (LEWINSOHN, 2003, 107p).

Durante o século XVIII, a rivalidade deu lugar a uma aproximagdo maior entre as
nacOes, aumentando o fluxo maritimo comercial e produzindo uma constante evolugdo dos
veleiros, que adentraram o século XIX (MAGALHAES, 2002). Seus interiores foram
melhorados em compartimentacgdo e aeragdo: embarcagdes maiores, mais pesadas e revestidas
com chapas de cobre, permitindo uma melhor navegabilidade e rapidez, atingindo o apice do
seu desenvolvimento nos clippers, o0s veleiros comerciais mais velozes da histéria
(ACQUARONE, 1955, 45p.).

Com as rotas maritimas mais conhecidas, as tripulacbes melhor selecionadas e 0s
instrumentos nauticos de maior confiabilidade, passou a existir uma navegacdo mercante de
estilo que hoje nos seria familiar (BRASIL, 2006), com rotas e datas de travessia bem seguras
e determinadas.

O periodo de busca constante por novas terras e - consequentemente - a exploragédo
de territdrios contribuiu para o desenvolvimento da arte naval: o barco a vela e a vapor
combinados comecaram a serem fabricadas, as organizacOes de cabotagem surgiram, as
hélices foram alocadas na popa em substituicdo as rodas dos flancos, possibilitando uma
maior velocidade e aumento de dimensdes no tamanho das embarcacoes.

Essa evolucdo nos sistemas de propulsdo levou do vapor em motores de expansdo até

as turbinas a vapor, aos motores a diesel e a 6leo combustivel, enquanto a soldagem substituiu
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os rebites, até que surgissem navios como os grandes graneleiros, conteineiros e cruzeiros que
cortam os mares do mundo todo hoje em dia (MAGALHAES, 2002).

1.2 As embarcagdes e suas particularidades

Embarcacgdes sdo estruturas flutuantes utilizadas para o transporte de carga, pessoas
ou animais entre lugares através do ambiente aquatico, construidas por diversos materiais, tais
como madeira, ferro, ago, aluminio, fibra de vidro, entre outros (MONTEALEGRE-
QUIJANO; LAURINO, 2011).

Em termos de medidas, pode-se dizer que 0s navios apresentam mais de 30 metros de
comprimento, os barcos, 10 a 29 metros e os botes ou chalanas até 9 metros. A extremidade
anterior de qualquer embarcacdo € chamada de proa, enquanto a porcao posterior € chamada
de popa. Olhando da popa para a proa, o lado direito € denominado estibordo ou boreste e 0
lado esquerdo, bombordo (BARRQOS, 2001, 20p.).

As embarcacdes podem ser classificadas quanto (i) a finalidade, (ii) material
constituinte e (iii) sistema de propulséo (MONTEALEGRE-QUIJANO; LAURINO, 2011).
Quanto ao material constituinte, podem ser classificadas em: madeira, aluminio, ferro, aco,
fibra de vidro ou mistos e, quanto a propulsdo, podem ser classificadas em embarcacdes a
vela, de propulsdo mecanica e a vapor (FONSECA, 2002).

Outra classificacdo importante, quanto ao tipo de navegacdo, difere as embarcagdes
em (i) Longo Curso, que séo aquelas que fazem translado interpaises, geralmente oceénicas, e
de (ii) Cabotagem, que sdo aquelas que fazem viagens exclusivamente em aguas nacionais
sem perder a costa continental de vista, a dita navegagdo “doméstica” (TEIXEIRA et al.,
2018, pg. 402).

Outro ponto importante referente as embarcagdes estd sobre a exteriorizacdo da
nacionalidade, de um navio, que se da com o uso da bandeira de seu Estado. Ao ser registrado
em um Pais, a embarcagdo passa a possuir um vinculo com esse Estado, ficando, assim,
sujeito ao seu regime juridico, o que lhe agrega protecdo diploméatica em aguas internacionais
(DUARTE, 2013). Entretanto, ocorre na navegacdo o recurso as chamadas “Bandeiras de
Conveniéncia”, também conhecidas como bandeira de necessidade, independéncia, aluguel ou

pavilhdes de conveniéncia, que sdo registro da embarcacdo em um Estado que ndo seja o do
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proprietario ou armador (ITF, 2020). A pratica possibilita que a embarcacdo esteja sob tutela
de poucas ou nenhuma exigéncia quanto as normas e padrdes internacionais, ja que os paises
que cedem suas bandeiras costumam apresentar normas mais brandas, tais como as baixas
preocupacfes com o0 quantitativo de carga maxima, cobrancas trabalhistas mais permissivas e
de procedimentos e normas de seguranga mais comedidas, aumentando assim as chances de
acidentes (DUARTE, 2013).

Segundo a Convencdo BWM (IMO, 2004) as embarcagdes sujeitas as regras
descritas no artigo trés (pag. 5) sdo: (a) navios autorizados a arvorar a bandeira de uma Parte e
(b) navios ndo autorizados a arvorar a bandeira de uma Parte, mas que operem sob a
autoridade de uma Parte e, desta forma, o presente estudo esta focado em toda e quaisquer
embarcacao que atenda 0s quesitos supracitados.

Dependendo da sua capacidade e da sua rota, todas as embarcacbes podem ser
vetores de transferéncia de espécies invasoras em escalas geogréaficas diferentes (SOUZA et
al., 2009). Dai a necessidade de regulamentar as caracteristicas, os sistemas e as manobras

das embarcacdes.

1.3 A movimentacgdo maritima

A navegacdo, apesar de sempre contribuir para o desenvolvimento do conhecimento
humano, é primeiramente um negdcio internacional, que se altera e se conforma juntamente
com o crescimento econdmico (FONSECA, 2008).

O modal maritimo se apresenta como a via mais eficiente de transporte de mercadoria
entre nacdes, com alta capacidade de carga e a menor relacéo custo-beneficio, ajudando, desta
forma, o desenvolvimento dos povos e nagdes (IMO, 2016).

A navegacéo responde por cerca de 90% de todo o transporte comercial internacional
(IMO, 2016) e apresenta uma complexa rede de rotas comerciais em todo o mundo, servidas
por aproximadamente 74.000 embarcacOes registradas nas rotas de mar aberto na virada do
século (IMO, 2004).

Devido a toda essa dindmica, atualmente existem complexas rotas comerciais

maritimas em todo o mundo (KALUZA et al., 2010). No registro total de embarcacdes,



29

Panam4, Libéria, Ilhas Marshalls, Hong Kong, Bahamas e Singapura s&o as principais
bandeiras, detentoras das maiores frotas registradas no mundo (IMO, 2012).

A Figura 1 ilustra a complexa rede de rotas maritimas existentes atualmente, assim
como 0s principais portos mundiais em nivel de movimentacao.

O total de carga transportada por esta via era de aproximadamente 8 bilhdes de
toneladas por milhas no final da década de 1970 e passou para 32 bilhGes de toneladas por
milhas em 2008 (ICS&ISF, 2010).

Com uma frota global de quase 104 mil embarcacgdes, em 2011, o volume transportado
foi de cerca de 1.4 bilhdes de toneladas por milhas-ano. Ja em 2013, aproximadamente 3.8
bilhdes de toneladas milhas-ano (Clarkson Research Services, 2014).

Figura 1 - Trajetorias de todos os navios de carga maior do que 10.000 GigaTonelada em
2007. A escala de cores indica 0 numero de viagens ao longo de cada rota e lista de
classificacdo dos 20 portos mais centrais

[3*]
betweenness (x 107)

the 20 most central ports

1 Panama Canal 11 Santos

2 Suez Canal 12 Tianjin

3 Shanghai 13 New York and New Jersey
4 Singapore 14 Europoort

5 Antwerp 15 Hamburg

6 Piraeus 16 Le Havre

B, | journeys 7 Terneuzen 17 St Petersburg

8 Plaquemines 18 Bremerhaven
<10 20 50 100 200 500 1000 2000 >5000 9 Houston 19 Las Palmas

10 Ijmuiden 20 Barcelona

Fonte: KALUZA et al., 2010.

No ano de 2015, ocorreu um decréscimo do numero de embarcacBes circundantes
(aproximadamente 103 mil), quando navios - cada vez maiores - foram construidos e
transportaram cerca de 5.5 bilhGes de toneladas-milha naquele ano. No mesmo periodo,
aproximadamente 4 mil embarcagdes novas foram postas em funcionamento para atender essa
demanda mundial: dentre elas, 45,2% foram graneleiros, 27,7% petroleiros e 15,2% porta-
containers (UNCTAD, 2019).

Em 2016, Grécia, Japdo, China, Alemanha e Singapura detinham quase 50% de todo

frota mercante atuante no transporte de cargas; o Brasil ocupava a 272 posi¢do. Quanto a
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bandeira de registro, Panam@, Libéria, llhas Marshall, Hong Kong e Singapura apresentaram
cerca de 58% dos navios registrados. A Republica da Coreia, a China e o Japdo foram
responsaveis pela construcdo de 92% de toda frota maritima global em 2016, enquanto
Bangladesh, Paquistdo e China foram responsaveis por 95% de todos os desmanches
mundiais (UNCTAD, 2019).

Com a recuperagdo econdmica mundial visualizada em 2017, ap6s cincos anos de
recessdo, o comércio global de mercadorias por via maritima foi estimado em 10,7 bilhdes de
toneladas (UNCTAD, 2019).

No ano de 2018, o comércio maritimo global teve um crescimento mais lento em com
volumes aproximados de 11 bilhdes de toneladas transportadas, com cerca de 94,2 mil
embarcacGes em operacdo, refletindo uma desaceleracdo generalizada mundial em toda area
de comércio internacional e também uma mudanca no padrdo de construcdo das embarcacdes
individuais, cada vez maiores e mais lucrativas (UNCTAD, 2019).

Segundo o Review of Marine Transport da United Nations Conference on Trade and
Development (UNCTAD, 2019), projetou-se uma taxa de crescimento anual de
aproximadamente 3,8% entre os anos de 2019 a 2023 em transporte de cargas pelo modal
maritimo. Se a tendéncia mundial de crescimento for mantida, estima-se que, em 2060, o total
de carga transportada serda aproximadamente na ordem de 23 bilhdes de toneladas ano
(UNCTAD, 2019).

Os dados da evolucdo do numero do total de toneladas transportadas por alguns tipos
de cargas - entre os anos de 1980 a 2017 - estdo representados na Figura 2, assim como a
representacdo grafica da contribuicdo, por continente, do transporte maritimo em 2017, na
Figura 3 adiante.

No Brasil, que apresenta aproximadamente nove mil quildmetros de costa, abrigando
cerca de 25% de toda a sua populacdo na faixa litoranea (BRASIL, 2009a), existem cerca de
175 instalacbes aquaviarias, com cerca de 99 portos e terminais, onde a navegacdo €
responsavel por cerca de 90% do volume de todo o transporte comercial (ANTAQ, 2018a).

Estima-se um crescimento da movimentagéo de carga em cerca de 150% entre 0s anos
de 2012 e 2030, em territdrio brasileiro, conforme representado na Figura 4 segundo dados da
Agéncia Nacional de Transporte Aquaviarios (ANTAQ) (ANTAQ, 2018a).
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Figura 2 - Evolucéo do total de alguns tipos de cargas transportadas, em milhdes de toneladas,
por via maritima (1980 - 2017)
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Fonte: UNCTAD, 2019.

Figura 3 - Transporte maritimo por regido (2017): Percentagem de participacdo na tonelagem
mundial
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Fonte: UNCTAD, 2019.



32

A movimentagdo portuaria total brasileira em 2018 foi na ordem de cerca de 1,2
bilhdes de toneladas, representando um crescimento de 2,7% em comparagdo com 0 ano
anterior (ANTAQ, 2018a). Neste mesmo ano, a navegacao de longo curso, em territorio
brasileiro, foi responsavel por cerca de 853 milhdes de toneladas, enquanto a navegacéo de
cabotagem e de vias interiores por cerca de 264 milhdes. Os estados que mais receberam
visitacoes de longo curso foram: Sdo Paulo (31.175.782 toneladas) com destaque para o porto
de Santos (23.440.335 toneladas), Parand (18.855.017 toneladas), quando o porto de
Paranagué teve 12.702643 toneladas movimentadas e o estado do Rio de Janeiro (15.998.329
toneladas), com destaque para o terminal aquaviario de Angra dos Reis (Porto de Itagai) com
4.325.058 toneladas (ANTAQ, 2018a).

Figura 4 - Projecdo de Movimentacdo de Carga no Brasil até 2030 (por natureza de carga)
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Fonte: ANTAQ, 2018a.

No que se refere a trocas comerciais maritimas brasileiras, em volume de carga,
segundo dados da Agéncia Nacional de Transportes Aquaviarios (ANTAQ, 2018b), no 3°
trimestre de 2017, os maiores parceiros foram a China, Estados Unidos e Espanha, conforme

ilustrado nas Figuras 5 e 6.



Figura 5 - Principais destinos das exportacdes brasileiras (3° trimestre de 2017)
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Fonte: ANTAQ, 2018b.
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Figura 6 - Principais origens das importacGes brasileiras (3° trimestre de 2017)
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Fonte: ANTAQ, 2018b.
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Os dez portos que mais movimentaram cargas, assim como as respectivas variacgoes,

sdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Dez maiores portos brasileiros em movimentacdo de cargas entre o 3° trimestre de

2016 e 0 3° trimestre de 2017

Porto / Terminal UF Poder  Tonelada (Milhdes) Variagéo (%)
Terminal Ponta da Madeira MA Privado 441 A 13,06%
Santos SP Publico 29,5 A11,7%
Terminal de Tubardo SC Privado 28,3 V 4,43%
Itaguai RJ Publico 13,6 V 15,5%
Paranaguéa PR Publico 13,5 A 38,3%
Terminal de S&o Sebastido SP Privado 12,3 A 3,38%
Terminal da Ilha Guaiba RJ Privado 11,4 V 5,03%
Terminal de Angra dos Reis RJ Privado 10,6 v 1,70%
Rio Grande RS Publico 7.1 A85%
Suape PE Publico 6,0 ¥V 0,2%

Legenda: A acréscimo V¥ descréscimo

Fonte: ANTAQ, 2018b.



34

1.4 A dindmica portuaria

A evolucdo da dindmica portuaria sempre caminhou em consonancia com as
constantes reorganizagdes de espacos produtivos e as novas dindmicas de expansdo comercial
e territorial, incluindo assim mudancas em tecnologias e mio de obra (MONIE; VIDAL,
2006).

O porto é um conjunto organizado de instalagdes, com funcdes variadas atendentes a
dindmica portuéria, localizado em um territorio denominado sitio portuario (CASTRO;
ALMEIDA, 2012).

A eficiéncia portuaria esta diretamente ligada, ndo somente a sua propria dinamica
interna, mas também ao seu entorno, com as atividades produtivas relacionadas aos seus
servicos oferecidos (MONIE; VIDAL, 2006). Esta dindmica ilustra bem a ideia do Porto
Cléssico ou Porto Cidade; este sempre esta inserido em uma metropole, fazendo assim parte
da dindmica dela (CASTRO; ALMEIDA, 2012).

A globalizacdo tem gerado novos desafios e demandas sobre os portos, que acabam
por se tornarem conexdes de imensas cadeias logisticas entre intimos fluxos de comércio entre
regides diferentes, fazendo do porto uma érea de interferéncias maiores que somente um local
de recebimento e partida de embarcacdes (MONIE; VIDAL, 2006).

Desta forma, os portos passam a ter usos maltiplos, caracterizando-se como polos de
atracdo de investimentos e médo de obra, impulsionando e incrementando as economias locais
das regides onde estdo localizados, atendendo demandas cada vez maiores de produtos e
servicos que utilizam a via maritima para seu escoamento (CUNHA, 2006).

1.5 O Porto da Cidade do Rio de Janeiro

O Estado do Rio de Janeiro apresenta, entre portos e terminais, 12 instalagoes
portuarias, com administracdes publicas e privadas. Entre eles estd o Porto da Cidade do Rio
de Janeiro, que € 100% publico, administrado pelas Companhias Docas S/A (USUPORTRYJ,
2020).
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O Porto do Rio de Janeiro foi fundado em julho de 1910 e esta localizado na costa
ocidental da Baia de Guanabara (Rio de Janeiro, Brasil), conforme a Figura 7 e possui 6.740
metros de estruturas de cais continuo e mais 883 metros de instalacbes, contando com 10
armazens externos (capacidade de 13.100 metros toneladas de armazenamento), e com uma
bacia de torneamento de cerca de 1.1150 metros de extensédo com profundidade de 10 a 73
metros (PORTOSRIO, 2019).

A estrutura portuaria esta dividida nos cais Gamboa, S&o Cristovdo e Caju e outros
dois cais de finalidades especificas (Maua e Manguinhos), em que cada trecho é zoneado
conforme sua area de atividade. Apresenta como exemplo de terminais privados o Torgua,
Petrobras S.A, Esso, Shell entre outros (PORTOSRIO, 2019).

Figura 7 - Localizagdo do Porto da Cidade do Rio de Janeiro
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Fonte: O AUTOR, 2020.

O zoneamento dos trés principais cais do Porto da cidade do Rio de Janeiro esta
representado na Figura 8, assim como na Tabela 2.



Figura 8 - Zoneamento do Porto do Rio de Janeiro

Fonte: LABTRANS, 2014.

Tabela 2 - Zoneamento do Porto do Rio de Janeiro
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ZPC Cais Caju

TLC Terminal de Granéis Liquidos

TCO Terminal de Contéineres

TRR Terminal Roll-on Roll-off (veiculos)
ZPS Cais Sdo Cristovao

TPS Terminal de Produtos Siderargicos
TLS Terminal de Granéis Liquidos

TGS Terminal de Carga Geral e Neo Granéis
TTS Terminal de Trigo

ZPS Cais S&o Cristovao

TPS Terminal de Produtos Siderargicos
TLS Terminal de Granéis Liquidos

TGS Terminal de Carga Geral e Neo Granéis
TTS Terminal de Trigo

ZPG Cais Gamboa

APO Area de apoio a0 OGMO

TG1 Terminal 1 de Carga Geral

TT1 Terminal 1 de Trigo

TPP Terminal de Bobinas de Papel para Imprensa
TG2 Terminal 2 de Carga Geral

TSG Terminal de Produtos Siderargicos
TT2 Terminal 2 de Trigo

TPA Terminal de Passageiros

TLG Terminal de Granéis Liquidos

PRP Area relacionada ao Plano de Revitalizacdo Urbana Portuéria

Fonte: LABTRANS 2014.
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As principais rodovias que fazem conexdo com o Porto do Rio de Janeiro séo a
Rodovia Presidente Juscelino Kubitschek (BR-040), Rodovia Translitordnea (BR-101) e
Rodovia Santos Dumont (BR-116) (LABTRANS, 2014).

O acesso aquaviario ao porto é feito por um canal com 18,5 km de extensdo, 200
metros de largura minima e 17 metros de profundidade. Dessa extensdo, 11.100 metros
conduzem até os fundeadouros e 0s outros 7.400 metros na dire¢do norte véo até o terminal de
petroleo “Almirante Tamandaré” a uma profundidade que varia entre 20 e 37 metros. O canal
de acesso interno se conecta ao canal dragado da Baia de Guanabara com profundidade de 17
metros e taxa de assoreamento baixa (LABTRANS 2014).

O calado no canal de acesso as instalagdes do Cais Comercial, compreendido em
parte do Cais da Gamboa, é de 10 metros. Nas marés cheias, € limitado ao maximo de 10,9
metros (LABTRANS, 2014).

O trafego de embarcacdes estéa localizado no acesso ao trecho de cais compreendido
entre o Cais da Gamboa e parte do Cais de S&o Cristovdo. O calado ¢é de 7,5 metros referido
ao nivel médio do mar e limitado ao maximo de 8,5 metros em ocasido de marés cheias
(LABTRANS, 2014).

O canal de acesso ao cais do Caju, onde estdo localizados os terminais de
contéineres, tem cerca de 150 metros de largura. O calado méximo recomendado para esse
canal é de 12,6 metros. Nas marés cheias, o limite é de 13 metros. No acesso aos terminais de
contéineres, o canal faz uma curva que foi recentemente dragada pelos proprios terminais para
permitir a passagem de navios de 306 metros. Nos canais internos da area portuaria, a
velocidade esta limitada a seis nds (LABTRANS, 2014).

O porto da Cidade do Rio de Janeiro movimentou, em 2017, cerca de 6 bilhdes de
toneladas em carga (4,8 bilhGes por navegacdo de longo curso), e 67,4% foi de carga
conteinerizada (ANTAQD, 2018).

Os terminais privados estaduais foram responsaveis por cerca de 70% de toda a
movimentagcdo portudria. As maiores cargas foram minérios e derivados com
aproximadamente 115 bilhdes de toneladas e 66 bilhGes de toneladas de combustiveis
(ANTAQb, 2018).

No que se refere a problema da agua de lastro, estudo realizado por Castro et al.
(2010) estimou o aporte - aproximado - de 870 mil metros cubicos recebido pelo porto (com
uma estimativa de 2 milhGes de metros cubicos), entre os anos de 2005 a 2006, e 0s principais

“doadores” foram navios tanques advindos de portos nacionais da Regido Nordeste.
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1.6 A 4gua de lastro

As embarcacfes no passado apresentavam problemas de equilibrio e estabilizacao,
que foram resolvidos pela insercdo de peso no interior das mesmas, ocasionando uma melhor
penetracdo do casco na &gua e, consequentemente, uma maior estabilidade ao navegar. Estes
pesos, anteriormente feitos por rochas, foram substituidos pela lastragem liquida por volta de
1880, exigindo assim melhorias na estrutura dos navios. A partir de 1945, com o término da
Segunda Grande Guerra, deu-se a definitiva substituicdo do lastro solido pela lastragem
hidrica (SILVA et al., 2004).

Quando o navio é descarregado, a agua local é captada por bombas centrifugas de
grande vazdo e armazenadas nos tanques de lastro, a fim de Ihe causar um afundamento e,
assim, conservar sua estabilidade. A &gua permanecerd nesses compartimentos até que a
embarcacdo chegue ao seu porto de carregamento, onde, a medida em que a carga é colocada
nos pordes do navio, a d4gua de lastro € descartada no ambiente (SILVA et al., 2004),

contribuindo assim para o0 processo de bioinvasdo conforme ilustrado na Figura 9.

Figura 9 - Esquema explicativo do processo de lastragem e deslastragem de navios
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Fonte: O AUTOR, 2020.
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Um agravante neste cenario é que a agua pode ser captada de varios lugares por um
Unico tanque, em que o principal fator determinante da quantidade de &gua nos tanques de
lastro é a curva de estabilidade de cada navio (PEREIRA, 2012).

Os tanques de lastro ficam dispostos ao longo de todo o casco do navio, podendo ter
varias configuracdes, dependendo do tipo de embarcagdo, com esgotamento ocorrendo por: (i)
Tanques de Duplo Fundo (TDF), cujo transporte de &gua ocorre por sucgdo e possuem uma
tubulacéo propria, vindo do fundo do navio até a bomba na praca de maquinas e (ii) Tanques
Superiores, que sdo esgotados por gravidade, através de aberturas na lateral do navio
(BRASIL, 2009b).

Na maioria dos casos, 0 acesso a esses tanques é bastante complicado, com
passagens estreitas, ambientes insalubres, com pouca ventilacdo e iluminacao, dificultando as
manobras de amostragens e inspecédo direta no tanque (PEREIRA, 2012).

A Figura 10 mostra um esquema de disposicdo dos tanques de lastro presentes em

um navio do tipo graneleiro.

Figura 10 - Esquema de tanque de lastro de navio graneleiro
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Fonte: PEREIRA, 2012.
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A &gua de lastro tem sido considerada mundialmente como o principal meio de
transferéncia de espécies aquaticas, animais e/ou vegetais entre ambientes costeiros, uma vez
que 0s cascos nao sdo em principio veiculos pelo uso de tintas antiincrustantes venenosas
(FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007). Estima-se que, a cada ano, cerca de 10 bilhdes de
toneladas cubicas de agua sdo transportadas em todo mundo via lastro de navio, com cerca de
7 mil espécies carreadas diariamente (ZHANG et al., 2017).

A eficiéncia da agua de lastro, neste contexto, da-se principalmente pela alta taxa de
captura de organismos presentes na agua e pelo ambiente confinado criado nos tanques, que
pode ocasionar a cria¢cdo de um microcosmo excelente para reproducdo de algumas espécies
neles contidos (BRASIL, 2009b; WERSCHKUN et al., 2014).

Os efeitos diretos da bioinvasdo para o meio ambiente estdo relacionados a
modificacdes dos ecossistemas, causando desequilibrio entre espécies relacionadas, o que
pode refletir em impactos sociais e econdmicos para a sociedade (SACHS, 2012; SOUZA et
al., 2019).

A maioria das espécies transportadas por agua de lastro ndo resistem as condi¢cfes
impostas pela viagem e morre (MIMURA et al., 2005); entretanto, muitas sobrevivem,
algumas inclusive em forma de cistos, e voltam as suas condi¢des normais quando langadas
no novo ambiente (CASTRO et al., 2010).

Apesar de existirem numerosas invasdes bem sucedidas em todo mundo, causando
aproximadamente 34% das extin¢Bes de espécies animais registradas (BRISKI et al., 2013),
representando uma ameaca para a vida, atividades econdmicas e culturais, poucos dos
organismos introduzidos conseguem sucesso no novo ambiente (SATIR, 2014).

O processo de invasdo é configurado por etapas: transporte, chegada, sobrevivéncia e
estabelecimento, que determinardo o éxito ou fracasso (BRISKI et al.,, 2013). Para o
estabelecimento de uma espécie invasora em um novo habitat, alguns fatores sdo
determinantes como (i) caracteristicas bioldgicas intrinsecas da espécie e sua associacao
positiva com as caracteristicas do ambiente em que estdo sendo introduzidas e (b) condigcdes
geograficas e fisico-quimicas do local de descarga (clima, temperatura, salinidade, correntes,
ventos) que interferem diretamente no sucesso ou fracasso de invasdo de uma determinada
especie (COLWELL, 2018).

Segundo Seebins et al., (2013), os portos de Singapura (Singapura), de Kaohsiung,
Xiamen, Qingdao (China), de Hong Kong (Hong Kong), de Suez e Said (Egito), de Busan
(Coreia do Sul), de Long Beach e Los Angeles (Estados Unidos), de Jebel Ali (Dubai), de
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Kawasaki e Yokohama (Japdo), de Durban (Africa do Sul), de Fujairah (Emirados Arabes
Unidos), de La Plata (Argentina) e de Santos (Brasil) se apresentaram como 0s portos de
maiores riscos de introducdo de especies por lastro, devido principalmente ao quantitativo de
movimentacao portuaria, assim como alto grau de impactos ambientais destas areas.

Os navios conteineiros sugerem uma maior preocupacdo, ndo sO pela grande
quantidade de lastro utilizado quando estdo vazios, mas também pela intensa movimentacao
de lastro nas diversas movimentacfes de cargas em todo percurso realizado. Quanto a
distancia entre os portos de destino e origem de maior risco, foram aqueles que variaram entre
8 mil a 10 mil kilémetros (SEEBENS et al., 2013).

Entre todas as espécies transportadas pela &gua de lastro, encontram-se também
agentes patogénicos que podem representar um alto risco a saude humana mundial (ALTUG
et al., 2012), uma vez que, nas areas de portos, o despejo de esgoto urbano é realizado com
frequéncia, podendo ser captados pelas bombas de lastragem das embarcacbes (PEREIRA,
2012).

A possibilidade de disseminacdo de doencas infecciosas, associadas a facilitacdo de
disseminacéo através dos meios de transporte modernos pode causar efeitos adversos para a
salde humana com repercussfes para 0 ambiente, em particular nos casos de introducgdo de
espécies exoticas e/ou patogénicas no habitat aquatico, apOs processos de lastragem e
deslastragem de navios em todo o mundo (PAZ; BERCINI, 2009). Neste interim, é
importante destacar o risco de cruzamento entre a espécie invasora com espécies nativas, além
de aumentar a sua resisténcia (ALTUG et al., 2012).

Segundo estudos de LV et al., (2017), em amostragem de sedimentos de lastro de
navios ancorados no Porto de Jiangyin (China), provenientes de diversas origens, 80% da
microfauna era composta de bactérias possuidoras do gene que codifica a porcdo 16S do
rRNA, que é uma pequena subunidade da composic¢do ribossomial de seres procariontes
(PADILLA; COSTA In: TRABULSI; ALTERTHUM, 2008, p.37). Nesse estudo, também foi
detectada a presenca de sulfeto devido a corrosdo do metal pela atividade bacteriana e
oxidacdo da matéria orgénica, tornando o microambiente no tanque menos aerobico.

A problemaética das bioinvasdes por agua de lastro se mostra como um desafio que
tem uma relacdo direta com o comércio internacional, sendo considerado um tipo de poluigéo
transfronteirico com complexas medidas de prevencéo e controle de cooperacdo internacional

(ZANELLA, 2010). Esta questdo possui correlacdo direta com fatores de desenvolvimento
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socioecondmicos; as regides portudrias se apresentam como as mais vulneraveis neste
processo (SILVA et al., 2015).

A similaridade ambiental entre o porto doador e o porto receptor € um fator
determinante de risco, principalmente no tocante a fatores fisicos como temperatura e
salinidade das 4aguas, biologicos como predadores e disponibilidade de alimento
(EUROPEAN BANK, 2014).

Outro fator importante se pauta nas alteracdes climaticas que tendem a tornar
propicias as condi¢des de invasdo, principalmente no que diz respeito ao aumento da

temperatura e salinidade (SILVA et al., 2015), como sera visto com mais detalhe adiante.

1.7 Legislacao e acGes sobre gerenciamento de agua de lastro

Em 1960 o ambiente marinho comecou a ganhar importancia nas principais
discussBes internacionais sobre o meio ambiente, sendo que, em 1972, foi adotada a
Convencdo sobre prevencdo da poluicdo marinha por alijamento de residuos e outros
materiais (ZANELLA, 2010).

A Convencéo Internacional para a Prevencgdo da Polui¢do por Navios (MARPOL,
73/78), conhecida como a Convencdo de Londres, discorre em seus varios anexos sobre o
potencial impacto do modal maritimo ao ambiente, e desta forma tem como propdsito
estabelecer regras de eliminacdo da poluicdo por 6leo e outras substancias danosas ao
ambiente advindo de navios.

Essa mesma Convencdo cita, de forma indireta, a 4gua de lastro como assunto de
preocupacdo com base na regra trés (anexo Il), e os paises poderiam definir como polui¢do a
descarga de agua de lastro efetuada em seu territério que ndo obedecesse as suas leis locais
(SILVA et al., 2004).

No ano de 1982, foi adotada a Convencéo Internacional das Nagdes Unidas sobre o
Direito do Mar (UNCLOQOS), conhecida como a Convengdo de Montego Bay, que em seus
artigos 194 e 196, mencionaram respectivamente a funcdo do Estado em tomar providéncias
de preservagdo do ambiente marinho no tocante a entrada de novas espécies nos ecossistemas
(SOUZA et al., 2004).
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A IMO foi criada como agéncia internacional especializada para o transporte
maritimo pela United Nations Organization (ONU) com a responsabilidade focada na
seguranca e eficiéncia do transporte maritimo e cuidado com a saude dos oceanos, criando
para isto mecanismos legais para prevencdo da poluicdo marinha e garantia das embarcacdes
(EUROPEAN BANK, 2014).

A problemética da agua de lastro, entretanto, sO veio a ser tratada de forma mais
enfatica no ano de 1991, através do Comité de Protecdo ao Meio Ambiente Marinho (MEPC)
com carater de aconselhamento ou recomendacdo na prevencdo a introducdo de agentes
patogénicos e demais organismos aquaticos (GONCALVES, 2014).

Em 1997, o MEPC adotou a resolucdo A.868 (20), com diretrizes para o controle e
gerenciamento da agua de lastro dos navios, para minimizar a transferéncia de organismos
aquaticos nocivos e agentes patogénicos (SILVA et al., 2004).

A IMO, com o apoio do Programa das Nacdes Unidas para o Desenvolvimento
(PNUD) e do Fundo para o Meio Ambiente Global (GEF), elaborou, em 2000, o projeto
intitulado originalmente como Remocdo de Barreiras para a Implementacdo Efetiva de
Controle de Agua de Lastro e Medidas de Gestdo em Paises em Desenvolvimento,
posteriormente denominado Programa Global de Gerenciamento de Agua de Lastro ou apenas
GLOBALLAST (GLOBALLAST, 2004).

O programa, considerando a vulnerabilidade de bioinvasdes por agua de lastro de
navios, selecionou seis portos de paises em desenvolvimento: Porto de Itaguai (Brasil), Porto
de Dalian (China), Porto de Bombaim (india), Porto de Kharg Island (Ird), Porto de Saldanha
(Africa do Sul) e Porto de Odessa (Ucrania), fornecendo assisténcia técnica, capacitagio e
compromisso institucional aos participantes, com a finalidade de que cada pais-membro fosse
capaz de elaborar seu proprio plano de gerenciamento de dgua de lastro de maneira eficiente,
contribuindo assim para a criacdo de um arcabouco pra futuras estratégias de gestdo do
problema (GLOBALLAST, 2004).

Em 2004 a IMO adotou a Convencdo BWM (IMO, 2004) com propostas mais
eficazes no tocante & prevencdo, minimizacdo e eliminacdo de introducdo de organismos
aquaticos nocivos e agentes patogénicos existentes na dgua de lastro, propondo medidas tais
como: tratamento a bordo, troca de lastro oceénico, plano de gerenciamento nos navios, com
as seguintes excecoes: (i) navios sem lastro ou com lastro permanente; (ii) de cabotagem com
bandeira do proprio pais; (iii) cabotagem com bandeira de outro pais que tenham autorizacdo

para tal fim e (iv) navios de guerra (IMO, 2004).
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No seu artigo 18, ela estabelece que a mesma s6 entraria em vigor doze meses apds
ratificada por pelo menos 30 (trinta) paises, cujas frotas mercantes combinadas constituissem
ndo menos que 35% (trinta e cinco por cento) da arqueacédo bruta da frota mercante mundial,
em que tais requisitos foram atingidos em 2016 (IMO, 2016). Tal quantitativo foi obtido em
2016 e, desta forma a convengdo entrou em vigor em 2017. Entretanto, o cumprimento do
padrdo D-2 (que sera detalhado nos proximos paragrafos) foi postergado até 2024 para navios
jaem operacéo pelo anexo 2 da convencdo MEPC 297/72 de abril de 2018 (IMO, 2018).

A referida Convencdo se dividiu em duas linhas principais, com suas respectivas
regulamentacdes: (i) Plano de Gerenciamento de agua de lastro, que visa ao detalhamento dos
procedimentos adotados de seguranca para 0 navio e tripulagéo, assim como a destinacdo dos
sedimentos, quanto a gestdo da agua de lastro e (ii) Registro de agua de lastro, que trata da
parte operacional, tais como tratamento, troca, circulacéo e descarte (IMO, 2016).

A regulamentacdo D-1 trata das metodologias de descarte da &gua dos tanques de
lastro em que, segundo a regulamentacdo B-4, descreve-se a troca da dgua requerida na ordem
de 95%, feita sempre em uma area distante a 200 milhas nauticas da terra mais proxima com
pelo menos 200 metros de profundidade (NG et al., 2018), podendo ocorrer, conforme inciso
1.2. da BWM (IMO, 2004), a 50 milhas nauticas da costa e com aguas de pelo menos 200
metros de profundidade, quando a regra original ndo puder ser atendida.

A regulamentacdo D-2 se preocupa com a qualidade do descarte quanto as espécies
eliminadas, usando para tal fim microrganismos de relevancia para a saude humana, como
bioindicadores (EUROPEAN BANK, 2014) com a seguinte padronizacdo: (i) Vibrio
choleraes (sorogrupos O1 e 0139) com menos de 1 UFC por 100 mililitros ou menos de 1
UFC por 1 grama (peso Umido) de amostras de zooplancton; (ii) Escherichia coli com menos
de 250 UFC por 100 mililitros e (iii) Enterococos de origem intestinal com menos de 100
UFC por 100 mililitros (NG et al., 2018).

A fim de garantir a eficiéncia das metodologias de tratamento de agua de lastro e
seguranca da tripulacéo, a regulamentacdo D-3 trata das regras dos testes e aprovagdo pelos
estados-membros do processo tanto em terra como em agua (IMO, 2004).

Outra preocupacdo se d& na questdo do tratamento e destino dos sedimentos contidos
nos tanques de lastro, coletados juntos com a agua, principalmente em portos estuarinos ou
rasos, e parte é deslastrada, acarretando a formacéo de biofilmes e/ou formacao de cistos ou

esporos, além de poder conter metais pesados e toxicos (MAGLIE et al, 2017).
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Em adicdo a Convencdo, a IMO prevé um comprometimento dos portos e terminais
na construcdo de infraestrutura para limpeza e manutencdo dos tanques de lastro, assim como
armazenamento dos sedimentos e promocao de facilidades para pesquisas técnicas cientificas
que venham agregar tecnologias a BWM, assim como o0 monitoramento de efeitos da gestao
de agua de lastro em aguas sob sua jurisdicdo (IMO, 2004).

No tocante a fiscalizacdo das embarcaces, a BWM (IMO, 2004), em seu artigo 9,
afirma que qualquer navio sujeito a Convencdo podera ser inspecionado, seja no porto ou
terminal ou até mesmo em alto mar, por autoridade competente, com verificacdo da presenca
do certificado estatutério internacional de gestdo de &gua de lastro e dos demais documentos
previsto na Convencgéo (IMO, 2004).

No ambito nacional, as regulamentacdes sobre agua de lastro se iniciaram com a
adocdo, no ano de 2000, da Norma da Autoridade Maritima Brasileira de nimero 08
NORMAM-08/DPC, a qual obteve revisdes conforme a Portaria n° 49/DPC 2015, que faz a
obrigatoriedade da obtencdo do Formulario de Agua de Lastro, devidamente preenchido, no
ato da inspecdo pelo Port State Control e posterior envio a Capitania dos Portos local
(CASTRO et al., 2017). A Resolucdo MEPC 252 (67), apesar de apresentar somente linhas
gerais, traz para a luz toda esta importancia, direcionando o “Estado do Porto” no controle da
convengdo BWM (IMO, 2004).

Em 2001, reforgado pelo surto de Colera na Baia de Paranagud (RIVERA et al.
2013), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) torna obrigatorio, segundo a
Resolucdo RDC 217/2001, a adocdo de esforcos para minimizar problemas de salde publica
associados a agua de lastro, quanto a vigilancia epidemioldgica e controle de vetores nos
portos. Esta Resolucéo, posteriormente atualizada pela RDC 72/2009, levanta a possibilidade
de amostragens de tanques de lastro para identificacdo desses organismos patogénicos, assim
como a verificacdo de parametros fisicos e quimicos descritos no artigo 28 (CASTRO et al.,
2017).

Em 2002, a ANVISA concluiu um estudo exploratorio, anexado ao programa
GLOBALLAST, que identificou e caracterizou agentes patogénicos, em agua de lastro, em
nove portos brasileiros, detectando a presenca de V.cholerae, Colifagos, Enterecocos fecais,
Clostridium perfringens e Escherichia coli (ANVISA, 2002)

Apos estudos de levantamento da biota nativa, foram realizadas pesquisas sobre

possiveis impactos da interacdo dessas espécies, sugerindo a criagdo de metodologias de
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avaliacdo de risco, focando nas mais perigosas de introducdo e estabelecimento, bem como
identificar os recursos naturais potencialmente ameacados (GLOBALLAST, 2004).

Em 2005, a Diretoria de Portos e Costas (DPC), ap0s intensos didlogos com todo
setor maritimo brasileiro, adotou a NORMAM-20 (CASTRO et al., 2017), que se apresenta
como documento de maior impacto, no que tange ao gerenciamento da 4gua de lastro até hoje.
Nela estdo descritas obrigacOes para as embarcacbes e seus agentes, incluindo o
preenchimento e envio do Formulario de Agua de Lastro (CASTRO et al., 2010). Essa
normativa sofreu revisdo no que tange a obrigatoriedade de sistemas de gerenciamento de
agua de lastro conforme a Portaria 26/DPC de 2014 (CASTRO et al., 2017).

1.8 Gestdo de agua de lastro a bordo

Diversos métodos de tratamento a bordo vém sendo elaborados na tentativa de
mitigar a descarga de especies exdticas no porto de destino em consonancia a legislacdo
BWM (IMO, 2004) (NG et al., 2018). Conforme Satir (2014) e Werschkun et al., (2014) estas
metodologias podem ser classificadas consoante mostrado na Figura 11.

Figura 11 - Medidas de tratamento de agua de lastro a bordo
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Quase 100% de eficacia é atingida quando os procedimentos sdo feitos de forma
combinada: com tratamento primario (filtragdo) e posterior tratamento secundério, tais como
irradiacdo Ultra Violeta (UV), ozonizacao, eletrocloridratacdo, entre outros (BRISKI et al.,
2015; CARNEY et al., 2017; GROB; POLLET, 2016; SATIR, 2014; WERSCHKUN et al.,
2014).

A Figura 12 ilustra os principais pros e contras das mais habituais metodologias
utilizadas para atender o padrédo D-2.

Starliper et al., (2015) utilizaram Hidroxido de Sédio para elevacdo de pH e
comprovaram a diminuicdo da densidade populacional de algumas espécies de bactérias
presentes em tanques de lastro, enquanto Arias-Lafargue (2014) sugerem que essa técnica seja
usada em paralelo com outra de aquecimento da dgua com o proprio calor das caldeiras, que
assim se resfriariam.

Os efeitos das metodologias de tratamento de lastro nem sempre sdo satisfatorios por
varios motivos, e entre eles pelo simples fato de as aguas serem diferentes em todo mundo, e
desta forma necessitar de estudos de sinergia especificos, ou de estudos mais complexos tendo

em vistas as inimeras qualidades de aguas mundiais (ZHANG et al., 2017).

Figura 12 — Comparacdo de pros e contras dos principais sistemas de tratamento utilizados
para o padrdo D-2

BALLAST WATER TREATMENT: SYSTEM COMPARISON - PROS & CONS

- Filter + Chemical

Fonte: MARINE IMPACT, 2020.

by-product must
be managed

* Higher CAPEX

Complex

* Works in all * Low power * No filter used No power

salinitios consumpton consumption
Low power

* No chemical + One system, consumption « Works in all
by-product several injection High ballast salinities

. oint: ot . 5 trea
Lower CAPEX ponts flow rate Effective treatment

* Low ballast High ballast + High ballast
flow rate flow rate flow rate
Treatment at Dependent on Needs separate Cost of chemicals
(disclhilrs-e salnity treatment room Needs separate
only d Hydrogen gas as Higher CAPEX treatment room



48

Apesar de o ambiente marinho possuir propriedades naturais que limitam o
estabelecimento da maior parte da microbiota patogénica, alguns subprodutos originados das
metodologias de tratamento podem ocasionar a magnificacdo do problema apos sua utilizacéo
(MORENO-ANDRES et al., 2018). Wennberg et al., (2013) aponta que alguns processos
utilizados para desinfeccdo de tanques de lastro diminuem o ndmero de bactérias vidveis
aerdbicas, favorecendo a atividade das bactérias anaerdbicas.

Os tratamentos quimicos podem gerar passivos com efeitos agudos pelo seu uso,
como, por exemplo, a formacdo de fortes agentes oxidantes com efeitos de longo prazo que
acabam por interagir com a biota, principalmente no tocante a efeitos hormonais e
reprodutivos até interaces genéticas e neoplasias (WERSCHKUN et al., 2014).

A utilizacdo de radiacdo ultravioleta (sozinha ou acompanhada de desoxigenacao) é
uma das metodologias mais utilizadas por seu alto grau de eficacia e eliminacdo de
organismos (MORENO-ANDRES et al., 2018). Esta metodologia, contudo, pode acabar
gerando uma recolonizacdo dos tanques por espécies sobreviventes, uma vez que a
competicdo ou predacdo € diminuida (GROB; POLLET, 2016). No caso especifico de
bactérias, elas podem ser favorecidas pela matéria organica oriunda da morte de outros
organismos, criando assim um microcosmo propicio ao processo de colonizacdo
(WENNBERG et al., 2013).

Como a esterilizacdo total da agua de lastro é praticamente impossivel, adota-se na
pratica uma metodologia de minimizacdo de risco (SILVA et al., 2004) em que as
metodologias de tratamento devem se preocupar com fatores como seguranca, praticidade,
baixo custo, eficiéncia e aceitacdo ambiental (SILVA, 2012).

Segundo a coluna do Engenheiro Senior Martin Olosson denominada “Type-
approved USCG-compliant ballas water treatmnent system now widely available” do site
Marine Impact (MARINE IMPACT, 2020), existiam em 2019 aproximamente 60 sistemas de
tratamento aprovados pela IMO, que tiveram que passar por testes de aprovacdo em
laboratdrios independentes credenciados; cerca de 30 mil embarcacfes operantes, no mesmo
ano, ainda ndo possuiam nenhuma metodologia instalada. Ainda segundo Martin, esses
tratamentos apresentam um custo total aproximado, variando entre 0,5 a 3 milhdes de dolares
por navio.

Quanto aos processos de troca de dgua de lastro, a metodologia considerada como de
maior efeito preventivo é a troca em alto-mar (profundidade superior a 200 metros e a 200

milhas nauticas da terra mais proxima), em que geralmente 0s organismos costeiros ou de
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agua doce ndo sobrevivem, por se tratar de uma regido com caracteristicas desfavoraveis
devido a temperatura baixa e escassez de nutrientes (ZANELLA, 2010). Um sério problema
desta metodologia € a seguranca da embarcacdo em alto-mar durante este processo, 0 que,
aliado a fatores ambientais, pode representar determinantes de alto risco para a seguranca da
embarcacgdo e sua tripulacdo (SILVA et al., 2004). Compreensivelmente, em condigdes de
navegacao adversas, esse procedimento € evitado pelos capitées das embarcacdes.

De acordo com Silva et al., (2004), as principais metodologias para a troca de agua
de lastro no mar sdo: (1) Deslastro total e carregamento subsequente/sequencial que consiste
na troca quase total do volume dos tanques. As manobras devem ser realizadas em sequéncia,
sendo um tanque por vez ou em pares. Esta metodologia se apresenta como a de maior
eficiéncia, apesar dos problemas; (2) A operacdo em Fluxo Continuo que compde a troca do
lastro sem esvaziar os tanques, enchendo-os com uma quantidade trés vezes maior do que a
armazenada e descarregando os tanques pelos suspiros no conves e (3) O Método Brasileiro
de Diluicdo que envolve o carregamento da agua de lastro através do topo do tanque e,
simultaneamente, a descarga dessa agua (deslastramento) através do fundo do tanque, na

mesma vazao, de tal forma que o nivel de agua no tanque permaneca constante.

2 O FLAGELO: A COLERA

Durante toda a histéria da humanidade, os flagelos associados as doencas
infectocontagiosas na populagdo humana tiveram sua esséncia causal na vida em comunidade
e como este aglomerado humano lidava com o ambiente a sua volta (ROSEN, 2000, 31p). No
caso da Codlera, esta dinamica ndo se apresentou de forma diferente. Com suas causas
diretamente ligadas a questdes socioambientais, majoritariamente a condi¢des de saneamento
basico, sendo este um oOtimo indicador para direcionamento de agdes preventivas (SILVA et
al., 2019).

A patologia sempre ocasionou altos acometimentos em todas as suas pandemias
(FERNADEZ-FLOREZ; CACERES-MANRIQUE, 2014). Gracas a doenca, temos hoje
métodos investigativos de estudo em salude publica, que foi preconizado por John Snow, o
qual teve na Colera sua motivacdo na busca de processos examinadores detalhados, sendo
considerado o pai da Epidemiologia (PEREIRA; VEIGA, 2014).
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Atualmente, em pleno século XXI, é dificil acreditar que a Colera ainda consiga ser
uma doenga com elevadas taxas de incidéncia em regides negligenciadas; a relacdo entre
salide humana e inacessibilidade a servicos basicos e pobreza é intrinseca (ARAUJO et al.,
2013). Desta forma, a Colera se apresenta, atualmente, como uma doenca preocupante em
todo mundo, principalmente pela sua severidade sintomatica, resiliéncia do organismo e
facilitadores socioambientais que, cada vez mais, contribuem para a vulnerabilidade das

populagdes humanas, conduzindo ao flagelo.

2.1 Analise etimolégica do termo “Colera”

A palavra colera tem sua raiz etimologica no grego “kholé”, que significa bile e do
latim “cholera”, pois se acreditava, conforme a doutrina da patologia humoral que norteou o
pensamento médico por mais de dois milénios, que o excesso de bile no organismo tornava a
pessoa com “mau humor”; dai o adjetivo colérico, encolerizado ou bilioso (REZENDE,
1997). Embora a maioria dos léxicos indique o0 mesmo étimo para c6lera, no sentido de ira, e
Colera, doenca, 0 nome da doenca aparentemente ndo se vincula a bile. Trés outros étimos
tém sido admitidos: (i) do grego kholas, acfos, intestinos, (ii) do grego kholédra, as, calha
para escoamento de aguas e (iii) do hebraico choli-ra, doenca terrivel (REZENDE, 1997).
Esta dupla sinonimia acaba por ocasionar, na Lingua Portuguesa, o que chamamos de erros de
género, e, em regras gerais, na lingua culta nacional, palavras terminadas em “a” tendem a ser
precedidas do artigo “a”, o que lhes confere uma conotag¢do feminina. Nao ha, assim, como
fugir da aceitagdo de que se deve dizer “a Cdlera”, quando falamos da patologia e “o Coélera”
guando o que tratamos € o agente etioldgico da mesma (CANDEIAS, 1991; REZENDE,
1997).

2.2 Etiologia da Célera

O Vibrio cholerae, o agente causal da colera, pertence a familia Vibrionacea que

abriga oito géneros (Vibrio, Allmonas, Catenococcus, Enterovibrio, Grimontia, Listonella,



51

Photobacterium e Salinivibrio), sendo o género Vibrio o mais numeroso, comportando
aproximadamente 147 espécies (BACTERIO.NET, 2019).

As bactérias desta familia sdo abundantes em ambientes aquaticos, suspensos na
coluna d’4gua, em vida livre, parasitando plancton ou tecido de vérios organismos marinhos
(CHOWDHURY et al., 2017; KOKASHVILI et al., 2015). Apresentam funcéo ecoldgica de
degradacdo da quitina, sendo capazes de serem patogénicas tanto para invertebrados como
para vertebrados (RIVERA et al., 2001). Podem ser classificados quanto a quantidade de sais
dissolvidos na agua em halofilicos e ndo halofilicos (KOKASHVILI et al., 2015).

O V. cholerae foi primeiramente observado ao microscéopio por Filippo Pacini, em
1854, quando sua forma em virgula foi descrita, sendo seu isolamento em cultura pura
realizado em 1884 por Robert Koch (HARRIS et al., 2012). E um bastonete encurvado, gram-
negativo, com cerca de 1,4 - 2,6 um de comprimento e apresenta um unico flagelo polar.

Classicamente a Célera se apresenta como uma doenga diarreica aguda causada pelo
V.cholerae do sorogrupo O1. Deste modo, 0s outros sorogrupos passaram a ser denominados
V.cholerae ndo O1, estando esses envolvidos ocasionalmente em casos isolados de diarreia e
de uma variedade de infec¢des extraintestinais (WHO, 2019).

A Figura 13 apresenta uma foto de microscopia de varredura de exemplares do
Vibrio cholerae.

Figura 13 - Micrografia eletrdnica de varredura de Vibrio cholerae
) o

Fonte: Bacterian in Photos, 2018.
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O V.cholerae do sorogrupo O1 pode ser dividido nos biotipos “Classical” ¢ “El Tor”
com base nos resultados de testes como de susceptibilidade & polimixina B, metabolismo do
citrato, protedlise, hemolise, motilidade, producdo de acetoina (Teste de VVoges-Proskauer) e
producdo de biofilme. Ensaios da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para 0s genes de
uma adesina (tcpA) e de uma subunidade da toxina colérica (ctxA), seguidos do
sequenciamento dos produtos obtidos também possibilitam essa diferenciacdo (SON;
TAYLOR, 2011).

As amostras do sorogrupo O1 de V.cholerae possuem também trés fracOes
antigénicas de superficie (fatores A, B e C) que possibilitam sua divisdo nos sorotipos Ogawa
(fracOes A e B), Inaba (fracbes A e C) e Hikojima (fragdes A, B e C). Esses sorotipos ndo sao
completamente estaveis, podendo existir conversdes antigénicas entre eles, particularmente
em funcéo de mutagdes no gene wbeT (KEDDY et al., 2007).

Em 1992, uma amostra do sorogrupo ndo O1 de V.cholerae causou um grande surto
de Colera em Bangladesh e paises vizinhos, substituindo as do sorotipo O1, dos bidtipos
Classico e El Tor, que coexistiam nessa regido. Esse clone epidémico foi caracterizado como
pertencente ao sorogrupo O139 Bengal, sendo prevalente nos anos de 1992 e 1993. Essa
prevaléncia foi perdida para um novo clone de V.cholerae O1 do biétipo El Tor, que se
manteve nos anos 1994 e 1995 (CHOWDHURY et al., 2017; FARUCHE et al., 1997).

Em 1996 ocorreu o ressurgimento do sorotipo O139 como a principal causa de
Colera em Calcuta, que passou a coexistir com as amostras do sorogrupo O1 do biotipo El
Tor (CHOWDHURY et al., 2017; FARUCHE et al., 1997).

O genoma de V.cholerae Ol é constituido de dois cromossomos, | (maior) e I
(menor). No cromossomo |, estdo os principais genes relacionados as fungdes essenciais e
viabilidade celular, bem como locis génicos associados a viruléncia. No cromossomo I, estdo
genes envolvidos no transporte de acgucares, ions metalicos e anions, na codificacdo de
proteinas ribossomais, na transducdo e no reparo do DNA, muitos desses essenciais para
adaptacdo ao habitat natural de V. cholerae. Um exemplo claro dessa relacéo € a presenca dos
genes responsaveis pela codificacdo da quitinase, enzima envolvida na degradagdo da quitina
presente em exoesqueletos do zooplancton, no qual a bactéria, em geral, estd associada ao
ambiente marinho (HEIDELBERG et al., 2000).

O cromossomo | abriga também a maior parte dos genes associados a viruléncia da
bactéria, estando esses na llha de Patogenicidade de Vibrio (Vibrio Pathogenicity Island —

VPI) como os genes tcp que codificam o Pilus Corregulador de Toxina (Toxin Coregulated
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Pilus - TCP) e no elemento CTX, como 0s genes ctxA e ctxB, que codificam a toxina colérica
(Cholera Toxin - CT). Também sdo encontrados genes envolvidos na coordenagdo da
expressao dos genes de viruléncia, como o toxR (HEIDELBERG et al., 2000).

Deste modo, as amostras de V. cholerae pertencentes ao sorogrupo Ol - e
posteriormente ao O139 - foram reconhecidas como causadoras da infecgdo intestinal com
caracteristicas epidémicas conhecidas para a Colera (CHOWDHURY et al., 2017).

Amostras pertencentes aos outros sorogrupos (ndo-0O1/ndo-0139) sdo considerados
como bactérias autoctones do ambiente costeiro e marinho, particularmente por nao
produzirem fatores de viruléncia como a a toxina colérica (CT) e o pilus de colonizacdo
(TCP) tipicos das amostras epidémicas (CHOWDHURY et al., 2017). Apesar disso, podem
causar casos esporadicos de diarreia (“cholera-like diarrhea”), bem como existem relatos da
sua participacdo em infeccbes extraintestinais como infeccBes da pele, abcesso, celulite,
fasciite necrotizante, endoftalmia, urinéria, otite, colecistite, septicemia, meningite (CHEN et
al., 2015; CHOWDHURY et al., 2017). Essas amostras ndo-O1/ndo-139, causadoras dessas
infeccdes, possuem diferentes genes que codificam fatores de viruléncia que contribuem para
sua patogenicidade, como o da toxina termo-estavel (nag-st), da hemolisina (hly) e da CT
(PURDY et al., 2010). Uma visdo esquematica dessa classificacdo é apresentada na Figura 14,
adaptada de Fernandez e Alonso (2009).

Figura 14 - Classificacdo do V. cholerae
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Fonte: Adaptado de FERNANDEZ; ALONSO, 2009.
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2.3 Fatores ligados a viruléncia do Vibrio cholerae

Os principais genes responsaveis pela patogenicidade dos sorogrupos O1 e 0139,
bem como os que atuam na sua regulagéo, estdo localizados na ilha de patogenicidade VPI e
no elemento CTX. Essas regifes do DNA bacteriano decorrem da insercdo dos genomas dos
fagos filamentosos VPI® e CTX® (KARAOLIS; KAPER, 1999).

Estudos indicam que esses genes de viruléncia, associados a estes elementos, ou seus
homologos, estdo dispersos entre cepas ambientais de diversos sorogrupos, constituindo,
assim, um reservatorio desses genes, reforcando a possibilidade da origem ambiental de
amostras patogénicas de V.cholerae (BOYD et al., 2000; RAJANNA et al., 2003).

Na ilha de patogenicidade VPI das amostras da 62 (biotipo Classico) e 72 (biotipo El
Tor) sdo codificadas 29 potenciais proteinas, algumas essenciais para a patogenicidade do V.
cholerae, como as constituintes do TCP, requerido para a adesao e colonizagéo do V. cholerae
no intestino, e as reguladoras de genes de viruléncia como a ToxT, TcpP e TcpH (RAJANNA
et al., 2003).

2.3.1 A toxina colérica (CT) e o elemento CTX

A existéncia da CT como causadora da sintomatologia da Célera foi sugerida pela
primeira vez em 1884 por Robert Koch e sua existéncia foi demonstrada em 1959 por dois
grupos de investigadores trabalhando independentemente na india com a introducdo de
filtrados ou lisados de culturas no trato intestinal de coelhos (KAPER et al., 1995). A
purificacdo foi realizada por Finkelstein e LoSpalluto (1969), que acabou por fundamentar
varios trabalhos posteriores a descoberta da estrutura, receptores de ligacdo e modo acéo da
CT.

A CT pertence a classe de toxinas ABs, constituida de uma Unica subunidade A (ctA)
e um pentamero de subunidades B (ctB). A subunidade CTB permite a ligacdo do complexo a
superficie celular da holotoxina ABs nas células-alvo, e CTA possuem atividade catalitica,
sendo, portanto, a holotoxina ABs necesséaria para seus efeitos toxicos. As toxinas da classe

ABs, com base nas diferengas na sequéncia de aminodcidos e da atividade catalitica, s&o
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subdivididas nas familias da CT, da toxina de Shiga (ST) e a da toxina pertussis (PT)
(KUMAR; TURNBULL, 2018).

Os genes ctxA e ctxB, que codificam as subunidades A e B da CT, sdo encontrados
no elemento genético CTX que apresenta diferencas no biotipo das amostras do sorogrupo
01, particularmente no gene rstR (Classico - CTX; El Tor - CTXH ™ ou CTX-1). Com a
extin¢do do biotipo Classico nos anos 1980, relacionado a emergéncia do biotipo El Tor, a
partir 1962, foram detectadas amostras atipicas do bidtipo EI Tor. O sequenciamento do
elemento genético CTX dessas amostras mostrou um mosaico de CTX®® e CTX-1. Na costa
do Golfo dos EUA, entre 1973 e 1986, também foram detectadas amostras do biotipo EI Tor
com um sequenciamento de CTX distinto (CTXYSCU!) (SAFA et al., 2010).

O processo de sintese da CT ocorre, em um primeiro momento, com a secre¢do das
subunidades A e B separadamente para espaco periplasmatico, em que existird a montagem e
formacdo da holotoxina ABs, que sera posteriormente secretada para o meio extracelular
através de um sistema denominado Extracellular Protein Secretion (EPS) (CHAUDHURI,
CHATTERJEE, 2009).

A subunidade CTB permite a ligacdo da CT ao gangliosideo GM1, um
glicoesfingolipidio presente na maioria das membranas celulares de células eucaridticas.
Apesar de ndo ser um fator de viruléncia primario, sua acdo possibilita a ligacdo da CT as
celulas do hospedeiro (KAPER et al., 1995). A subunidade CTA ¢é responsavel pelo papel
toxico da CT, sendo apds sua secrecdo realizada através da membrana externa da bactéria
clivada proteoliticamente nas cadeias Al e A2, que permanecem unidas na holotoxina por
pontes dissulfeto (KUMAR; TURNBULL, 2018).

Apoés a ligagdo da holotoxina CT nas microvilosidades do bordo em escova das
células do intestino delgado, existe sua internalizacdo, e a vesicula endossémica, contendo a
CT, segue por transporte retrogrado até o reticulo endoplasmatico, onde as subunidades A e B
sdo separadas. Apos a separacdo da subunidade A, a cadeia Al é translocada para o citosol e
catalisa a transferéncia de uma unidade ADP-ribose do NAD+ para um residuo de arginina da
proteina Gs, ou seja, uma acdo de ADP-ribosiltransferase. Esta modificacdo na proteina Gs
provoca a perda da capacidade de converter GTP para GDP. A manutencdo de GTP ativado
faz com que sejam produzidas quantidades cada vez maiores (> 100 x) de adenosina
monofosfato ciclica (CAMP), provocando a abertura dos canais de CI" na membrana celular. O

resultado do aumento dos niveis de CAMP é um grande afluxo de Cl" e agua para a “luz”
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intestinal, bem como a diminuicdo da absor¢do de NaCl, determinando a diarreia aquosa
tipica da doenca (KAPER et al., 1995, KUMAR; TURNBULL, 2018).

Os efeitos em voluntarios (homens adultos e sadios) da administracdo oral da CT
purificada junto com cimetidine e NaHCOg, para neutralizar o acido géastrico foi estudado por
Levine et al., (1983). A resposta de voluntarios a toxina foi dose dependente. A ingestdo de
5ug da CT determinou em trés voluntérios cinco a seis evacua¢fes com um volume total de
fezes de 1,020 a 1,695 mL, sendo que, em um quarto voluntario, ocorrem 33 evacuagdes e 0
volume de fezes foi de 6,023 mL. Ja a administracdo de 25 pg a dois voluntarios determinou
47 a 50 evacuagdes, com um volume total de fezes de 21 a 22 litros. A duracdo do quadro de
diarreia nos voluntarios variou de 30 a 90 horas, dependendo da dose da CT.

Na Figura 15, é apresentado, esquematicamente, 0 mecanismo de acdo da CT em

contato com celular intestinal.

Figura 15 - Mecanismo de acdo da toxina colérica
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Fonte: VANBENNEKOM (2013).

2.3.2 Pilus correqulador de toxina (TCP) e a ilha de patogenicidade (\VPI)

O TCP ¢é um pili do tipo IV que esta presente em muitas bactérias gram-negativas,

podendo ser encontrado em pelo menos uma gram-positiva, sendo essenciais para a aderéncia



57

a células e colonizacdo do hospedeiro (VARGA et al., 2006). Séo estruturas longas, finas,
flexiveis e capazes de promover a autoagregacdo, possibilitando as bactérias formar
microcol6nias, concentrando assim area de secrecdo da CT (MANNING, 1997).

O TCP apresenta uma importante inter-relacdo com a presenca dos genes que
codificam a CT, pois atua como receptor especifico do fago CTX®, que carreia no seu
genoma estes genes e possibilita a conversdo fagica do V. cholerae em toxigénico (LI et al.,
2008). O principal constituinte do TCP ¢ a proteina TcpA (major pilin) e sua sintese, como de
outros componentes estruturais e de regulacdo, que é codificada por genes do cluster tcp que
faz parte da VVPI. Outro componente, a TcpB (minor pilin), atua na montagem e na retracéo do
TCP (NG et al., 2016).

A analise de amostras isoladas da 6% (biotipo Classico) e 72 (biotipo EI Tor)
pandemias mostrou divergéncias no sequenciamento da VPl no gene tcpA ou ao seu redor.
Em virtude da imunogenicidade do TCP, essa variabilidade pode decorrer de selecdo natural,
sendo possivel que essas diferencas afetem a interacdo da bactéria com fagos que utilizem o
TCP como receptor (KARAOLIS; KAPER, 1999). No cluster tcp, as diferencas entre os
bidtipos Classico e El Tor sdo mais significativas na regido intergénica tcpl-tcpP (89% de
identidade), na tcpH-tcpA (87% de identidade) e no dominio de codificagdo C-terminal da
tcpA (identidade de 77%) (OGIERMAN et al., 1993; OGIERMAN et al.,1996; IREDELL e
MANNING, 1994a,b). Com relagdo ao sorogrupo O139, o sequenciamento do gene tcpA
mostrou que este era idéntico ao do biotipo El Tor (RHINE; TAYLOR, 1994).

2.3.3 Outros genes associados a patogenicidade de V. cholerae

CT e TCP sdo imprescindiveis a patogenicidade de V. cholerae. Além desses, a
analise do seu genoma permite a identificacdo de outros fatores de viruléncia, em particular
que codificam enterotoxinas, cuja agao agrava a sintomatologia determinada pela CT.

No Quadro 1, proposto por Reild e Klose (2002), existe a apresentacdo dos principais
genes relacionados a codificacdo desses fatores, bem como sua localizagéo.

No elemento genético CTX, podem ser encontrados 0 gene da enterotoxina
Accessory cholera enterotoxin (ace) e o gene da toxina das juncdes oclusivas Zonula
occludens toxin (zot). A ace estimula a secrecdo anibnica, de modo dependente de célcio,
induzindo o acimulo de fluidos na luz intestinal (CHATTERJEE et al., 2011). A enterotoxina
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Zot interage com receptores das células das vilosidades intestinais do intestino delgado, com
subsequente ativacdo de sinalizacdo intracelular, levando a desorganizacdo das z6nulas de
oclusio, aumentando a permeabilidade do epitélio intestinal (PEREZ-REYTOR et al., 2018).

Quadro 1 - Genes associados a patogenicidade e sua localizacdo no genoma de V. cholerae

Gene name Function Location Virulence (v)/environmental (g)
ace M13 gene VI homologue formerly ‘accessory enterotoxin’ CTX¢ phage v
acfABCD accessory colonization factors, function unknown VPI v
aldA aldehyde dehydrogenase ToxT-activated VPI ?
aphAB regulatory proteins chromosome v
cep M13 gene VIII homologue formerly ‘core-encoded pili’ CTX¢ phage v
chi genes chitinase homologues chromosome e
cixAB CT subunits A, B CTXé phage v
firC flagellar transcriptional regulator chromosome vie
irgA iron-regulated outer membrane protein chromosome v
msh genes type IV pili (mannose-sensitive hemagglutinin) chromosome e
ompU, T outer membrane porins chromosome vie
orfU M13 gene 111 homologue CTX¢ phage v
rfb genes O-antigen biosynthesis chromosome vie
rst genes regulation, integration, replication CTX¢é phage v
rixA ‘repeats in toxin® toxin, cross-links cellular actin chromosome ?
tagA ToxT-activated gene VPI ?
tepA toxin co-regulated pili major subunit (type IV pili) VPI v
tepPH transmembrane regulatory proteins VPI v
toxRS transmembrane regulatory proteins chromosome vie
toxT virulence transcriptional activator VPI v
wav genes LPS core oligosaccharide synthesis chromosome vie
zot M13 gene I homologue formerly ‘zonula occludens toxin’ CTXé phage v
¥ps genes exopolysaccharide synthesis chromosome e

Fonte: adaptado de REIDL; KLOSE (2002).

A funcdo destas outras toxinas, que ndao a CT, na patogénese da célera, ainda nao é
totalmente conhecida, ndo conseguindo elas, somente, causar a enfermidade (LEVINE et al.,
1988). Estas podem contribuir no processo diarreico e outros sintomas observados em
acometimentos por cepas CT negativas (KAPER et al., 1995).

Estudo de SIRIPHAP et al., (2017) evidencia uma alta variacdo genéetica de cepas, de
amostras ambientais e clinicas da Tailandia, demonstrando que caracteristicas genéticas se
apresentam de forma variada e nem sempre sdo assertivas na caracterizacdo de potencial de
viruléncia. .

A Figura 16 mostra a variabilidade da presenca de genes associados a viruléncia, em

cepas do V. cholerae, conforme estudo de Siripahp et al., (2017).
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Figura 16 - Perfil de genes associadas a viruléncia em V. cholerae encontrado em estudo de
Siriphap et al., (2017)
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2.3.4 Transferéncia génica horizontal do Vibrio cholerae

A interacdo de cepas ndo patogénicas com outras patogénicas pode conferir 0s
artificios toxigénicos por processo de conjugacdo bacteriana (CHIANG; MEKALANOS
1999). Fato comprovado por Figueiredo et al., (2005) ao analisar genomas de cepas
patogénicas, ao perceber a flexibilidade de aquisicdo de expressdo génica para producédo de
CT em duas regides do DNA microbiano. Estudos de Faruque et al., (1997) demonstraram a
possibilidade de conversdo de cepas ndo toxigénicas em toxigénicas, pelo fago de transcricéo
com toxina colérica, quando em contato com o ambiente gastrointestinal.Segundo Chowdhury
et al., (2017), pressGes ambientais tais como resisténcia do hospedeiro, salinidade, pH,
temperatura entre outros pode desencadear um processo  mutacional no organismo,
conferindo o ferramentario toxigénico ao organismo.

Na emergéncia do V.cholerae 0139, duas hipdteses surgiram para explicacdo do
aparecimento desta nova cepa: (i) a aquisicdo de genes da toxina colérica e outros fatores de
viruléncia, pelo sorogrupo ndo O1 através de processo de conjugacao bacteriana e (ii) a perda
da capacidade de producéo de antigenos O1 e aquisicao da producédo de antigenos 0139, pelo
sorogrupo O1, pelo mesmo processo de conjugacdo (KARAOLIS; KAPER, 1999). Alguns
estudos mostram a mutacdo do El Tor para 0139 (BIK et al.,, 1995; COMSTOCK et al,
1995), e outros apontam para a probabilidade de uma forma ndo O1 também adquirir as
caracteristicas toxigénicas (BROWN et al., 1999). Estudos amostrais de Karaolis et al.,
(1995) e Rivera (1995), isolados da sexta e sétima pandemias (Classico e El Tor
respectivamente) indicaram a possibilidade destes serem derivados da forma ndo patogénica,
gue se modificaram pelo processo de transferéncia horizontal, resultando, assim, em novas
formas de emergéncia. Outro estudo Klinzing et al., (2015), em isolados da sétima pandemia
da Indonésia, aponta mutacgdo de cepas O1 para 0139 e/ou possivel hibridismo.

2.4 Histoérico da Coélera

Além de todas as formas de transmissdo, o vibrio colérico pode se espalhar
globalmente no intestino de pessoas assintomaticas, o que dificulta a determinagéo exata dos

locais de origem (HENDRIKSEN et al., 2011). Segundo registros historicos, que datam de
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400 a 500 a.C., a doenga ¢ originaria da Asia (especificamente da india), com propagagio em
rituais Hindus. Quando os peregrinos se banhavam no rio Ganges e retornavam as suas
regibes de origem davam origem a diversos surtos epidémicos paralelos (ROSEN, 2000).
Durante o periodo das grandes navegacoes, a Colera teve grande expansdo pelo transporte de
pessoas, fato este que veio a se repetir durante o seéculo XIX pelo mesmo motivo
(FERNADEZ-FLOREZ; CACERES-MANRIQUE, 2014).

A primeira pandemia de Colera, conhecida como Colera Asiatica (LIPPI,
GOTUZZO; CAINI, 2016), teve sua origem na regido de Bengala (atualmente dividida entre
Bangladesh e India), em 1817, causando mais de 20.000 mortos durante a primeira semana
(FERNADEZ-FLOREZ; CACERES-MANRIQUE, 2014). Alastrou-se rapidamente pela
regido de Calcutd e do delta do rio Ganges para Malasia, Singapura, Bangkok, Filipinas e
China, acompanhando a peregrinacdo dos praticantes hindus e a navegacao, chegando ao
Japdo em 1822 e atingindo posteriormente a Siria pelos rios Tigres e Eufrates (GUZMAN;
MONTES, 2000).

A segunda pandemia teve seu inicio em 1826, na China, e se disseminou pela regido
da Mongédlia, Pérsia e Europa pelo Mar Caspio, Norte da Africa e chegando as Américas, por
meio da navegagdo, no Canada e Estados Unidos (FERNADEZ-FLOREZ; CACERES-
MANRIQUE, 2014). A doenca se aprofundou em Meca, em 1831, trazida pelos peregrinos
mulcumanos vindos da India, e, nos anos seguintes, atingiu paises americanos como Cuba,
Guiana, México, Guatemala, Nicaragua, Panamé, Jamaica, Brasil e Colémbia (este pelo porto
de Cartagena), que registraram casos da Célera (QUEVEDO, 1992).

Em 1852, a terceira pandemia tomou corpo na regido da india, atingindo rapidamente
a Indonésia, Pérsia, Mesopotamia e Europa, avancando, em 1853, para os Estados Unidos,
Colémbia, Venezuela, Argentina, Brasil, Uruguai, China, Japdo e territérios da Africa
(SNOW, 1999). Em 1854 ocorreu a descricdo microscopica do Vibrio cholerae por Filipo
Pacini e os trabalhos de John Snow sobre a relagcdo da doenca com a &gua sdo reconhecidos
(SNOW 1999; ROSEN, 2000).

Durante a quarta pandemia (1863 a 1875), considerada uma das mais catastréficas
devido aos altos indices de morbi-mortalidade, os primeiros casos foram registrados no Peru,
Bolivia, Estados Unidos e Europa, ocasionando quase 260 mil registros na RuUssia
(FERNADEZ-FLOREZ; CACERES-MANRIQUE, 2014), na india 360 mil e na Europa 450
mil acometimentos (BELTRAO, 2007).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Bangladesh
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Entre os anos de 1881 e 1886 (quinta pandemia), a doenga castigou severamente a
cidade de Nova lorque (EUA). Na Russia, neste mesmo periodo, foram registrados cerca de
800 mil casos (GUZMAN; MONTES, 2000)

Na sexta pandemia, a expansdo da Colera foi favorecida pela Primeira Guerra
Mundial, chegando a quase todos os paises participantes do conflito (FERNADEZ-FLOREZ;
CACERES-MANRIQUE, 2014).

Em 1961 iniciou-se a sétima pandemia com epicentro na Indonésia, estendendo-se
pela india e regifo do Oriente Médio. Na Indonésia, a magnitude dos casos foi favorecida por
periodos de tempestades e enchentes (KLINZING et al., 2015). Em 1973 alcancou a Europa e
Africa, castigando particularmente a Italia e a Nigéria (GUZMAN; MONTES, 2000). Nesse
periodo, foi constatada a eficiéncia do processo de hidratacdo como recurso terapéutico em
refugiados da guerra que ocorria entre a india e o Paquistdo (QUEVEDO, 1992).

Antes do inicio da sétima pandemia, o continente americano ndo registrava nenhum
caso da doenca desde 1962. Em 1991, na ocasido da sua chegada, foram registrados cerca de
322 mil casos somente no Peru (HARVEZ; AVILA, 2013). A doenca se alastrou para o
Equador, Colémbia, Brasil, Bolivia e México, existindo especulacdes que, nesses dois Ultimos
paises, a disseminacdo foi favorecida pelo movimento de guerrilha e trafico de drogas
(BAHAMONDE, 2013). No ano de 2000, 21 dos 35 paises do Continente americano ja
haviam sido atingidos pela Colera (CALLABRA; MARQUETTI, 2013).

As pandemias de Colera, com suas respectivas extensdes temporais e continentais e
origens estdo representadas na Figura 17.

Quando a doenca chegou ao territorio latino-americano, nao recebeu a devida
atencdo, podendo este fato explicar a ndo notificacdo de casos registrados desde 1850 nesta
parte do Globo (LEWINSOHN, 2003).

Durante a segunda pandemia, ela entrou no continente americano favorecida pela
dinamica de navegacdo nos Estados Unidos e Canada (FERNADEZ-FLOREZ; CACERES-
MANRIQUE, 2014).

J& na terceira pandemia, em 1855, a doenga foi introduzida no Brasil por tripulantes
de uma embarcagéo oriunda da cidade do Porto (Portugal). Na cidade de Grdo-Para (Pard), a
doenca rapidamente se alastrou para Bahia, Pernambuco e Rio de Janeiro (BELTRAO, 2007).

Poucos trabalhos sobre a doenca séo descritos no Brasil colonial; contudo, entre eles,
destaca-se o de Copper (1986), que vem a preencher um hiato importante, descrevendo, de

forma detalhada, como a epidemia invadiu, de 1855 a 1856, o territorio brasileiro,
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ocasionando cerca de 200 mil mortes em uma populacdo de aproximadamente 8 milhdes de

habitantes.

Figura 17 - Pandemias de Cdlera
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Fonte: Adaptado de Férnadez-Fldrez; Caceres-Manrique (2014).

A Colera chegou ao Rio de Janeiro, em julho de 1855, por intermédio de um escravo
gue veio a bordo de uma embarcacdo oriunda de Salvador. Na ocasido foram registrados até
180 obitos/dia somente no més de novembro, atingindo cerca de 5 mil ébitos até julho de
1856, na grande maioria dos casos acometendo negros (KODAMA et al., 2012).

No inicio da década de 1960, a Cdlera ressurgiu em solo brasileiro, durante a quarta
epidemia, no estado de Santa Catarina e Mato Grosso, com aproximadamente 4 mil casos e 1
mil 6bitos (BELTRAOQ, 2007).

Segundo Gerolomo e Penna (2000), até 1991 o Brasil era uma area indene para a
Colera, contudo a epidemia assolou o pais, oriunda da China, que se disseminou para paises
da Asia, Oriente Médio, Africa e regides da Europa, com casos eventuais nos Estados Unidos
desde 1970. Esta pandemia chegou ao solo latino-americano pela costa do Peru, em 1991, e
posteriormente para 14 paises sul-americanos, entre eles o Brasil, onde a introducdo se deu
pela regido Amazonica no alto Solimdes e foi se alastrando, progressivamente, pela Regido

Norte (PASSOS, 1999). Os primeiros casos da doenga, referentes a essa pandemia, foram
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registrados em abril de 1991, nos municipios de Benjamim Costant e Tabatinga
(GEROLOMO; PENNA, 1999).

Ap0s sua introducdo, a doenca se disseminou na regido Nordeste, em funcdo das
condicdes precarias de saneamento e qualidade de vida da populagcdo principalmente nos
bolsdes de pobreza das periferias dos grandes centros urbanos (PASSOS, 1999). O siléncio
dos meios de comunicagéo e o desconhecimento por parte da populagéo sobre a doenga, assim
como a letargia das autoridades e organismos nacionais de salde publica s6 foi quebrado
qguando os niveis de incidéncia alcancaram valores alarmantes (GEROLOMO; PENNA,
1999).

Na época, a vulnerabilidade de outras regides brasileiras, principalmente nos bolsdes
de pobreza ocorrentes nas periferias dos grandes centros urbanos (PASSOS, 1999), da-se
exatamente pelas condi¢bes precarias de saneamento e da falta de informacéo sobre a Cdlera,
também chamada de “O Mal do Ganges” (BELTRAOQ, 2007).

Uma das principais preocupagdes sobre o ressurgimento de casos de Colera na época
era a descoberta de marcadores socioambientais que pudessem orientar acGes de controle e
prevencdo, assim como interagir com politicas publicas no combate da enfermidade
(GEROLOMO; PENNA, 2000).

Segundo Beltrdo (2007), durante muito tempo, a crenca em controle preventivo das
doencas infectocontagiosas, por meio da vacinacdo e tratamento a base de medicamentos,
acOes no ambiente, tais como saneamento, foram esquecidas, ndo sofrendo investimentos e
modificagdes significativas.

Em 1999, a doenca atingiu a cidade portuéria de Paranagué (Parand), registrando 467
casos com trés débitos (LEWINSOHN, 2003). Este fato se apresentou como inesperado, ja que
a regido acometida apresentava um grau de desenvolvimento urbano maior que a Regido
Nordeste, seja na questdo de moradia como no saneamento basico, 0 que levantou questdes
instigantes sobre a origem e transmissao do problema, criando assim um quadro de incertezas
e especulacdes (GEROLOMO; PENNA, 1999). Ndo se deve, contudo, descartar nenhuma
hipotese na explicacdo deste caso, assim como a ocorréncia de outros mecanismos de
transporte do agente, como apontado por MCcarthy e Khambaty (1994) sobre possiveis
introducdes por agua de lastro.

Na Regido Nordeste, ap0s 0 auge em 1999 (4.279 casos), a incidéncia da doenca foi

reduzida a 733 casos no ano 2000 e a 7 casos no ano 2001. Entretanto, ela reapareceu em
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2004 (21 casos) e em 2005 (5 casos), sempre na Regido Nordeste, sendo considerada
erradicada nos anos seguintes (BRASIL, 2010).

O quantitativo de casos registrados da doenca em solo brasileiro entre os anos de
1996 e 2005 estdo representados na Tabela 3.

Em estudos conduzidos por Mendes-Marques et al., (2013), utilizando a técnica de
Swab, foram isoladas 30 cepas do sorogrupo 01 na bacia hidrografica do Rio Capibaribe

(Pernambuco), 0 que mostra que o0 organismo ainda esta presente em solo brasileiro.

Tabela 3 - Casos confirmados de Cdlera por regido do Brasil (1996 - 2005)

Regido 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 Total
Norte 81 48 17 0 0 0 0 0 0 0 0 146
Nordeste 936 2.996 2.728 4.2719 133 7 0 0 21 5 0 11.705
Sudeste 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 0 13
Sul 0 0 0 467 0 0 0 0 0 0 0 467
Centro-Oeste 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Total 1.017 3.044 2.745 4.759 733 7 0 0 21 5 1 12.332

Nota: (*) dados sujeitos a revisao.
Fonte: BRASIL, (2010).

2.4.1 Status Quo

A atual situacdo da Célera no mundo paira sobre as novas potencialidades etiologicas
com origem em processos de interatividade com determinantes antropicos, que acabam por
gerar um processo mutacional ou de resisténcia em bioagentes j& existentes, assim como o
aumento do campo de atuacdo dos mesmos (GRISSOTI, 2004).

A problematica do saneamento, que, sem divida, é o principal agente magnificador
da Colera, encontra-se fortemente associada ao modelo econémico (SILVA, 2019a).
Atualmente, as fronteiras politicas e distancias entre as nacdes ndo sdo mais empecilho para a
propagacdo rapida de uma enfermidade infectocontagiosa, pois, em questdes de minutos,

horas ou dias, um simples surto pode facilmente adquirir o patamar de pandemia.
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A Colera é um dos principais problemas de satde publica em paises em desenvolvimento,
principalmente em areas de ocorréncia de populagdes negligenciadas (NADRI et al., 2018).
Entre os anos de 2000 e 2016, aproximadamente 83% dos casos mundiais ocorreram somente
na regido da Africa e Asia, principalmente em periodos de chuvas (RIECKMANN et al.,

2012), conforme representado Figura 18.

Figura 18 - Morbidade mundial da Colera entre 2000 e 2017
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Fonte: Adaptado de WHO, (2017).

Atualmente o cendario se mantém; e paises destes dois continentes sdo responsaveis
por quase 99% dos casos em todo o mundo, principalmente porque estas regides
experimentam problemas graves de saneamento e desigualdades sociais (DONADEU et al.,
2009).

Durante o periodo de 2010 a 2017, a Colera se apresentou como um gravissimo
problema de salde publica em todo o planeta, com grandes epidemias, como as que
ocorreram no Haiti e no 1émen, e surtos de doencas endémicas em areas da Africa subsaariana
e da Asia (DONADEU et al., 2009).

A patologia se apresenta como uma doenca grave de notificagdo compulsoria e
imediato globalmente (BRAGA; WERNECK, 2009, p.106) e, desde 2013, a OMS e a
Organizacdo Panamericana de Saude (OPA) lancaram um alerta da doenca em todo o
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continente Americano, principalmente pelos casos ocorridos no Haiti, Republica Dominicana
e Cuba (FERNADEZ-FLOREZ; CACERES-MANRIQUE, 2014).

Um fator preocupante, principalmente em paises com populagdes negligenciadas, séo
0s problemas com as subnotificacBes, pois muitos subestimam a poténcia da infecgéo.
Segundo Ali et al., (2012), os dados mundiais totais de incidéncia de Célera, disponibilizados
pela Organizacdo Mundial de Saude, expressam somente de 5 a 10% da realidade, em que
cerca de 2,86 milhdes de casos ocorrem anualmente com certa de 95 mil mortes.

Na Africa e na Asia, a Colera persistiu durante todas as sete pandemias,
apresentando-se nas regides de forma endémica ou epidémica, com alta taxa de mortalidade,
contribuindo, assim, para a manutencéo de outras crises, como a fome e os conflitos armados
(LESSLER et al., 2018). Em Uganda, no periodo de 2011 a 2015, nas regifes que registraram
maiores numeros de casos da doenca, mais de 50% da populacdo ndo possuiam latrinas em
suas casas, sendo comum a préatica de fecalismo ao ar livre, préximo a mananciais utilizados
como fonte de &gua de consumo, para pesca e recreacao, sendo observado que a populacao
acometida tinha minima ou nenhuma informacéo sobre prevencao da Célera (BWIRE et al.,
2017). Observac6es semelhantes foram feitas em um estudo realizado no Kenya, quando, em
2015, ocorreu o ressurgimento da doenca (COWMAN et al., 2017). Os paises europeus e
norte-americanos, segundo Somboonwit et al., (2017), conseguiram se livrar, por anos, do
perigo da Cdlera com investimento em saneamento bésico.

O Haiti, a primeira republica negra do mundo, possuia, em 2010, uma populacéo de
10 milhdes de habitantes (UNO, 2017) e sua historia é marcada por uma série de governos
ditatoriais, conflitos civis, problemas socioeconémicos, quadros graves de injustica e
desigualdades sociais, uma popula¢do com alto indice de subnutri¢cdo, e com um sistema de
saneamento extremamente precario, em que praticas de fecalismo ao ar livre ainda persistiam.
Este pais amargava o titulo de pais mais pobre das Américas, com um Indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) de 0,404 e o menor Produto Interno Bruto (PIB) entre os
paises americanos (CALLABRA; MARQUETTI, 2013; FERNADEZ-FLOREZ; CACERES-
MANRIQUE, 2014). O pais foi acometido, em 2010, por um terremoto de magnitude sete na
escala Richter, que destruiu vérias cidades e causou um numero elevado de mortos e feridos,
agravando, ainda mais, o quadro de degradacgéo sanitaria e social da regido (GONZALEZ et
al.,2011). Este cenario apresentou um campo fertil para a instalacdo do surto de Colera
iniciado no mesmo ano, que apresentou 30 mortes em um Unico dia na area rural no entorno
da capital de Porto Principe (PIARROUX et al.,2011).
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Todo o quadro de caos que se instalou no Haiti foi observado na epidemia de Cdlera
ocorrida em Mogambique entre os anos de 1973 e 1992, em decorréncia de fatores
magnificantes analogos: menor PIB da Africa, alta densidade populacional, Guerra Civil e
problemas de saneamento (ARAGON et al., 1994). Atualmente a dinamica de globalizacao
acaba por criar condi¢des dindmicas nos processos infectocontagiosos, pois a patologia pode
rapidamente se tornar uma epidemia, e, posteriormente, uma pandemia, como, por exemplo,
ocorreu com a disseminacdo da doenca para 0s paises vizinhos do Haiti.

O quantitativo de incidéncia da doenca no continente americano entre 0s anos de
2010 e 2016 esté apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Casos de Coélera na América Norte e Central entre 2010 e 2016

Paises 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Canada 2 9 0 1 4 3 1
Chile 0 1 0 2 24 0 0
Cuba 0 0 417 181 76 0 0
Haiti 179.379 340.311 112.076 58.809 27.753 36.045 41.421
Meéxico 1 1 2 187 14 1 0
Republica Dominicana 195 20.851 7.919 1.954 603 546 1.159
Estados Unidos 15 42 18 14 14 4 14
Venezuela 0 49 0 4 0 0 0

Fonte: Adaptado de WHO, 2017.

Em pleno século XXI, a Colera, mundialmente de forma generalista, apresenta-se
como uma doenca com altas taxas de morbidade e mortalidade, tendo sua principal causa em
precariedade nas condi¢des de saneamento basico (WHO, 2017), contribuindo, assim, para a
preocupacao de agdes sociais preventivas e de cardter de monitoramento nos corpos d’aguas,

principalmente os de abastecimento urbano, coleta de pescados ou recreacao.

2.5 Aspectos epidemioldgicos da Colera

Entende-se por vigilancia epidemioldgica o conjunto de acbes, com objetivo de
proporcionar conhecimento, deteccdo e prevencdo de qualquer condicionante que possa
interagir na vulnerabilidade de salide de uma populagdo, assim como propor medidas de

controle no tocante a uma referida doenga (WHO, 2006, 15p).



69

No que tange a Colera, o conhecimento e comportamento das demais doencgas
diarreicas que assolam o local sdo medidas necessérias para que se realize uma vigilancia de
forma mais eficiente, assim como o estabelecimento de vias de entrada e &reas de risco e
monitoramento quali-quantitativo de casos (BRASIL, 2010).

As observacdes realizadas por John Snow sdo congruentes com a funcdo da
vigilancia epidemioldgica e foram as primeiras a estabelecer uma correlacdo entre a
contaminagdo com o consumo de dgua de poco contaminada por fezes e a epidemia de Cdlera
que assolava Londres. Possivelmente, este foi o primeiro estudo sobre a ecologia do V.
cholerae, estabelecendo as bases da moderna epidemiologia e demonstrando como essas
informacgdes poderiam ser aplicadas como estratégia de controle da disseminacdo das
infeccdes (SNOW, 1999, 28p).

A ocorréncia de bactérias em vida livre no ambiente aquatico é bastante limitada,
devido as condicGes desfavordveis como a falta de nutrientes e a temperatura da agua; as
bactérias tendem, contudo, a se adaptar as adversidades ambientais, 0 que pode representar
uma profunda influéncia com processos de doencas, principalmente as emergentes (WEINER,
1999).

O vibrido colérico é autdctone de ecossistemas aquaticos favoraveis, contrariando o
pensamento de que 0s mesmos chegaram aos mananciais advindos do trato digestivo humano
(SILVA et al., 2015). Esta ideia, de que esse patdgeno tinha como habitat o intestino humano
e que sobreviveria no ambiente aquatico somente por curto periodo, ainda prevalecia no final
dos anos 1970 (COLWELL et al.,1977).

Diferentes estudos, em areas onde a Colera era ndo endémica, detectaram a presenca
de amostras de V. cholerae ndo toxigénico, sugerindo que a associagdo com hospedeiros
humanos era um pequeno aspecto do ciclo de vida dessa bactéria e desnecessario para sua
persisténcia no ambiente aquatico (LUTZ et al., 2013).

O ambiente estuarino é considerado como reservatorio de populacdes das espécies de
vibrios (KAYSNER; HILL, 1994) e o V.cholerae tem como habitat uma vasta area geogréafica
(ALBERT et al.,1993; HUQ et al., 2005), e essa capacidade de sobreviver em diversos nichos
ambientais decorre, em grande parte, da evolucdo de respostas adaptativas a estressores,
como, por exemplo, a privacdo de nutrientes, flutuacbes de salinidade, alternancia a
temperaturas e resisténcia a predagdo por protistas heterotroficos e bacteriéfagos (LUTZ et
al., 2013).
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Como estratégia de resisténcia durante condi¢des desfavoraveis, o V.cholerae tem
como agdo a conversdo em formas viaveis, mas ndo cultivaveis “Viable But Non-Culturable”
(VBNC) (COLWELL, 2000; THOMAS et al., 2006). Neste estado, a bactéria, apesar de
metabolicamente ativa, perde a capacidade de se multiplicar em meios de cultura de uso
rotineiro, podendo sair deste estado quando introduzida em intestino humanos (WU et al.,
2016). Fatores como salinidade, temperatura, pH, oxigénio dissolvido, assim como radiacdo
solar podem influenciar este fendmeno (FERNADEZ-DEGALDO et al., 2015; WU et al.,
2016). Sob a forma viavel, mas ndo cultivavel, estes, ao entrar em contato com organismos
possuidores de quitina ou intestino humano, podem voltar a sua forma viével, reafirmando o
descrito acima (FERNADEZ-DEGALDO et al., 2015). Outra estratégia que o vibrio colérico
dispbe contra os estresses ambientais € a associacdo com superficies abidticas e bidticas
(quitinoso e gelatinoso de origem animal ou vegetal do plancton) formando biofilmes (HUQ
et al., 1996; AKSELMAN et al., 2010; SHIKUMA; HADFIELD, 2010). Esta conex&o acaba
por permitir um meio de dispersdo, quando esta associacdo se d& por hospedeiro movel
(COSTERTON et al., 1995; HALL-STOODLEY et al., 2004).

Segundo Colwell e Hug (1994), existe uma influéncia positiva entre a
disponibilidade de ions Na* e o crescimento de V.cholerae em ambiente aquatico, que pode
contribuir para uma maior resisténcia da bactéria a agentes quimicos, tais como sais de cloro e
aluminio, bem como confere maior protecdo quanto a acdo dos &cidos do suco gastrico no
trato digestério humano (CHOWDHURY et al., 2017).

Quanto a fatores fisico-quimicos dos ambientes aquatico, como salinidade, pH e
temperatura, o vibrio colérico se mostra como organismo euribionte, com ocorréncia em
amplas faixas destes parametros, conforme dados levantados nos resultados deste trabalho.
Montilla et al., (1996), entretanto, em ensaios laboratoriais, mostraram que, em condic¢des
diferentes de salinidade 15, 30°C de temperatura e pH de 8.5, ocorre dificuldade de
isolamento de cepas toxigénicas de regides endémicas.

Outro estudo laboratorial de Miller et al., (1984) apontou que cepas sorogrupo O1
sobreviveram a temperaturas de 25°C, com salinidade entre 0 e 3 e pH entre 7.0 e 8.5. Em
cultivos de cepas ambientais por Huq et al. (1984) e Kokashvili et al. (2015), foi verificado
que salinidade na faixa proximal de 15, temperatura acima de 30°C e pH por volta de 8.5 s&o
as faixas ideais para sobrevida do organismo, conforme 0s experimentos, e que estes valores

podem ser mais variaveis quando o vibrio se encontra associado a copépodas.
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Estudos de Kenyon et al., (1983) isolaram cepas ndo O1 de amostras ambientais
marinhas com salinidades entre 3.0 e 31.7, assim como Rivera et al., (2013) em amostras de
tanques de lastro. Silva et al., (2015) identificaram cepas ndo-Ol1 em &guas da Baia de

Guanabara (RJ/Brasil) em condic6es de salinidade acima dos 20.

2.5.1 Transmissao da doenca

O papel critico da 4gua na transmissao da Colera foi precocemente reconhecido, sendo
este claramente demonstrado por John Snow durante a segunda pandemia da doenga, quando
observou que os casos da Colera se distribuiam predominantemente ao redor de pogos
publicos abastecidos por uma bomba d’agua no distrito de Soho em Londres (SNOW. 1999).
A captacdo da agua por esta bomba se dava no rio Tamisa em um ponto abaixo dos grandes
despejos de esgoto, chegando a conclusdo que a disseminacdo da doencga ocorria por agua
contaminada com fezes contendo o vibrido colérico (KAPER et al., 1995; LIPPI; GOTUZZO;
CAINI, 2016).

A transmissdo se da preferencialmente pela ingestdo de dgua contaminada com o
vibrido colérico. Eventualmente a transmissdo pode ocorrer pela veiculacdo da bactéria por
alimentos lavados com agua contaminada. Para que ocorra a doenca, € necessaria a ingestdo
de uma dose infectante elevada (10 a 10** bactérias), em funcéo da sensibilidade da bactéria
ao pH écido estomacal (CHIANG; MEKALANOS, 1999).

Um ponto de atencdo, no tocante a transmissao da Célera, é que cerca de 75 a 80%
dos infectados ndo desenvolvem os sintomas, mas representam importante rota de transmissao
da doenca (NADRI et al., 2018).

Os alimentos podem se tornar uma fonte de contaminagdo do V.cholerae, em
particular os frutos do mar consumidos sem cocg¢do ou cocgdo parcial, pois estes podem se
contaminar a partir de fontes ambientais e servir como veiculo tanto em situacdes endémicas
quanto epidémicas (KAPER et al., 1995).

Pereira et al., (2007), em estudo de pesquisa histologica, encontrou presenca de
vibrios, entre eles o V.cholerae ndo O1 em amostras de mexilhdes disponiveis para consumo
humano. Outros trabalhos citados na sessdo 1.2.5.2 (“Associacdes Ecologicas™) relatam a

presenca do vibrio em outras espécies utilizadas para consumo humano.
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A possibilidade de veiculagdo da bactéria por vegetais crus consumidos na forma de
saladas, sem cocgdo previa, foi observada durante a sétima pandemia de Colera em Santiago
no Chile. A regido metropolitana dessa cidade conta com suprimento de agua de consumo
tratada, com controle bacteriologico regular, contudo parte do esgoto da regido nao possui
tratamento e, em algumas épocas (verdo sem chuvas), é utilizado na irrigacdo de vegetais.
Essa pratica j& havia sido incriminada como um dos fatores responsaveis por manter a
endemicidade da febre tifoide em Santiago, sendo agora responsabilizada pela transmissdo da
Colera.

O V.cholerae foi isolado das aguas residuais usadas para irrigar essas culturas e, apds
o0 inicio do surto, o governo proibiu a venda em restaurantes e lanchonetes de saladas
contendo vegetais crus, bem como realizou uma campanha agressiva na midia alertando a
populacdo sobre os perigos dessa pratica de cultivo dos vegetais, medidas estas que
contribuiram no controle da disseminacéo da doenga (LEVINE, 1991).

Outra possibilidade, comum nas doengas de transmissdo fecal-oral, seria a
contaminacdo dos alimentos durante a manipulacdo. Em 1986, durante a epidemia de Cdlera
na Guiné, Africa Ocidental, Louis et al., (1990) realizaram dois estudos epidemiolégicos
sobre fatores de risco para transmissdo da doenca. Foi observado que o consumo de sobras de
alimentos de uma refeicdo principal, consumidos em outras refeicdes sem conservagdo por
refrigeracdo e sem reaquecimento, estava envolvido com casos de Colera mais
frequentemente que outros alimentos. Nesse estudo foi mostrado que os membros das familias
estudadas possuiam o habito de, na refeicdo, compartilharem com as méos o alimento
diretamente da panela onde foram preparados.

A multiplicacdo da bactéria no alimento, introduzida possivelmente pelas maos
contaminadas de portadores assintomaticos foi possivel, pois o alimento envolvido (molho de
amendoim) apresentava condi¢6es adequadas (pH 6,0) ao crescimento do V. cholerae, como
comprovado em avaliagOes laboratoriais. Essa forma de contaminagdo dos alimentos diferia
consideravelmente das formas até entdo descritas que envolviam alimentos cuja contaminacao
se dava por contaminacdo do seu ambiente de producdo ou na manipulacdo do alimento
imediatamente antes do consumo.

O comercio de alimentos produzidos em areas endémicas de Colera pode representar
um risco aos paises importadores. Em agosto de 1991, foi descrito em Maryland, por Taylor
et al., (1993), o primeiro surto de Coblera nos Estados Unidos causado por um alimento

importado: o alimento em questédo foi leite de coco congelado importado da Tailandia, sendo
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que investigagdes no local de producdo evidenciaram contaminacdo das superficies de
manipulacdo desse alimento por agua contaminada com a bactéria.

Em voluntéarios saudaveis da América do Norte, foram necessérias doses de 10!
UFC de V.cholerae, administradas em solucdo salina tamponada (pH 7,2), para causar
diarreia. Quando a acidez estomacal foi neutralizada pela administracdo de 2 g de bicarbonato
de sodio imediatamente antes da administragdo do indculo bacteriano, a dose infectante para
90% dos individuos foi reduzida para 10® UFC. Essa dose foi semelhante & observada quando
da ingestdo de arroz e peixe; contudo, existia 0 acometimento de 100% dos individuos
estudados (KAPER et al., 1995).

Poucos dados estdo disponiveis sobre a dose infectante que ocorre durante as
epidemias de Coélera. Embora as condicBes possam variar consideravelmente de uma
comunidade para outra, os estudos sugerem que a dose na natureza esta na faixa de 10% a 10°
(GLASS; BLACK, 1992). Esses valores sdo dificeis de serem estimados, pois, quando V.
cholerae ¢ liberado nas fezes dos doentes, ele apresenta um fendtipo denominado de “estado
de hiperinfecciosidade”, em que a dose infectante é reduzida em 10 a 100 vezes.

Em relacdo a contaminacdo da agua por fezes humanas, esse estado persiste 5 a 24
horas, sugerindo que essas bactérias sdo mais importantes na disseminacao da doenca do que
aquelas que se adaptam ao meio ambiente. Quando esse estado de hiper infecciosidade é
incorporado aos modelos matematicos, na estimativa do nimero de casos de um surto de
Colera pode ser observada a natureza caracteristicamente exponencial observada nas
epidemias de Colera (HARRIS et al., 2012).

Os pacientes infectados com os sorogrupos Ol ou O139 que sdo assintomaticos
geralmente eliminam o organismo por apenas alguns dias; no entanto, pacientes sintomaticos
abandonam o organismo entre dois dias e duas semanas e raramente mais (NELSON et al.,
2009; WEIL et al., 2009;).

Outro ponto de atencdo no contexto da transmissdo do vibrio, conforme relatado e
descrito anteriormente, da-se pela entrada de formas viaveis, mas nao cultivaveis (VBNC) do
microrganismo no hospedeiro humano.

Colwell et al., (1996) demonstrou que estas podem sobreviver a acidez estomacal e
serem convertidas em formas viaveis cultivaveis (VC), ao chegarem no limem do intestino, e
assim o colonizarem. Um estudo de Almagro-Moreno et al., (2015), entretanto, sugere que o
estado de hipocloridria gastrica (pos-prandial, uso de medicamentos inibidores da liberagéo de

H*) pode reduzir a dose infectante para 10*-10° bactérias.
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O Vibrio cholerae possui fatores de transcricdo (toxR e TCPP) localizados no interior
da membrana no microrganismo, que possuem areas capazes de responder a sinais ambientais.
Uma vez que consigam passar pelo pH acido da regido estomacal do hospedeiro, eles podem
ativar outro fator (toxT) que ativa diretamente os genes de patogenicidade (MORGAN et al.,
2011).

2.5.2 Associacdes ecoldgicas do vibrio colérico

A associacao de bactérias do género Vibrio com diversos “substratos vivos” tem sua
maior representatividade entre os copépodes (BRATLET; AZAM, 2005). Estudos
encontraram amostras de V. cholerae do sorogrupo O1 aderidas a diferentes organismos
planctonicos (copépodas, claddceros e rotiferos) em Bangladesh (TAMPLIN et al.,1990),
assim como foi evidenciada uma alta taxa de associacdo dessa bactéria com copépodes da
espécie Mesocyclops longisetus (ARAUJO et al.,1996).

A presenca do vibrio colérico também foi descrita em mosquitos da ordem Diptera
(BROZA; HALPERN, 2001; HALPERN; IZHAKI, 2017), tartarugas de casco mole (WANG
et al., 2007), aves migratdrias e peixes (HALPERN; IZHAKI, 2017; HOSSAIN et al., 2018;
MITCHELL et al., 2017; SENDEROVICH et al., 2010).

A associagdo do vibrio colérico com peixes vem sendo estudada, como a utilizagdo
de modelos empregando o Peixe Zebra (Danio rerio, Buchanan, 1822) para uma melhor
compreensdo do papel dos peixes na natureza como reservatorios aquaticos de V.cholerae
(MITCHELL et al., 2017).

Em estudo realizado por Hossain et al., (2018), em 48 individuos do peixe Hilsha
(Tenualosa ilisha) comumente utilizado para consumo humano em Bangladesh, foi detectada
a presenca do Vibrio cholerae com o gen da toxina colérica (ctxA), em 20% dos peixes
amostrados. Levantamento bibliografico realizado por Halpern e Izhaki (2017) encontrou o
relato da presenca de V. cholerae em 30 especies de peixes diferentes, conforme a Tabela 5,
concluindo os autores que 0s peixes podem disseminar essa bactéria no ambiente aquatico e
transferi-la para aves marinhas através do consumo dos peixes, tendo, portanto, 0s peixes um

importante papel na disseminacéo do patdgeno.
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Etiologia Local da Ocasido/Localidade Sorogrupo  Referéncias
Amostras  Ano
O peixe Hilsa (Hilsa ilisa) foi [ndia Endemicidade da Colera O1 Pandit; Hora
associado a transmissdo de na India associada ao (1951)
Célera endémica. Peixe Hilsa, Peixe Hilsa
infectado com V. cholerae se
reproduz abundantemente no
rio Hoogly que atravessa
Calcuté (india).
Ingestdo de peixe cru Tailandia Surto em 1959 OlElTor Morgan et al.,
Tailandia 1960
Manuseio e ingestdo de peixes Tanzania Surto na Tanzania 01 Killewo et al.,
em reunides sociais 1989
Pesca, cozimento e ingestdo de Lago na ltalia Néao-0O1 Piantieri et al.,
peixe em lago Italia 1982
Consumo de peixe fresco e Guiné Conagry, Guiné o1 St. Louis et al.,
defumado 1990
Consumo de peixe pouco Oceano Ilhas Guam, 1974 * Merson
salgado Pacifico etal., 1977
Peixe salgado Oceano Ilhas Gilberto, 1974 * Mcintyre
Pacifico etal., 1979;
Kuberski
etal., 1979
Um surto de Colera em 67 Tanzénia Regido da aldeia Butiama O1 Killewo
pacientes (com 11 mortes) foi do Mara (Tanzénia) etal., 1989
correlacionada com manuseio
e ingestio de peixes em
reunides sociais.
Consumo de peixe cru Itélia Italia, 1994 01 Maggi
importado  ilegalmente  da etal., 1997
Albéania
Ingestéo de peixe seco Tanzéania Area rural ao sul da O1 El tor Acosta
Tanzéania sorotipo etal., 2001
Ogawa
Paciente infectado ap6s Nigéria Alemanha, 2001 Ol EI tor Schirmann
manuseio de pescado sorotipo et al., 2002
importado para Nigéria Inaba
Consumo Isca branca Indonésia Sidnei (Australia), 2006 Ol El tor Forssman
importada da Indonésia sorotipo et al., 2007
Ogawa

Legenda: (*) Dados nao informados
Fonte: Traduzido de HALPERN; IZHAKI (2017).

Weynberg et al., (2015) relacionam o “embranquecimento” dos corais devido a
morte de algas simbidticas pelo V. corrallilyticus, os quais, em cepas isoladas, foram
detectados o gen CTX@, especifico da producdo da toxina colérica. Outro reservatorio
importante do V. cholerae séo os substratos quitinosos chamados de biofilmes bentdnicos, que
podem ser vistos como uma vantagem ecoldgica, uma vez que esse ambiente promove

protecdo e disponibiliza grande quantidade de nutrientes. Nessas condi¢cGes as bactérias
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associadas ao biofilme estdo mais aptas a sobrevivéncia por longos periodos (NOGUEIRA et
al., 2002), favorecendo assim seu ciclo de vida, principalmente em ambientes estuarinos
(SULTANA et al., 2018).

2.5.3 Determinantes socioambientais

Os vibrios sdo responsaveis por infec¢des de ambientes aquaticos, favorecidos por
condicdes socioambientais propicias a ambientes ao entorno (EILER et al., 2007), destaque
para processos migratorios ou de transferéncia de agua de lastro, que facilita 0 aumento da
area de contaminacdo e diminuicdo do tempo de disperséo, conectando veiculos (humanos e
ndo humanos) de forma rapida (FERDOUS et al., 2018), que ocasionam registros de Colera
em paises desenvolvidos nos ultimos cinco anos (WHO, 2017).

Apesar de ser uma interacdo complexa de analise, as alteracdes do clima sentidas nas
ultimas décadas, atribuido em grande parte a modificagdes ocasionadas por a¢fes antropicas
no ambiente, tém causado efeitos naturais desastrosos como perda de habitat, extin¢do de
espécies, quebra de equilibrios naturais e, no tocante a agravos a satde humana, favorecido a
morbidade de doencas infectocontagiosas, e a distribuicdo geografica e a sazonalidade se
apresentam como melhores indicadores para anélise entre clima e doencas infectocontagiosas
(LO IACONO et al., 2017). Um dos pontos de interesse, sob este olhar, estd na associacdo
que os vibrios fazem com seres planctonicos, uma vez que estes sdo mais tolerantes a
variacOes climéaticas e se estabelecem em locais com grande porte de matéria organica,
tornando-os assim mais resistentes a pressdes ambientais (WORDEN et al., 2006).

Com o aumento de temperatura, das incidéncias solares e nutrientes, ocorre um
crescimento dos organismos fitoplanctonicos, principalmente algas verdes, que servem de
hospedeiros do vibrio e sdo alimentos para o zooplancton (CHOWDHURY et al., 2017). Um
exemplo disto é a ocorréncia de Colera em paises como Finlandia e Suécia, ocasionada pela
associacdo do vibrio com Red Tides (marés vermelhas, EILER et al., 2007), mostrando assim
uma relagéo positiva com a disponibilidade de matéria organica (WORDEN et al., 2006).

Se, por um lado, a elevagdo da temperatura pode construir um cenario magnificador
para a maioria das infeccOes, entre elas a Cdlera, estes organismos sdo sensiveis a luz
ultravioleta, sugerindo assim a exposi¢éo a incidéncia solar, de aguas servidas, como forma de

prevencdo (SSEMAKALU et al., 2013). Levantamento bibliogréfico realizado por Lo lacono
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et al., (2017) mostrou que, entre todas as doencas infectocontagiosas que tém no clima um
magnificante, a Colera € que apresenta maiores estudos (30%) de todos os 102 trabalhos
analisados.

Entre os fatores fisico-quimicos, a alta salinidade e a baixa temperatura sao
parametros inibidores para desenvolvimento do vibrio, podendo entéo se valer do processo de
VNC como descrito anteriormente (CHOWDHURY et al., 2017; KOKASHVILI et al., 2015).
Nesta perspectiva, o microrganismo pode ainda ser favorecido por: (i) associacdo com outros
grupos bacterianos, (ii) se tornar predador de outras bactérias e (iii) causa desiquilibro
ecoldgico e eliminar possiveis espécies competidoras e predadoras (WORDEN et al., 2006).

Toda esta analise indica a atencdo, no caso da Colera, na priorizagdo de aces em
areas costeiras e estuarinas, onde organismos aquaticos ja se apresentam como hospedeiros do
organismo (FERDOUS et al., 2018). Estas regiGes concentram 0 maior contingente
populacional, o que, consequentemente, acaba por acelerar o processo de degradacéo
ambiental e a contaminagdo de ambientes aquaticos (SACHS, 2012).

Eventos climaticos, tais como o fenbmeno El Nifio, tém profunda interacdo nos
padrdes epidemioldgicos de doencas infectocontagiosas, e a relacdo do aumento de
incidéncias de Colera com este fendbmeno é altamente plausivel, como demonstra estudo de
Moore et al., (2017). A epidemia de Colera experimentada pelo Peru em 1991 teve sua porta
de entrada a area portuéria favorecida pelo fenémeno EI Nino, que ocasionou um aumento da
temperatura da superficie marinha, associado com um quadro de eutrofizacdo e um transito
constante de embarcacdes (COLWELL, 1996). Desta forma, assim como todas as doencas
infecto-contagiosas, a Célera tem nas questdes socioambientais sua maior forca motriz,
gerando altos custos para seu controle (AWALIME et al., 2017).

H& um processo constante de degradacdo ambiental e desigualdades sociais, em que
processos antrépicos vém modificando cada vez mais o ambiente, e assim alterando a
dindmica epidemioldgica das doencas e acentuando o quadro de vulnerabilidade a exposicao
aos patdgenos, entre eles o Vibrio cholerae.
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2.6. Patogenia e quadro clinico da Colera

O principal aspecto da patogenia da Colera, como j& descrito anteriormente, ocorre
no ato da ingestdo de &gua, ou eventualmente alimentos contendo a dose infectante do V.
cholerae.

A bactéria, uma vez vencendo a barreira acida do estdmago, ira colonizar o epitélio
do intestino delgado e produzird a CT que determinard uma diarreia severa. Aliado a producao
da toxina a aderéncia mucosa intestinal € um fator de sucesso para o estabelecimento da
doenca (KAPER et al., 1995). Em estudo de Levine et al., (1982), vinte voluntarios ingeriram
agua contaminada com duas amostras ndo enterotoxigénicas de V. cholerae O1, biotipo El Tor
e sorotipo Ogawa na ordem de 10°% isoladas da agua de esgoto no Brasil, e ndo foi
observado nenhum processo diarreico. Uma das amostras estudadas foi encontrada nas fezes
de oito de treze voluntarios estudados, enquanto a outra amostra ndo foi encontrada nas fezes
dos sete voluntarios avaliados.

A ingestdo, por voluntarios, da CT administrada conjuntamente com cimetidina e
NaHCOs (para diminuir a acidez géstrica) provocou, em outros voluntarios de estudo de
Levine et al., (1983), diarreia semelhante a observada nos casos de Colera, e a magnitude do
processo diarreico se mostrou dose-dependente (5ug de CT determinou a eliminacdo de 1 a 6
litros de fezes em 80% dos voluntarios, enquanto a administracdo de 25ug da CT ocasionou a
eliminacdo de aproximadamente 20 litros de fezes em 100% dos voluntarios avaliados).
Herrington et al., (1988), entretanto, mostraram que a administracdo de 10° de amostra
mutante isogénica de V. cholerae Ol sorotipo Ogawa que possuia uma delecdo no gene tcpA,
responsavel pela producéo da principal subunidade do TCP, nédo causou diarreia em 100% dos
voluntarios avaliados, o que indica que a producdo isoladamente da CT ndo explica a
patogenia da doenca.

O periodo de incubacdo da doenca pode variar de 18 horas a 5 dias, dependendo da
dose infectante ingerida e da vulnerabilidade do hospedeiro, podendo desenvolver quadros
que variam de leve a grave (CLEMENS et al., 2017).

Cepas do sorotipo O1/bidtipo Classico causam quadros mais graves (11%) em
relacdo as biotipo El Tor (2%), conforme a Figura 19 (KAPER et al., 1995).

Os sinais clinicos, apesar de nos estados mais graves serem bastante especificos,
podem se apresentar com sintomatologias bem semelhantes a muitos agravos gastroentéricos
(SILVA, 2012).
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Contribuindo, desta forma, para o confudimento dos sintomas, ha uma diversificacéo
de sinais clinicos, adotada por cada pais, prescreventes de Cdlera (LUCIEN et al., 2018).
Desta forma, ndo séo facilmente diferenciados quadros clinicos classificados como moderados
de Colera em comparacdo a outras infeccdes intestinais que podem ocorrer em areas
endémicas (KAPER et al., 1995).

Figura 19 - Porcentagem da distribuicdo de individuos infectados com o biétipo Classico em
comparacdo com o El Tor

M Classical W El Tor

15

Severa Moderada Médias Inaparente

Nota: A Severa inclui casos hospitalizados em estado grave; a moderada inclui casos detectados em
ambulatérios e pequenas incluem confirmacao por meio de pesquisa bacterioldgica.

Fonte: Adaptado de GANGAROSA; MOSLEY, (1974) In: KAPER et al., (1995).

Amostras do sorotipo 0139 causam quadros clinicos semelhantes aos do sorotipo
O1, devendo, por isso, ser reconhecido também como agente da Colera epidémica
(BHATTACHARYA et al., 1993). Dependendo da situacdo do hospedeiro, a infeccdo pode se
manifestar e evoluir de formas diferenciadas, mostrando até uma diversificagdo de antigenos
(LEVADE et al., 2017).

Geralmente a doenca comega de forma aguda com diarreia secretoria com produgéo
de fezes aquosas, que inicialmente s&o marrons com matéria fecal, mas logo adquirem uma
cor cinza pélida. A presenca de muco confere, as fezes, uma aparéncia de “agua de arroz”,

podendo apresentar “flocos” na sua superficie (CLEMENS et al, 2017).
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Ap0s algumas horas do inicio do quadro clinico, surgem frequentemente vomitos e
desconfortos intestinais. Apesar de o quadro de infeccéo intestinal ndo apresentar febre, ao
menos existe uma co-infecgdo por outros agentes (KAPER et al., 1995; SOMBOONWIT et
al., 2017).

A perda de liquidos nas fezes é expressiva, podendo atingir rapidamente de 500 a
1000 ml/hora, podendo ocorrer, em consequéncia dessa perda acentuada de fluidos, cdibras
musculares, letargia, pulsacdo radial rapida, estado de inquietacdo e muita sede (KAPER et
al., 1995). Esse quadro de desidratacdo ocasiona a elevacdo da dosagem da creatinina sérica e
da ureia plasmaticas, além dos valores dos hematdcitos.

Quando as perdas de bicarbonato nas fezes e a acidose lactica se instalam associadas
a desidratacdo, podem ocorrer um quadro de acidose grave manifestada pela reducdo do pH
do sangue e do bicarbonato plasmatico, com um aumento do “gap” anidnico sérico, que se
baseia na diferenca entre os cations-sodio presentes no sangue e 0s anions - bicarbonato e
cloro. Além disso, o acometido sofre com perda na firmeza cutanea, débito urinario,
respiracdo ofegante, olhos e abdémenes invaginados e a fonacdo prejudicada (KAPER et al.,
1995).

Com todo este cenario, a ocorréncia de desequilibrio eletrolitico, ocasionando
hipocalemia (fadiga, fraqueza muscular e arritmias), hiponatremia (agrava a fadiga e fraqueza
muscular, podendo causar cdibras e confusdo mental) e hipoglicemia (liconeogénese hepética
insuficiente, e em criancas pode estar associada ao coma e convulsdes) e a hipoperfusao
sanguinea de Orgdos terminais, que pode levar a insuficiéncia renal aguda, acidente vascular
cerebral e, em pacientes gravidas, abortos espontdneos, partos prematuros e natimortos
(CLEMENS et al, 2017; KAPER et al., 1995; SOMBOONWIT et al., 2017).

A morte pode ocorrer dentro de poucas horas ou apds o aparecimento dos primeiros
sintomas (CHIANG; MEKALANOS, 1999), sendo que 50% dos pacientes ndo tratados
morrem de diarreia grave devido a desidratacdo, podendo perder de 8 a 20 litros por dia
(FASSANO et al.,1991), e criancas de 0 a 5 anos sdo as mais afetadas (LEAROYD; GAUT,
2018; WHO, 2010).

O choque hipovolémico € a ameaca imediata & sobrevivéncia de um paciente com
Colera grave; logo, a avaliagéo clinica inicial do paciente deve se concentrar na determinacéo
do nivel de desidratacdo e na estimativa do volume de fluido corporal que precisa de

reposicdo e na compensagdo das continuas perdas de fluido. A taxa de letalidade da doenca
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com aplicagdo das modernas abordagens e manejo clinico foi reduzida para menos de 1%
(CLEMENS et al., 2017).

2.7 Identificacdo de casos suspeitos e diagndéstico da Colera

Segundo a OMS (WHO, 2006), é considerado como caso suspeito de Colera o
individuo (i) que esteja em area sem evidéncia de circulacdo dos sorogrupos toxigénicos,
independentemente da faixa etaria, porém habite em local onde esteja ocorrendo casos da
doenca e que apresente diarreia aquosa aguda por mais de 3 dias consecutivos; (ii) que esteja
em éarea sem evidéncia de circulagdo dos sorogrupos toxigénicos, mas apresente diarreia,
independentemente da faixa etéria, que coabite com pessoas que retornaram de &reas
endémicas ou epidémicas de Colera hd menos de 30 dias (tempo correspondente ao periodo
de transmissibilidade do portador somado ao dobro do periodo de incubacéo); (iii) que esteja
em &rea sem evidéncia de circulacdo dos sorogrupos toxigénicos, mas tenha mais de 10 anos
de idade e apresente diarreia sUbita, liquida e abundante, com presenca de desidratacdo rapida,
acidose e colapso circulatério, o que reforca a suspeita e (iv) que esteja em area com
evidéncia de circulacdo dos sorogrupos toxigénicos e apresente quadro de diarreia aguda
independentemente da faixa etéria.

Koo et al.,(1996) recomendam que, nos paises sul-americanos, a notificacdo de
Colera seja feita de acordo com as seguintes identificacGes: (i) caso confirmado de Colera O1:
através do isolamento da cepa em casos diarreicos; (ii) caso confirmado de Colera O139:
através do isolamento da cepa em casos diarreicos e (3) caso clinico de Colera: pacientes com
idade igual ou superior a cinco anos de idade com quadro de diarreia aguda.

Vugia et al.,(1992) sugerem duas vertentes para os casos diagnosticados de Colera:
(i) caso suspeito: casos de diarreia aguda incidindo em pessoas maiores de 65 anos e (ii) caso
confirmado: isolamento do vibrio nos casos diarreicos agudos.

Para todos 0s casos suspeitos, serdo coletadas amostras de fezes, que serdo
processadas para rotinas microbiologicas de isolamento, caracterizacdo bioquimica e
comprovacdo molecular por PCR. O Bacteriological Analytical Manual (BAM, 2004b) e o
Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2018b) descrevem toda a rotina - desde a

coleta até a comprovacdo molecular.
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2.8 Tratamento da doenga

O principal componente do tratamento da Colera € a reposi¢do de agua e eletrolitos
por via intravenosa (casos graves) ou por via oral (RAMAMUTHY et al., 2019; WHO, 2019).

Apos a instalacdo do quadro de diarreia aguda, este procedimento deve ocorrer
rapidamente. Caso contrario, a mesma pode evoluir para seu quadro severo, na qual a diarreia
se magnifica, podendo a vitima vir a ébito em um curto periodo de tempo (WHO, 2006).

Quanto ao volume da terapia de hidratacdo oral, Bennish (1994) relata que,
dependendo da quantidade administrada (maior que 100mL/kg), na primeira fase da doenca,
esta pode ser suficiente para um tratamento eficaz, concomitante com o monitoramento das
fezes.

Os antimicrobianos desempenham um papel, embora importante, secundario no
tratamento da Cdlera, diminuindo a gravidade da doenca, a duracdo da diarreia e a excregdo
da bactéria nas fezes, diminuindo assim a contaminacdo ambiental (RAMAMUTHY et al.,
2019; WHO, 2019). A antibioticoterapia deve ser iniciada precocemente, usualmente 3 a 4
horas ap06s o inicio da reidratacdo e a reducdo da frequéncia dos vomitos. Isso porque 0s
antimicrobianos empregados devem ser preferencialmente administrados por via oral, o que
implica um menor custo e porgque ndo existem vantagens na utilizacdo de drogas injetaveis
(RAMAMUTHY et al., 2019; WHO, 2019).

Os primeiros antibidticos utilizados no tratamento da Célera foram as tetraciclinas,
preferencialmente a doxiciclina (por ser utilizada em dose Unica) e outras drogas alternativas,
tais como a furazolidina, cloranfenicol, fluoroquinolonas (ciprofloxacino), macrolideos
(eritromicina e azitromicina) e o sulfametoxazol-trimetoprima (HARRIS et al., 2012; WHO,
2019).

2.8.1 Resisténcia antibidtica

Diferentemente de outros patdgenos, que apresentaram resisténcia a antimicrobianos
precocemente, V. cholerae manteve o padrdo de sensibilidade por um longo periodo. Em uma
pesquisa mundial, realizada em 1976, apenas 3% das amostras selecionadas aleatoriamente

foram resistentes aos antimicrobianos comumente usados. Este cenario mudou rapidamente,



83

principalmente devido ao uso indiscriminado destes farmacos (GOSH; RAMAMURTHY,
2011).

Em 1979, dados apresentados pelo National Institute of Cholera and Enteric
Diseases (Kolkata, india), segundo uma pesquisa realizada em Bangladesh, mostrou que cerca
de 18% das amostras estudadas apresentavam resisténcia a varios antimicrobianos. Este
cenario vem se alterando progressivamente, tendéncia a qual também é observada em estudos
em outras regides onde a Cdlera ocorre (GOSH; RAMAMURTHY, 2011).

O surgimento de amostras de V.cholerae Multidroga Resistentes - MultiDrug
Resistant (MDR) e extensivamente resistentes - Extensive Drug Resistant (XDR) é um
excelente exemplo de evolucdo bacteriana nos Ultimos tempos. Durante a década de 1960, a
resisténcia a um ou alguns antibioticos relatados em V. cholerae ocorreu principalmente
devido a aquisicdo de mutacdes espontaneas no alvo da droga, como DNA girase,
Topoisomerase, subunidade b da RNA polimerase (RpoB) e Proteina Ribossdmica de
pequenas subunidades S12. Posteriormente, o surgimento de MDR e XDR de V. cholerae
decorreu de outros mecanismos de aquisicdo de resisténcia como a transferéncia horizontal de
genes (HGT) por meio de plasmideos auto-transmissiveis e de replicacdo autbnoma (IMGES)
integrativos, incluindo elementos conjugativos integrantes (ICE), sequéncias de insercédo (IS)
e elementos genéticos transponiveis, como sumarizado no Quadro 2 (DAS et al., 2019).

O SXT é um ICE de V.cholerae O1, que carrega genes de resisténcia ao
sulfametoxazol-trimetoprim, estreptomicina e cloranfenicol, sendo relatada sua presenca
também no sorogrupo 0139. O SXT, ou ICE intimamente relacionados, foram relatados na
maioria das cepas clinicas e ambientais de V. cholerae isoladas na Asia e na Africa (BURRUS
et al., 2006; GOSH; RAMAMURTHY, 2011).

Amostras de V. cholerae O1 isoladas, antes da década de 1970, eram suscetiveis a
tetraciclina. Em funcdo do uso extensivo desse medicamento, contudo, em muitos paises
africanos, cepas resistentes foram relatadas, referindo-se ao mecanismo de transferéncia por
conjugacéo de plasmideos-R (plasmideos de resisténcia) por amostras de Escherichia coli. A
presenca de plasmidios-R também foi relatada no sorotipo 0139, onde um plasmideo de 200
kb codifica a resisténcia a tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol, canamicina, gentamicina,
sulfametoxazol e trimetoprim (GOSH; RAMAMURTHY, 2011).
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Quadro 2 - Genes de susceptibilidade/resisténcia a antibidticos que codificam a funcéo de
resisténcia e elementos genéticos portadores dos genes de resisténcia em V.
cholerae

Genomic elements
Transposons Integrons Integrating Conjugative Elements Insertion Sequences Plasmids

i blanom-1 blapHa-1
Resistance Genes R 5 aphA1 arr2 shble | carr ant 3’ tet(M)
0 cal aac.
rosL_dffA dhii|bla  strA strB _, |fetAtetR merR ety fo1p qacEAT
P £ a aphD tetG aac-lb | ber mphRKmIX | moh2 mel armA

e LI floR T suiimdis qnrVC3 ereA2 blaP vigA blacrxn  rmtB rmtC rmtF
Rifampicin Imipenem
i Chloramphenicol | Zeocine Meropenem
Resistance Ciprofloxacin Tetracycline Polymixin
Ampicillin Gentamycin Mercuric ion Macrolides
Streptomycin Neomycin Bicyclomycine Ammoglypomdes
Sulphonamide Nalidixic acid Erythromycin Doxycycline
Streptomycin Florfenicol Tetracycline Cefoxitin Aztreonam
Azithromycin Trimithoprim Furazolidone Erythromycin Carbenicillin Ceftazidime

Spectinomycin Fosfomycin Amikacin Bacitracin

Polymixin

f Ervthromycin Carbapenem Linezolid Telavancin y 4
ggmﬁ: K;yr:amyc)iln Nalidixic acid Telithromycin Bee:ifIZxacin Fldaxorrlm{cln
Gramicidin Rifamycin Trimethoprim Daptomycin Ceftriaxone Bedaquiline
Neomycin Metronidazole F°§f0mVle\ 'I'lgecycllng Colistin Teixobacitin
Streptomycin Gentamycin Actinomycin D Retapamulin
Chloramphenicol || Mupirocin Lincomycin Garenoxacin
Polymyxin Azithromycin Oxazolidinone
Chlortetracycline Imipenem
Cephalosporin Ciprofloxacin
Bacitracin
Nitrofurans
Sensitive

Fig. 1. Antibiotic susceptibility/resistance genes encoding resistance function and genetic elements carrying the resistance genes in V. cholerae. The picture shows that V.
cholerae acquired resistance functions against almost all the commonly used antibiotics over time. Most of the resistances are due to acquisition of MGEs that are physically
linked with the antibiotic resistance genes. Relevant information was obtained from multiple sources including htp://arpcard. mcmaster.ca, and references from [28,29,30,31].

Nota: A imagem mostra que o V. cholerae adquiriu funcBes de resisténcia contra quase todos os antibi6ticos
comumente usados ao longo do tempo.

Fonte:  DASetal., (2019).

No inicio do século XXI, na india e em outros paises, foi detectada a resisténcia a
fluoroguinolona (ciprofloxacino), devido principalmente a mutacdo no gene gyrA, que
codifica uma subunidade da DNA girase, seguida de mutac6es no gene parC, que codifica
uma subunidade da DNA topoisomerase IV (GOSH; RAMAMURTHY, 2011). Outra forma
de resisténcia aos antimicrobianos descrita sdo os “Integrons”, que sio sistemas de aquisigdo
de genes de ocorréncia natural que possibilitam a bactéria capturar genes exdgenos e 0s
incorporar em seus genomas, € um importante papel desse dispositivo sdo a associacdo a
elementos genéticos mdveis e a genes de resisténcia a antimicrobianos (FONSECA et al.,
2008).

Uma classe diferenciada de “Integrons” descrita para V. cholerae é denominada de
“Superintegron” (MAZEL et al., 1998), e estd localizada de forma sessil no cromossomo,
contendo centenas de genes com fungdes pouco conhecidas, mas que possuem homologia

outra que codificam resisténcia a antimicrobianos (SA et al., 2010). Em 1991-2000, durante a
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epidemia de Cdlera no Brasil, foram isoladas na Amazonia amostras de V. cholerae O1 que
possuiam no “Superintegron” (FONSECA et al., 2008; GOSH; RAMAMURTHY, 2011).
Adicionalmente, as bombas de efluxo constituem um mecanismo de resisténcia a
antimicrobianos, caracterizados pelo transporte do antimicrobiano do meio intracelular para o
meio extracelular, impedindo que estes atinjam o seu sitio de acdo, ndo produzindo seu efeito.
Estudo realizado por SINGH et al., (2006) demonstrou que dele¢des nessas regides tornaram
as amostras suscetiveis a norfloxacina e ciprofloxacina, que sdo antimicrobianos para 0s quais

as amostras de V.cholerae se apresentava resistente originalmente.

2.9 Profilaxia da Colera

Dentre as medidas profilaticas para o combate e controle da Codlera e muitas outras
doencas infectocontagiosas, podemos destacar: (i) oferta de agua em quantidade e qualidade
suficiente; (ii) destino e tratamento adequado de dejetos; (3) destino adequado do lixo; (iv)
educacdo em saude; (v) controle de portos e agua de lastro; (vi) higiene dos alimentos e (vii)
disposicdo e manejo adequado de cadaveres (SILVA, 2012).

A vacinacdo se apresenta como uma medida complementar de prevencao e controle,
que pode ser implementada a curto e médio prazos, enquanto investimento em saneamento,
educacdo e comunicacdo se apresentam como medidas eficazes, ndo s6 para a Colera como
para outras doencas infectocontagiosas (DONADEU et al., 2009).

A imunidade por via oral contra a Cdlera foi desenvolvida na Suica entre os anos de
1970 e 1980, e estabilizada somente em 2013, porém sO recomendada, primariamente, pela
Organizacdo Mundial de Saude, em reposta a emergéncias e em ocorréncia de crises
humanitarias (DONADEU et al., 2009; SEIDLEIN; DEEN, 2018).

Dois tipos de vacinas orais sdo utilizados no tratamento preventivo da doenca:
Dukoral e a Shanchol ou Morcavax (01/RR/AP/97/VIR, Shantha Biotechnics Private Limited,
Sanofi Pauster® Made in China) (WHO, 2010). Atualmente ocorre a producgéo de cerca de 25
milhdes de doses anualmente (SEIDLEIN; DEEN, 2018).

A confeccdo da vacina para doencas causadas por vibrios, entre elas a Cdlera, pauta-
se na producdo de anticorpos antivibraticos e especificos para toxinas. Nenhum desses

anticorpos, no entanto, é um eficiente confiavel da imunidade protetora. A imunoglobulina A
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secretora (sIgA) é considerada um marcador importante da imunidade humoral da mucosa.
Outro anticorpo importante refere-se aos da imunoglobulina G (IgG) aos antigenos
especificos, que ocorrem apds a infeccdo natural e a vacinagdo. Nos adultos, o aumento da
IgG sérica para a toxina B da Colera é detectavel por pelo menos 270 dias apds a infeccao
natural (DONADEU et al., 2009).

As vacinas injetaveis tém sua producdo minima em poucos paises e ndo sao
recomendadas pela Organizacdo Mundial da Saude, principalmente por causa da sua eficacia
limitada e pouca duracéo de protecdo (WHO, 2010).

Até 2017, 8 milhdes de doses foram enviadas para mais de 40 campanhas de
vacinacdo em massa implementadas em 14 paises em varios cenérios, entre eles surtos, areas
endémicas ou em crises humanitarias (DONADEU et al., 2009). Segundo a OMS (WHO,
2010), no periodo epidémico de 1980, em Bangladesh, a vacina Shanchol apresentou um
menor tempo de protecdo contra o El Tor e o Classico, se comparado com a eficacia da
Dukoral, mas, ap6s o periodo posterior (dois anos apds), ela se mostrou equivalente ou até
melhor que sua concorrente. Ainda ndo existem dados, variaveis temporais consistentes nem
marcadores de subunidade B para avaliar o destaque das vacinas.

Modelagem realizado por KUNKEL et al., (2016) concluiu que a quimioprofilaxia
antimicrobiana de soldados de forca de paz, que partem de paises onde a Cdlera é endémica,
seria mais eficaz que a vacinacdo na prevencao do surto no Haiti, reduzindo a probabilidade
de epidemia em 91% se implementada sozinha e 98% se associada a imunizacé&o.

Os anticorpos sdo sintetizados no paciente, na relagdo antigeno versus anticorpos, e
sdo facilmente detectados, pela metodologia especifica, ja que se apresentam circulantes por 6
a 12 meses e retornam a niveis pré-infeccdo ap6s 13 a 19 meses (CLEMENTS et al., 1982).
Estudos em localidades incidentes de surtos apontam para altas concentracdes de anticorpos
circulantes na populacdo local, sugerindo uma reposi¢cdo, apontando problemas ambientais
magnificadores (FILIZOLA et al., 2007).



87

3 OBJETIVOS

GERAL

Elaborar e analisar uma proposta metodoldgica inicial para prevencao de introducéo
do Vibrio cholerae toxigénico em aguas nacionais por descarga de agua de lastro, em
consonancia com o padrdo D-2 da Convengdo BWM (IMO, 2004), no tocante a especificidade
das embarcacgdes a serem amostradas, tendo como estudo de caso o Porto da Cidade do Rio de

Janeiro.

ESPECIFICOS

1. Analisar a vulnerabilidade da regido de estudo para sobrevida do V.cholerae, e, para
alcancar esse objetivo, teriamos duas frentes: (i) Reconhecer, através de levantamento
bibliogréafico, as condi¢bes fisico-quimicas ambientais (pH, temperatura e salinidade) para
sobrevida do V.cholerae e a ocorréncia do mesmo no local de estudo, detectando assim a
vulnerabilidade da regido e (ii) Diagnosticar o padrdo dos parametros fisico-quimicos
ambientais em pontos estratégicos da area de estudo, contribuindo assim com o objetivo
especifico 1.

2. Elaborar e propor um indice de risco para cada origem das embarcacOes, através de uma
analise conjunta de indicadores construidos, direcionando assim as prioridades de
amostragens.

3. Monitorar as embarcacGes visitantes ao local de estudo, aplicando o indice de risco
proposto pelo objetivo especifico 2, selecionando assim possiveis alvos de amostragem.

4. Elaborar um protocolo para analise microbiologica de &guas salobras e marinhas
(superficiais ou de lastro) para deteccao das formas toxigénicas de V. cholerae.

5. Identificar a presenca do Vibrio cholerae, na sua forma toxigénica, em &guas superficiais e
de tanques de lastros de navios visitantes, apontados pelo objetivo especifico 3, testando as
metodologias propostas.

6. Analisar todos procedimentos executados sugerindo ajustes detectados ao longo do
processo, de forma a aperfei¢coar a metodologia e torna-la mais exequivel para a aplicacéo

em todos os portos nacionais brasileiros.
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4 JUSTIFICATIVA

O foco da Convencdo Internacional sobre administracdo da agua de lastro BWM
(IMO, 2004) esta exatamente em atenuar o processo de bioinvasdo ocasionado pelo transporte
de agua realizado pelo modal maritimo em todo o mundo pelo processo de lastreamento das
embarcacdes. A regulamentacdo D-2, descreve bioindicadores que atestem a eficacia das
metodologias utilizadas no contexto de combate a introducdo de espécies em todo 0 mundo
por &gua de lastro, entre eles, biomicroindicadores patogénicos. Desta forma, a verificacdo da
eficacia de equipamentos e metodologias, instalados a bordo para o tratamento da agua, deve
ser uma constante para o efetivo cumprimento da norma.

Um dos problemas concernentes a verificacdo da efetividade dos sistemas de padréo
D-2 presente nas embarcacdes esta na verificacdo da conformidade destes a com legislacéo
vigente BWM (IMO, 2004). Isto se mostra como um grande desafio seja pelo alto nimero de
embarcacGes que visitam os portos no mundo diariamente, assim como a demora dos
resultados das analises microbiologicas que possibilitam a identificacdo - ou ndo - dos
organismos bioindicadores nas amostras investigadas.

A preocupagéo deste trabalho envolve exatamente a reducéo do esforgco amostral a ser
considerada para verificacdo da regra D-2, otimizando assim os esforcos operacionais e
especificando navios que possam realmente ter algum risco efetivo, aliado a construcdo de um
protocolo de analise microbioldgica para identificacdo do V.cholerae na sua forma toxigénica
(sorogrupos O1 e 0139).
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5 METODOLOGIA

Tomando por base a justificativa, este trabalho apresenta uma proposta de abordagem
metodoldgica inicial na prevencdo de introducdo do vibrido colérico toxigénico em &guas
nacionais por descarga de &gua de lastro, em consonancia com o padrdo D-2 da Convengéo
BWM (IMO, 2004), objetivando a identificagdo de “navios alvos”, diminuindo, assim, o
esforco amostral e descrevendo uma rotina microbioldgica para analise da amostra. Para tal,
usamos como “area piloto” para este estudo a zona portudria da Cidade do Rio de Janeiro,
mais especificadamente o Porto da Cidade.

Esta proposta teve como pilar trés indagacdes fomentadoras que norteiam toda
construcdo metodoldgica. Estas exigem o desenvolvimento de estratégias para respondé-las e
assim atingir o objetivo principal deste trabalho. Na Figura 20, apresenta-se 0 esquema
metodolégico, proposto neste trabalho, que é focado na construcdo de processos destinados a

responder as trés perguntas delineadoras do método proposto.

5.1 Pergunta 1: A regido de descarga é vulneravel a introducdo do vibrio colérico
toxigénico?

Para agirmos efetivamente na promocdo da salide ambiental em uma perspectiva de
salde coletiva, faz-se necessaria a compreensdo dos riscos ambientais de uma determinada
regido de forma integrada, histdrica, sistémica e espacial. Desta forma, o primeiro passo desta
proposta metodoldgica tem como pergunta motivadora saber se o local de estudo, ou seja,
nesse estudo de caso piloto, as aguas portudrias da cidade do Rio de Janeiro apresentam
vulnerabilidade ao estabelecimento do vibrido colérico toxigénico e possiveis casos da
patologia, caso seja introduzido por agua de lastro. Assim, esta pergunta foi respondida com
duas iniciativas: 1%) Levantamento bibliografico de padrdes fisico-quimicos de
vulnerabilidade que possibilitem a ocorréncia do organismo na regido nos seguintes
depdsitos de artigos: PubMed, Scielo, Biblioteca Virtual de Saude (BVS), e as palavras
chaves utilizadas foram: Colera, Vibrio colérico, Cholerae, Vibrio cholerae. Essa iniciativa
teve duas finalidades: (1.a) saber quais sdo as condi¢cdes ambientais ideais de pH, salinidade e

temperatura para sobrevida do organismo e (1.b) averiguar se existem levantamentos de
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ocorréncia do organismo no local de estudo, com variagdes temporais para observar se houve
flutuacdo do padrdo e 2%) Monitoramento das condigdes fisico-quimicas da regido de pH,
salinidade e temperatura.

Figura 20 - Proposta metodoldgica do estudo

Pergunta 1
A regido de descarga é vulneravel a introducao do vibrio colérico toxigénico?

1.1
Levantamento bibliografico
de padrdes fisico-quimicos de
vulnerabilidade e ocorréncia
do organismo na regido.

1.2
Monitoramento das condicGes
fisico-quimicas da regido.

Pergunta 2
Alguma embarcacéo visitante possui risco de introduzir o
vibrio colérico toxigénico por agua de lastro?

2.1
Construcéo de indicadores
para classificacdo de risco

das origens das
embarcagdes visitantes.

2.2
Monitoramento de
embarcacdes visitantes para
selegdo de navios alvos a
serem amostrados.

Pergunta 3
Os lastros das embarcacdes visitantes, assim como o local de estudo, tém
ocorréncia do vibrio colérico toxigénico?

3.1
Amostragem para
identificacdo da presenca do
organismo em amostra de
aguas portuarias e de tanque
de lastro.

Fonte: O autor. 2020.

A Figura 21, assim como a Tabela 6, apresenta a localizacdo dos pontos de coletas
selecionados para amostragem.
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Figura 21 - Pontos de monitoramento da Baia de Guanabara (Rio de Janeiro)
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Fonte: O autor, 2020.

Tabela 6 - Coordenadas dos pontos de monitoramento na Baia de Guanabara (RJ/Brasil)

Ponto Referéncia Latitude Longitude
P1 Canal do Cunha 22°51'54.55”°S 43°12°33.70"°W
P2 Cais Séo Cristovao 22°52°49.91”°S 43°12°16.83"'W
P3 Canal do Mangue 22°53749.04°S 43°12°36.04”"W
P4 Cais Gamboa 22°53°20.84°°S 43°11°37.90"°'W
P5 Museu do Amanha 22°53'26.05°S 43°10°40.90"°'W
P6 DHN 22°53°21.50”°S 43°08°22.50"'W
P7 Ancoragem Interna 22°52°6.61°°S 43°09°20.69"'W
P8 Ilhas Internas 22°49°52.41°S 43°09°5.95"W
P9 Cais Caju 22°53'14.53°S 43°12°44.80"°W

Fonte: O autor, 2018.

Os pontos para amostragem foram selecionados da seguinte forma: o ponto P1 (Canal
do Cunha) e P9 (Canal do Mangue) foram selecionados por serem locais de desembocadura de
efluentes urbanos; os pontos P2, P3, P4, P5, por cobrirem toda a area da zona portuaria; o
ponto P8 por ser uma area de ancoragem externa; o ponto P7 por ser area de rota de
embarcagdes e o ponto P6 na tentativa de fechar um perimetro. A Figura 22 apresenta registros
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fotogréficos dos pontos de coletas, em uma das campanhas realizadas (dia 02 de maio de
2016).

Para verificacdo dos parametros, foram realizadas coletas das amostras utilizando
garrafas de Niskin a profundidade de um metro da superficie e a um metro do sedimento,
procedidas de determinagdo de pH e temperatura (phmetro multiprocessado AT-315
ALFAKIT® Brasil) e salinidade (Condutivimetro 8306 AZ® Brasil). Os dados foram
tabulados, analisados estatisticamente e graficamente utilizando o software editor de planilhas
(Microsoft Excel 2007®).

Figura 22 — Registro fotografico dos pontos de monitoramento (tiradas em 29.09.2016)

Legenda: (a) P1, Canal do Cunha; (b) P2, Cais Sao Cristévao; (c) P3, Canal do Mangue; (d) P4, Cais Gamboa;
(e) P5, Museu do Amanhg; (f) P6, DNH; (g) P7, Ancoragem Interna; (h) P8, Interno Baia e (i) P9,
Cais Caju.

Fonte: O autor, 2020.
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5.2 Pergunta 2: Alguma embarcacao visitante possui risco de introduzir o vibrio colérico
toxigénico por agua de lastro?

Para tal fim, propusemos a construcdo de um indice e analise de seus indicadores
formadores para uma categorizacdo dos riscos associados a origem de cada embarcacéo,
quanto a possibilidade de descarga de agua de lastro com a presenca do vibrido colérico
toxigénico na zona portudria. Estes indicadores foram analisados em conjunto, objetivando
classificar o risco externalizado, contido em cada embarcacdo, da introducdo do V.c
toxigénico carreados por agua de lastro. Pretende-se, assim, promover medidas de prevencédo
a possiveis acometimentos de agravos a saude humana, ocasionados pelo vibrido colérico, que

tem o transporte maritimo como um possivel vetor.

5.2.1 Indicador de Incidéncia de Coélera (11C)

Este indicador representa o risco da area fonte das aguas de lastro, ou seja, dos
paises onde estdo localizados os portos de origem das embarcacgdes que se destinam a regido
em monitoramento. Embora ndo seja possivel ter certeza sobre a ocorréncia de manobra de
lastro no porto de origem, a ideia € que um navio que recebeu lastro em uma regido na qual
ndo existem casos reportados da doenga represente um “vetor de introdugdo” menos
importante do que uma embarcacao proveniente de um local onde incidéncia/surto/epidemia
tenham sido reportados.

Os dados sobre incidéncias mundiais para elaboracdo desse indicador sdo obtidos
através de acesso aos dados globais da Organizacdo Mundial da Salde

(http://gamapserver.who.int/gho/interactive charts/cholera/atlas.html), e tabulados com o

auxilio do editor de planilhas (Microsoft Excel 2007%).

Segundo Medronho et al., (2009, p.83), ndo existe um critério rigido para
determinacdo de um tempo minimo de observacdo para deteccdo de alteragdo/anélise do
comportamento de uma doenca, ficando a pesquisa interligada aos padrdes epidemioldgicos
da patologia. Assim sendo, tomamos como base, para inicio da observacéo, o ano de 2013
devido a: (i) ser o ano do inicio de declinio do surto epidémico mundial do seculo XXI (2010

a 2012) nas Américas e (ii) ser o ano gque se observaram dados mais robustos quanto a outro


http://gamapserver.who.int/gho/interactive_charts/cholera/atlas.html
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indicador utilizado, que é o Acesso Saneamento (ISB) descrito no item 3.2.3, mais adiante. O
término do levantamento foi no ano de 2017.

A medida de frequéncia utilizada para a classificacdo deste indicador serd o Total de
Incidéncia (TI), que € a soma das incidéncias anuais entre os periodos monitorados. Para
categorizacao de risco da IIC, foi adotado como referéncia o pais com maior TI do periodo,
conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 7 - Célculo do Indicador de Incidéncia de Cdlera (I1C)

I1C Intervalo da Tl
1 Maior ou igual a 50%
2 Entre 10 e 49%
3 Entre 1 e 9%
4 Entre 1 caso e 0,9%

Fonte: O autor, 2020.

Alguns paises, entretanto, podem apresentar um pico epidémico, no periodo
analisado, muito acima da taxa mundial, tornando sua I1C muito discordante da média. Caso
isto ocorra (como por exemplo, no periodo de 2010 a 2012 no Haiti), tomamos por base o
segundo pais com este indicador maior (11C), e assim por diante. Para tal, foi considerado um
destoante, quando a diferenca entre o I1C, entre os paises nesta situacdo, que exceda em 50%
em ndmero de casos. Nessa situacdo, independentemente de qualquer outro indice, qualquer
navio oriundo dessa regido deverd ser amostrado. Por exemplo, esse seria 0 caso de

embarcagdes provenientes do Haiti (epidemia de 2011).

5.2.2 Indicador de Saneamento Basico (ISB)

O Indicador de Saneamento Basico (ISB) tem o objetivo de determinar a
porcentagem de acesso ao saneamento a que a populagéo de cada pais apresenta, sendo este
um fator determinante para introducdo do V. cholerae no ambiente marinho e, assim, por
conseguinte, a possibilidade de carreamento da bactéria pela coleta de dgua de lastro por

navios. Vale ressaltar que o indicador ISB ndo determina a qualidade do saneamento
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aplicado em cada pais. Como nao foi obtido, entretanto, nenhum indicador de “Qualidade de
Saneamento” nas pesquisas realizadas, utilizaremos o acesso ao saneamento como indicador
de ISB.

Os dados sobre o percentual populacional com acesso ao saneamento por pais foram
obtidos atraves do site do Banco  Mundial, disponivel no  sitio
https://databank.worldbank.org/data/home.aspx.

O periodo monitorado foi 0 mesmo do 1IC (2013 a 2017), por apresentar os dados
mais concretos e confiaveis sobre este indicador, em relacdo aos anos anteriores, que
apresentaram muitas lacunas. A medida utilizada foi a média aritmética das porcentagens da
populagdo com acesso ao saneamento.

Foram utilizados apenas os dados referentes aos paises que tiveram incidéncia de
Colera (11C maior ou igual al) nos cinco anos de analise. Para a categorizacao, adotaremos
quartis de 25% conforme a porcentagem da populagdo com acesso ao saneamento, segundo
representado na Tabela 8.

Tabela 8 — Calculo do indicador de Saneamento Basico (ISB)

ISB Intervalo da Média do Acesso ao Saneamento
1 Entre 0 e 25 ou Pais sem registro de dados disponivel*
2 Entre 26 e 50
3 Entre51e 75
4 Entre 76 e 100

Legenda: (*) Sugerimos que pais que ndo tem dados disponivel podem apresentar situacao de risco 1.

Fonte: O autor, 2020.

5.2.3 Indicador de Parte Contratante (IPC)

A construcdo do Indicador Pais Contratante (IPC) parte do ponto que os paises
contratantes da convencdo BWM (IMO,2004) terdo uma maior preocupagdo e assim
construirdo dispositivos legais e procedimentos operacionais, a fim de minimizar os riscos da
introdugdo do organismo, e assim este indicador teve como finalidade saber quais paises sdo
contratantes ou ndo. Através de consulta ao site oficial da IMO, situado no sitio

http://www.imo.org/en/About/Conventions/ListOfConventions/Pages/International- Convention-for-
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the-Control-and-Management-of-Ships'-Ballast-Water-and-Sediments-(BWM).aspx, € seus padrdes

D-1 e D-2, foram determinados quais paises sdo participantes da referida Convengdo. Para o
calculo do IPS, foi atribuida a pontuacdo 1 para paises ndo contratantes e pontuacdo 2 para
0s paises contratantes. Como nos outros indicadores, o menor valor desse indicador
representa a situacdo mais critica. Desta forma, foi atribuido IPC=2 aos paises contratantes e
IPC=1 aos n&o contratantes da Convengéo.

5.2.4 Determinacdo do Risco Origem de cada embarcacdo (RO)

Para determinacdo do Risco Origem (RO), os indicadores IIC, I1SB, e IPC foram
analisados em conjunto. Assim, o célculo do Risco Origem foi dado pela soma destes trés
indicadores. O RO de todas as embarca¢des/pais foram analisadas conforme os critérios
estabelecidos na Tabela 9. Embarcacdes provenientes de localidades situadas no proprio
litoral brasileiro receberam risco 4 (alerta azul). Em principio, elas estdo em uma situacdo
diferente, ja que um eventual surto de célera, em alguma regido do pais, € muito mais fécil de

ser constatado do que em paises localizados em outros continentes.

Tabela 9 - Graus de risco e alerta de acordo com o Risco da Origem de cada origem (RO)

Risco Alerta Risco Origem (RO)
1 Menor/igual a 6
2 7a9
3 Maior que 10

4 N Origem no proprio Brasil
Fonte: O autor, 2020.

5.2.5 Monitoramento de embarcacdes visitantes para selecio de alvos

A fim de determinar quais as origens das embarcagdes visitantes que foram mais
ocorrentes no local de estudo, utilizou-se a ferramenta virtual Marine Traffic

(https://www.marinetraffic.com/pt/) para monitorar os navios atracados no porto do Rio de

Janeiro. O monitoramento ocorreu a cada intervalo de 03 (trés) dias entre janeiro de 2016 a


http://www.imo.org/en/About/Conventions/ListOfConventions/Pages/International-%20Convention-for-the-Control-and-Management-of-Ships'-Ballast-Water-and-Sediments-(BWM).aspx
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janeiro de 2018 (25 meses). Esse intervalo de tempo foi adotado por apresentar, dentro do
cronograma de trabalho, um intervalo vidvel tanto para 0 monitoramento como para analise
dos dados e construcdo do indicador. Os dados foram tabulados quanto: (i) Pais e Porto de
origem; (ii) Nome, Bandeira, Tonelagem, Tipo, Velocidade e Dimensdes da embarcacéo e (iii)

Porto destino, com a data de chegada.

5.3 Pergunta 3: Os lastros das embarcagdes visitantes, assim como o local de estudo,
tém ocorréncia do vibrio colérico toxigénico?

Com a determinacdo do risco de cada origem pela construcdo do RO, que
possibilitou a categorizacdo das origens das embarcacGes e 0o monitoramento dos navios
visitantes, a terceira parte da metodologia se pautou na amostragem (lastro de navios e em
aguas superficiais do local de estudo), com a finalidade de identificar a presenca do vibrido
colérico toxigénico e assim complementar e sustentar a proposta metodolégica. Essas
analises deverdo fazer parte do protocolo de avaliagdo de risco para esse problema em

qualquer area em que se decida aplicar essa metodologia.

5.3.1 Coleta de amostras de aquas superficiais portudrias

Os pontos de coleta de amostras de aguas superficiais (P1, P2, P3, P4, P5 e P9)
foram selecionados por estarem situados na regido costeira proxima da zona portuaria da
regido de estudo, o porto do Rio de Janeiro.

Em cada ponto, foram coletadas 1000 mL de agua superficial, sendo utilizados dois
frascos de vidro borossilicato, com tampa de rosca e capacidade de 500 mL, devidamente
identificados e previamente esterilizados por autoclavagédo (121°C/15 min). No momento da
coleta, a superficie dos frascos e as luvas do operador foram desinfetadas com uma solugédo
alcool etilico hidratado (70° INPM).

Apols a retirada da tampa, os frascos foram colocados em um suporte, que
possibilitava sua introdugdo na agua, na posicdo invertida (de boca para baixo), na
profundidade de 10 a 20 cm (MARKMAN, 2008). Na profundidade estabelecida, os frascos



98

foram desvirados para possibilitar a entrada da dgua. Esta operacéo foi realizada, desprezando
o conteudo colhido por duas vezes com objetivo de “rinsar” o seu interior. Na terceira vez foi
realizada a coleta conforme sugerido por Hug et al., (2012).

Imediatamente apds a coleta, os frascos foram devidamente tampados e
acondicionados em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel para conservacdo das
amostras entre 4 e 10°C (CDC, 2018a; NIQ, 2012) e ao final, as caixas isotérmicas, contendo
as amostras, foram imediatamente transportadas para o laboratério, de modo que o intervalo
de tempo entre a coleta e o inicio do processamento de analise microbiologica da amostra
fosse de no méximo 6 horas (CDC, 2018a; N1Q, 2012).

No mesmo momento em que as coletas foram realizadas, foram verificados também
os parametros fisico-quimicos (pH, salinidade e temperatura) da agua, na superficie (10/20
centimetros da superficie) e em profundidade (10/20 centimetros de distancia do fundo). Para
essa amostragem, foi utilizada uma garrafa de Niskin horizontal de acrilico, sendo o0s
resultados obtidos registrados para serem posteriormente tabulados e analisados,
estatisticamente e graficamente, com emprego do software editor de planilhas (Microsoft
Excel 2007®). A Figura 23 mostra um registro fotografico do processo de “rinsagem” de

amostra superficial descrito acima.

5.3.2 Amostragem de tanques de lastro

Para 0 monitoramento das visitagdes maritimas ao porto, foram acompanhadas as
embarcacdes de longo curso entre agosto de 2018 a dezembro de 2019 (18 meses), com
finalidade de selecéo de navios a serem amostrados, conforme descrito no item metodoldgico
5.2.5.

Quando da iminéncia de chegada de navios de risco 1 a 2, estes entraram em

constante monitoramento com auxilio do site da praticagem (http://www.praticagem-

ri.com.br/). O primeiro passo foi a visitagdo a uma embarcagdo de abordagem preliminar
(Navio Teste = NT), com objetivo de verificacdo da documentacdo de gestdo de lastro, o
acesso aos tanques e ao sistema de tratamento, construindo assim procedimentos e
equipamentos de modo a otimizar as coletas e entender as dificuldades que poderdo ser

encontradas.


http://www.praticagem-rj.com.br/
http://www.praticagem-rj.com.br/
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Figura 23 — “Rinsagem” da amostra para posterior coleta

Fonte: O autor, 2020.

A Figura 24 apresenta o registro fotografico do interior de um dos tanques de lastro,
com acesso a outro nivel inferior, para atingir a superficie da &gua no tanque no momento, e
uma simulagdo de amostragem no NT e a figura 25 mostra o registro fotografico da bomba
adaptada, gracas ao visitacdo ao NT, e 0 agulheiro de acesso ao tanque de lastro no momento
da coleta no Navio de amostragem 1 (N1).

Posteriormente, com a metodologia utilizada de categorizacdo de RO, navios de
risco alto e/ou moderado, assim como aqueles provenientes de portos localizados no proprio
territorio brasileiro, serdo selecionados para amostragens e posterior analise microbiolégica
descritas adiante.

Com acesso a embarcacdo e com posse do relatério de gerenciamento de lastro, a

amostragem sera feita de acordo com a condigdo operacional da embarcacdo. Se a
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embarcacdo tiver o padrdo D-2 instalado a bordo, a amostragem sera feita na saida prépria da
instalagdo de tratamento na praca de maquinas. Alternativamente, em uma eventual
impossibilidade de acesso, um tanque podera ser selecionado, desde que ja tenha passado
pelo processo de tratamento a bordo. Caso a embarcacdo ndo apresente a metodologia de
tratamento padrdo D-2, serd escolhido um tanque, dentro da logistica e disponibilidade
informada pelo comandante ou imediato, com mais risco de conter o organismo, levando em
conta a origem e quantidade do lastro e tempo desde manobra de lastreamento, conforme

disponivel no livro de registro das manobras de aguas de lastro.

Figura 24 - Vista interna de um tanque de lastro com abertura para outro nivel do tanque do
Navio teste

Fonte: O autor, 2020.

O nUmero maximo e minimo de embarcacdes a serem amostradas ndo foi
estipulado, em funcdo das dificuldades operacionais de abordagem, disponibilidade do
Estado do Porto e veracidade das informacGes de atracagem. Nesse caso, 0 objetivo era
analisar embarcacfes com e sem as instalagdes do sistema de lastro dentro do padréo D-2.

Como o presente trabalho ndo é uma amostragem oficial do Estado do porto, 0s
nomes e indicativos dos navios ndo serdo mencionados, mas o0s resultados serdo
disponibilizados aos oficiais das embarca¢fes amostradas, assim como os oficiais do porto

apos a defesa da tese.
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Para verificacdo dos parametros fisico-quimicos, foram coletadas amostras para
determinacdo de pH e temperatura (phmetro multiprocessado AT-315 ALFAKIT® Brasil) e

salinidade (Condutivimetro 8306 AZ® Brasil) no proprio navio.

Figura 25 - Bomba adaptada de captacdo de amostra de lastro

Fonte: O autor, 2020.

5.3.3 Processamento das amostras de dgua para analise microbiolégica

As amostras de aguas superficiais e de tanques de lastro foram processadas nas

analises microbioldgicas como apresentado no fluxograma da Figura 26.
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Figura 26 - Processamento das amostras de agua, superficiais e de tanques de lastro, nas
analises microbioldgicas

Enriquecimento do Filtrado
Agua Peptonada Alcalina (APA)

Isolamento das Amostras Bacterianas
Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (Agar TCBS)

Repique dos Isolados bacterianos
Agar Soja Tripticaseina (TSA)

Armazenamento dos Isolados
| bacterianos

| Infusdo de Cérebro e Coragdo
Testes de Triagem e Provas Bioquimicas (BHI) — Glicerol

Crescimento em Agar Nutriente (0% de NaCl)
Teste de Oxidase
String Test
Agar Lisina Ferro (LIA)
Agar Triplo Acticar e Ferro (TSI)

Caracterizagdo molecular dos isolados
por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
Identificacdo Molecular da Espécie V. cholerae e
sOrogrupos toxigénicos.

Fonte: O autor, 2020.

5.3.3.1 Filtracdo das amostras

Quando do recebimento das caixas isotérmicas no laboratério, a temperatura da
superficie dos frascos contendo as amostras foi determinada com emprego de um termdémetro
digital infravermelho para confirmacdo da sua manutencao na faixa de temperatura (4 a 10°C)
especificada durante o transporte (CDC, 2018a; N1Q, 2013).

As amostras foram homogeneizadas por inversdo dos frascos, por, no minimo, 10
vezes, e filtradas com emprego de copos de policarbonato com capacidade de 500 mL e
membranas filtrantes de mistura de ésteres de celulose, com diametro de 47 mm e poros de
0,45 pm (HAWGO03700, Milipore, MF Merck®), previamente esterilizados por autoclavagéo
a 121°C por 15 minutos. Os copos de filtracdo foram colocados em um suporte de filtracdo
conectado a um sistema de vacuo e, dependendo da quantidade de material particulado da

amostra, foram filtrados volumes de 100 a 150 mL, por cada membrana filtrante. Quando da
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sua saturacdo, esta foi substituida assepticamente por uma nova membrana, sendo este
processo repetido até que um volume total de 1000 mL de cada amostra fosse filtrado. O
processo de filtracdo das amostras em sistema Manifold estd demonstrado em registro

fotografico da Figura 27.

Figura 27 - Processo de filtracdo de amostras

Fonte: O autor, 2020.

5.3.3.2 Enriquecimento do filtrado

As membranas utilizadas na filtracdo de cada amostra foram imediatamente
colocadas em frascos contendo 500 mL de Agua Peptonada Alcalina (APA) para
enriquecimento da presenca de V. cholerae (HUQ, 2012). No preparo da APA, foram
seguidas as recomendacdes do Bacteriological Analytical Manual - M10 (BAM, 2018a).

Apbs a mistura da peptona (RMO007, HiMedia Laboratories, india), em &gua
destilada, e sua dissolucdo por aquecimento, o pH foi ajustado em 8,5+0,2 com uma solucéo
de hidréxido de sédio (106462, Merck Millipore™, Brasil), sendo entdo volumes de 500 mL
distribuidos em frascos de vidro borosilicato com tampa rosca e esterilizados por
autoclavacao (121°C por 15min).

Ap0s a colocacdo nos frascos de APA das membranas utilizadas na filtracdo das

amostras de agua, os frascos foram agitados vigorosamente para desprendimento do material
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filtrado retido nas membranas, sendo ent&o incubados a 35°C a 37°C por 8 horas em estufa
estacionéria (CDC, 2018a; HUQ, 2012).

5.3.3.3 Amostras controles

Conforme as normas de rotinas em microbiologia, em todos os procedimentos a
seguir foram utilizados controles negativos e positivos, para verificagdo da funcionalidade os
meios e teste. Os controles negativos foram selecionados de amostras bacterianas isoladas, a
partir das amostras de agua superficial, que apresentavam resultado negativo para utilizacéo
da sacarose em Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose - Agar TCBS (265020, Difco™, USA)
diferente do microrganismo alvo.

O controle positivo para a espécie V. cholerae do sorogrupo O1 (INCQS: 00156;
Lote 0709156; Origem: ATCC 9458; Biotipo El Tor; Sorotipo: Ogawa) foi obtido junto a
Colecdo de Microganismos de Referéncia em Vigilancia em Salde (CMRVS) do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ), enquanto o controle
positivo para a espécie V. cholerae do sorogrupo 0139 (IAL: 2013, M-045) foi obtido no
Nucleo de Colecao de Microrganismos do Instituto Adolfo Lutz.

5.3.3.4 Isolamento das amostras bacterianas

Apbs o periodo de incubacdo, sem agitar o frasco, um volume de 100uL da porcédo
superficial do meio de enriquecimento foi transferida para uma placa Agar TCBS (265020,
Difco™, USA) e semeada pela técnica de semeadura de esgotamento com auxilio de uma
alca de niquel-cromo (CDC, 2018a).

O Agar TCBS foi preparado segundo as recomendacBes do fabricante e, apos a
completa dissolucdo dos seus componentes por aquecimento, o meio foi resfriado e
distribuido em placas de Petri descartaveis de 150 x 20 mm. Foram empregadas placas de
Petri destas dimensdes, por terem uma maior area para semeadura e consequentemente

possibilitar um melhor esgotamento das amostras.
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Apbs a semeadura, as placas de Agar TCBS foram incubadas na posicdo invertida a
35°C por 18 a 24 horas, sendo entdo examinadas quanto a presenga de colbnias com
caracteristicas presuntivas de serem de V. cholerae. Tipicamente, coldnias com 2-4 mm de
diametro, circulares, lisas, ligeiramente achatadas e uma coloracao tipicamente amarela que se
estende ao meio de cultura seu redor (CDC, 2018a; 2018b). A coloragcdo amarelada decorre da
metabolizacdo da sacarose presente no meio, que leva a formacéo de acidos com consequente
mudanca da cor verde original do meio para amarelo, em funcao da presenca do indicador de
pH como constituinte do meio de cultura de azul de bromotimol (CDC, 2018a).

A Figura 28 mostra duas placas em meio Agar TCBS divididas em setores, e em
varios deles podem ser observadas col6nias amarelas (sacarose +), que sdo as presuntivas de

V. cholerae.

Figura 28 - Colbnias presuntivas (amarelas) de V. cholerae em Agar TCBS

Fonte: O autor, 2020.

5.3.3.5 Repique das colbnias suspeitas isoladas em Agar TCBS

A partir de cada placa de Agar TCBS, foram selecionadas 5 colnias com morfologia
presuntiva de V. cholerae e repicadas para placas de Agar Soja Tripticaseina (TSA) (M1968,
Himedia®, india), preparadas conforme as especificacdes do fabricante, sendo incubadas a
35°C por 16 a 18 h (MENEZES et al., 2014).
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5.3.3.6 Armazenamento dos isolados bacterianos

Para preparo do “estoque de trabalho”, o crescimento das amostras nas placas de
TSA foi semeado em Agar Mueller Hinton (70191, Sigma-Aldrich™, USA), preparados
conforme as instrugcdes do fabricante e distribuido em tubos, sendo apds a esterilizacdo
solidificados na posicéo inclinada.

Para preparo do “estoque permanente”, suspensdes em Infusdo de Cérebro e Coracéo
Bovino (BHI), adicionado de glicerol (BHI-Glicerol), dos isolados bacterianos foram
preparadas a partir do crescimento em TSA e conservadas durante todo o periodo do estudo
sob congelamento em freezer a -20°C. O BHI-Glicerol foi preparado pela adi¢cdo de 20% de
glicerol (G5516, Sigma-Aldrich™) ao BHI (70138, Sigma-Aldrich™, USA). Volumes de 1,0
mL desse meio foram distribuidos em microtubos graduados de 1,5 mL e esterilizados por
autoclavagdo a 121°C por 15 minutos para serem utilizados no preparo do “estoque
permanente” (SAEKI et al., 2015).

As amostras bacterianas congeladas BHI-glicerol, quando necessario, foram
“ativadas” pela semeadura de uma “al¢ada” da suspensdo de BHI-glicerol em tubos de Caldo
Soja Tripticaseina (TSB) (22092, Sigma-Aldrich™, USA). Os tubos foram incubados a 35°C
por 16 a 18 horas, sendo entdo repicadas por esgotamento em uma placa de TSA, para

verificacdo da viabilidade e pureza.

5.3.3.7 Rotinas de identificacdo dos isolados bacterianos

Com base na proposta metodoldgica desse estudo, foram estabelecidas rotinas de
identificacdo dos isolados bacterianos com base no nimero de isolados que foram estudados
e/ou valor do RO das embarcacdes, objetivando resultados rapidos e de menor custo.

Foi estabelecido que, em um cenario com um nudmero de isolados bacterianos
elevado e em que ndo exista um com prazo reduzido para liberacdo dos resultados (como por
exemplo um navio de risco 1 que precise desatracar do berco rapidamente), a adogédo de testes
de triagem e provas bioguimicas pode ser necessaria, a fim de minimizar os custos com as
rotinas moleculares de PCR. Quando em situacGes de risco iminente, entretanto, como

amostras de lastro de navios com risco 1 ou em paises que estejam experimentando um
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periodo de surto epidémico, a metodologia, a partir das amostras dos tanques, pode ser
abreviada com a realizagéo da PCR diretamente dos isolados crescidos em TSA.

5.3.3.8 Testes de triagem e provas bioguimicas

Esta etapa estava prevista no planejamento do estudo para coletas de amostras de
agua de lastro de embarcagdes com risco 2 a 4 com testes de triagem e provas bioguimicas
empregados sdo 0s mais utilizados por sua capacidade de diferenciacdo de V. cholerae de
outras bactérias do mesmo género ou passiveis de serem em agua do mar.

Apbs o crescimento das coldnias suspeitas obtidas em Agar TCBS, foram realizados
o Testes de Crescimento em Agar Nutriente 0% de NaCl (ANO), Teste da oxidase, String
Test e as provas bioquimicas em Agar Lisina Ferro (LIA) e Agar Triplice Acucar Ferro (TSI)
(CDC, 2018.a; 2018.b), como descrito no fluxograma de decisdo apresentado a seguir e
representado na Figura 29.

Uma visdo da diferenciacdo de V. cholerae e outras bactérias relacionadas a agua do
mar, nos testes de triagem e provas bioquimicas empregados, € apresentada no Quadro 3.

O teste de crescimento em Agar Nutriente com “0%” de NaCl tem como objetivo
diferenciar V. cholerae, que tipicamente ndo € haldfilo, de bactérias halofilicas. Para isso foi
empregado o meio ANO, tendo como base a formulacdo do Caldo Nutriente (9 g /1 L de
Peptona - RM0007, Himedia®, india; 1g /1 L de extrato de carne - RM0033, Himedia®,
india; 2 g/ 1 L de extrato de levedura - RM0027, Himedia®, india, adicionado de 15g/1000
mL de Agar Bacteriolégico RM0026, Himedia®, india).

O Teste de Oxidase é um procedimento para determinar a presenca de citocromo C
no final da cadeia respiratoria, catalisando o transporte de elétrons do NADH para o oxigénio.
O reagente do teste atua como aceptor final de elétrons, no lugar do oxigénio, e sua oxidacéao
determina o desenvolvimento de uma cor roxo-azulada (MAC FADDIN, 1993). Duas a trés
gotas do Reagente de Oxidase, uma solucdo aquosa a 1% tetrametil-p-fenilenodiamina
(87890, Sigma-Aldrich™, USA) foram colocadas em uma tira de papel de filtro. Com uma
alca pléastica descartavel estéril, uma colonia da bactéria foi transferida e espalhada no papel
umedecido com o Reagente de Oxidase. O desenvolvimento de uma coloragdo azul-escuro foi

considerado como reacdo positiva, ou seja, ocorre a presenca da proteina (0 organismo
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investigado se apresenta dentro deste resultado). Quando a cor do papel de filtro permaneceu
inalterada, a reacéo foi considerada negativa (CDC, 2018b).

Figura 29 - Fluxograma de decisdo dos Testes de triagem e Provas bioquimicas de
identificacéo dos isolados bacterianos

Isolado bacteriano suspeito
(Colbnia sacarose|+ em Agar TCBS)

>

] Crescimento em ANO
(Agar Nutriente 0% de NaCl)

Negativo Positivo
(Haldfico) (Néo Haldfico)

Néo é
V.cholerae

/ W N

Teste de Oxidase

Negativo Positivo
|

String Test

I 1
Negativo Positivo

| =

LIA (Agar Lisina Ferro)
TSI (Agar Triplice acucar Ferro)

A\ 4

\ 4

Difere do padréo Padrao esperado
esperado LIA: K/K*
TSI: AIA**

Nota: * K/K= alcalino/alcalina; A/A= &cido/acido.

Fonte: O autor, 2020.
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Quadro 3 - Caracteristicas diferenciais de V. cholerae e outras bactérias do ambiente marinho
nos testes de crescimento em Agar Nutriente 0% de NaCl, Teste da Oxidase,
String Test, Agar Lisina Ferro (LIA) e Agar Triplice Agucar Ferro (TSI)

g | 8

@ 2} 5] o

S| 2|gs gs| 88 8| £

o | E|sE 55| cE| 5| =2

Teste de Triagem e Provas Bioquimicas S E|E o Eo g = | 8 8
o o235 85|l awo 2 «

= e T T R T o =]

o) Qo L O <« < o % FeT) o

> > | 8

w| >

Crescimento em Agar Nutriente 0% de NaCl + + i + i + -
Teste da Oxidase + + + + + - -
String Test A A - - - - -
Agar Lisina Ferro (LIA) KIK | KIA| V V |KIAG|K/A| V
Agar Triplice Aclcar Ferro (TSI) AA |[KIA| V |[AIAG| KIA |V | V

Legenda: (+) = Reacao positiva; (-) = Reagdo Negativa )
(K/K) = Alcalino/Alcalino; (A/A) = Acido/Acido; (K/A) = Alcalino/Acido; (V) = Variavel
(AJAG) = Acido/Acido com gas; (K/AG) = Alcalino/Acido com gas.

Fonte: Adaptado de CDC, 2008b.

O String Test possibilita diferenciar V. cholerae e V. mimicus dos outros vibrios e
demais organismos entéricos. O desoxicolato de sodio, em funcdo da sua acdo detergente,
desorganiza a membrana externa e demais envoltorios celulares, ocasionado a liberacdo do
DNA da bactéria. Neste teste, uma suspensdo “pesada” bastante turva (CDC, 2018b) da
amostras foi feita em uma gota de solucdo aquosa a 0,5% de desoxicolato de sédio (D6750,
Sigma-Aldrich™, USA) com auxilio de uma alca de niquel-cromo. O aumento da viscosidade
da suspensdo e a formagao de “fios” quando a alga € retirada da suspensdo caracterizam um
resultado positivo no teste (CDC, 2018b).

O Agar Triplice Aclcar Ferro (Agar TSI) (K25-6200055, Kasvi®, Brasil) foi
utilizado com o objetivo de verificar a capacidade dos isolados de utilizarem e produzirem
gases a partir da glicose, lactose e sacarose, além de detectar a producdo de H>S pelos
isolados (CDC, 2018b; MAC FADDIN, 1993). O Agar Lisina Ferro (Agar LIA) (M377,
Himedia®, india) foi empregado para observacéo da capacidade dos isolados de descarboxilar
a lisina, além de detectar a producdo de H»S pelos isolados (CDC, 2018b; MAC FADDIN,
1993).

O TSI e o LIA foram preparados de acordo com as recomendagOes do fabricante,

sendo volumes de 4 mL do meio distribuidos em tubos 13 x 100 mm. Apds a esterilizagdo dos
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tubos (121°C por 10 minutos), os meios foram solidificados na posi¢do inclinada, de modo
que a base do meio tivesse, no minimo, 2,5 centimetros de altura. Esses meios foram
semeados com auxilio de uma agulha de niquel-cromo, a partir de colonias dos isolados em
TSA, por picada na base e estrias no apice.

Depois da semeadura, 0os meios foram incubados a 35°C por 18 a 24 horas. No caso
dos tubos de TSI, deve ser observado que a tampa deve estar ligeiramente folgada, pois, se
condicdes de anaerobiose forem geradas nos tubos, as reacGes caracteristicas de V. cholerae
podem ndo se desenvolver (CDC, 2018b; MAC FADDIN, 1993).

Apos a incubacéo, as reagdes dos meios de cultura consideradas como presuntivas de
V. cholerae foram: no Agar TSI apice cido e base acida, auséncia de producéo gases e H»S
negativo (reacdo A/A), indicando a fermentacdo dos carboidratos do meio, sem a producéo de
gases, e a incapacidade de produgdo de H>S. No LIA é&pice alcalino e base alcalina, H2S
negativo (reagdo K/K), indicando a descarboxilagéo da lisina e a incapacidade de produgéo de
H>S (CDC, 2018b; BAM, 2018b). Desse modo, os isolados desse estudo que apresentaram
crescimento em meio ANO 0%, Oxidase e String positivos e reacdo A/A em Agar TSI e K/K
em LIA foram considerados como presuntivamente pertencentes a espécie V. cholerae (CDC,
2018b), sendo entdo submetidos a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) para sua
caracterizacdo molecular. Na Figura 30, sdo apresentados registros fotograficos dos resultados
esperados para presuntivos de V. cholerae nos testes de triagem e provas bioquimicas

utilizadas.

Figura 30 - Reacdes tipicas de V. cholerae nos testes de triagem e provas bioquimicas

@) ' (b)
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Figura 30 - Reac0es tipicas de V. cholerae nos testes de triagem e provas bioquimicas
(continuacao)

(d)
(©)

1 2

(€)

Legenda: (a) Placa do Agar Nutriente 0% de NaCl, apresentado crescimento de V. cholerae em um dos
setores. (b) Teste da oxidase apresentando reacdo positiva (colora¢do roxa). (c) Formacdo de
“colar” no String Test; (d) Teste LIA. No tubo da esquerda (d.1), coloracdo purpura normal do
meio e no tubo da direita (d.2) com coloracdo amarela, na base e no apice, caracterizando a acidez
do teste; (e) Teste TSI. No tubo da esquerda (e.1), coloracdo avermelhada tipica do meio e no tubo
da direita (e.2) com coloracdo amarela, na base e no apice, caracterizando a acidez do teste.

Fonte: O Autor, 2020.

5.3.3.9 Caracterizagdo molecular por PCR simples dos isolados bacterianos

A partir de colbnias desenvolvidas no TSA, com auxilio de uma alga plastica
descartavel estéril, foi preparada em 1.000 puL de &gua ultrapura estéril uma suspensao com
turvacdo visualmente semelhante ao tubo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108
bactérias/mL) em um microtubo com capacidade de 1,5 mL. Essa suspensdo foi agitada
vigorosamente em agitador mecanico tipo vortex, centrifugada (7.000 rpm por 10 min) e 0
“pellet” obtido ressuspenso em 300 pL de agua ultrapura estéril.

Os microtubos foram colocados por 10 minutos em agua em ebulicdo para lise das
bactérias, possibilitando a extracdo do seu DNA. Os debris celulares foram removidos por

centrifugagdo (7.000 rpm por 10 min) e duas aliquotas de 100uL do sobrenadante contendo o
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DNA extraido foram transferidas para novos microtubos com capacidade de 500uL. Esses
tubos, contendo o DNA extraido dos isolados, foram mantidos congelados em freezer a -20°C
até o momento de uso (NANDI et al. 2000).

Para as reacOes de amplificacdo dos fragmentos génicos dos isolados pela técnica de
PCR, foi utilizado o reagente Tag DNA Polymerase 2x Master Mix RED (Ampliqon A/S,
Denmark). Este reagente é composto por Tris-HCI (pH 8,5), (NH4)2S04, 0,2% de Tween®
20,2 U/uL de Tag DNA polimerase, 0,4 mM de cada dNTP, 4,0 mM de MgCl,, estabilizador
e corante inerte vermelho de corrida.

As misturas de reacdo foram preparadas para um volume final de 25 pL, contendo
12,5 pL do reagente Tagq DNA polimerase 2x Master Mix RED, 2uL da mistura dos
oligonucleotideos iniciadores (1 uM), 1 pL de DNA bacteriano e 9,5 uL de agua ultrapura
estéril, de acordo com as instrucbes do fabricante. Em todas as reacdes realizadas, foram
incluidos um controle negativo, em que o DNA bacteriano foi substituido por dgua ultrapura
estéril e controles positivos selecionados a partir do DNA extraido das amostras de referéncia:
V. cholerae O1 (INCQS: 00156), V. cholerae O1 (IAL 1965) e V. cholerae 0139 (IAL 2013).
Além desses controles, todos os extratos de DNA e os isolados bacterianos foram testados
quanto a presenca de DNA sendo utilizado um primer (0,5 uM) para a regido conservada do
gene 16S rRNA, para evitar a ocorréncia de falsos negativos (WEI et al., 2014).

As misturas de reacdo foram submetidas a amplificacgdo em um termociclador
LifePro (Hangzhou Bioer Technology Co.,China). O equipamento foi programado para um
ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a
94°C por 30s, anelamento por 1 minuto nas temperaturas de cada oligonucleotideo iniciador
especificadas na Tabela 10, extensdo a 72°C por 1 minuto, e um ciclo final de extenséo a 72°C
por 5 minutos. A analise dos produtos amplificados obtidos nas reacdes de PCR foi realizada
através de eletroforese em gel de agarose padrdo de baixa eletroendosmose (Agargen,
Hispanagar S.A., Espafia) a 1,5% em tampéo tris-borato-EDTA (TBE) 0,5 X (TBE 1 X =
0,089 M Tris, 0,089 M éacido bérico, 0,002 M EDTA, pH 8,0) (Tris base, boric acid, EDTA -
Hexapur® Amsterdam, Netherlands).

As misturas termocicladas foram misturadas com “Corante Safer” (Kasvi, EUA), na
propor¢ao de 1uL do “Corante Safer” para 5 UL do termociclado, e aplicadas nos pocos de
gel de agarose e submetidas a uma corrente elétrica de 100 V por 30 a 45 minutos,
dependendo do tamanho do produto amplificado. Apos a eletroforese, a visualizagdo dos

produtos amplificados foi realizada por meio de um transiluminador de luz azul de LED,
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sendo o tamanho dos produtos amplificados estimados por comparagdo com marcador de
tamanho de DNA de 100 a 1500 pb (00 bp DNA Ladder, Invitrogen™ - Life Technologies,
Canada).

Tabela 10 - Oligonucleotideos iniciadores, temperaturas de anelamento e produtos
amplificados nas reac6es de PCR simples

Gene

Alvo Oligonucleotideo iniciador (5°—3°) TA* PA** Referéncia

F= CACCAAGAAGGTGACTTTATTGTG

o .
ompW R= GAACTTATAACCACCCGCG 64°C 588 pb Nandi et al. (2000)

F= GTTTCACTGAACAGATGGG

- o .
O1-rfb R= GGTCATCTGTAAGTACAAC 55°C 192 pb Hoshino et al. (1998)

F= AGCCTCTTTATTACGGGTGG

. o .
0139-rfb R= GTCAAACCCGATCGTAAAGE 55°C 449 pb Hoshino et al. (1998)

F= CCTGGTAGTCCACGCCGTAA Wei et al. (2014)

0,
16SIRNA o CGAATTAAACCACATGCTCCA 60°C 168 pb

Legenda: *TA: Temperatura de anelamento (pode existir variacdo nos valores da temperatura de anelamento em
relacdo as citadas nas referéncias, pois estas empregavam a técnica de PCR multiplex).
** PA: Produto Amplificado em pares de bases (pb).

Fonte: O Autor, 2020.

5.3.3.10 Identificacdo molecular da espécie Vibrio cholerae

A identificacdo dos isolados como pertencentes a espécie V. cholerae foi realizada
com o emprego da técnica da PCR simples, com a utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores
espécie-especificos descritos por NANDI et al., (2000), para a deteccdo de sequéncias do
gene ompW. Este gene codifica uma proteina da membrana externa de 22 kDa relacionado
com a resisténcia a concentracOes salinas elevadas dessa espécie (FU et al., 2018).

Os isolados cujo DNA extraido apresentaram na reacdo de PCR produtos
amplificados como tamanho esperado - 588pb - foram identificados como pertencentes a
especie V. cholerae, sendo entdo realizada a determinacdo do seu sorogrupo e a pesquisa de

genes relacionados com a viruléncia a caracterizagdo molecular.
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5.3.3.11 Determinagéo do sorogrupo O1 e 0139 das amostras de V. cholerae

Nas reacOes de PCR simples para determinacdo dos sorogrupos O1 e 0139, foram
empregados oligonucleotideos iniciadores que reconhecem sequéncias especificas dos grupos
de genes rfb desses sorogrupos (HOSHINO et al., 1998).

Esses genes codificam enzimas necessarias para sintese do antigeno O, um
componente do lipopolissacarideo (LPS) dos envoltorios da bactéria que reage com 0s
antissoros especificos empregados nas reacGes de aglutinacdo de caracterizagdo dos
sorogrupos de V. cholerae (STROEHER et al., 1998).

Os oligonucleotideos iniciadores empregados O1-rfb e 0O139-rfb determinam a
formacdo de produtos amplificados de 192 pb e 449 pb, possibilitando a caracterizacdo dos
isolados da espécie V. cholerae como pertencentes aos sorogrupos O1 e 0139. Quando nédo
existiu reagdo de amplificagdo com o DNA dos isolados, esses foram classificados como “nao

O1/ndo O139” (“nao O1/0139”).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todo o processo metodologico deste projeto foi alicercado na resposta as trés
perguntas que balizaram todo o desenho experimental. Desta forma, a metodologia partiu do
levantamento da vulnerabilidade do local de estudo e na construcdo de indicadores
classificadores de risco das origens das embarcagdes. Para completar foi definida uma
metodologia de andlise microbioldgica de amostras de agua, tanto de agua superficial na
regido de estudo quanto de dgua proveniente de tanque de lastro de embarcacdes selecionadas.
Serdo descritos abaixo os resultados obtidos para cada pergunta, atingindo, desta maneira, o

principal objetivo proposto pelo projeto.

6.1 Pergunta 1: A regido de descarga é vulneravel a introducdo do vibrio colérico
toxigénico?

Quanto ao levantamento bibliogréfico citado no item 5.1 da proposta metodoldgica
(item 2.1 da figura 20), foram encontrados dois artigos que relataram a presenca do V.
cholerae, ndo-O1 na Baia de Guanabara (RJ/Brasil): (i) Pereira et al. (2007), que detectou o
organismo em amostra de mexilhGes (in natura e pré-cozidos) comercializados na estacdao
experimental de cultivo de mexilhdes, situada em Jurujuba, Niterdi, Rio de Janeiro e (ii) Silva
et al, (2015), que isolou o vibrio de amostras superficiais da zona portuaria da cidade do Rio
de Janeiro.

No que se refere ao levantamento dos padrbes de pH, salinidade e temperatura para
sobrevida do vibrio, a busca bibliografica se baseou em 15 artigos, que julgamos mais
relevantes pela metodologia e origem das cepas, 0s quais utilizaram amostras diversificadas no
periodo: os anos de 1982 a 2018.

Os padrdes de pH, salinidade e temperatura encontrados, em cada trabalho, assim

como uma breve descri¢cdo dos trabalhos selecionados estéo representados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Natureza da amostra, sorogrupos, faixa de pH, salinidade, temperatura e

Natureza Tem
Referéncia da Soro pH  Salin. (°C§). Descricdo do artigo
amostra
Preparou  microcosmos
com diversas faixas de
salinidade (5, 15, 20 e 25)
e diversas temperaturas
(01) . x (10, 15, 20 e 25°C),
SINGLETON Arrél:;;ﬁ?ggl ¢ N:%Cl)l NA 5a25 10a25 observando a taxa de
etal., (1982) crescimento no decorrer
dos dias (até 8 dias).
Ocorréncia de
crescimento em todas as
faixas.
Determinou o efeito da
(02) salinidade e  matéria
e-trgiM(F;SISNG) S;ZZ?rge 01 ;’j(g 5a30® 37@  organica na producdo da
N S ’ toxina colérica.
Comparou a sobrevida do
(03) organismo em diversas
MCCARTHY faixas de salinidade em
et al., (1996) Lastro 01 NA 8a32 6a30 tanque de lastro e agua do
mar.
Investigacdo dos melhores
MOIEIO'I%I)LLA 71a  <05a valores de salinidade e
et al., (1996) Ambiental N&o O1 7,6 1’0 4235 temperatura na taxa de
B ’ crescimento.
Analisou a producdo da
(05) toxina colérica,
x aumentando as
ot aPIA Ifglég) Bs]r:)cc;rde N:%(ljl 7all NA NA concentracdes de ferro em
N amostras um ambiente aquatico
(relagdo positiva).
(06) Verificou a influéncia de
LOUIS . Ole ® @  salinidade na ocorréncia
etal, (2003) Amoiental - ni0q  NA L 2a14% 19 4o Vibrio cholerae.
Verificou a influéncia da
(07) temperatura e da
CHAVEZ Ambiental o1 8,74a 6,3a 31,2a salinidade na ocorréncia
et al., (2005) enta 915 242 314 de V. cholerae, E. coli e
Salmonella spp.
Avaliou a ocorréncia do
(08) Vibrio cholerae em &gua,
THOMAS . NdaoOle 15a sedimento e copépodas
et al., (2006) Ambiental 01 NA 35,5@ NA~ em uma ampla faixa de

salinidade.
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Tabela 11 - Natureza da amostra, sorogrupos, faixa de pH, salinidade, temperatura e
descricdo dos artigos selecionados (continuacéo)

Natureza Temp
Referéncia da Soro pH  Salin. °C) " Descricéo do artigo
amostra
(09) Analisou presuntivos
RIVERA Ambientale  N&o O1 NA 48a 19 232 isola_dos _ de amostras
etal., (2012) Lastro e 01 36,9 ambientais e de lastro.

Investigou  bibliografia
com o objetivo de
verificar como o V.
cholerae pode sobreviver
a estressores (flutuagoes

L%E)I')Z de falta de nutrientes,
Ambiental NA NA <250 >150)  temperatura, salinidade e
etal., (2013) LT ~
resisténcia a predagdo por
protistas heterotréficos).
(*) Valores médios ideais
apontados em diferentes
referéncias no artigo.
Avaliou a taxa de
(1) recombinacdo génica de
ESTEVES . x cepas ambientais em
etal, (2015) Ambiental  NaoOL — NA <20 ND 0 (<20) e altas (>20)
taxas de salinidade.
Analisou presuntivos
KOK,(Alszl)—IVILI o1 isolados de amostras
et al, (2015) Ambiental 013% NA 3a20 7a28 ambientais com relacdo a
: salinidade e temperatura.
(13) Investigou a ocorréncia do
SILVA . x 0,6a 254a organismo e identificacdo
etal, (2015) Ambiental N Ol 7,728 315 579 de sorogrupo.
(14) Afirmou as condicdes
CHOWDHURY Gtimas citando Montilla et
® ®)
etal., (2017) NA NA - 85" 15 30 41 (1996).
Investigacao de
ocorréncia do organismo e
(15) identificacéo de
RYAN . Ole sorogrupo com relacdo a
etal., (2018) Ambiental 0139 7a8 15233 27a28 salinidade, temperatura e

sazonalidade em 5
ambientes estuarinos.

Legenda: Soro = Sorogrupo; Salin. = Salinidade; Temp. = Temperatura
ND = N&o analisado
1 Maior producéo; @ Medidas adotadas in situ no microcosmo.
® Valores ideais
) Em valores altos Vibrio foi encontrado parasitando copépodas na forma ndo cultivavel.
® Valores médios ideais apontados em vérias referéncias no artigo.
© Valores em desacordo com a referéncia citada.
Fonte: O autor, 2020.
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De acordo com as referéncias selecionadas (Tabela 11), os limites para de tolerancia
para temperatura para sobrevida de V. cholerae foram entre 0 a 40°C com faixa ideal entre
15,0 a 29,0°C. Quando a analise se deteve apenas em amostras ambientais, a faixa 6tima ficou
entre 25,0 a 29,0°C (Tabela 12).

Quanto ao pH, os limites de tolerancia para sobrevida do organismo, em relacdo aos
valores de pH se situaram na faixa de 7,0 a 11,0 e a faixa ideal entre 7,0 a 8,5. Quando a
analise de deteve apenas em amostras ambientais, a faixa 6tima se situou entre 7,6 a 8,0,

conforme a Tabela 13.

Tabela 12 - Faixas de variacdo de temperatura (°C) citadas nas referéncias selecionadas

Artigo 0Oa4 5a9 10a14 15al19 20a24 25a29 30a34 35a40

01 X X X X

02 X
03 X X X X X X X
04 X X X X X X X X
06 X

07 X

09 X X X X

12 X X X X X

13 X X

14 X

15 X

Nota: Dados ndo apresentados nos artigos 05, 08, 10 e 11.
(X) faixa encontrada por artigo.
A faixa ideal citada no artigo foi realgada em azul.
Faixa Otima para amostras ambientais foi realgada

Fonte: O autor, 2020.

Tabela 13 - Faixas de variacdo do pH citadas nas referéncias selecionadas

Artigo ' 70-75 76-80 81-85 86-90 91-95 96-100 10,1-105 10,5-11,0
01

02 X X X

04 X X

05 X X X X X X X X
07 X

13 X

15 X

Nota:  Dados ndo apresentados nos artigos 03, 06, 08, 09, 10. 11, 12 e 14.
(X) faixa citada no artigo.
A faixa ideal citada no artigo foi realcada em azul.
Faixa 6tima para amostras ambientais foi realcada

Fonte: O autor, 2020.
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Em relacdo a salinidade, os limites de tolerdncia para sobrevida de V. cholerae
detectado foram de 0,5 a 40 e a faixa ideal entre 5 e 24. Quando a anélise se limitou apenas a

amostras ambientais, a faixa 6tima ficou entre 15,0 e 24,0 conforme descrito na Tabela 14.

Tabela 14 - Faixas de variacOes de salinidade citadas nas referéncias selecionadas

Artigo 05a 50a 1000 a 150a 20,0a 250a 30,0a 350a
4,0 9,0 14,0 19,0 24,0 29,0 34,0 40,0

01

02

03

04 X
06 X
07
08
09
10
11
12
13
14
15

X X X
X X X X
X X X

X X X
XXX XX XXXXXX

XXX XX XXXXXX
XX XXX X XXX
X XXX X XXX
X X X X
X X X X

Nota: Dados ndo apresentados no artigo 05.
(X) faixa encontrada por artigo.
A faixa ideal citada no artigo foi realgada em azul.
Faixa Otima para amostras ambientais foi realgada

Fonte: O autor, 2020.

Em acordo com todos os dados apresentados na Tabela 12, 13 e 14, no que se refere
aos intervalos 6timos de temperatura, pH e salinidade para a sobrevida do vibrio no ambiente,
Silva et. al. (2015) e Silva et al., (2019b) detectaram condi¢des favoraveis para o organismo
nas aguas portuarias da cidade do Rio de Janeiro.

A analise destes trés parametros, nos artigos selecionados neste estudo, indica que o
vibrio colérico vem apresentando caracteristicas euribionticas em relacéo a estes indicadores.

Apesar de os dados apresentados acima demonstrarem a susceptibilidade do local,
ndo foi possivel detectar nenhum relato de ocorréncia do organismo, em sua forma toxigénica,
no sitio de estudo. Por se tratar de um organismo autdctone de ambiente marinho, entretanto,
toda area de agua salgada ou salobra se apresenta como um local de potencial sobrevida do V.
cholerae.

No que se refere ao “Monitoramento das condigdes fisico-quimicas™ item 5.1 da

proposta metodoldgica (item 1.2 da figura 20), foi realizado o acompanhamento dos
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parametros ambientais com intuito de reafirmar/confirmar a vulnerabilidade da &rea, assim
como Vverificar possivel mudanca de valores dos pardmetros. Ocorreram, desta forma, 22
campanhas de monitoramento dos padrdes fisico-quimicos (pH, salinidade e temperatura). Os
valores dos pardmetros amostrados, assim como as condi¢cBes ambientais, sdo apresentados no
Apéndice 1.

Se compararmos o0s valores de temperatura detectados no monitoramento com 0s
citados nas referéncias selecionadas descritas na Tabela 12, assim como nos outros trabalhos
citados nesta sessdo (Silva et. al., 2015; Silva et. al., 2019b), nota-se que, em todas as
campanhas, a temperatura se encontrou dentro da faixa de sobrevida do vibrio. Percebeu-se
que, no periodo de verdo, as temperaturas se apresentaram com valores mais propicios a

sobrevida do vibrio colérico conforme a Figura 31.

Figura 31 - Comparacdo da variacdo de temperatura (°C) detectada no sitio de estudo pelas
campanhas de monitoramento com as citadas nas referéncias selecionadas
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Nota: A faixa em realce roxo indica as condi¢des 6timas detectadas nas literaturas selecionadas nas amostras
ambientais.
A linha pontilha verde mostra o periodo do verdo que apresentou as temperaturas mais propicias ao
organismo.
A linha vermelha mostra a curva de tendéncia do periodo.

Fonte: O autor, 2020.

Os resultados de pH apresentados na Figura 32 mostram que, na maioria das vezes, a
agua se apresentou com valores adequados a existéncia do vibrio colérico segundo os dados

obtidos nas referéncias descritas na Tabela 11. O pH tem relagdo direta com as condicdes
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ambientais, principalmente no tocante a pluviosidade, podendo ocorrer oscilagdes nos valores
entre as estagdes do ano, conforme aponta estudo de Braga et al., (2017).

Outra analise importante na variacdo do pH dos corpos d"agua esta no processo de
lixiviagdo que frequentemente incorpora, nos ambientes aquaticos, produtos complexos que
acabam interferindo neste parametro, conforme exemplificado por Monqueiro et al., (2020)

que se refere aos herbicidas.

Figura 32 - Comparagdo da variacdo de pH detectada no sitio de estudo pelas campanhas de
monitoramento com as citadas nas referéncias selecionadas
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Nota: A faixa em realce roxo indica as condi¢des 6timas detectadas nas literaturas selecionadas nas amostras
ambientais.
A linha vermelha mostra a curva de tendéncia do periodo.

Fonte: O autor, 2020.

Os valores de salinidade detectados nas campanhas comparados com os valores
limitrofes detectados nos artigos (Tabela 11) mostraram que entre os trés parametros
monitorados (ph, salinidade e temperatura), a salinidade seria possivelmente o parametro de
maior limitagéo a sobrevida ao organismo (Figura 33).

A quantidade de sais dissolvidos, entretanto, assim como outros parametros fisico-
quimicos e bidticos presentes na agua, pode variar de acordo com o tipo de ambiente,
podendo estar em diferentes concentragdes, mesmo dentro de um unico corpo hidrico
(NASSER, 2001). Pode variar espacial e sazonalmente, principalmente de acordo com o
aporte de substancias organicas e inorganicas e com as taxas de evaporacao e pluviosidade de
uma regido (STEWART, 2004).
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Figura 33 - Comparacdo da variacdo de salinidade detectada no sitio de estudo pelas

Nota:

campanhas de monitoramento com as citadas nas referéncias selecionadas
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A faixa em realce roxo indica as condigdes Otimas detectadas nas literaturas selecionadas nas amostras
ambientais.
A linha vermelha mostra a curva de tendéncia do periodo.

Fonte: O autor, 2020.

Hugq et al. (1984) demonstra que a temperatura tem influéncia direta na salinidade e

assim na sobrevida do V. cholerae e Nogueira et al., (2002) detectou a presenca do organismo

em amostras de dguas ambientais com salinidades variantes 0 a 22,5.

Toda esta caracterizacdo de vulnerabilidade deve ser feita em cada regido onde o

método for aplicado, para verificar se a regido efetivamente pode receber o organismo com

condicdes de viabilidade, e para verificar se existe uma sazonalidade da variacdo dessas

condicBes ambientais, o que pode implicar épocas de maior risco.

6.2 Pergunta 2: Alguma embarcacdo visitante pode introduzir o vibrio colérico
toxigénico por agua de lastro?

Com base na analise de um indice (Risco Origem - RO) adquirido pela soma de trés

indicadores (Incidéncia de Colera - 1IC, Acesso ao saneamento - ISB e Pais Contratante -

IPC),

podemos sugerir embarcacfes com maior risco de transportar o vibrio colérico do que

outras.
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No que se refere ao indicador incidéncia de Colera (1IC), foram registrados
1.876,715 casos de Colera em 69 paises durante o periodo de 2013 a 2017. A doenca
apresentou um aumento (cerca de 68%) de casos entre o primeiro ano e segundo do
monitoramento, decaindo cerca de 39% nos dois anos seguintes. Ocorreu, entretanto, um
grande surto no Iémen (1.049,232 casos), o que fez com que a Colera registrasse em 2017 um
namero de casos maior que a soma dos casos de todos 0s anos anteriores (Figura 34).

Os valores das incidéncias detectadas, por pais, entre 2013 e 2017, estdo descritos no

Apéndice 2.

Figura 34 - Incidéncia Mundial acumulada de Colera entre os anos 2013 a 2017
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Fonte: Adaptado de WHO (2017).

No quinquénio analisado, mesmo com altas incidéncias registradas na Asia em 2017
(devido ao Iémen) e nas Américas (devido ao Haiti com 177.709 entre 2013 e 2017), o
continente Africano foi o que apresentou maior incidéncia e prevaléncia, conforme mostra a
Figura 35.

No tocante a analise por pais, dos 20 paises que apresentaram as maiores incidéncias
acumuladas, cinco sdo asiaticos, dois americanos e treze africanos, conforme mostrado na

Figura 36.
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Figura 35 — Total de Incidéncia de Colera (por Continente): 2013 a 2017
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Fonte: Adaptado de WHO (2017).

Figura 36 - Vinte paises com maiores incidéncias acumuladas: 2013 a 2017
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Legenda: A Africa A América A Asia
Fonte: Adaptado de WHO (2017).

Um importante ponto a ser levado em conta, no que se refere ao quantitativo de casos
da doenca em todo 0 mundo, esta no problema das subnotificacdes (Silva et al., 2009; Silva et
al., 2012), principalmente no caso das doengas relacionadas a popula¢Ges negligenciadas

como aponta Aradujo et al., (2013).



125

Outra exploracdo importante neste contexto paira sobre a atencdo priméaria dada aos
atendimentos em salde, que passa pela andlise individual do profissional de satde que atende
e, as vezes, acaba por ndo efetuar um diagnostico eficiente, causando assim um caso de falso
negativo e/ou positivo conforme apontado por Silva et al., (2009) e investigado por Varallo et
al., (2018). Toda esta anélise vem indicar que possivelmente o montante de incidéncia de
Colera deve ser maior do que o exposto pela OMS, principalmente nos paises que apresentam
problemas graves de desigualdade social, diagndstico e comunicacdo da doenca.

O mapa de incidéncia da Cdlera, entre os anos de 2013 a 2017, esta representado na

Figura 37.

Figura 37 - Mapa de incidéncia de Colera entre os anos de 2013 a 2017

Legenda: até 100 casos registrados de 101 a 1000 casos registrados
de 1001 a 5000 casos registrados A Mais de 5.000 casos registrados

Fonte: Adaptado de WHO (2017).

Quanto ao Indicador de Acesso ao Saneamento (ISB), foi verificado que os
percentuais das diversas populagcbes com acesso ao saneamento, apesar de serem ainda
baixos, apresentaram uma ligeira evolucdo durante todo o periodo conforme a Figura 38. Os

dados obtidos sobre acesso ao saneamento estdo descritos no Apéndice 2.
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Figura 38 - Evolucédo de acesso ao saneamento entre os anos de 2013 a 2017 (Global)
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Fonte: Adaptado de World Bank (2017).

Em relacdo a analise por continente, ocorreu uma pequena variacdo sem maior
significancia durante os anos de analise, em que o continente africano apresentou os piores

indices durante todo periodo (Figura 39).

Figura 39 - Evolucdo de acesso ao saneamento por continente (2013 a 2017)
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Fonte: Adaptado de World Bank (2017).

Esta situacdo de déficit de saneamento exemplificada pelos paises africanos é muito
preocupante, pois o indicador se baseia apenas no quantitativo de acesso ao saneamento e nao
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na qualidade do mesmo. Logo, a situacdo do saneamento basico se apresenta como
extremamente grave e de acdo priméaria em medidas de prevengdo e controle de doengas
infectocontagiosas em todo o mundo, principalmente em regides negligenciadas.

Dos vinte e sete paises que apresentaram o ISB abaixo dos 30%, em todos 0s anos,
entre 2013 a 2017, apenas trés ndo se situam na Africa: Haiti, Papua Nova Guiné e Republica

Democrética da Coreia conforme mostra a Figura 40.

Figura 40 - Paises com acesso ao saneamento inferior a 30% (2013 a 2017)
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Fonte: Adaptado de World Bank (2017).

Em uma analise conjunta entre os indicadores ISB e IIC, fica clara a intima relacéo
entre eles, evidenciando que as questfes socioambientais sdo de suma importancia para
analise de risco da Cdlera conforme apontdo por Silva et al.,(2019a).

O cenério de paises que experimentam problemas graves no que se refere ao
saneamento basico, e que acabam por ocasionar uma maior vulnerabilidade a varios agravos
em salde humana, entre elas a Colera, pode ser agravada, e muito, por desastres naturais ou
convulsdes sociais (como, por exemplo, o Haiti e o Iémen), conforme observado pelo

levantamento de incidéncia da doenca, nos paises, durante todo este estudo.



128

No que se refere ao indicador Pais Contratante (IPC) dos 174 paises registrados na
IMO, em que 174 sdo Estados Membros, 81 paises sdo signatarios da Convencdo Ballast
Water 2004, conforme o Apéndice B. Apesar de um numero baixo de signatarios, os 81 paises
sdo detentores de cerca de 80% de toda frota mundial em operacao.

O simples fato de ser parte contratante do protocolo ndo indica que o pais membro
fard todo o possivel na elaboragdo de medidas quanto ao gerenciamento da agua de lastro,
mas que 0 pais estd de acordo com as normas e regras instituidas e que tem uma maior
responsabilidade quanto ao problema (IMO, 2004).

Entretanto, este indicador merece uma reflexdo sobre melhorias em sua importancia
e pontuacdo. Exemplo disto € o caso dos Estados Unidos, que ndo € parte contratante, mas
possui uma politica de gestdo de lastro muito mais rigida que muitos paises contratantes a
convencao.

Com todos os indicadores propostos determinados, o Risco Origem (RO) de cada
pais foi calculado e estdo representados na Tabela 15, assim como no Apéndice B e como a

Tabela 16 mostra o percentual de cada risco calculado por continente.

Tabela 15 - Relacao de Paises por risco detectado

Risco Alerta Pais Continente

1-Alto Vermelho Afeganistao Asiatico
Benin Africano
Burundi Africano
Camardes Africano
Chade Africano
Gana Africano
Guiné Africano
Guiné Bissau Africano
Haiti Americano
1émen Asiatico
india Asiatico
Kenia Africano
Malavi Africano
Mogambique Africano
Niger Africano
Nigéria Africano
Republica Democratica do Congo Africano
Serra Leoa Africano

Somalia Africano



Tabela 15 - Relacdo de Paises por risco detectado (continuagéo)
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Risco Alerta Pais Continente
Sudao do Sul Africano
Tanzénia Africano

24 Paises Togo Africano
Uganda Africano

2 - Moderado Laranja Africano do Sul Africano
Angola Africano
Bangladesh Asiéatico
Botsuana Africano
Burkina Faso Africano
Cabo Verde Africano
Camboja Asiéatico
Chile Americano
China Asiatico
Comoros Africano
Congo Africano
Costa do Marfim Africano
Cuba Americano
Djibouti Africano
Eritréia Africano
EUA Americano
Etiopia Africano
Filipinas Asiatico
Gabéo Africano
Géambia Africano
Guatemala Americano
Holanda Europeu
Iraque Asiatico
Israel Asiético
Italia Europeu
Kiribati Oceania
Libéria Africano
Mali Africano
Madagéascar Africano
Mauritania Africano
Mianmar Asiatico
Micronésia Oceania
Namibia Africano
Nepal Asidtico
Nicaragua Americano
Oman Africano
Papua Nova Guiné Oceania
Paquistdo Asiéatico
Republica Central da Africa Africano
Republica da Coreia Asiatico
Republica Dominicana Americano
Ruanda Africano

Russia

Europeu
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Risco Alerta Pais Continente
Saara Ocidental Africano
Sao Tomé e Principe Africano
Senegal Africano
Suazilandia Africano
Sudao Africano
Suécia Europeu
Tailandia Asiatico

51 Paises Venezuela Americano
Zimbabue Africano

3 — Baixo Verde Albania Europeu
Alemanha Europeu
Antigua e Barbuda Americano
Arabia Saudita Asiatico
Argélia Africano
Argentina Americano
Arruba Americano
Australia Oceania
Austria Europeu
Bahamas Americano
Bélgica Europeu
Brunei Darassalam Asiatico
Canada Americano
Cazaquistdo Asiatico
Catar Asiatico
Coldmbia Americano
Croacia Europeu
Curagao Americano
Dinamarca Europeu
Egito Africano
El Salvador Americano
Emirados Arabes Asiatico
Equador Americano
Espanha Europeu
Fiji Oceania
Finlandia Europeu
Franca Europeu
Georgia Asiético
Gibraltar Europeu
Grécia Europeu
Guiana Francesa Americano
Honduras Americano
Ilhas Cook Oceania
Ilhas Fiji Oceania
Ilhas Malvinas Americano
Ilhas Marshalls Oceania
Ilhas virgens Americano
Indonésia Asiatico
Inglaterra Europeu
Ird Asiatico
Irlanda Europeu
Jamaica Americano
Japéo Asiatico
Jordania Asiatico
Kuait Asiatico
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Tabela 15 - Relacdo de Paises por risco detectado (continuagéo)

Risco Alerta Pais Continente
Libano Asiatico
Litudnia Europeu
Malasia Asiatico
Maldivas Asiatico
Malta Europeu
Marrocos Africano
Martinica Americano
México Americano
Mongoélia Asiatico
Montenegro Europeu
Niue Oceania
Noruega Europeu
Nova Zelandia Oceania
Palau Oceania
Panama Americano
Paraguai Americano
Peru Americano
Porto Rico Americano
Portugal Europeu
Republica Democratica do Laos Asiatico
Republica Thecka Europeu
Santa Ldcia Americano
Seychelles Africano
Singapura Asiatico
Siria Asiatico
Sri Lanka Asiatico
Suica Europeu
Suriname Americano
Tonga Oceania
Trinidad e Tobago Americano
Tunisia Africano
Turguemenistao Asiatico
Turquia Asiatico
Tuvalu Oceania
Ucrania Europeu

81 Paises Uruguai Americano
Vietna Asiatico

Fonte: O autor, 2020.

Tabela 16 - Percentuais de risco/paises por continente

Continente Risco 1 Risco 2 Risco 3
(%) (%) (%)
Ameérica 3,13 21,9 75,0
Africa 38,5 51,9 9,6
Asia 8,3 30,6 61,1
Europa 16,0 84,0 0,0
Oceania 23,1 76,9 0,0

Fonte: O autor, 2020.
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Os resultados obtidos pelo calculo do risco das origens (RO) reafirmam a intima
relacdo das doencas infectocontagiosas (no caso deste estudo da Coblera) com o0s contextos
socioambientais, muitas vezes prejudicadas por causas econémicas, reforcando, mais uma vez,
que medidas preventivas de cunho socioambientais sdo acdes eficazes no controle de doencas.

Nesta conjectura, Barata (2006) enaltece a influéncia direta entre a debilitacdo das
estruturas econdmicas mundiais com a causalidade das doencas transmissiveis, ocorrendo uma
relacdo diretamente proporcional entre problemas sociais com a degradacdo ambiental e,
consequentemente, com o aumento do risco do surgimento de doencas infectocontagiosas.
Grande parte da alocacdo de recursos e fomento a agdes mitigadoras as doencas
infectocongiosas acaba dependendo de qual fracdo da populacdo é atingida em um olhar
guantitativo e qualitativo.

Toda esta situacdo descrita acima elucida a antagonia de fragmentos populacionais,
coexistindo em um espaco geogréafico (seja ele mundial, continental, nacional, regional ou
local), e com isso a discussdo sobre conceito de vulnerabilidade, desigualdade e justica
ambiental (GRISSOTI, 2004). A Figura 41 proposta por Morse (1995) ilustra bem esta relacdo
entre agravos a saude humana e a relacdo desses com algumas causalidades antropicas
contribuintes para sua emergéncia.

Conforme citado no item 2.2 da figura 20 da proposta metodoldgica, foi realizado o
monitoramento das embarcages visitantes ao porto da cidade do Rio de Janeiro entre o dia 02
de janeiro de 2016 e 29 de janeiro de 2018, totalizando 253 dias com 3350 atracacfes
registradas. Foram perdidos, entretanto, 23 dias (9,1%) por motivos diversos motivos
operacionais de acessibilidade a plataforma, totalizando 3350 visitagdes observadas conforme
descrito no Apéndice 2.

Na analise por origens continentais, 70,03% das embarcacdes foram de procedéncia
americana (incluindo aqui as originarias de portos brasileiros), 7,91% europeia, 5,25%
asiatica, 4,36% africana, 0,69% da Oceania €, em 11,76% dos casos, ndo foi possivel detectar
essa informacéo por falta de dados na plataforma.

Quanto a movimentagdo por periodo, notou-se uma maior visitagdo nos segundos
semestres anuais, com destaque para o periodo de maio a agosto de 2016 (Figura 42). Em
relacdo ao tipo de navegacdo, um total de 1.687 visitas (50,36%) foram de embarcacgdes
provenientes de portos brasileiros. E importante ressaltar que a maior parte do trafego
maritimo ao longo do litoral brasileiro é feito por embarcacdes registradas em outros paises,

conforme verificado pelo nosso grupo de pesquisa (OLIVEIRA et al., 2019), o que dificulta a
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questdo da amostragem, ja que essas embarcacOes tecnicamente constituem territério
estrangeiro. Essa intensa movimentagdo ao longo do nosso litoral implica a possibilidade
concreta de transferéncia do vibrio entre os portos nacionais, caso ele seja introduzido em

algum porto situado em nossas aguas territoriais.

Figura 41 - Exemplos de agravos & salde humana e alguns fatores de contribui¢do antropicas
de emergéncia

Agravos a salde humana Fatores contribuintes para sua emergéncia

Argentine, Bolivian hemarrhagic
fever

Bovine spongiform
encephalopathy (cattle)

Dengue, dengue hemorrhagic fever

Ebola, Marburg
Hantaviruses
Hepatitis B, C

HIV

HTLV
Influenza (pandemic)

Lassa fever
Rift Valley fever

Yellow fever (in “new” areas)
Bacterial

Brazilian purpuric fever
(Haemophilus influenzae,
biotype aegyptius)

Cholera

Helicobacter pylori

Hemolytic uremic s me
(Escherichia coliO157:H7)
Legionella (Legionnaires’ disease)

Lyme borreliosis (Borrelia
burgdorfer)

Streptococcus, group A (invasive;
necrotizing)

Toxic shock syndrome
(Staphylococcus aureus)
Parasitic

Cryptasporidium, other
waterborne pathogens

Malaria (in “new” areas)
Schistosomiasis

Changes in agriculture favoring rodent host
Changes in rendering processes

Transportation, travel, and migration: urbanization

Unknown (in Europe and the United States, importation of monkeys)

Ecological or environmental changes increasing contact with rodent hosts

Transfusions, organ transplants, contaminated hypodermic apparatus,
sexual transmission, vertical spread from infected mother to child

Migration to cities and travel; after introduction, sexual transmission,
vertical spread from infected mother to child, contaminated hypodermic
apparatus (including during intravenous drug use), transfusions, organ
transplants

Contaminated hypodermic apparatus, other

Possibly pig-duck agriculture, facilitating reassortment of avian and
mammalian influenza viruses*

Urbanization favoring rodent haost, increasing exposure (usually in homes)

Dam building. agriculture, irrigation; possibly change in virulence or
pathogenicity of virus

Conditions favoring mesquito vector

Probably new strain

In recent epidemic in South America, probably introduced from Asia by ship,
with spread facilitated by reduced water chlorination; a new strain (type
0139) from Asia recently disseminated by travel (similarly to past
introductions of classic cholera)

Probably long widespread. now recognized (associated with gastric ulcers,
possibly other gastrointestinal disease)

Mass food processing technology allowing contamination of meat

Cooling and plumbing systems (organism grows in biofilms that form on
water storage tanks and in stagnant plumbing)

Reforestation around homes and other conditions favering tick vector and
deer (a secondary reservoir host)

Uncertain

Ultra-absorbency tampons

Contaminated surface water, faulty water purification

Travel or migration
Dam building

Nota: (*) O reaparecimento da gripe deve-se a dois mecanismos distintos: epidemias anuais ou bienais que
envolvem novas variantes, devido a deriva antigénica (mutagOes pontuais, principalmente no gene da proteina de
superficie, hemaglutinina) e cepas pandémicas, do deslocamento antigénico (rearranjo genético, geralmente entre
cepas de influenza aviaria e de mamifero).

Fonte: Morse (1995).
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Figura 42 - Movimentagdo mensal de embarcacdes no porto da cidade do Rio de Janeiro no
periodo de janeiro de 2016 a janeiro de 2018
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Fonte: Adaptado de Marine Trafic®

Exemplificando a correlacdo entre as atracacdes no porto da cidade do Rio de Janeiro
e as incidéncias de Cdélera mundiais, foi construida uma relacéo entre estes dois parametros no
periodo de 2016 a 2017 (periodo no qual ocorrem dados para ambas variaveis), apontando as
origens principais de amostragem neste periodo (Figura 43).

No intervalo, foram monitoradas 3.199 atracacdes, e em 393 delas nao foi possivel
detectar a origem e 1587 foram provenientes do proprio territério nacional, restando 1219 de
longo curso (que sdo o objeto da Convencdo BWM, IMO 2004). Detectamos, entretanto, no
monitoramento deste trabalho, muitas embarcacfes de longo curso que estavam realizando
transporte entre portos situados no nosso territorio.

Segundo a NORMAM-20 (BRASIL, 2019), cabe aos agentes da autoridade maritima
verificar, por meio de inspecdes, 0 cumprimento da presente norma, especificadamente do
padrdo D-2, embarcacGes brasileiras e estrangeiras. Contribuindo, entdo, neste interim, a
metodologia proposta conseguiu apontar, como prioridade para amostragem, de todas as
3.350 atracagdes monitoradas, 76 atracacdes de risco 1 e 310 de risco 2, representando uma
diminuicdo de 97,7% e 90,7%, respectivamente.

Desta forma, o processo de classificagdo de navios alvos, assim como a priorizagao
destes para amostragem no que se refere a verificacdo do cumprimento do padrdo D-2 na

questdo do V. cholerae toxigénico se mostrou promissora para aplicagdo em outros portos
nacionais.
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Figura 43 - Movimentagdo, por origem, do porto do Rio de Janeiro e Incidéncia de Colera
(2016-2017)
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Total de embarca¢des no periodo: 3.199
Total de navagecdo entre portos nacionais: 1.587

Total sem origem: 393

Fonte: Adaptado WHO, 2017; Marine Trafic®, 2017.

6.3 Pergunta 3: Os lastros das embarcages visitantes, assim como o local de estudo,
tém ocorréncia do vibrio colérico toxigénico?

Foi realizada a criacdo de um protocolo de analise microbiol6gica para identificacdo
do V.cholerae, e, se necessario, a verificacdo da existéncia da forma toxigénica, proveniente

de amostragens em aguas superficiais do sitio de estudo de dos tanques de lastro.

6.3.1 Amostragem do sitio de estudo (Baia de Guanabara/RJ)

A amostragem superficial do sitio de estudo ocorreu no dia 21 de janeiro de 2019,
com as seguintes condi¢Ges ambientais: temperatura (minima 27°C / maxima 32°C), umidade
relativa do ar de 86%, tempo ensolarado, oscilacdo de maré de 1.0 a 0.5 durante a coleta e
vento noroeste com velocidade de 5 km/h. A partir de todas as amostras de dgua do mar
coletadas, foram isolados e identificados presuntivamente como pertencentes a especie V.

cholerae, no Agar TCBS, assim como nos testes de triagem e provas bioquimicas realizadas.
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A identificagdo desses isolados foi confirmada molecularmente pela técnica de PCR, e
nenhum pertencia aos sorogrupos toxigénicos O1 e 0139. Os resultados das analises fisico-
quimicas realizadas no momento da coleta das amostras para as analises microbiologicas e 0s

resultados dessas sdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 - Padrdes fisico-quimicos e resultados da analise microbioldgica detectada a partir
da coleta do local de estudo (Baia de Guanabara/RJ)

Padrdes Fisico-quimicos Testes de Triagem PCR
g 3 XX <) Z
2 g S| g _ o
Amostra Local T §_ 8 E 8 5'; % % 2 g o g

£ i 2| 6| E

- @ @
16 Canal do Cunha 8,25 27,80 25,40 + + + + + + - -
1.8 Canal do Cunha 8,25 27,80 25,40 + + + + + + - -
19 Canal do Cunha 8,25 27,80 25,40 + + + + + + - -
1.10 Canal do Cunha 8,25 27,80 25,40 + + + + + + - -
1.11 Canal do Cunha 8,25 27,80 25,40 + + + + + + - -
1.13 Canal do Cunha 8,25 27,80 25,40 + 4+ + o+ o+ o+ - -
1.14 Canal do Cunha 8,25 27,80 25,40 + 4+ + o+ o+ o+ - -
2.2 Cais Sdo Cristovdo 8,15 27,00 25,90 + 4+ o+ o+ o+ o+ - -
24 Cais Sdo Cristovdo 8,15 27,00 25,90 + 4+ o+ o+ o+ o+ - -
2.10 Cais Sdo Cristovdo 8,15 27,00 25,90 + + 4+ + o+ o+ - -
3.6 Canal do Mangue 8,39 27,20 21,60 + + + + + + - -
3.7 Canal do Mangue 8,39 27,20 21,60 + + + + + + - -
4.19 Cais Gamboa 8,25 27,30 25,30 + + + + + + - -
5.6 Museu do Amanha 8,28 27,20 25,90 + + + + + + - -
6.8 Cais Caju 8,32 27,20 21,60 + + o+ o+ o+ o+ - -
6.12 Cais Caju 8,32 27,20 21,60 + + o+ o+ o+ o+ - -

Fonte: O autor, 2020.

6.3.2 Amostragem de tanques de lastro

Todo acompanhamento das embarcagdes, conforme descrito na metodologia, foi
realizado com o auxilio da plataforma virtual de AIS (Automatic Identification System)
Marine Traffic. Entretanto, nos ensaios de amostragem, percebeu-se que essa ferramenta ndo
atendia, com exatiddo, aos horérios de chegada da embarcacdo no porto de estudo, sendo

observado que muitos navios ndo haviam chegado a data indicada pela plataforma, assim



137

como outros ja até haviam partido antes do previsto. Silva et. al., (2015) e Silva et. al., (2016)
se depararam com problemas similares na utilizacdo desta ferramenta.

Desta forma, a plataforma foi utilizada inicialmente para o alerta da chegada de
navios “alvos” e, a partir dai, foi realizada uma verificacao diaria no site da praticagem do

porto do Rio de Janeiro (http://www.praticagem-rj.com.br/), para identificar com exatiddo a

data e hora de atracacdo das embarcagdes alvos. Outra constatacdo importante é que o periodo
de monitoramento adotado (a cada 3 dias) no sistema AlS ¢é ineficiente para embarcacdes que
circulam entre portos proximos, sugerindo-se que o mesmo seja realizado com intervalos
maximos de 24 horas. Como foi utilizada a versao gratuita do Marine Traffic, so foi possivel
colher informagdes do ultimo porto visitado, e é exatamente neste ponto que observamos
outro problema no monitoramento: a embarcacdo, quando entra em aguas portuarias, mas nao
realiza a atracacdo por motivos de praticagem ou disponibilidade de berco, ainda assim recebe
o status de chegada no Marine Traffic. Esse pequeno detalhe cria um problema para a equipe
de abordagem, porque, em principio, s6 podem ser abordadas as embarcacfes efetivamente
atracadas.

Na tentativa de solucionar esse problema, foi utilizada outra ferramenta de AlS, o
Vessel Finder, que se mostrou muito mais eficiente neste ponto: a mesma apresenta 0s cinco
ultimos portos visitados. Assim sendo, quando o porto de origem e de destino eram 0 mesmo,
confirmava-se a situacdo anteriormente descrita e entdo era possivel verificar que a sua

verdadeira origem era a anterior ao porto de destino inicialmente descrito (Figura 44).

Figura44 - Exemplo de erro detectado na ferramenta de AIS utilizada como apoio ao
monitoramento

PORT CALLS

2019-11-24 14:00

2019-11-24 18:09

Kl Sines 2019-11-12 12:17
Bl Le Havre 2019-11-09 12:46
Bl Antwerpen 2019-11-07 11:08
B Hamburg 2019-11-04 20:53

Nota: Quadrado vermelho mostrando que o porto de origem e destino sdo 0s mesmos. Neste caso, 0
verdadeiro porto de origem é o segundo na lista de Recent Port Calls. No exemplo acima, o porto de
Sines, em Portugal, é o verdadeiro porto de origem.

Fonte: Vessel Finder®, (2020).
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Outro problema diagnosticado in loco, nas visitas realizadas ao porto, foi a
observagdo de embarcacGes atracadas em algum berco do porto (em consonancia com o
Marine Traffic e Vessel Finder), mas ndo que ndo constavam no site da praticagem.

Entrando em contato com a superintendéncia dos praticos do porto (contato pessoal),
foram detectados alguns entraves ao monitoramento dos navios atracados que explicaram a
observacdo do parégrafo anterior: (i) Nem todas as embarcagdes precisam de praticos e, assim
sendo, ndo sdo controladas pelo site dos préaticos para a manobra de atracacéo e, (ii) Qualquer
embarcacdo que requer um pratico s6 entra no site quando é solicitada alguma manobra
(entrada ou saida), ou seja, estando 0 navio atracado - ou efetivamente ja em curso - ele deixa
0 registro da praticagem.

A deteccdo de todos estes entraves s6 foi possivel na execucdo da metodologia e
sugere a necessidade de aperfeicoamento do método de rastreamento de navios estabelecido
nesse estudo. Essa etapa é fundamental para uma adequada selegdo de “alvos” para o
monitoramento microbioldgico das &guas de lastro. A selecdo de navios alvos teve como foco
a origem da embarcacdo, uma vez que a origem do lastro s6 é possivel de ser verificada com
acesso ao Formulario de Lastro presente nas embarcacGes. Logo, partimos do ponto que,
sendo a embarcagéo de longo curso, a mesma, poderia ter realizado manobras com lastro no
ultimo porto visitado.

O formulério de lastro é preenchido manualmente pela equipe a bordo, e segundo o
item 2.2, da NORMAM 20 (BRASIL, 2019), deveria ser enviado ao Estado do porto até 4
horas ap0s a sua atracacdo ou fundeio. Entretanto verificamos, durante todo o projeto que o
acesso aos formularios ainda é muito complicado, ou pelo ndo cumprimento do prazo de
envio estabelecido pela legislacdo ou pela falta estruturacdo das autoridades competentes em
organizar 0S mesmos.

A amostragem de lastro foi realizada em duas embarcacGes: navio de amostragem 1
(N1), embarcacdo Roll On - Roll Off (transportadora de veiculos), carga esta coletada na
China e distribuida por varios paises da Costa Ocidental do Continente americano, tendo
passado antes de chegar ao porto do Rio por diversos portos brasileiros também, de forma que
foi classificada como de risco 4, que foi realizada no dia 18 de novembro de 2019. O navio,
registrado com a bandeira do Panama, batimento de quilha em 2006, com dimensdes de
179,99m x 32,2m com 14 tanques de lastro (volume total de 75.843m3) e sem tratamento a
bordo, estava atracado em um berco do Cais Sdo Cristovao e no navio de amostragem 2 (N2)

embarcacao conteineira, proveniente de Singapura (risco 2), registrado na bandeira de Malta,
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batimento de quilha em 2017, com dimens@es de 299,92m x 48,33 com 26 tanques de lastro
(volume total de 31.746 m®), equipado com sistema de tratamento por filtragdo e radiacdo
ultravioleta, em consonancia com o padrdo D-2. Esta ocorreu amostragem ocorreu no dia 04
de dezembro de 2019, e 0 navio estava atracado em um berco do Cais Sao Cristovéo.

Em ambos os casos (e mais o NT), tivemos amplo acesso aos navios e seus
sistemas, aos dados referentes ao sistema de lastro e aos tripulantes (comandante ou imediato
geral responsavel) responsaveis por essa operacao.

O NT e N2 tinham a bordo todos os equipamentos e documentos referentes a gestao
de lastro disponiveis, enquanto o N1, apesar de ter toda documentacdo referida, ndo
apresentava o padréo D-2, utilizando somente o padrdo D-1 (troca oceénica). Na embarcacao
N1, que ndo era equipada com sistema de tratamento, a amostragem foi feita diretamente no
tanque anterior a boreste. Ao chegar ao acesso do tanque, com o agulheiro aberto, foi
utilizada uma bomba manual (Figura 25) com mangueira previamente assepsiada por alcool
70%, com a qual foi recolhido 1 litro de amostra, dividido em dois frascos de 500 mL,
previamente autoclavados. No N2, a amostragem foi feita diretamente na saida do sistema,
localizada na praca de maquinas. A Figura 45 é um registro fotografico do local de coleta da
agua de lastro no suspiro durante a amostragem.

Os resultados da analise microbioldgica das amostras dos tanques de lastro dos dois
navios amostrados (N1 e N2) estdo descritos na Tabela 18.

A constatacdo da presenca do vibrio colérico, na sua forma nédo toxigénica, nas aguas
portuarias do local de estudo confirma o estabelecimento do organismo na Baia de Guanabara
(RJ/Brasil) de acordo com trabalhos anteriores citados nesta sessao.

A presenca do V.c ndo toxigénico no lastro de N1 (tabela 18) sugere duas linhas
causais: (i) que a bactéria se encontra presente ndo s6 proximo ao litoral, mas distante da
mesma, ao longo da costa brasileira, ja que a lastragem ocorreu a aproximadamente 200
milhas nauticas da costa ou (ii) que o organismo tenha se estabelecido no microcosmo do
tanque advindo de coletas anteriores. Em conformidade com este fato, varios estudos citados
ao longo deste trabalho mostram a presenca do organismo (nas suas formas toxigénicas ou
ndo) em tanques de lastro de navios ao redor do mundo.

Em N2 (longo curso e com tratamento), o Vibrio cholerae ndo foi detectado,
validando assim a eficiéncia do tratamento de dgua de lastro utilizado em concordancia com o

padréo D-2.
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Figura 45 - Suspiro de captacdo de amostra em Navio 2

Fonte: O autor, 2020.

Tabela 18 - Pardmetros fisico-quimicos e resultados da analise microbioldgica a partir da
coleta de lastro diretamente nas embarcacfes

Embarcacgéo Padrao Fisico Testes de Triagem PCR
Quimicos
o g @ 2
Q P o % — 3 £ § 3 é — o
3| 8% | £|22 2| E|3|E|2l3]|7|5|8]8
= < < Z| 0| =
O |°_’ wn n
N1 02°01'07"N 830 2820 2860 NL1 + + + + + + - -
44°40'07"W N12 + + + + + + - -
N13 + + + + + + - -
N14 + + + + + + - -
N15 + + + + + + - -
N1i6 + + + + + + - -
N1.7 + + + + + + - -
N18 + + + + + + - -
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Tabela 18 - Parametros Fisico-quimicos e resultados da analise microbioldgica a partir da
coleta de lastro diretamente nas embarcacgdes (continuacéo)

Embarcacgéo Padrao Fisico Testes de Triagem PCR
Quimicos
o S o % § s 123 g o
2 = c ~ 2 o| 3 —
sl 88 | =82 = | E|g]E|gl3|B|5|8|E
S kS & < [z2]°| &
N2 Porto de 7,70 2810 2790 N21 - + + + + - - -
Singapura N2.2 - + o+ o+ o+ - - -
N2.3 - + + + + - - -
N24 - + - + + - - -
N2.5 - + + + + - - -
N26 - + - + + - - -
N2.7 - + - o+ o+ - - -
N2.8 - + + + + - - -

Fonte: O autor, 2020.
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CONSIDERACOES E RECOMENDAGCOES FINAIS

Uma proposta metodoldgica permite a verificacdo de todo seu escopo, passando por
varios levantamentos de hipoteses, experimentacdes, teste, ajustes e retestes até sua validacdo
e aceitacdo pelos drgdos reguladores ou contratantes. Entretanto, nota-se a necessidade de
rotineiras atualizacbes em qualquer metodologia utilizada para quaisquer fins, uma vez que
padrdes, cenarios, realidades, agentes e determinantes sdo mutaveis, pressionado assim o0 novo
método para um molde flexivel e fluido, de facil replicagdo em variantes temporais e
espaciais. Outro fator importante, com que a ferramenta deve se preocupar, € com a reducao
de custo e qualificacdo do pessoal responsavel.

Em saude publica, o termo meio ambiente toma uma dimensdo mais ampla do que
apenas fatores ecossistémicos naturais e caracteristicas bioticas e abidticas de um determinado
meio natural. O termo envolve uma complexidade de variaveis interligadas, agindo
mutuamente para a construcdo de um determinado cenario. O que ira determinar uma
patologia ndo é apenas a exposi¢cdo ao seu agente causador, mas também toda a carga
historica, social, econdmica da regido afetada, agregando variaveis aos estudos
epidemioldgicos em gestdo ambiental.

No caso da area de estudo deste trabalho, o sitio de estudo se mostrou suscetivel ao
estabelecimento da forma toxigénica da bactéria no tocante aos intervalos de pH e
temperatura levantados nas campanhas de monitoramento (comparado com valores destes nas
literaturas selecionadas), em que a salinidade se apresentou como um possivel fator de
pressdo a sobrevida do organismo. Entretanto, condi¢des ambientais tais como descarga
pluviométrica, amplitude de maré e aporte fluvial tém influéncia direta, ndo s6 na porcao de
sais dissolvidos, mas também no pH e temperatura, propiciando um ambiente magnificador
ou mitigador ao vibrio. Todas estas circunstancias direcionam a zona portuéria do Rio de
Janeiro como vulneravel a sobrevida do V.c. toxigénico. Além desse cenério, a presenca do V.
cholerae na sua forma nédo toxigénica, ja havia sido descrito no sitio de estudo.

Magnificando ainda mais a vulnerabilidade da regido, os valores dos parametros
fisico-quimicos supracitados - quando comparados com os valores limitrofes de tolerancia
apresentados nos estudos das literaturas analisadas - sugere que o Vibrio cholerae se apresente
resiliente a uma ampla faixa a esses parametros, indicando uma adaptacdo aos valores de

temperatura, pH e salinidade.
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Desta forma, o levantamento da ocorréncia do vibrio colérico e 0 monitoramento de
pH, temperatura e salinidade no local devem ser ag¢fes basicas em qualquer metodologia de
prevencdo e controle de vibrio colérico em aguas portuarias em todo mundo, na busca de uma
possivel sazonalidade de maior vulnerabilidade, assim como fornecer substrato para futuros
estudos de possivel evidéncia de comportamento euribiéntico por parte organismo.

A Colera se apresenta, globalmente, como uma doencga preocupante por causa da sua
rapida disseminacdo. Ela se mostrou, no periodo analisado, como uma enfermidade de alta
incidéncia em todo mundo, especialmente em regides com populacdes negligenciadas que
apresentam problemas claros de saneamento bésico, que deve ser o fator de maior
investimento no que diz respeito a agdes de prevencao da doenca.

Muitas regifes do planeta, em pleno século XXI, ainda experimentam grandes e
duradouros problemas em questfes de acessibilidade a servi¢os basicos de salde, como por
exemplo, o saneamento bésico. Estas regides estdo localizadas, na sua grande maioria, nos
continentes africano e asiatico. Este cenério deixa clara a intima relacdo entre dois dos
indicadores propostos na metodologia: 1IC e ISB, e desta forma sugere processos cada vez
mais eficazes e ageis no registro de casos da doenca e do quantitativo de saneamento.

Além de todos os fatores socioambientais magnificantes, fatores naturais
(terremotos), sociopoliticos (conflitos armados e desigualdades sociais), altas densidades
populacionais e falta de acesso a servigos sociais e de salde sdo elementos consideraveis no
processo de incremento de casos ao redor do mundo e devem ser considerados em analise
mais complexa na proposta de melhoramento dos indicadores assim como na formulacéo de
novos indicadores.

Outro problema que merece atencdo paira sobre a regionalizacdo proposta pela
Organizacdo Mundial de Saude. No caso especifico da Colera, ndo reflete a situacédo real para
possiveis direcionamentos de acdes de prevencao e monitoramento. Assim como toda doenca
infectocontagiosa, a cada periodo (este intervalo é subjetivo) deve ser avaliada a possibilidade
de uma nova organizacao espacial que leve em conta a proximidade dos paises em regides
menores que continentais ou subcontinentais propostas pela Organizagdo Mundial da Saude.

Apesar da Convencdo BWM (IMO, 2004) ter cardter normativo e a adesdo ser
relativamente baixa pelos Estados contratantes da Organizacdo Maritima Internacional, este
pequeno numero de Paises detém mais de 80% de toda frota mercante em operagé&o.

O Brasil, apesar de ser pioneiro na preocupacdo com a problematica (como por
exemplo, a Resolugdo ANVISA RDC 72/2009 e a NORMAM 20), apresenta uma enorme
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lacuna entre a teoria e a pratica e pouca efetividade por parte das autoridades competentes.
Exemplo disso se apresenta nas amostragens realizadas com o foco no padrdo D1 (salinidade)
e ndo percebemos uma preocupacéo essencial com rotinas de fiscalizacdo do cumprimento do
padrdo D-2, fato este podendo ser explicado por ainda estarmos no prazo de adequacdo da
norma, estipulado até 2024 para todas as embarcag¢fes em operacao.

Percebemos, entretanto, in loco, que as embarcacOes visitadas neste trabalho, que
apresentaram tratamento a bordo, enviam regularmente amostras para laboratorios
particulares para aferi¢cdo da conformidade do padrdo D-2.

Um importante ponto de reflexdo, neste interim, esta nos pardmetros através dos
quais a IMO oficializa os equipamentos, metodologia e laboratérios parceiros. Sdo exigidos
certificados de qualidade (ISO) assim como validacdo das metodologias microbioldgicas
utilizadas no processo de analise. O problema é o quanto esse padrdo sera rotineiramente
mantido quando todas as embarcagdes estiverem cumprindo o padrdo D-2.

Outra questdo importante estd na criagdo de normativas que tratem especificamente
da navegacdo de cabotagem quanto ao gerenciamento de &gua de lastro, uma vez que a
legislacdo vigente ndo se aplica a esse tipo de operacdo. Esses navios podem ser importantes
veiculos de transporte do vibrio colérico, principalmente se ocorrer deslastro em um porto
com condi¢des ambientais mais propicias ao sucesso de sobrevida do organismo, uma vez
que: (i) Ndo temos uma legislacdo especifica para este tipo de operacdo: a propria
NORMAM-20 os exclui de suas prerrogativas, (ii) por ser uma possivel fonte de
contaminacdo cruzada entre portos de um mesmo Pais e (iii) pela grande similaridade
ambiental entre diversos portos proximos. Por isto, 0 acompanhamento destes indicadores nos
parece de méaxima importancia na determinacéao de locais de risco de existéncia do organismo,
na sua forma toxigénica, em suas dguas portuarias.

Por outro lado, nosso estudo revelou que boa parte das embarca¢cdes cumprindo rotas
nacionais (entre portos do mesmo Estado) sé&o navios de longo curso, provenientes de outros
paises, em rotas distributivas.

Corroborando com a trivialidade da regionalizagdo da maioria das doengas
infectocontagiosas, as areas dos continentes africano e asiatico se mostraram, conforme a
metodologia, como os de maior potencialidade de ocorréncia do organismo toxigénico em
suas aguas portuarias. Consequentemente a isso, as embarcacfes que advirem dessas

localidades se apresentam como 0s maiores alvos de eventuais amostragens. Vale lembrar que
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picos de surtos epidémicos ocorreram na regido do Caribe no periodo monitorado, 0 que
também colocou essa area como alerta vermelho.

O Porto do Rio de Janeiro apresenta intensa movimentacdo de embarcacdes, na sua
grande maioria de cabotagem. No tocante ao longo curso, contudo, ocorre destaque para
embarcacBes advindas de paises da América do Sul (principalmente da Argentina), da Asia
(na maioria da China) e dos Estados Unidos. Durante o estudo, o porto apresentou poucas
atracacdes de origens de alerta vermelho, com atencédo primaria para embarcacgdes advindas da
Nigéria e India e secundaria para Angola, China, Estados Unidos e Singapura.

E evidente que o Indicador “Risco Origem” deve ser melhor analisado e discutido,
por mais campos do conhecimento, com o objetivo de desenvolvé-lo e torna-lo um parametro
cada vez mais realista, confidvel e complexo, que venha a contemplar, gradativamente, outros
relevantes indicadores constituintes para atender o propésito a que se destina.

Uma discussdo mais aprofundada sobre qual a periodicidade em que deverédo ocorrer
as amostragens superficiais para analise microbiolégica e possivel identificacdo do V.c
sorogrupo O1 ou 0139 deve ser elaborada com base em uma andlise quali-quantitativa dos
padrdes ambientais monitorados nas aguas da regido associados ao diagndstico das atracacdes
mercantes ao porto.

Apesar de se presumir uma diminuicdo do volume de transporte de cargas pelo
modal maritimo em 2020 e uma diminui¢do no processo de aquisi¢do e instalacdo de sistemas
de tratamento devido ao cenario causado pela pandemia de COVID, vislumbra-se,
posteriormente ao término do processo epidémico, uma retomada da normalidade e assim um
fluxo crescente de embarcagGes em operacdo e consequentemente o incremento do volume de
cargas. Por isso, este trabalho conclui que as amostragens de lastro devem, sempre que
possivel, e em consonancia com todas as regras e procedimentos legais, obedecer a
classificacdo de risco proposta, que se mostrou bastante vantajosa.

A metodologia microbioldgica tem seu foco principal no padrdo D-2 que se preocupa
com a identificacdo dos sorogrupos toxigénicos. Assim, em casos emergenciais (navios de
risco 1, advindos de locais de surtos e/ou suspeito) sugerimos que as rotinas propostas de
isolamento e imediato processo de PCR sejam empregadas com intuito de otimizacdo do
tempo de resposta, e em outro momento a realizacdo da caracterizagdo bioquimica. Quando
ndo se suspeita, contudo, de situacdes de urgéncia e/ou se tenha um numero razoavel de
isolados, o uso das provas de triagem bioquimica descritas neste trabalho se mostram

eficientes para a diminuicdo de amostras a serem analisadas por PCR. A realizac¢do das provas
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de triagem, em ambos 0s casos, apresenta uma importante ferramenta de caracterizacdo dos
presuntivos.

Existem varios estudos descritos neste trabalho sobre o V.c. ndo O1 e ndo 0139 que
apresentam uma série de genes de susceptibilidade de capacidade de toxigenia por meio do
processo de conjugacao.

Portanto, sugerimos um novo olhar nas legislacdes correlatas quanto ao alvo a ser
investigado, porque, em um processo de andlise de risco a saude humana, o foco deve
continuar sendo nos organismos toxigénicos, mas com atencdo especial aos ndo toxigénicos,
que representam um silencioso e possivel problema de acometimento de casos da doenca em
todo o mundo, uma vez que estes podem ser susceptiveis a aquisicdo de material génico
toxigénico por processo de transferéncia horizontal.

O resultado das analises microbioldgicas evidenciou a presenca do organismo na sua
forma ndo toxigénica, em consonancia com o levantamento bibliogréfico, nas aguas da Baia
de Guanabara e na amostra de lastro de um navio de cabotagem sem padrdo D-2. No navio
que apresentou o sistema de tratamento de agua de lastro, entretanto, ndo foi identificado
nenhum espécime.

Assim como qualquer desenho metodoldgico inicial, este foi pensado, experimentado
e ajustado a medida que o projeto foi sendo realizado e novas estratégias foram idealizadas
para atender aos desafios que foram aparecendo.

No final desta etapa, temos uma visdo mais ampla do “novo desenho metodoldgico”

com sugestdes de aprimoramento conforme representado na Figura 46.
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Figura 46 — Novo desenho metodoldgico sugerido para o desenvolvimento do estudo
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Fonte: O autor. 2020.
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Durante toda a execucdo das metodologias deste projeto, os processos foram sendo
melhorados e adaptados paralelamente a sua execucdo. Entretanto, alguns pontos s6 foram
observados e analisados em momentos muito avangados e/ou quando do término do projeto, o
que nos fez propor melhorias aos processos realizados. Isto sO foi possivel pelo processo
experimental que norteou o projeto desde o inicio. Existem vérios entraves de logistica, legais
e principalmente financeiros para que o melhor cenédrio metodolégico seja alcancado,
entretanto serdo descritas algumas sugestdes para tornar todo mecanismo mais agil e eficiente
no seu objetivo principal: especificidade de navios para amostragem de lastro e
procedimentos microbiologicos mais eficientes e rapidos no que tange a verificacdo do padréo
D-2 quanto ao Vibrio cholerae sorogrupos Ol e O139. A seguir descrevemos algumas
sugestBes referentes aos itens metodoldgicos propostos na Figura 44.

Quanto ao Monitoramento de pH, salinidade e temperatura das aguas portuarias
(item 1.1 da Figura 44), as campanhas de amostragem se realizaram em ritmo mensal, dentro
de uma limitacdo de logistica e recursos financeiros, uma vez que a fonte consultada do
Instituto Estadual do Ambiente (INEA) apresentava séries de dados muito inconsistentes. O
gue sugerimos para esta etapa é que as campanhas de monitoramento sejam mais constantes e
gue ocorram pelo menos quinzenalmente, buscando sempre uma variacdo entre condicGes
climéticas e de maré. Esta adog¢do iria proporcionar uma visdo geral do local quanto a esses
parametros, uma possivel sazonalidade ideal para sobrevida do organismo e uma reflexdo
sofre a influéncia das condicionantes de maré e de indice pluviométrico nos fatores
monitorados.

No reconhecimento de agravantes socioambientais da regido (item 1.2 da Figura 46),
apesar de ser notdria a relagdo entre os fatores socioambientais e agravos a satde ambiental e
humana, um levantamento, principalmente de dados sobre saneamento e a existéncia de um
plano de contingéncia de Cdlera na area de estudo, faz-se uma acao necessaria para incentivos
de melhorias de prevencdo e comparacdo com regifes acometidas pela doenca. Dados
relativos a saude, tanto no que diz respeito ao sistema e acesso a servigos de saude da
populagéo ao entorno, traz a luz uma importante vertente sobre a vulnerabilidade populacional
tanto em um processo de acometimento quanto a resiliéncia dos individuos em um possivel
processo infeccioso pelo vibrido colérico. Sugerimos um aprofundamento da discusséo a luz
da interdisciplinaridade sobre quais indicadores devem ser utilizados nesta anélise.

A ocorréncia do organismo na area (item 1.3 da Figura 46), no que se refere ao 1.3.1

“Levantamento bibliografico”, ndo temos sugestdes, uma vez que a pratica utilizada atendeu -
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de forma total - 0 objetivo. Entretanto, a investigacdo exaustiva de referéncia é algo de suma
importancia. No item 1.3.2 “Analise microbioldgica - nivel 27, iremos apresentar maiores
detalhes das sugestdes no item pertinente (4.1). Apontamos, contudo, que estas se facam de
forma mais rotineira (a0 menos uma vez por trimestre — uma a cada estacdo sazonal),
acompanhando os recursos disponiveis em amostragens do item 1.1.

A secdo da construgéo de indicadores (item 2.1 da Figura 46), fica a sugestdo de uma
reflexdo interdisciplinar sobre possiveis graus de importancia para cada um deles ou mesmo a
definicdo de outros que possam compor este cenario. As sugestdes destes indicadores serdo
descritos a seguir: (i) No que se refere ao indicador de incidéncia de Colera, no item “Do local
de Origem” (item 2.1.1.1 da Figura 46) uma das maiores ddvidas que permeou este indicador
foi a determinacdo da linha de corte, ou seja, qual periodo deve ser analisado para tal
indicador: Um ano? Dois anos? Cinco? Dez? Sugerimos como melhoria, neste interim, a
inclusdo de um debate epidemioldgico na determinacdo de uma varidvel temporal fixa ou
fluida conforme a necessidade; (ii) No indicador Pais Contratante da Convencdo BWM,
também no item “Do local de Origem” (‘tem 2.1.1.2 da Figura 46), este nos levou a uma
reflexdo profunda que ser contratante ndo garante que o pais realmente adote medidas de
gerenciamento de agua de lastro. Uma vertente mais eficaz seria o levantamento da existéncia
de acdes e legislagbes neste contexto, mesmo que seja uma tarefa trabalhosa; (iii) No
indicador Condi¢des de saneamento, do item “Do local de origem” (item 2.1.1.3 da Figura
44), primeiramente se faz necessaria a obtencdo de uma fonte de dados que forneca
informagdes mais proximas da realidade das “condicdes de saneamento” de cada regido. Uma
mesma reflexdo sobre o item 2.1.1.1 sobre a linha de corte deste indicador € outro ponto
sugerido como melhoria e do indicador D-2 a bordo, do item “Embarcacao” (item 2.1.2.1 da
Figura 46), apesar de este trabalho ter utilizado um “n” amostral bem pequeno, notamos pelos
resultados das analises microbioldgicas realizadas neste trabalho, assim como das realizadas
pelas embarcacdes visitadas, que o risco de eliminacdo do V. cholerae toxigénico é mitigado
quando a embarcacgéo possui o padréo D-2.

Quanto ao monitoramento das atracacdes maritimas mercantes (item 3.1 da Figura
46), muitos obstaculos foram encontrados no desenvolver da metodologia de monitoramento
das embarcagdes (sessdo 3.2.5 da Figura 46) e descritos nos resultados (sessdo 4.3.2 da Figura
46). Sugerimos a Organizacdo Maritima Internacional, na tentativa de amenizar todas estas
dificuldades, o fomento da utilizacdo de um sistema de banco de dados mundial, disponivel

em tempo real, que seja alimentada diretamente pela embarcacdo em todas as viagens, assim
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como a instalacdo de sondas multiparamétricas nos tanques de captacdo de lastro que
alimentem, por satélite, em um banco de dados Unico, todas as manobras dos tanques. A
sugestdo de solucdo mais eficaz, a nosso ver, que se caracteriza como muito onerosa, € um
modelo inicial, j& que, até o presente momento, segundo nosso levantamento, ndo existem

iniciativas neste sentido, descritas no esquema da Figura 47.

Figura47 - Esquema de interacdo e controle de manobras de lastro sugerido via Automatic
Identification System

k(, f
, — 'S
Armazenamento de dados
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sistema AIS > salvamento

Manobra de Lastro

Leitura de pH, salinidade, temperatura,
vazdo de lastro, posicdo geogréfica, Data e
Hora e tipo de procedimento realizado
(captacdo, descarte ou tratamento). Acesso pela Autoridade Portuéria em

tempo real.

Fonte: O autor, 2020.

No que refere a analise Microbiol6gica, tanto no nivel 1 (item 4.1 da Figura 46) e 2
(item 4.2 da Figura 46), um dos grandes problemas da metodol6gica microbioldgica adotada
pauta-se exatamente no tempo de obtencdo do resultado, entre 0 momento da amostragem até
a identificacdo do vibrio. Nossa metodologia se baseou em métodos convencionais de analise
microbiologica e sobre esses aprontamos dois pontos interessantes sugestionados nesta etapa
sdo: (a) Na rotina de PCR, para determinacdo dos sorogrupos, incluirem a analise dos genes
responsaveis pela susceptibilidade de aquisicdo de ferramentas génicas de toxidade,
caracterizando assim 0s presuntivos como: toxigénicos, potenciais e ndo toxigénicos;
teriamos, assim, uma visdo mais realista do perigo e/ou risco de acometimentos da Colera, e

(b) o aproveitamento da aliquota de &gua coletada para analise dos outros bioindicadores
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descritos na convencdo BWM (IMO, 2004) no padrdo D-2 (E.coli e Enterococus de origem
intestinal).

Tecnologias mais répidas de diagnéstico tais como a eletroquimica, citotoxidade
dindmica em tempo real e nanoparticulas em ensaios colorimétricos ja sdo utilizadas em
trabalhos de reconhecimento de moléculas especificas em todo mundo (JIN et al., 2013;
ARCHIBALD et al., 2015; KHAN et al., 2015), mas se apresentam como metodologias,
ainda, muito caras e com exigéncia de material especializado (FROHNMEYER, et al., 2018).
Um promissor recurso, na tentativa de resultados mais rapidos, estd no o uso de
oligonucleotideos ou peptideos ligantes a moléculas alvos (aptdmeros) ja veem sendo
utilizado para aplicagdes em biotecnologia, pois fornecem propriedades de reconhecimento
molecular (FROHNMEYER, et al., 2018). Eles vém surgindo como elementos alternativos de
reconhecimento, de alvos especificos similares a anticorpos, capazes de interagdes altamente
intrinsecas com suas respectivas moléculas alvo (CHEN; YANG, 2015).

Atualmente existem aptameros para uma variedade de toxinas bacterianas, tais como
a do Clostridioides difficile, toxina A e toxina B, antigeno protetor do antraz, neurotoxina
botulinica cadeia leve tipo A e enterotoxina estafilococica B (CHOI et al., 2011;
DEGRASSE, 2012; OCHSNER et al., 2013; CHANG et al., 2016), inclusive para a toxina
colérica (BRUNO; KEIL, 2002).

Toda esta ideia se mostra viavel segundo trabalho de Frohmeyer et al., (2018) que
identificou aptdmeros ligantes a CT com alta afinidade e especificidade, fomentando assim
uma alternativa de resultado mais rapido no diagnodstico das amostras de lastro para
identificacdo da presenca da toxina colérica na amostra. Claro que, neste interim, a
identificacdo do uso do aptamero esta na identificacdo da toxina colérica, 0 que nem sempre é
consequéncia para a presenca de exemplares do vibrio colérico pertencente ao sorogrupo O1
ou O139.

Um processo essencial que ainda deve ser pensado (e com a sugestdo do esquema
proposto na Figura 46 seria resolvido) estd na aplicacdo do Risco Origem para o lastro do
navio (e n&o na origem da embarca¢do como este trabalho se utilizou).

Sugerimos ainda com foco na anélise do padrdo D-2, uma reflexdo sobre quais
organismos e padrdes dos mesmos devem ser analisados como parametros em um futuro

aperfeicoamento da convencao e suas regulamentacoes.
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- Temperatura pH Salinidade
Tempo o Horario R
Campanha Maré 2 (°C) (upH)
Data MI/MA g . .
Cond Inicio Final S F S F S F
(UR)

PL | 09:10 09:17 28,60 * 8,45 * 24,00 *
P2 | 08:48 08:55 27,60 * 8,86 * 26,00 *
P3 | 08:28 08:29 28,10 * 8,67 * 26,50 *
P4 | 07:49 07:57 28,20 * 8,39 * 27,00 *
01 Zz%fg PN 2‘2’7/55 04/11 | P5 | 07:30 07:39 27,90 * 8,47 * 27,00 *
P6 | 10:38 10:44 25,90 * 8,72 * 28,00 *
P7 | 09:58 10:05 27,10 * 8,80 * 27,00 *
P8 * * * * * * * *
Pg * * * * * * *
PL | 09:39 09:58 20,80 * 8,51 * 32,00 *
P2 | 09:21 09:27 20,00 * 8,47 * 31,80 *
P3 | 08:43 08:52 20,30 * 8,47 * 30,10 *
P4 | 08:07 08:28 20,00 * 8,57 * 32,50 *
02 | 2% | PN 2?7/57 04/10 | P5 | 07:49 | 07:57 19,60 * 857 * 32,00 *
P6 | 12:00 12:07 21,00 * 8,59 * 32,00 *
P7 | 11:38 11:44 22,00 * 8,69 * 31,80 *

P8 | 11:.01 11:04 22,00 8,66 32,00

P9 | 09:00 09:07 20,40 8,33 27,80
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. Temperatura pH Salinidade
Tempo o Horario o
Campanha Maré | E (°C) (upH)
Data MI/MA g - .
Cond Inicio Final S F S F S F
(UR)

PL | 0852 08:57 21,50 * 8,49 * 31,80 *
P2 | 08:38 08:42 21,40 * 8,61 * 32,30 *
P3 | 08:06 08:10 21,10 * 8,51 * 31,60 *
P4 | 07:42 07:44 20,70 * 8,50 * 30,50 *
03 zzé'fg PN 15(‘8/51 11/03 [ P5 | 07:12 07:21 20,70 * 8,53 * 32,30 *
P6 | 10:56 10:59 21,70 * 8,60 * 32,00 *
P7 | 10:29 10:34 21,80 * 8,62 * 32,00 *
P8 | 0951 09:54 21,60 * 8,55 * 32,00 *
P9 | 08:19 08:29 21,40 * 8,44 * 31,90 *
PL | 09:05 09:09 21,20 * 8,38 * 31,20 *
P2 | 0840 08:57 21,20 * 8,40 * 31,50 *
P3 | 0812 08:20 20,60 * 8,25 * 29,60 *
2 07 16/ 21 P4 | 0751 07:55 20,80 * 8,38 * 31,20 *
04 | Sore PN 78) 11/02 | P5 | 07:32 07:41 20,70 * 8,45 * 31,40 *
P6 | 11:00 11:10 21,30 * 8,46 * 31,30 *
P7 | 10:39 10:41 21,60 * 8,56 * 31,20 *
P8 | 10:00 10:07 21,30 * 8,51 * 29,80 *
P9 | 08:24 08:30 21,10 * 8,40 * 31,20 *
PL | 08:38 08:49 24,00 * 8,31 * 31,30 *
P2 | 08:28 08:31 23,40 * 8,14 * 31,40 *
P3 | 08:03 08:06 22,80 * 7,82 * 31,00 *
P4 | 07:42 07:48 23,70 * 8,29 * 31,40 *
05 | 5000 PN 2(()8/59 03/01 | P5 | 07:26 07:32 23,80 * 8,38 * 30,80 *
P6 | 11:43 11:45 23,50 * 8,44 * 31,90 *
P7 | 1115 1117 24,80 * 8,60 * 31,40 *
P8 | 09:27 09:30 24,90 * 8,55 * 29,80 *
P9 | 08:13 08:15 23,20 * 7,66 * 29,40 *
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T - Temperatura pH Salinidade
empo o Horario o
Campanha Maré 2 (°C) (upH)
Data are S
Cond | MI/IMA Inicio Final S F S F S F
(UR)
P1 08:41 08:44 23,70 * 7,97 * 30,70 *
P2 08:30 08:34 23,50 * 7,99 * 31,40 *
P3 07:58 08:04 22,90 * 7,66 * 28,20 *
P4 07:39 07:43 23,00 * 8,02 * 31,50 *
06 22%?2 PN 1"?4/9?1 2.0/0.2 P5 07:26 07:30 22,90 * 8,03 * 31,00 *
P6 10:43 10:46 23,60 * 8,10 * 31,70 *
P7 10:11 10:16 23,70 * 8,14 * 31,30 *
P8 09:30 09:38 23,70 * 8,01 * 31,30 *
P9 08:13 08:16 23,10 * 7,75 * 29,90 *
P1 08:42 08:47 25,90 * 8,06 * 31,30 *
P2 08:29 08:34 25,40 * 8,06 * 32,70 *
P3 08:04 08:08 25,10 * 7,94 * 32,30 *
P4 07:40 07:46 25,40 * 8,10 * 32,10 *
07 22%)11(? PN 2%8/(;8 0.6/0.8 P5 07:28 07:33 25,20 * 8,17 * 33,10 *
P6 10:30 10:35 25,50 * 8,19 * 32,90 *
P7 10:05 10:10 25,90 * 8,33 * 32,60 *
P8 09:33 09:37 26,00 * 8,29 * 32,60 *
P9 08:14 08:19 25,50 * 8,00 * 32,20 *
P1 10:38 10:41 29,70 24,70 8,29 8,28 28,30 29,70
P2 10:11 10:16 25,00 23,50 8,25 8,06 29,80 32,90
P3 09:38 09:43 25,10 24,20 7,91 7,65 27,80 31,10
2311 29 /29 P4 09:20 09:23 24,80 23,50 8,33 8,14 29,60 32,40
08 2016 NU (65) 1.2/04 P5 09:09 09:12 24,50 24,00 8,31 8,27 30,30 31,60
P6 12:53 12:55 24,80 24,00 8,43 8,18 27,10 29,20
P7 12:32 12:37 24,70 23,40 8,51 8,15 27,20 32,40
P8 11:30 11:35 24,90 24,00 8,55 8,31 28,00 30,10
P9 09:49 09:54 24,90 24,80 8,00 7,98 29,20 29,20
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. Temperatura pH Salinidade
Tempo o Horario o
Campanha Maré 2 (°C) (upH)
Data MI/MA g - .
Cond Inicio Final S F S F S F
(UR)

PL | 08:27 08:32 28,70 26,30 8,19 7,91 23,00 30,80
P2 | 08:12 08:16 28,60 24,40 8,39 8,08 27,40 34,00
P3 | 07:47 07:49 28,10 27,50 8,26 8,28 26,80 28,60
911 22135 P4 | 07:28 07:30 27,70 25,10 8,52 8,09 27,00 33,00
09 2016 EN 72) 04/09 | P5 | 07:15 07:20 27,30 25,60 8,31 8,11 28,50 32,00
P6 10:12 10:15 27,00 26,00 8,43 8,09 28,60 31,10
P7 | 09:56 09:58 27,70 22,80 8,55 8,04 27,50 34,80
P8 | 09:18 09:25 28,00 24,40 8,57 8,11 27,90 34,20
P9 | 07:57 08:00 28,60 25,10 8,34 7,99 26,50 33,40
P1L | 08:27 08:32 29,80 28,10 7,31 7,69 29,50 32,20
P2 | 0812 08:17 28,10 27,90 7,77 7,78 32,50 32,80
P3 | 0745 07:47 29,90 29,20 7,76 7,70 28,90 30,00
24.01 29135 P4 | 07:26 07:30 29,50 29,20 7,95 7,89 29,40 30,60
10 2017 PN (53) 05/04 | P5 | 07:15 07:17 29,70 28,30 7,99 7,85 29,20 32,40
P6 10:21 10:24 29,40 28,70 * * 28,30 31,50
P7 | 09:58 10:05 29,30 29,10 * * 26,80 29,10
P8 | 09:17 09:27 29,20 28,90 * * 27,80 29,60
P9 | 07:55 08:00 29,60 28,50 7,55 7,66 24,80 32,10
P1 | 08:40 08:44 26,90 24,40 8,52 8,33 31,20 32,60
P2 | 08:25 08:30 26,90 19,30 8,53 8,21 31,70 34,80
P3 | 0757 08:00 25,90 25,70 8,27 8,40 28,30 31,30
29 02, 20137 P4 | 07:35 07:40 27,20 21,20 8,52 8,16 32,30 37,30
11 2017 NU 32) 04/10 | P5 | 07:20 07:27 26,60 23,30 8,41 8,32 32,80 33,70
P6 10:38 10:45 26,50 25,70 8,35 8,25 33,10 33,20
P7 10:10 10:25 26,30 23,70 8,36 8,31 33,00 33,70
P8 | 09:32 09:36 28,10 24,10 8,55 8,24 31,80 33,70
P9 | 08:08 08:11 25,40 25,50 8,27 8,25 29,60 29,00
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- Temperatura pH Salinidade
Tempo o Horario o
Campanha Maré 2 (°C) (upH)
Data MI/MA o . .
Cond Inicio Final S F S F S F
(UR)

PL | 08:20 08:22 24,90 23,60 8,31 8,26 31,50 33,50
P2 | 07:18 07:23 23,90 23,00 8,28 8,30 33,30 33,80
P3 | 07:38 07:41 24,00 23,50 8,12 8,14 31,60 33,00
2127 P4 | 07:18 07:23 24,10 23,30 8,33 8,30 32,80 33,80
12 |21.03.2017 | NU 71) 0.8/06 | P5 | 07:10 07:14 24,20 23,10 8,33 8,29 32,90 33,90
P6 | 09:53 09:59 24,40 23,80 8,40 8,31 32,70 33,60
P7 [ 09:37 09:42 24,70 24,10 8,38 8,37 32,50 33,20
P8 | 09:00 09:09 25,30 23,30 8,45 8,29 31,70 33,90
P9 | 07:49 07:57 24,10 23,30 8,27 8,18 32,00 33,00
P1L | 08:29 08:32 24,00 23,10 8,24 8,14 31,50 32,90
P2 | 08:18 08:21 23,80 22,90 8,18 8,18 31,50 33,10
P3 | 07:52 07:53 24,20 23,50 7,68 8,19 25,60 32,10
2104 2134 P4 [ 07:29 07:36 23,80 23,40 8,24 8,24 31,00 32,90
13 2017 NU (89) 03/09 [ P5 | 07:20 07:23 24,30 23,10 8,30 8,27 29,90 33,10
P6 | 10:13 10:21 24,10 23,90 8,33 8,30 32,10 32,60
P7 | 09:52 09:57 24,50 22,90 8,43 8,29 31,50 33,10
P8 | 09:17 09:21 24,80 22,30 8,43 8,26 31,50 33,90
P9 | 08:00 08:06 23,80 23,10 8,10 8,05 30,40 32,60
PL | 08:31 08:34 22,40 21,90 8,61 8,73 29,80 31,80
P2 | 08:18 08:22 21,80 21,60 8,18 8,22 31,30 31,00
P3 | 07:47 07:32 22,20 21,10 8,54 8,60 31,00 31,70
24.05 18/ 26 P4 | 07:29 07:32 20,50 21,50 8,65 8,74 31,50 31,30
14 2017 NU (99) 01/11 [ P5 | 07:16 07:21 22,00 20,80 8,71 8,74 30,90 31,80
P6 | 10:18 10:21 22,40 21,50 8,90 8,90 30,20 31,80
P7 | 09:55 10:00 22,40 22,30 8,82 8,86 30,30 30,30
P8 | 09:18 09:25 30,10 31,70 8,75 8,89 30,10 31,70
P9 | 08:02 08:08 22,40 21,20 8,51 8,72 31,80 30,50
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- Temperatura pH Salinidade
Tempo o Horario o
Campanha Maré 2 (°C) (upH)
Data MI/MA o . .
Cond Inicio Final S F S F S F
(UR)

PL | 08:22 08:28 21,70 21,20 7,90 7,82 25,20 26,50
P2 | 08:11 08:15 21,70 21,20 7,86 7,87 25,20 26,50
P3 [ 07:43 07:49 21,30 21,20 7,83 7,85 23,30 26,70
21,06 17121 P4 | 07:26 07:28 21,70 21,10 7,97 7,89 24,70 26,50
15 2017 NU (70) 02/12 [ P5 | 07:16 07:20 21,50 21,20 7,33 7,90 24,30 27,20
P6 | 08:22 08:28 21,30 21,10 8,08 8,04 26,70 27,20
P7 | 09:50 09:52 21,30 21,10 8,04 7,97 26,30 27,20
P8 | 09:06 09:12 21,50 21,10 7,97 7,96 24,20 26,90
P9 | 07:55 07:57 21,50 21,20 7,75 7,27 22,10 27,00
PL | 08:43 08:47 19,50 19,20 7,98 8,05 25,90 27,70
P2 | 08:32 08:35 19,40 19,10 8,06 8,08 27,30 27,70
P3 | 08:05 08:11 19,40 19,20 8,01 8,07 24,70 26,70
20.07 12123 P4 | 07:45 07:51 19,70 19,20 8,12 8,10 27,20 27,30
16 2017 NU (94) 01/11 [ P5 | 07:30 07:40 19,50 19,20 8,14 8,12 27,30 27,50
P6 | 08:43 08:47 19,90 19,30 8,14 8,12 27,30 27,20
P7 | 10:06 10:11 20,10 19,10 8,28 8,19 27,00 28,00
P8 | 09:28 09:33 19,80 19,10 8,90 8,12 26,70 27,90
P9 | 08:20 08:21 19,20 19,10 8,03 8,03 26,80 27,20
P1L | 08:20 08:25 20,80 20,50 8,30 8,19 27,20 27,80
P2 | 08:06 08:11 20,60 19,70 8,23 8,20 26,40 27,00
P3 | 07:44 07:49 20,20 19,70 7,84 7,73 25,00 26,80
19.08 2030 P4 | 07:26 07:31 21,20 20,20 8,21 8,20 26,00 27,50
17 2017 NU (82) 1.2/00 | P5 | 07:16 07:22 20,80 20,10 8,24 8,23 26,70 27,60
P6 | 09:56 09:59 21,70 20,30 8,24 8,20 27,40 27,60
P7 | 09:36 09:40 21,50 21,10 8,32 8,18 27,40 27,60
P8 | 09:04 09:08 21,10 19,80 8,30 8,19 27,20 27,80
P9 | 07:54 08:02 20,50 19,40 7,86 7,73 25,00 26,80
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- Temperatura pH Salinidade
Tempo o Horario o
Campanha Maré 2 (°C) (upH)
Data MI/MA o . .
Cond Inicio Final S F S F S F
(UR)

PL | 08:20 08:22 21,50 21,00 7,89 8,02 25,60 27,30
P2 | 08:08 08:11 21,00 20,30 7,84 8,06 26,80 27,70
P3 | 0745 07:49 20,90 20,80 7,65 7,85 21,10 23,70
25 10 18730 P4 | 07:28 07:30 21,50 20,60 8,13 8,10 27,00 27,20
18 2017 NU (93) 1.0/06 | P5 | 07:18 07:22 21,00 21,10 8,15 8,04 27,30 27,50
P6 | 09:45 09:48 21,00 20,90 8,13 8,10 27,60 27,70
P7 | 09:30 09:32 21,70 21,10 8,16 8,15 27,10 27,50
P8 | 09:00 09:06 21,60 20,50 8,05 8,10 27,10 27,70
P9 | 07:55 07:57 20,80 20,30 7,84 8,00 25,60 27,20
PL | 07:52 07:55 23,30 22,40 8,19 8,09 25,60 26,60
P2 | 07:41 07:45 22,70 22,50 8,12 8,14 26,10 26,40
P3 | 07:08 07:16 22,90 22,80 7,85 8,05 23,70 25,60
28.11 19196 P4 | 06:46 06:53 23,40 23,20 8,27 8,26 24,70 25,70
19 2017 NU (98) 0.3/08 | P5 | 06:35 06:39 23,30 21,90 8,29 8,14 25,50 26,90
P6 | 09:31 09:33 23,20 21,30 8,31 8,08 25,80 27,50
P7 | 09:10 09:13 23,40 21,70 8,33 8,07 25,50 27,10
P8 | 08:32 08:37 23,80 23,00 8,36 8,17 25,40 26,10
P9 | 07:22 07:31 22,50 22,20 7,76 8,01 23,80 26,40
PL | 07:40 08:48 24,20 22,10 8,40 8,48 25,30 26,90
P2 | 08:28 08:31 22,40 21,00 8,04 7,93 26,80 27,30
P3 | 07:49 07:58 23,90 23,40 7,98 7,85 23,70 23,60
20.12 21/36 P4 | 07:31 07:33 23,20 22,00 8,19 8,08 26,30 26,90
20 2017 NU 1) 1.2/04 | P5 | 07:18 07:24 24,00 22,50 8,24 8,11 26,10 27,00
P6 | 10:13 10:16 26,90 27,10 8,29 8,13 24,40 24,00
P7 | 09:57 10:00 26,20 26,30 8,24 8,24 24,40 24,00
P8 | 09:30 09:32 23,50 21,00 8,14 7,97 26,30 27,50
P9 | 08:04 08:17 21,30 18,40 8,23 7,46 25,70 27,72
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. Temperatura pH Salinidade
Tempo o Horario o
Campanha Maré 2 (°C) (upH)
Data MI/MA g - .
Cond Inicio Final S F S F S F
(UR)

PL | 09:17 09:27 24,20 23,20 7,82 7,87 23,50 26,30
P2 | 09:00 09:08 25,20 24,30 7,84 7,88 25,40 26,40
P3 | 08:15 08:27 25,60 24,90 7,47 7,18 18,40 21,80
3101 22127 P4 | 07:55 07:58 25,00 23,90 7,84 7,88 25,40 26,50
21 2018 NU (89) 0.8/0.7 | P5 | 07:43 07:47 25,00 25,00 7,81 7,89 23,80 26,00
P6 10:59 11:02 24,10 23,40 7,33 7,33 24,00 25,80
P7 10:40 10:44 24,20 23,50 8,02 7,93 22,00 25,70
P8 10:08 10:14 24,30 22,40 7,93 7,90 23,00 27,10
P9 | 08:34 08:48 25,50 24,60 7,78 7,86 24,80 26,40
P1L | 0831 08:34 27,10 26,00 7,91 7,96 23,00 25,90
P2 | 08:18 08:22 27,20 26,70 8,15 8,05 21,80 22,70
P3 | 07:47 07:32 27,00 26,50 8,01 7,86 17,70 22,80
28.02 292 P4 | 07:29 07:32 27,10 26,30 8,28 7,98 19,80 24,10
22 2018 EN (74) 03/10 | P5 | 07:16 07:21 27,30 26,50 8,25 8,03 19,90 23,20
P6 10:18 10:21 27,30 26,90 8,25 8,20 21,50 22,50
P7 | 09:55 10:00 27,80 26,30 8,25 8,10 19,10 21,90
P8 | 09:18 09:25 27,90 27,10 8,28 8,03 18,40 21,90
P9 | 08:02 08:08 27,00 26,20 7,99 7,94 17,80 24,60

LEGENDA: Cond = Condi¢des do tempo (PN =Parcialmente Nublado / EN = Ensolarado / NU = Nublado)
MI = Maxima / Ml = Minima / UR = Umidade Relativa
S = Superficie / F = Fundo / (*) = Dados nao aferidos

FONTE: O Autor.
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% lc ISB IPC RO
Pais £

5

O 2013 2014 2015 2016 2017 Tot Rsc | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | Md | Rsc | St | Rsc |RO| Rsc
Afeganistéo Asia 3.957 45481 58.064 677 33 108212 1 311 318 319 347 375 334 2 Néo 1 4 1
Africa do Sul Africa 1 0 0 0 0 1 4 653 658 664 665 666 66,1 3 Sim 2 9 2
Albania Europa 0 0 0 0 0 0 5 927 932 932 932 932 931 4 Sim 2 11 3
Alemanha Europa 0 0 0 1 0 1 4 992 992 992 994 995 993 4 Sim 2 10 3
Angola Africa 6.655 213 0 78 828 7774 3 506 511 516 518 520 514 8 Néo 1 7 2
Antigua e Barbuda Américas 0 0 0 0 0 0 5 91,4 914 914 914 913 914 4 Sim 2 11 3
Arabia Saudita Asia 0 0 0 0 5 5 4 1000 1000 1000 1000 100,0 100,0 4 Sim 2 10 3
Argélia Africa 0 0 0 0 0 0 5 872 874 876 876 876 875 4 Néo 1 10 3
Argentina Américas 0 0 0 0 0 0 5 958 91 94 94 964 962 4 Sim 2 11 3
Arruba Américas 0 0 0 0 0 5 97,7 977 97,7 978 979 978 4 Néo 1 10 3
Australia Oceania 8 4 2 1 8 13 4 100,0 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 4 Sim 2 10 3
Austria Europa 0 0 0 0 0 0 5 1000 1000 1000 1000 100,0 100,0 4 Néo 1 10 3
Bahamas Américas 0 0 0 0 0 0 5 920 920 920 923 925 922 4 Sim 2 11 3
Bangladesh Asia 0 0 0 0 0 0 5 587 596 606 636 666 618 3 Néo 1 9 2
Bélgica Europa 0 0 0 0 0 0 5 995 995 995 997 998 996 4 Sim 2 11 3
Benin Africa 528 832 0 761 11 2132 3 190 196 197 226 255 213 2 Néo 1 6 1
Botsuana Africa 0 0 0 0 0 0 5 633 633 634 636 638 635 3 Néo 1 9 2
Brasil Américas 0 0 0 0 0 0 5 821 827 828 89 829 827 4 Sim 2 11 4
Brunei Darassalam Asia 0 0 0 0 0 0 5 * * * * * 0,0 5 Nao 1 11 3
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O 2013 2014 2015 2016 2017 Tot Rsc | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | Md | Rsc | St | Rsc |RO| Rsc
Burkina Faso Africa 0 0 0 0 0 0 5 190 194 197 231 265 215 1 Néo 1 7 2
Burundi Africa 1.557 582 442 434 399 3414 3 478 480 480 481 482 480 2 Néo 1 6 1
Cabo Verde Africa 0 0 0 0 0 0 5 701 720 722 724 725 718 3 Nao 1 9 2
Camardes Africa 26 8858 124 0 0 3505 3 454 456 458 459 460 457 2 Néo 1 6 1
Camboja Asia 0 0 0 0 0 0 5 390 408 424 475 525 444 2 Néo 1 8 2
Canada Américas 1 4 3 1 4 13 4 998 998 998 999 999 998 4 Sim 2 10 3
Cazaquistao Asia 0 0 0 0 0 0 5 975 975 975 978 980 97,7 4 Néo 1 10 3
Catar Asia 0 0 0 0 5 5 4 980 980 980 983 985 982 4 Sim 2 10 3
Chade Africa 0 0 0 0 1.266 1266 4 120 12,0 12,1 15,8 19,5 14,3 1 Né&o 1 6 1
Chile Américas 2 24 0 0 0 26 4 990 990 991 992 993 991 4 Néo 1 9 2
China Asia 53 24 13 0 14 104 4 742 754 76,5 76,7 76,9 75,9 4 Né&o 1 9 2
Colémbia Américas 0 0 0 0 0 5 806 811 811 816 820 813 4 Néo 1 10 3
Comoros Africa 0 0 0 0 0 0 5 350 38 358 372 385 365 2 Néo 1 8 2
Congo Africa 1.624 0 0 15 0 1639 4 279 283 287 289 291 286 2 Sim 2 8 2
Costa do Marfim Africa 56 235 199 0 0 490 4 220 223 225 288 350 261 2 Néo 1 7 2
Croacia Europa 0 0 0 0 0 5 97,1 971 970 974 978 97,3 4 Sim 2 11 3
Cuba Américas 181 76 0 0 0 257 4 931 932 932 934 936 933 4 Néo 1 9 2
Curagao Américas 0 0 0 0 0 0 5 * * * * * 0,0 5 Nao 1 11 3
Dinamarca Europa 0 0 0 1 0 1 4 99,6 99,6 99,6 99,7 99,8 99,7 4 Sim 2 10 3
Djibuti Africa 0 0 0 0 0 0 5 473 474 474 477 479 475 2 Néo 1 8 2
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O 2013 2014 2015 2016 2017 Tot Rsc | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | Md | Rsc | St | Rsc |RO| Rsc
Egito Africa 0 0 0 0 0 0 5 94,7 947 94,7 94,9 95,0 94,8 4 Sim 2 11 3
El Salvador Américas 0 0 0 0 0 0 5 734 742 750 785 820 76,6 4 Nao 1 10 3
Emirados Arabes Asia 0 0 0 0 12 12 4 975 975 976 979 981 97,7 4  Sim 2 10 3
Equador Américas 0 0 0 0 0 0 5 838 847 84,7 84,7 84,6 84,5 4 Nao 1 10 3
Eritréia Africa 0 0 0 0 0 0 5 154 156 15,7 15,9 16,0 15,7 1 Nao 1 7 2
Espanha Europa 0 0 2 0 2 4 999 999 999 999 999 999 4 Sim 2 10 3
EUA Américas 14 14 4 14 11 57 4 100,0 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 4 Né&o 1 9 2
Etiopia Africa 0 0 0 0 0 0 5 255 26,8 28,0 28,9 29,8 27,8 2 Nao 1 8 2
Fiji Oceania 0 0 0 0 0 0 5 911 911 91,1 91,3 91,5 91,2 4 Sim 2 11 &
Filipinas Asia 6 4.547 0 0 134 4687 3 725 732 739 74,1 74,2 73,6 8 Né&o 1 7 2
Finlandia Europa 0 0 0 0 0 0 5 976 976 976 97,7 978 97,7 4 Sim 2 11 3
Franca Europa 0 0 2 0 2 4 98,7 98,7 98,7 99,0 99,2 98,9 4 Sim 2 10 3
Gabéo Africa 0 0 0 0 0 0 5 416 418 41,9 42,1 42,2 419 2 Né&o 1 8 2
Gambia Africa 0 0 0 0 0 0 5 58,8 58,8 58,9 59,6 60,2 59,3 3 Né&o 1 9 2
Gana Africa 50 28.944 692 175 0 29.861 2 147 148 149 15,2 55 15,0 1 Sim 2 5 1
Georgia Asia 0 0 0 0 0 5 87,5 86,9 86,3 86,7 87,1 86,9 4 Sim 2 11 3
Gibraltar Europa 0 0 0 0 0 0 5 * * * * * 0,0 5 Né&o 1 11 3
Grécia Europa 0 0 0 0 0 0 5 99,0 99,0 99,0 99,1 99,2 99,1 4 Sim 2 11 8
Guatemala Américas 0 0 0 0 0 0 5 63,6 63,7 63,9 64,5 65,0 64,1 3 Né&o 1 9 2
Guina Francesa Américas 0 0 0 0 0 0 5 836 836 837 839 840 838 4 Néo 1 10 3
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O 2013 2014 2015 2016 2017 Tot Rsc | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | Md | Rsc | St | Rsc |RO| Rsc
Guiné Africa 319 1 0 0 0 320 4 194 20,0 20,1 22,3 24,5 21,3 1 Nao 1 6 1
Guiné Bissau Africa 969 11 0 0 0 980 4 205 20,7 208 224 240 217 1 Néo 1 6 1
Haiti Américas 58.809 27.753 36.045 41421 13681 177709 1 271 274 276 27,7 2718 275 2 Néo 1 4 1
Holanda Europa 0 0 0 1 0 1 4 978 977 97,7 980 983 97,9 4 Néo 1 9 2
Honduras Américas 0 0 0 0 0 0 5 813 826 826 828 80 825 4 Sim 2 11 3
1émen Asia 0 0 0 15751 1.032.481 1.048232 1 531 535 537 539 600 548 3 Néo 1 5 1
Ilhas Cook Oceania 0 0 0 0 0 0 5 797 797 797 805 812 802 4 Sim 2 11 3
IIhas Fiji Oceania 0 0 0 0 0 0 5 797 797 797 805 812 802 4 Néo 1 10 3
Ilhas Malvinas Américas 0 0 0 0 0 0 5 956 955 956 963 970 96,0 4 Sim 2 11 3
Ilhas Marshalls Oceania 0 0 0 0 0 0 5 76,7 768 769 775 780 772 4 Sim 2 11 3
Ilhas virgens Américas 0 0 0 0 0 0 5 975 975 975 97,7 978 97,6 4 Néo 1 10 3
india Asia 6.008 4.031 889 841 385 12154 3 385 395 396 404 411 398 2 Néo 1 6 1
Indonésia Asia 0 0 0 0 0 0 5 597 606 608 632 655 620 3 Sim 2 10 3
Inglaterra Europa 6 14 15 19 0 54 4 992 992 992 994 996 993 4 Sim 2 10 8
Ird Asia 256 0 86 0 634 976 4 899 899 900 904 90,8 90,2 4 Sim 2 10 3
Iraque Asia 1 0 4.965 3 0 4969 3 856 856 856 886 915 874 4 Néo 1 8 2
Irlanda Europa 0 0 0 0 0 0 5 90,4 905 90,5 911 916 908 4 Néo 1 10 3
Israel Asia 1 0 0 0 0 1 4 1000 1000 1000 100,0 100,0 100,0 4 Néo 1 9 2
Italia Europa 1 0 0 0 0 1 4 995 995 99,5 99,7 99,9 99,6 4 Né&o 1 9 2
Jamaica Américas 0 0 0 0 0 0 5 818 818 818 839 860 831 4 Sim 2 11 3
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O 2013 2014 2015 2016 2017 Tot Rsc | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | Md | Rsc | St | Rsc |RO| Rsc
Japdo Asia 8 10 7 0 7 32 4 1000 1000 1000 1000 100,0 100,0 4 Sim 2 10 3
Jordania Asia 0 0 0 0 0 0 5 986 986 986 993 1000 99,0 4 Sim 2 11 3
Kenia Africa 0 35 13291 5.866 4.288 23480 2 299 301 301 288 275 293 2 Sim 2 6 1
Kiribati Oceania 0 0 0 0 0 0 5 379 379 379 383 386 381 2 Sim 2 9 2
Kuait Asia 0 0 0 0 0 0 5 1000 1000 1000 1000 100,0 100,0 4 Néo 1 10 3
Libano Asia 0 0 0 0 0 0 5 807 807 80,7 8,0 81,3 809 4 Sim 2 11 3
Libéria Africa 92 44 0 0 0 136 4 164 166 169 171 172 168 1 Sim 2 7 2
Lituania Europa 0 0 0 0 0 5 916 920 924 926 928 923 4 Sim 2 11 3
Malésia Asia 171 189 244 0 3 607 4 90 90 90 966 971 963 4 Sim 2 10 3
Malavi Africa 0 0 693 1.792 344 2829 3 401 40,6 410 423 435 415 2 Néo 1 6 1
Maldivas Asia 0 0 0 0 0 0 5 980 980 979 881 783 921 4 Néo 1 10 3
Mali Africa 23 0 0 0 0 23 4 238 242 24,7 27,4 30,0 26,0 2 Nao 1 7 2
Malta Europa 0 0 0 0 0 0 5 1000 1000 1000 1000 100,0 100,0 4 Sim 2 11 3
Madagascar Africa 0 0 0 0 0 0 5 11,7 119 120 12,1 12,2 12,0 1 Sim 2 8 2
Marrocos Africa 0 0 0 0 0 0 5 765 766 76,7 770 773 768 4 Sim 2 11 3
Martinica Américas 0 0 0 0 5 9%4 94 94 970 976 968 4 Néo 1 10 3
Mauritania Africa 0 0 0 0 0 0 5 395 397 400 398 395 397 2 Néo 1 8 2
México Américas 187 14 1 0 0 202 4 844 851 852 862 872 856 4 Sim 2 10 3
Mianmar Asia B8 400 103 782 0 1318 4 795 795 79,6 79,9 80,2 79,7 4 Né&o 1 9 2
Micronésia Oceania 0 0 0 0 0 0 5 570 571 571 586 60,0 580 8 Néo 1 9 2
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O 2013 2014 2015 2016 2017 Tot Rsc | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | Md | Rsc | St | Rsc |RO| Rsc
Mogcambique Africa 1.869 480 8.739 883 5.892 17863 2 203 204 205 315 425 270 2 Néo 1 5 1
Mongélia Asia 0 0 0 0 0 0 5 585 591 597 611 625 602 3 Sim 2 10 3
Montenegro Europa 0 0 0 0 0 0 5 951 956 959 947 935 950 4 Sim 2 11 3
Namibia Africa 3 485 0 0 0 488 4 336 340 344 347 349 343 2 Néo 1 7 2
Nepal Asia 0 993 80 169 7 1249 4 426 442 45,8 48,4 51,0 46,4 2 Né&o 1 7 2
Nicaragua Américas 0 0 0 0 0 0 5 678 678 679 680 681 67,9 3 Néo 1 9 2
Niger Africa 585 2.059 51 38 0 2733 3 105 10,8 10,9 14,7 18,5 13,1 1 Né&o 1 5 1
Nigéria Africa 6.600  35.996 5.290 768 12.174 60.828 2 296 293 290 310 330 304 2 Sim 2 6 1
Niue Oceania 0 0 0 0 0 0 5 656 656 656 659 661 658 3 Sim 2 10 3
Noruega Europa 0 0 1 1 4 981 981 981 987 993 985 4 Sim 2 10 3
Nova Zelandia Ocednia 0 0 0 0 5 * * * * * 0,0 5 Sim 2 12 3
Oman Africa 0 0 1 0 0 1 4 97 9,7 9,7 98 969 968 4 Néo 1 9 2
Palau Oceania 0 0 0 0 0 0 5 1000 1000 1000 1000 100,0 100,0 4 Sim 2 11 3
Panama Américas 0 0 0 0 0 0 5 739 745 750 755 760 750 8 Sim 2 10 3
Papua Nova Guiné Oceania 0 0 0 0 0 0 5 189 189 189 196 20,2 19,3 1 Né&o 1 7 2
Paquistdo Asia 1.069 1.218 0 0 2287 3 600 618 635 678 720 650 3 Néo 1 7 2
Paraguai Américas 0 0 0 0 0 0O 5 88 878 86 89 892 883 4 Néo 1 10 3
Peru Américas 0 0 0 0 0 0 5 941 945 949 953 957 949 4 Sim 2 11 3
Porto Rico Américas 0 0 0 0 0 0 5 99,3 993 99,3 9915 99,7 99,4 4 Né&o 1 10 3
Portugal Europa 0 0 0 0 0 0 5 996 997 997 998 999 997 4 Sim 2 11 3
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Pais

Rep. Central da Africa
Republica da Coréia
Rep. Dem. do Congo
Rep. Dem. do Laos
Rep Dominicana
Republica Thecka
Ruanda

Russia

Saara Ocidental
Santa Llcia

Séo Tomé e Principe
Seichelles

Senegal

Serra Leoa
Singapura

Siria

Somalia

Sri Lanka
Suazilandia

Suddo

Continente

Africa
Asia
Africa
Asia
Américas
Europa
Africa
Europa
Africa
Américas
Africa
Africa
Africa
Africa
Asia
Asia
Africa
Asia
Africa

Africa

lc ISB IPC RO

2013 2014 | 2015 | 2016 2017 Tot Rsc | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | Md | Rsc | St | Rsc |RO| Rsc
0 0 0 0 0 0 5 216 21,7 218 246 273 234 1 Néo 1 7 2
3 0 0 0 5 8 4 148 149 150 154 1577 152 1 Sim 2 7 2
26.944 22230 19.182  28.093 56.190 152639 1 279 283 287 290 292 286 2 Néo 1 4 1
0 0 0 0 0 0 5 833 836 840 842 843 839 4 Néo 1 10 3
1.954 603 546 1.159 122 4384 3 833 836 840 843 846 84,0 4 Néo 1 8 2
0 0 0 0 5 991 991 991 993 9955 992 4 Néo 1 10 3
0 0 355 355 4 600 608 616 61,8 61,9 612 3 Néo 1 8 2
0 2 0 0 0 2 4 722 722 722 728 733 725 3 Néo 1 8 2
0 0 0 0 0 0 5 * * * * * 0,0 1 Sim 2 8 2
0 0 0 0 0 0 5 90,0 905 9055 905 905 904 4 Néo 1 10 3
0 0 0 0 0 0 5 345 346 347 381 415 36,7 2 Sim 2 9 2
0 0 0 0 0 5 984 984 984 988 992 986 4 Néo 1 10 3
0 0 0 0 0 0 5 466 471 476 478 480 474 2 Sim 2 9 2
377 0 0 0 0 377 4 130 131 133 154 175 145 1 Néo 1 6 1
2 4 0 0 3 9 4 1000 100,0 1000 100,0 100,0 100,0 4 Sim 2 10 3
0 0 0 0 0 0 5 * * * * * 0,0 5 Sim 2 12 3
6.864  28.020 7536 15.619 75414 133453 1 238 239 241 241 242 240 1 Sim 2 4 1
0 0 0 0 0 0 5 948 951 951 953 955 952 4 Néo 1 10 3
0 0 0 0 0 0 5 575 575 575 579 582 577 3 Néo 1 9 2
0 0 0 0 0 0 5 236 236 239 290 340 268 2 Néo 1 8 2
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O 2013 2014 2015 2016 2017 Tot Rsc | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | Md | Rsc | St | Rsc |RO| Rsc
Sudéo do Sul Africa 0 6.421 1.818 4.295 16.088 28.622 2 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7 1 Nao 1 4 1
Suécia Europa 0 0 1 0 0 1 4 99,3 993 99,3 99,6 99,8 99,5 4 Né&o 1 9 2
Suica Europa 0 0 2 0 0 2 4 999 99,9 999 100,0 100,0 99,9 4 Sim 2 10 3
Suriname Américas 0 0 0 0 0 0 5 792 792 792 799 805 796 4 Sim 2 11 3
Tailandia Asia 8 12 125 52 8 205 4 931 930 93,0 95,0 97,0 94,2 4 Nao 1 9 2
Tanzénia Africa 270 0 11563 11.360 4.895 28.088 2 145 15,0 15,6 23,8 32,0 20,2 1 Né&o 1 4 1
Togo Africa 166 262 35 0 0 463 4 16,1 16,4 16,5 16,7 16,8 16,5 1 Né&o 1 6 1
Tonga Oceénia 0 0 0 0 0 0 5 91,1 91,0 91,0 914 918 91,3 4 Nao 1 10 3
Trinidad e Tobago Américas 0 0 0 0 0 0 5 915 915 915 916 91,7 916 4 Sim 2 11 3
Tunisia Africa 0 0 0 0 0 0 5 909 916 91,6 94,3 97,0 931 4 Né&o 1 10 3
Turquemenistdo Asia 0 0 0 0 0 0 5 * * * * * 0,0 5 Nao 1 11 3
Turquia Asia 0 0 0 5 * * * * * 0,0 5 Sim 2 12 3
Tuvalu Oceania 0 0 0 0 0 0 5 833 834 83,5 83,5 8,4 68,4 3 Sim 2 10 3
Ucrania Europa 0 0 0 0 0 5 958 959 959 962 965 96,1 4 Né&o 1 10 8
Uganda Africa 748 309 1.461 516 252 3286 3 188 19,0 19,1 19,8 20,5 19,4 1 Né&o 1 5 1
Uruguai Américas 0 0 0 0 0 0 5 96,1 96,3 96,4 96,7 96,9 96,5 4 Nao 1 10 3
Venezuela Américas 4 0 0 0 0 4 4 944 944 944 946 948 945 4 Nao 1 9 2
Vietnd Asia 0 0 0 0 0 0 5 747 76,3 78,0 78,5 79,0 77,3 4 Né&o 1 10 8
Zambia Africa 0 0 0 0 1.794 1794 3 435 437 439 442 444 439 2 Né&o 1 6 1
Zimbéabue Africa 0 0 60 10 0 70 4 372 370 36,8 37,2 37,5 37,1 2 Néo 1 7 2
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LEGENDA: 11IC = Indicador de Incidéncia de Célera
ISB = Indicador de Acesso a0 Saneamento Basico
IPC =Indicador Pais Contratante
Tot = Total
Med = Média
Rsc = Risco
St = Situacéo
Qtd = Quantidade
RO = Risco Origem
/ / /

FONTE: Dados extraidos de WHO, 2017; World Bank, 2017.
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