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Resumo: Areas turisticas com locais para banhos localizadas distantes de centros urbanos tém
atraido visitantes em funcdo da inexisténcia da presenca humano, e assim livre de polui¢do antrépica.
Na grande maioria destes locais a qualidade da agua para banho é atestada pela percepcéo visual de
seus visitantes, principalmente através da turbidez e cor, geralmente, 0 usuario entende que quanto
mais incolor, melhor sua qualidade. Este estudo realizou 10 coletas de amostras de agua de dois
locais utilizados como balnearios, banho e pratica de esporte, na bacia hidrogréafica do Rio dos Sinos
com o objetivo de classificar a qualidade destas aguas, segundo o preconizado pela Resolucdo do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 274/2000, exclusivamente o parametro Numero
mais Provavel de Escherichia coli em 100 mililitros de amostra (NMP/100mL). Em adicdo a este
parametro foi incorporado na avaliacdo a presenca de Adenovirus, como forma de rastrear a
poluicdo humana presente nestas aguas, ja que pela sua localizacéo, longe de centros urbanos, o
indicador utilizado pela Resolucdo CONAMA néo pode identificar a fonte especifica das bactérias, se
humanas ou de outros animais de sangue quente. Os resultados indicam presenca superior a 8000
NMP/ 100 mL, nos dois locais avaliados, em pelo menos uma das coletas realizadas. Segundo o
estabelecido na Resolucio CONAMA os dois pontos avaliados obtiveram resultados de qualidade de
Agua satisfatério para uso como agua de contato direto. Os resultados para Adenovirus indicam a
presenca de fezes humanos em 75% do periodo monitorado.
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Abstract: Tourist attractions with freshwater bathing areas located away from urban centers have
attracted visitors due to the absent of human presence, thus, free from anthropic pollution. In many of
these places the water quality is confirmed by the visual perception of its visitors, manly through
turbidity and color, users usually understand that less colored waters have a better quality. In this
study, ten (10) water samples were collected in two (2) recreational water areas, used for bathing and
water sports in the Sinos River Basin, aiming at classifying the water quality based on the Most
Probable Number (MPN) of Escherichia coli according to the Regulation No. 274/200 by the National
Council of Environment (CONAMA, in Portuguese). In addition, the presence of Adenovirus was also
evaluated as a means to track human pollution in these waters, since their location, away from urban
centers, the use of the indicator proposed by the legal regulation do not allow the precise identification
of bacterial contamination source, from human or other warm-blooded animals. The results indicate
more than 8,000 MPN/100 mL in both investigated places in at least one sample. According to
CONAMA regulation guidelines, both places presented satisfactory results when it comes to primary
contact recreational water. The results for Adenovirus indicate the presence of human feces in 75% of
the monitoring period.

Keywords: Water, Freshwater bathing, Adenovirus, Escherichia coli.

1. INTRODUCAO

Estudos sobre a qualidade das aguas de balneérios e seus impactos na salde de seus
usuarios nao sdo recentes (STEVENSON, 1953). Via de regra a presenca humana afeta a qualidade da
agua, portanto é essencial o controle da qualidade de aguas recreacionais. Aguas recreacionais podem
expor seus usuarios a diversas doencas causadas por microrganismo, incluindo os que estdo
naturalmente presentes na agua, mas principalmente os agentes infecciosos resultantes da poluicéo
fecal, principalmente humano (FEWTRELL & KAY, 2015).

O governo brasileiro regulou nos anos 2000, através das resolu¢cées CONAMA (Conselho
Nacional de Meio Ambiente) nimero 274/2000 e 357/2005 (CONAMA, 2000; CONAMA, 2005) os
critérios para a balneabilidade. As resolugdes promovem o gerenciamento da qualidade da agua para
contato direto, e determina que os governos Federal, Estadual e Municipal sdo os responsaveis pela
sua execucdo e publicidade dos resultados, estimulando ainda articulacdo com a sociedade para sua
efetivacdo. No Estado do Rio Grande do Sul programas para a efetivacdo do monitoramento em
atendimento ao disposto em lei tém ficado limitados a balnearios com grande nimero de usuarios,
balnearios municipais localizados no interior do Estado ndo tém sido avaliados, ou se o0 sdo, ndo tem
seus resultados divulgados (FEPAM, 2016).

O indicador de poluicdo fecal utilizado pela legislacdo brasileira sdo bactérias que,
embora presente nas fezes humanas, também sdo encontradas nas fezes de animais de sangue quente
(HACHICH et al., 2012; POTERA, 2012), tornando assim o indicador pouco confiavel, ja que ndo é
possivel dizer que as bactérias encontradas sdo provenientes exclusivamente de esgoto doméstico
humano.

Para balneérios localizados distantes de conglomerados urbanos e préximos de peguenas
fazendas, locais que geralmente possuem criagdo de gado, porcos entre outros animais € essencial o
rastreamento da fonte de poluigdo. Atualmente existem diferentes propostas para o rastreamento da
fonte de poluigdo humana, entre eles a cafeina e os virus humanos (LINDEN et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2015).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a condi¢cdo de balneabilidade em dois
diferentes locais, no periodo novembro a dezembro de 2015, observando o que determina a legislacdo
brasileira para o grupo bactérias (especificamente Escherichia coli) e também a identificacdo de
adenovirus humano (HAdV) como proposta de indicador da presenca de fezes humanas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

A bacia hidrogréfica do Rio dos Sinos, localizada no Rio Grande do Sul - Brasil, possui
diversos balneérios, a maioria com acesso publico gratuito, embora o rio principal da bacia, Rio dos
Sinos é o 4° mais poluido do Brasil (ABES, 2016). A bacia hidrogréfica citada possui arroios e rios
localizados distantes dos centros urbanos, sendo alguns deles, usados como balneérios pablicos.

Entre os diversos locais utilizados como balneéarios desta bacia destaca-se dois balneéarios
utilizados para recreacdo, a Cascata do Chuvisqueiro e o Parque das Laranjeiras. Todos pertencem a
bacia hidrografica do Rio dos Sinos, mas com origem em rios diferente.

O primeiro local é conhecido como Cascata do Chuvisqueiro que pertence ao Rio
Rolante, localizado no municipio de Riozinho, que conta com 4.571 habitantes (IBGE, 2015). A
cascata ¢ um dos principais pontos turisticos da cidade, com setenta e dois metros de queda d’agua. O
balneario é frequentado por pessoas em busca de turismo e o local é caracterizado por ser uma area
rodeada de serras e cursos d’agua de leito acidentado, possuindo varias cascatas, morros e uma
vegetacdo ombrdéfila com resquicios de Mata Atlantica que contribuem para uma série de paisagens
que estimulam o turismo ecolégico (CAMPING CASCATA DO CHUVISQUEIRO, 2016).

Outro local muito frequentado na bacia é o Parque das Laranjeiras no rio Paranhana,
principal afluente do rio do Sinos. O local é usado para a pratica de esportes de contato direto com a
agua, principalmente rafting e canoagem, também é sede de competicGes e eventos nacionais e
internacionais relacionadas a essas praticas (PREFEITURA DE TRES COROAS, 2016). Localizado
no municipio de Trés Coroas, que conta com a populagdo de 26.092 habitantes (IBGE, 2015).

O balneario Parque das Laranjeiras possui acesso gratuito, e o balneério localizado no
municipio de Riozinho é particular, sendo cobrado ingresso para acesso a cascata, porém tem sua
utilizacdo estimulada pela prefeitura deste municipio. Todos estes balnedrios devem atender o
preconizado na Resolu¢do CONAMA n° 274, de 29 de novembro de 2000 gue define os critérios de
balneabilidade em aguas brasileiras (CONAMA, 2000), porém nunca foi realizado monitoramento de
qualidade para este fim, ou se houve ndo foi dada publicidade ao fato.

A Resolucdo citada, classifica as dguas destinadas a recreacdo de contato primario como
préoprias e improprias, sendo a primeira subdivididas nas seguintes categorias de acordo com o valor
maximo de E. coli por 100mL de agua (tabela 1).

Tabela 1 — Categoria de qualidade e 0 nimero maximo de microrganismos, segundo a resolucdo

CONAMA n° 274/00
Categoria  Subdivisdo E. coli (NMP/100mL)
Propria Excelente 200
Muito boa 400
Satisfatoria 800
Impropria Acima de 800; ultima coleta superior de 2000.

Fonte — Adaptado de Resolugdo CONAMA n° 274/00

Segundo essa resolucdo para a avaliagdo das aguas destinadas a recrea¢do sdo necessarias
um conjunto de amostras coletadas durante cinco semanas seguidas. Para a determinacdo da categoria
80% dessas amostras ndo podem ultrapassar o valor maximo mostrado na tabela 1 (CONAMA, 2000).

O patdgeno E. coli utilizado na pesquisa pertence a familia Enterobacteriaceae e é
liberado no meio ambiente em grande quantidade a partir das fezes de pessoas e animais de sangue
quente. E usado como marcador de contaminagdo, pois 0 mesmo SO estd presente em esgotos,
efluentes, &guas naturais e solos que tenham recebido contaminag&o fecal recente (CONAMA, 2000).

BABES'RS PUC E fepaméﬁ MUF%:GMS | abes-rs@abes-rs.org.br

51 3212.1375




- . 19221 de tul le 201¢
Regulamentacdo Ambiental, fal e outihTe O ’

Desenvolvimento e Inovacio Prédio 41 | PUCRS | Porto Alegre/RS

Os HAdV pertencem a familia Adenoviridae e ao género Mastadenovirus, apresentam
DNA de fita dupla e sdo ndo envelopados, transmitidos de forma fecal-oral, por consumo de &gua e
irrigagdes com agua ndo tratada, bem como por aguas recreacionais ap6s contato direto por meio de
mucosas da pele ou por inalacdo (WYN-JONES & SELLWOOD, 2001). Apresentam mais de 67
sorotipos humanos divididos em 7 subgrupos de A a G (MATSUSHIMA et al., 2013), sendo a espécie
F considerada adenovirus fastidiosos, Ad40 e AdV41, causadores de gastroenterites em humanos
(SHENK et al., 1996; HORWITZ et al., 1996). Acomete principalmente criancas de 3 a 5 anos e
também adultos, podendo ser assintomatica ou com quadros febris e vémitos, sendo comum também
infeccdes respiratdrias e miocardites (JIANG & CHU, 2004; TAVARES et al., 2005).

Outrossim em monitoramento de qualidade hidrica, quando avaliado virus, é comum a
escolha de HAdV para indicacdo da presenca de virus humano, por suas implicagfes sobre a saude
publica, por deteccBes frequentes em ambientes aquaticos bem como a sua resisténcia a remog¢do ou a
inativacdo em sistemas de tratamento (DAVISON et al., 2003; LECHEVALLIER & AU, 2004).

3. METODOLOGIA
3.1. Coleta de amostras

Foram realizadas coletas durante 5 semanas consecutivas, conforme definido na
legislagio CONAMA 274 de 2000, entre os meses de novembro e dezembro. As amostras foram
obtidas em 2 balnearios distintos: Cascata do Chuvisqueiro em Riozinho e Parque das Laranjeiras em
Trés Coroas (Figura 1). Foi coletado 1 amostra de agua em cada local uma vez por semana,
totalizando 10 amostras ao final.

“wpages

Parqu dLaranjiras.
Figura 1 — Locais monitorados no estudo.

Cascata do Chuvisqueiro.

As coletas das amostras foram realizadas em frascos estéreis e encaminhadas para o
laboratério de microbiologia da Universidade Feevale em caixas térmicas.

3.2. Andlises microbiol6gicas das amostras de agua
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A quantificacdo da bactéria E. coli foi realizada com substrato cromégeno e para a
deteccdo de HAdV as amostras primeiramente foram centrifugadas para posterior extracdo de &cidos
nucleicos e gPCR (PCR quantitativo).

A analise bacterioldgica foi realizada em até 12h ap6s a coleta através do Kit Colilert®
seguindo a metodologia do fabricante. Este método é utilizado para deteccdo e quantificacdo da
bactéria E. coli a partir de um substrato cromogénio. O método é definido e aprovado pelo Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater. A bactéria E. coli utiliza a enzima B-
glucurinodase para metabolizar o substrato  4-metil-umbeliferil-B-D-glucoronideo  (MUG),
apresentando uma coloragéo fluorescente (IDEXX, 2016).

Para essa andlise é necessario 100mL de amostra onde é adicionado o substrato
cromogénio e homogeneizando até completa dissolucdo do reagente. A solucdo é transferida para uma
cartela contendo 97 pogos (48 pequenos e 49 grandes) e selada para a distribuicdo uniforme entre os
pogos. A cartela foi incubada por 24 horas a 37° C em uma estufa.

Para a quantificacdo € necessario a contagem dos pocos utilizando para a leitura luz UV.
E positivo para E. Coli 0s pocos que apresentarem fluorescéncia. Os pocos grandes e pequenos sio
contados e com o auxilio de uma tabela disponibilizada pelo fabricante é determinado os resultados
em NMP (Numero Mais Provavel) em 100 ml de agua.

A concentracdo das amostras foi através do método de ultracentrifugacdo. Neste método
36mL das aguas coletadas sdo submetidos a uma centrifugacdo a 41000xg por 3 horas a 8°C. Em
seguida o sobrenadante é descartado e o pallet é ressuspendido utilizando 1mL de TE (pH 8) e
armazenado em -80°C para posterior analise molecular.

A extracdo dos &cidos nucleicos foi realizada utilizando o kit de extracdo Spin Plus 250
(Biopur®), conforme recomendaces do fabricante, usando de volume inicial 200ul de cada amostra
de &gua concentrada atraves da ultracentrifuga. Se necessario o DNA viral era armazenado em um
freezer a -80°C.

Para a quantificacdo do genoma viral foi realizada a reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa (qQPCR) através dos primers VTB2 HAdvC-f (5>-GAGACGTACTTCAGCCTGAAT-3) e
VTB2 HAdvC-r (5’-GATGAACCGCAGCGTCAA-3’) (WOLF et al.,, 2010). As gPCR foram
realizadas com kit comercial Platinums SYBR= Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), seguindo
metodologia recomendada pelo fabricante e usando protétipos de amostras positivas de HAdV para
controle positivo. A ampliacdo do genoma viral foi através de um termociclador iQ5™ Bio-Rad. Para
cada 25uL da reagdo, 12,5uL foi usado de mix, 1uL de cada primer, 5,5uL de dgua estéril e SuL. de
acido nucleico extraido de cada amostra. Para chegar a especificidade da ampliacdo foi feita uma
curva de com 5 diluicdes do controle positivos. Em cada corrida foi utilizado controles negativos para
confirmar que ndo houve contaminacdo. Todas as amostras e controles positivos e negativos foram
analisadas em duplicata.

4. RESULTADOS

4.1. E. coli como indicador para balneabilidade

Os resultados de quantificagdo da bactéria E. coli durante o periodo avaliado esta
apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Namero mais provavel de E. coli em 100mL de &gua durante cinco semanas de novembro a

dezembro de 2015.
—#— Cascata do Chuvisqueiro Parque das Laranjeiras
10000
9000
8000
7000
=
% 6000
= 5000
=N
E 4000
3000
2000
1000
0
1 2 3 4 5
—4#— Cascata do Chuvisqueiro 3255 496 556 8.780 226
Parque das Laranjeiras 110 109 399 8.164 10
SEMANA

Em 100% das amostras foram detectadas a presenca da bacteria E. coli. A quantificacdo
variou de 10 a 8.870 NMP/100mL e apresentou um pico durante a 4 semana de coleta.

Analisando as concentracdes de E. coli nos pontos de coletas observou-se que a Cascata
do Chuvisqueiro apresendou valores elevados quando comparadado com o Parque das Laranjeiras.

Segundo a resolusdo CONAMA (2000), ambos os balneérios se classificaram como dguas
proprias para a recreacdo. As aguas do balnedrio da Cascata do Chuvisqueiro foram subclassificadas
como “Satisfatoria”, por ndo ultrapassar 800 NPM/100mL em 80% das coletas. J& as do Parque das
Laranjeiras foram subclassificadas em “Muito boa” por ndo ultrapassar 400 NPM/100mL em 80% das
coletas.

4.2. HAdV como rastreador de efluente humano

Para HAdV, 70% (7/10) das amostras avaliadas foram positivas. Os resultados obtidos no
monitoramento sdo apresentados na Tabela 3. Em todos os balneérios analisados foram encontradas
amostras positivas, sendo que 60% (3/5) das amostras obtidas na Cascata do Chuvisqueiro e 80% (4/5)
das amostras obtidas no Parque das Laranjeiras foram positivas.

Tabela 2 — Deteccdo de HAdV em amostras de 4gua durante o periodo de monitoramento (novembro a
dezembro de 2015) por gPCR

Amostra de agua

Semana Cascata do Chuvisqueiro Parque das Laranjeiras
1 + +
2 +
3 - -
4 - +
5 + +

"-": Resultado negativo "+": Resultado positivo
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5. DISCUSSAO DE RESULTADOS

Os locais avaliados estdo localizados em locais isolados, distantes de cidades ou
aglomeracao de pessoas, a montante destes locais existem pequenos sitios com um reduzido nimero
de residéncias, embora este cenario remeta seus frequentadores a um local livre de polui¢do antrépica
nao € esta a realidade quando avaliados os resultados desta pesquisa.

Os resultados obtidos para o parametro E. coli indicam a presenca de fezes oriundas de
animais de sangue quente, porém nao permitem assertividade para a fonte, que pode ser humana ou de
outros animais de sangue quente (HACHICH et al., 2012; POTERA, 2012). Desta forma uma
avaliacdo que considere exclusivamente este indicador ndo é confidvel, principalmente para zonas
rurais, onde a presenca de criacdes de gado, suinos e aves € comum.

A avaliagdo utilizando o parametro HAdV permite afirmar que estes locais sdo afetados
diretamente pela presenca humana, assim o uso combinado de coliformes e virus pode aumentar
significativamente a confiabilidade de seguranca de aguas balneaveis, ja que ocorrem surtos de
doencas de veiculacdo hidrica mesmo quando a contagem de coliformes satisfaz o que determina a
legislacdo (TCHOBANOGLOUS et al., 2003).

Os resultados finais desta pesquisa indicam a necessidade de avaliacdo permanente de
balneabilidade nestes locais, tanto pelo resultado para a bactéria E. coli na coleta da quarta semana de
avaliacdo, que apresentou resultado quatro vezes maior do que o sugerido na Resolucdo CONAMA
274/2000, tanto pela presenca de HAdV em mais de 50% do periodo monitorado nos dois locais
avaliados.
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