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RESUMO

ANDRADE, Rosane Cristina de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de
2015. Indicadores nio convencionais para o rastreamento de fontes de
contaminac¢do fecal em bacias hidrograficas. Orientador: Rafael Kopschitz Xavier
Bastos. Coorientadora: Paula Dias Bevilacqua.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a utilizagdo de bacteriofagos e a genotipagem
de oocistos de Cryptosporidium spp. na tentativa de identificar as fontes de
contamina¢do fecal em duas bacias hidrograficas bem distintas: i) a bacia do ribeirdo
Sao Bartolomeu, localizada em Vigosa, MG, Brasil; e ii) a bacia do rio Ouse, localizada
no sudeste da Inglaterra, Reino Unido. Colifagos somaticos, colifagos F-RNA e
bacteriofagos que infectam Bacteroides fragilis foram utilizados por sua simplicidade
metodoldgica, pelo baixo custo e por apresentarem, em tese, elevada especificidade no
reconhecimento das bactérias hospedeiras. Para comparagao, foram monitoradas
bactérias tradicionalmente utilizadas como indicadoras de contaminagdo fecal —
coliformes termotolerantes, E. coli e enterococos. Os resultados demonstraram que as
areas analisadas s3o impactadas, apresentando niveis relativamente elevados de
contaminagdo fecal tanto humana quanto animal, indicados pelas concentragdes de
bactérias do grupo coliformes e de enterococos. Contudo, a pesquisa de bacteriéfagos foi
pouco informativa no estudo realizado na bacia hidrografica do ribeirdo Sao Bartolomeu,
particularmente devido a inviabilidade do uso dos bacteriofagos que infectam
Bacteroides fragilis, que em tese sdo os mais indicados para estudos de rastreamento de
fontes de contaminac¢do. Na bacia do rio Ouse, a utilizacdo de bacteridfagos indicou que
a maior parte do material fecal carreado para os corpos hidricos € proveniente da
exploracdo de bovinos e suinos nas areas da bacia, sendo menos expressiva a
contribuicdo do material fecal humano. Analises moleculares de caracterizagao
genotipica permitiram a identificacdo de C. parvum nas amostras de dgua coletadas nas
duas bacias hidrograficas estudadas, o que reforca a hipotese da influéncia maior da

exploragdo animal para a contaminagao das aguas superficiais estudadas.
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ABSTRACT

ANDRADE, Rosane Cristina de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December of
2015. Non-conventional indicators for tracking of fecal contamination sources in
river catchments. Adviser: Rafael Kopschitz Xavier Bastos. Co-adviser: Paula Dias
Bevilacqua.

This work aimed at evaluating the use of bacteriophage and genotyping of
Cryptosporidium spp. oocysts in an attempt to identify the fecal contamination sources
in two quite distinct catchments: 1) that of S3o Bartolomeu stream, located in Vigosa,
MG, Brazil and ii) of River Ouse located in southeast England, United Kingdom.
Somatic coliphages, F-RNA coliphages and bacteriophages that infect Bacteroides
fragilis were used due to their methodological simplicity, low cost and because they are,
in thesis, highly specific in recognizing host bacteria. As a matter of comparison, the
most traditionally used fecal indicator bacteria were also monitored — thermotolerant
coliforms, E. coli and enterococci judging by the concentrations of coliforms and
enterococci, the results demonstrated that the studied areas are impacted by faecal
pollution, showing relatively high levels of fecal contamination, both of human and
animal origin. However, the bacteriophage study carried out in the Sdo Bartolomeu
catchments was not very informative, mainly due to the fail of using the bacteriophages
that infect Bacteroides fragilis, which are the most indicated for microbial source
tracking. At River Ouse catchment, the use of bacteriophages indicated that the most of
the fecal material carried into the water bodies come mainly from bovine and swine
farming , whereas human fecal contribution was less important;. Molecular analyses for
Cryptosporidium genotyping identified C. parvum in the water samples collected from
both catchments, reinforcing the hypothesis that animal farming is the main source of

water contamination there.
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1. INTRODUCAO

A agua ¢ uma das principais preocupagdes mundiais no que diz respeito aos seus
usos preponderantes € a sua manutencdo como um bem de todos, em quantidade e
qualidade adequadas, que garantam que sua utilizacdo ndo véa acarretar danos a saude da
populacdo, em curto ou longo prazo. Segundo a Organizagdo Pan-Americana da Saude

(OPAS), 4gua e saude das popula¢des sdo consideradas inseparaveis (OPAS, 2010)".

Como medidas para assegurar a qualidade da dgua para consumo humano, sdo
criadas diretrizes internacionais, como o Guidelines for Drinking-Water Quality da
Organiza¢dao Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2011), além de leis ou decretos nacionais
que estabelecem valores maximos para diversas variaveis que definem a potabilidade e

da agua.

O objetivo das diretrizes da OMS ¢é recomendar critérios gerais para prevengao
de riscos a saude causados por elementos radioldgicos, fisicos, quimicos e
microbiologicos, potencialmente presentes na agua, estando, entretanto, a critério de
cada pais adequar as recomendagdes a propria realidade sociocultural, econdmica e
ambiental. Além disso, a OMS enfatiza que as ferramentas de avaliacdo e gerenciamento
de riscos, aplicados de forma abrangente e integrada, desde a captacdo até o consumo,
sao as medidas mais efetivas para garantir a seguranca da qualidade da agua para
consumo humano. Essa abordagem, desde a terceira edi¢do dos guias da OMS, recebeu a

denominagdo de Planos de Seguranga da Agua (Water Safety Plans) (WHO, 2004).

! Disponivel em <http://www.opas.org.br/ambiente/temas.cfm?id=29&area=Conceito>. Acesso em: 2 out.
2013.



No Brasil, a Portaria n® 2.914/2011 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011), que
Estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da
qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade, e da outras
providéncias, apresenta as diretrizes para garantir a qualidade da agua a ser distribuida e
consumida pela populagdo, e estabelece a competéncia do responsavel pelo sistemas, ou
solugdes alternativas coletiva de abastecimento de agua para consumo humano, de
manter a avaliagdo sistematica das formas de abastecimento, sob a perspectiva dos riscos
a saude, com base na ocupacao da bacia contribuinte ao manancial, no histérico das
caracteristicas de suas aguas, nas caracteristicas fisicas do sistema, nas praticas
operacionais e na qualidade da agua distribuida, conforme os principios dos Planos de
Seguranca da Agua (PSA) recomendados pela Organizagdio Mundial de Saude ou
definidos em diretrizes vigentes no Pais (BRASIL, 2011).

Do ponto de vista microbioldgico, considerando o atual estdgio de conhecimento
da microbiologia sanitaria e da epidemiologia, torna-se redundante reafirmar o papel da
transmissdo hidrica de diversos patogenos (bactérias, virus, protozodrios e helmintos)
causadores de inimeras doengas. Segundo dados da OMS (2013), em 2012 a diarreia foi
responsavel pela morte de cerca de 2 milhdes de pessoas no mundo, predominantemente
entre criangas menores de 5 anos. No Brasil, segundo dados do Sistema de Informacao
sobre Mortalidade, doengas diarreicas agudas foram responsaveis pela morte de
aproximadamente 15 mil pessoas, no periodo de 2012 a setembro de 2015. Essa situacdo
tem se agravado nos ultimos anos devido a contaminagdo frequente das &aguas
recreacionais, de irrigacdo e de consumo humano, sendo o aporte de material fecal,
humano e animal, em corpos hidricos o responsavel pela introducdo, nesses ambientes,

de microrganismos patogénicos.

A contaminacdo microbiologica da dgua pode ser classificada, de acordo com o
seu langcamento nos cursos d’agua, como pontual, quando o lancamento da carga
poluidora ¢ feito de forma concentrada, em um local determinado, ou ndo pontual
(difusa), quando os poluentes alcangam um manancial de modo disperso, ou seja,
quando um ponto especifico de introducao ndo ¢ determinado. Em geral, a contribuicao
das fontes pontuais, como estagdes de tratamento de esgoto ou efluentes industriais, €
regulamentada por legislacao especifica, sendo mais facil o controle desses lancamentos.

Por outro lado, as fontes ndo pontuais, que incluem a agropecuaria, agricultura, animais



silvestres e escoamento superficial, s3o de dificil controle e, na maior parte dos casos,

responsaveis por impactos importantes sobre a qualidade da agua.

Em muitos paises, a preven¢ao da poluicdo da dgua tem sido tradicionalmente
centrada no controle de fontes pontuais de contaminacao fecal. Melhorias na tecnologia
e na gestdo das instalacdes de tratamento de esgoto e dguas residuarias tém minimizado
as contribui¢des fecais dessas fontes em paises industrializados. No entanto, em algumas
situagdes os niveis de contaminacao fecal nao foram significativamente reduzidos por
essas melhorias, e em uma série de estudos as fontes ndo pontuais de polui¢ao fecal
foram identificadas como contribuintes dominantes para o problema da polui¢ao da dgua

(SCHNAUDER et al., 2007; ZHU et al., 2011).

E evidente, a partir das estatisticas da OMS, que aguas contaminadas com fezes
humanas implicam risco potencial a saude da populacdo, pois sdo suscetiveis a presenca
de patégenos entéricos humano-especificos, que podem causar infecgdes (FONG; LIPP,
2005). Entretanto, ¢ sabido que outros animais também podem servir como reservatorios
para uma variedade de patdogenos humanos e que varios patdogenos podem infectar,
simultaneamente, humanos e animais — os agentes de zoonoses, como Campylobacter,

Salmonella, Cryptosporidium e Giardia.

A distingdo da origem e natureza da contaminagdo fecal, ou seja, se provém de
humanos ou animais, propicia estimativas mais bem fundamentadas do risco do
abastecimento de 4gua a satide humana, de forma que pode constituir detalhamento mais
preciso para se realizar a identificacdo dos perigos e a caracterizagdo dos riscos dos
Planos de Seguranga da Agua (PSA), assim como orientar prioridades em termos de
adocdo de medidas preventivas ou corretivas para o problema de contaminacdo de

mananciais de abastecimento.

A preocupacdo em conhecer a fonte da contaminagdo ja ¢ realidade em muitos
paises desenvolvidos, como ¢ o caso dos Estados Unidos, que possui requerimento
federal de desenvolvimento e execuc¢do da quantidade maxima de poluente (TMDL —
total maximum daily load). O TMDL ¢ uma ferramenta de planejamento para determinar
a quantidade maxima de um poluente que o corpo hidrico pode receber, incluida uma
margem de seguranca, ¢ alocar essa carga de poluentes entre as fontes de poluicdo
pontuais e difusas, de forma a ndo violar os padrdes de qualidade estabelecidos para os

usos designados daquele corpo receptor (SANTO DOMINGO et al., 2007).



Sem o conhecimento das fontes de contaminagdo que atingem um corpo receptor,
as andlises de risco tornam-se precarias, dificultando também a elaboracio de planos de
gestdo de qualidade eficazes com relagdo a mitigagdo de contaminagdes fecais em aguas
destinadas ao abastecimento humano. No Brasil, ha escassez de publicagdes de trabalhos
que tenham como escopo o rastreamento de fontes de contaminacdo fecal em recursos

hidricos, sendo a maior parte do referencial tedrico proveniente de outros paises.

Nesta pesquisa foram realizados estudos de rastreamento de fontes de
contaminagdo microbiologica da agua (RFCM) em duas bacias hidrograficas mediante a
utilizagdo de duas ferramentas de andlise — detec¢do e enumeragdo de bacteriéfagos e
genotipagem de oocistos de Cryptosporidium, ambas com o intuito de distinguir as
fontes de contaminagdo fecal, humana e animal, em 4guas superficiais. O trabalho
resulta da consolidagdo de dois estudos. Estudo 1: rastrcamento de fontes de
contaminagdo na bacia hidrografica do Ribeirdo Sao Bartolomeu localizada em Vigosa,
MG; ¢ Estudo 2: rastreamento de fontes de contaminagdo na bacia do rio Ouse,

localizada no sudeste da Inglaterra, Reino Unido.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Qualidade microbioldgica da agua e indicadores de contaminagao fecal

A compreensdo de que a agua, elemento essencial para a manuten¢do da vida e
das atividades humanas basicas, poderia ser a “causa” de epidemias devastadoras, que
mataram milhares de pessoas em diversos episddios da historia, foi um passo lento e
gradual, mas de profunda transformacdo no que tange a satide das populagdes. Foram
necessarios séculos para que o ser humano compreendesse que sua percepgao sensorial

com relacdo a agua ndo era suficiente para garantir sua qualidade e seguranga

(CEBALLOS; DANIEL; BASTOS, 2009).

Ainda, segundo Ceballos, Daniel e Bastos (2009), foi no século XIX, com o
advento da microbiologia e a proposi¢do da Teoria Microbiana das Doencas, por Louis
Pasteur, que finalmente a associagdo da qualidade da 4gua com a ocorréncia de doengas
humanas ganhou embasamento cientifico e se iniciou ampla investigagdo e
desenvolvimento de técnicas de tratamento da dgua para consumo, visando assegurar a
saude publica. Atualmente, considerando o estagio de conhecimento da microbiologia
sanitaria e da epidemiologia, torna-se redundante afirmar o papel da transmissao hidrica
de agentes biologicos, como bactérias, virus, protozoarios e helmintos. Esses agentes sao
causadores de intimeras patologias em humanos, as quais, segundo dados da
Organizacdo Mundial da Satde, t€ém sido responsaveis pela morte de cerca de dois
milhdes de pessoas no mundo a cada ano, sendo as criangas o grupo mais afetado

(WHO, 2000).



Segundo Gray (2005), as inimeras doengas fortemente correlacionadas com a
agua podem ser classificadas de acordo com a forma de transmissdo e infecgdo: i) as de
transmissdo fecal-oral que ocorrem via ingestdo de 4agua contaminada, como cdlera,
disenterias e hepatites; i1) as que resultam de transmissao fecal-oral direta, ou de pessoa
a pessoa, devido a caréncia de suprimento adequado de agua para medidas de higiene
basicas, onde se enquadram as diarreias; iii) aquelas causadas por patdégenos que
completam partes de seu ciclo de vida em organismos aquaticos, como ¢ o caso da
esquistossomose; e iv) doengas cujos agentes causadores sdo transmitidos por insetos

que vivem e se reproduzem na dgua, como a dengue.

O Quadro 1 apresenta, de forma resumida, informagdes sobre os principais
microrganismos patogénicos da rota fecal-oral elencados como possiveis agentes
causadores de doencas de veiculacdo hidrica (WHO, 2011). Observa-se nesse quadro
que, excetuando-se as bactérias Burkholderia pseudomallei, Pseudomonas aeruginosa ¢
as Micobactérias ndo agentes de tuberculose, todos os demais microrganismos foram
classificados como de alto significado ou importincia a satde. Isso indica a diversidade

de perigos possiveis de serem identificados na dgua de abastecimento. c.

Outros fatores importantes de serem observado no Quadro 1 sdo a persisténcia
ambiental do microrganismo e sua resisténcia a desinfeccdo. Naturalmente, longa
permanéncia da forma infecciosa do agente patogénico no ambiente e elevada resisténcia
a desinfeccdo, contribuem para que o perigo seja traduzido em risco, isto €, aumenta a
probabilidade de que o microrganismo seja veiculado pela agua de consumo e

eventualmente provoque infec¢do ou doenga.

As doencas transmitidas via ingestdo de dgua contaminada e as transmitidas por
caréncia de 4dgua para higiene sdo muito recorrentes em locais com total auséncia ou
precariedade de sistemas de saneamento basico e de politicas de seguranca em saude
publica. Problemas sanitarios que vao da coleta a distribuicio de dagua para
abastecimento, tratamento e destina¢ao dos efluentes domésticos e industriais, ¢ ainda a
ma gestdo dos residuos so6lidos, t€ém contribuido historicamente para a manutengdo dos
elevados indices de mortalidade, principalmente em paises em desenvolvimento, devido

a enfermidades cujos agentes causadores sdo provenientes principalmente de material

fecal humano e animal dissipado na agua (MIERZWA et al., 2008).



Quadro 1 - Principais microrganismos patogénicos sugeridos como causa de doengas transmi-

tidas pela agua
Microrganismo Signiﬁ,cado a Persis}éncia em Resisténcia a0 Infecci0§id?de Reseryatério
Satide Agua Cloro Relativa Animal
Bactérias
Burkolderia pseudomallei Baixo Pode multiplicar Baixa Baixa Nao
Campylobacter jejuni, Alto Moderada Baixa Moderada Sim
g_}%léflglgl C‘;OH (EPEC, Alto Moderada Baixa Baixa Sim
E. coli (EHEC) Alto Moderada Baixa Alta Sim
Legionella sp Alto Multiplica Baixa Moderada Nao
Micobactéria Baixo Multiplica Alta Baixa Nao
Pseudomonas aeruginosa® Moderado Pode multiplicar Moderada Baixa Nao
Salmonella entérica Alto Moderada Baixa Baixa Nao
Outras salmonelas Alto Pode multiplicar Moderada Baixa Nao
Shigella spp Alto Curta Baixa Moderada Nao
Vibrio cholerae Alto Curta Baixa Baixa Nao
Yersinia enterocolitica Alto Longa Baixa Baixa Sim
Virus
Adenovirus Alto Longa Moderada Alta Nao
Enterovirus Alto Longa Moderada Alta Nao
Hepatite A Alto Longa Moderada Alta Nao
Hepatite E Alto Longa Moderada Alta Potencial
Noro/Sapovirus Alto Longa Moderada Alta Potencial
Rotavirus Alto Longa Moderada Alta Nao
Protozoarios
Acanthamoeba spp Alto Longa Alta Alta Nao
Cryptosporidium Alto Longa Alta Alta Sim
Cyclospora cayetanensis Alto Longa Alta Alta Nio
Entamoeba histolytica Alto Moderada Alta Alta Nio
Giardia intestinalis Alto Moderada Alta Alta Sim
Naegleria fowleri Alto Podef multiplicar Alta Alta Nio
Toxoplasma gondii Alto Longa Alta Alta Sim

Nota: os microrganismos patogénicos de veiculagdo hidrica listados acima tém sido confirmados por estudos
epidemiologicos e relatos de casos. Parte da demonstracdo da patogenicidade envolve a reproducdo da doenga
em hospedeiros suscetiveis aos agentes patogénicos. Estudos experimentais, em que voluntarios adultos sido
expostos para defini¢do do nimero de microrganismos, proveem informacao relativa sobre a dose-resposta.
Como a maioria desses estudos ¢ realizada com voluntarios imunocompetentes, adultos e sadios, os dados
relativos a dose-resposta sdo aplicaveis a apenas parte da populagdo exposta, ¢ a extrapolagdo para grupos com
diferentes perfis de imunidade exige estudos especificos.

Obs.:

a) Periodo de detecg@o do estagio infeccioso em agua, a 20 °C: duragdo: até uma semana; moderada: de uma
semana a um més; e longa: acima de um més.

b) Quando o estagio infeccioso do microrganismo esta livremente suspenso em agua, nas dosagens € nos
tempos de contato usuais. Na caracterizagdo moderada para resisténcia, a populagdo do agente nao ¢é
completamente inativada.

c¢) Dados obtidos a partir de experimentos com voluntarios humanos adultos, imunocompetentes ou de
evidéncias epidemiologicas.

d) Micobactérias ndo agentes da tuberculose, ocorrentes em biofilmes de sistemas de distribuicao de agua.

e) A principal rota de infecgdo ¢é feita pelo contato com a pele, mas pode ser assimilada por ingestio e
desenvolver processo infeccioso em pessoas com neoplasias e com quadro de imunodeficiéncia.

f) Em dguas com temperaturas medianamente elevadas.

Fonte: adaptado de WHO (2011).



Mesmo com o consenso € o vasto conhecimento cientifico com relacdo a
importancia da 4gua como veiculadora de organismos patogénicos, a situacdo no Brasil
de gestao dos servicos de saneamento basico ainda deixa a desejar. Segundo a Pesquisa
de Informagdes Basicas Municipais (2014), realizada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), dos 5.570 municipios da Unido, 31,7% (1.763) possuiam
Planos de Saneamento Basico que contemplam o servico de abastecimento de agua,
30,0% (1.669) contemplam o servico de limpeza urbana e manejo de residuos solidos e
apenas 27,7% (1.545) incluem em seus planos o servigco de esgotamento sanitério.
Presume-se assim que estratégias preventivas e corretivas para garantia da qualidade da
agua que abastece grande parte da populacdo brasileira ndo estejam sendo realizadas

com eficacia.

No entanto, ha no Brasil diversos instrumentos legais de controle de qualidade da
dgua em mananciais de abastecimento, por exemplo, a Resolu¢do Conama n® 357/2005,
que “dispde sobre a classificacdo dos corpos d’agua (...), bem como estabelece as
condicdes e os padroes de lancamento de efluentes”. Além disso, a qualidade da 4gua
para consumo humano ¢ normatizada, de forma bastante detalhada pela Portaria
n®2/1914, Ministério da Saude de 12 de dezembro de 2011, que “dispde sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e

seu padrao de potabilidade™.

Em tese, estes instrumentos garantiriam que os corpos hidricos ndo recebam
carga poluidora, em especial de material fecal, incompativel com os usos preponderantes
da agua, e que, ao ser destinado ao consumo humano, todos os indicadores de qualidade

microbioldgica da 4gua sejam atendidos.

A pesquisa de organismos indicadores de contaminacdo fecal tem sido usada ha
décadas em programas de monitoramento e controle de qualidade ambiental (LOPEZ-
PILA; SZEWZYK et al., 2000; YOUN-JOO; KAMPBELL; BREIDENBACH, 2002;
ALM; BURKE; SPAIN, 2003; LEBARON et al., 2005), pois, por limitacdes de ordem
técnica e econdmica, € praticamente impossivel investigar, de forma rotineira, todos os

organismos patogénicos potencialmente presentes na agua.

Na avaliagdo da qualidade da agua in natura, a interpretacdo basica do emprego
de organismos indicadores ¢ de que sua presenca atesta o contato da d4gua com material

fecal, portanto indica a presenca potencial de organismos patogénicos de transmissao



fecal-oral. Partindo do pressuposto de que existe uma relagdo proporcional entre a
presenca de organismos indicadores e patogénicos, entende-se que a concentragdo de
organismos indicadores forneca também informagdes sobre o grau de contaminagdo da
agua (BASTOS et al., 2000). Além disso, o uso de organismos indicadores permite
verificar a eficiéncia de processos de tratamento de agua e de esgotos (BASTOS et al.,

2000).

Para o microrganismo ser considerado indicador de contaminagao fecal, € preciso
que atenda a uma série de atributos, como: 1) ndo ser patogénico; ii) ser detectavel por
métodos simples e rapidos; iii) ocorrer quando os patdogenos estiverem presentes € nao
ocorrer nem se multiplicar naturalmente em 4guas nio poluidas; iv) apresentar-se em
concentragdes maiores que as dos patdgenos; v) ndo possuir taxa de sobrevivéncia
menor que a dos patdgenos de interesse, nem ser menos resistente a desinfeccdo; vi) ser
membro exclusivo da microbiota intestinal de animais homeotérmicos; vii) ser
correlacionado a riscos a saude; e viii) ser especifico de fontes fecais (SCOTT et al.,

2002; USEPA, 2015).

Os indicadores bacterioldgicos de contaminacdo fecal mais empregados na
avaliagdo da qualidade da agua (inclusive em instrumentos normativos ou regulatdrios
como a Portaria n® 2.914/2011) sdo as bactérias do grupo coliforme (coliformes totais,

coliformes termotolerantes e E. coli) e os enterococos.

De acordo com as defini¢des da Portaria MS n® 518/2004 (BRASIL, 2004), os
coliformes totais (bactérias do grupo coliforme) sdo bacilos gram-negativos, aerébios ou
anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, oxidase-negativos, capazes de se
desenvolverem na presenca de sais biliares ou agentes tensoativos que fermentam a
lactose com producdo de 4cido, gas e aldeido, a 35,0 + 0,5 °C, em um periodo de 24 a
48 horas e que podem apresentar atividade da enzima B-galactosidase. A maioria das
bactérias do grupo coliforme pertence aos géneros Escherichia sp., Citrobacter sp.,

Klebsiella sp. e Enterobacter sp., embora varios outros géneros € espécies pertengam ao
grupo.

Os coliformes fecais, denominacgdo utilizada durante muitos anos, ou coliformes
termotolerantes, sdo bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes totais,

caracterizados pela presencga da enzima [-galactosidase e pela capacidade de fermentar a

lactose com produgao de géas no prazo de 24 horas, a 44,5 °C. Escherichia coli e algumas



linhagens de Klebsiella e Enterobacter apresentam essa caracteristica de
termotolerancia, porém somente E. coli tem como habitat primario o intestino humano e

de animais homeotérmicos (BRASIL, 2005).

O grupo dos coliformes totais inclui varios géneros e espécies de vida livre,
portanto sua utilizacdo como indicador de contaminagdo da dgua fica comprometida. O
grupo dos coliformes termotolerantes também inclui bactérias de origem nao
exclusivamente fecais, embora em menor propor¢ao que as do grupo dos coliformes
totais. A contagem de E. coli tem sido extensivamente utilizada nos monitoramentos da
qualidade das aguas e ¢ considerada indicador especifico de qualidade de 4gua destinada
a potabilidade e balneabilidade (LOPEZ-PILA; SZEWZYK et al., 2000; YOUN-JOO;
KAMPBELL; BREIDENBACH, 2002; ALM; BURKE; SPAIN, 2003; LEBARON et
al., 2005).

Outro grupo utilizado como indicador de contamina¢do sdo os enterococos. Os
enterococos sdo bactérias Gram-positivas, anaerobios facultativos, caracterizam-se pela
alta tolerancia as condigdes adversas de crescimento, como a capacidade de
sobreviverem na presenca de 6,5% de cloreto de sodio (halotolerantes), em pH 9,6 e em
ampla faixa de temperatura, de 10 a 45 °C. A maioria das espécies de enterococos ¢ de
origem fecal humana, embora eles possam ser isolados de fezes de animais (BRASIL,
2000; FORSYTHE, 2002; GRIFFO; PEREIRA; MOTTA, 2006). Enterococos t€ém uma
série de vantagens como indicadores sobre coliformes totais e E. coli, por exemplo, o
fato de geralmente ndo se reproduzirem no ambiente € demonstrarem tempo maior de
sobrevivéncia na agua (McFETERS; BISSONNETTE; JEZESKI, 1974; WHO, 1993).
Apesar de serem menos numerosos do que coliformes fecais e E. coli em fezes humanas,
enterococos ainda sdo numerosos o suficiente para serem detectados com relativa

facilidade.

No entanto, o papel de indicador de contaminagdao desses dois grupos de
organismos tem sido questionado devido a aspectos como: i) defini¢do incerta desses
organismos como grupo; e ii) relagdo fragil com a presenca de patdégenos, em especial de
organismos mais resistentes, como os virus e os protozoarios (WHO, 2004; BASTOS et
al., 2009). Assim, ¢ importante considerar outros indicadores na avaliagdo microbiolo-
gica das aguas, os quais podem exibir relacdo mais estreita com a presenca de maior
variedade de microrganismos patogénicos na dgua, particularmente aqueles que podem

persistir por mais tempo no ambiente (SOUZA; DANIEL, 2008).
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Muitos indicadores potenciais de contaminagdo fecal alternativos ao grupo dos
coliformes totais t€ém sido propostos, como o Clostridium perfringens (WHO, 2000) e
bacteriofagos — colifagos somaticos (KOTT, 1981; IAWPRC, 1991), bacteriofagos RNA
F-especificos (HAVELLAR, 1991; IAWPRC, 1991) e os fagos que infectam
Bacteroides fragilis (JOFRE et al., 1986; TARTERA; LUCENA; JOFRE, 1989;
IAWPRC, 1991). Scott et al. (2004) também elencam métodos quimicos potencialmente
indicadores de contaminacao fecal, como a analise da concentracdo de cafeina e

coprostanol, que sdo compostos comumente presentes no esgoto humano.

Na auséncia de um indicador ideal, ou de aplicagdo universal, deve-se trabalhar
com o(s) indicador(es) que retrate(m) da forma mais fidedigna a real estrutura da
comunidade de microrganismos patogénicos possivelmente presente na dgua. Outro fator
complicador na andlise da contaminacdo fecal da 4gua ¢ que, devido a natureza ubiqua
dos organismos patogé€nicos, ndo fica clara a distingdo da origem da contaminagdo, ou
seja, se as fezes contaminantes sdo de origem humana ou animal (LEMARCHAND:;

LEBARON, 2003; MEAYS et al., 2004; JIANG, et al., 2007; EBDON et al., 2012).

Compreender a origem da polui¢do fecal é, portanto, fundamental na avaliacao

dos riscos a saude, bem como na defini¢do das acdes necessarias para sanar o problema.

2.2. Rastreamento de Fontes de Contaminacio Microbioldgica

O termo rastreamento de fonte de contaminacdo microbiologica (RFCM), do
inglés Microbial Source Tracking, refere-se a um grupo de métodos quimicos,
fenotipicos, genotipicos e microbioldégicos que busca identificar a origem da
contaminagdo fecal presente em corpos d’agua (SIMPSON et al., 2002; SCOTT et al.,
2004).

Um dos primeiros estudos que pode ser interpretado como RFCM foi realizado
por Gordom (1905), no qual foram constatadas caracteristicas diferenciadas no processo

de fermentacao realizada por estreptococos isolados de fezes humanas e de animais.

Na década de 1960, na tentativa de estabelecer critérios para inferéncia sobre as
fontes de poluicdo de um corpo hidrico, o uso da a relacdo entre coliformes fecais e
estreptococos fecais (CF:EF) passou a receber ampla aceitagdo (USEPA, 2005;
SARGEANT; KAMMIN; COLLYARD, 2011). Razao de CF:EF maior ou igual a 4 era

11



associada a contaminacdo fecal humana e menor que 0,7 indicava a presenga de fezes de
animais (SINTON; FINLAY; HANNAH, 1998). Contudo, a partir de meados da década
de 1970, a validade dessa relagdao passou a ser questionada (SARGEANT; KAMMIN;
COLLYARD, 2011) e concluiu-se que o calculo ndao era informativo devido as
diferentes taxas de sobrevivéncia dos dois grupos de microrganismos no ambiente-0s
enterococos apresentam maior sobrevivéncia que os coliformes fecais, dependendo das
condi¢gdes ambientais (FEACHEM, 1983). A razdo ¢ também afetada pela escolha dos
métodos para enumeragao dos dois grupos de bactérias, podendo resultar em conclusdes
incorretas sobre a fonte de contaminagdo. Por essas questdes, o uso da razao CF: EF nao
¢ mais recomendado (APHA, 1998; SCOTT et al, 2002; RANGDALE; MEIJER;
RINCE, 2003).

Atualmente os métodos de RFCM podem ser separados em dois grandes grupos,
segundo Sargeant, Kammin e Collyard. (2011): i) técnicas moleculares (genotipicas) e
bioquimicas (fenotipicas); e 1ii) métodos quimicos. As técnicas moleculares e
bioquimicas se baseiam na suposicdo de que a disponibilidade de nutrientes, as
diferengas de pH e outras condi¢des quimicas e ambientais entre os sistemas digestivos e
intestinais dos seres humanos e dos animais selvagens ou domésticos selecionam
diferentes populacdes de microrganismos (SCOTT ef al., 2004; SANTO DOMINGO et
al., 2007). Sendo assim, inferéncias sobre a provavel fonte de contaminacdo sdo
embasadas na comparagdo entre microrganismos isolados em ecossistemas aquaticos e,
ou, em fontes conhecidas de poluicao fecal (SCOTT et al., 2004; SANTO DOMINGO et
al., 2007, SANTO DOMINGO; EDGE, 2010; SARGENT; KAMMIN; COLLYARD,
2011).

Essas técnicas podem ser agrupadas em duas categorias principais: dependentes
ou independentes de biblioteca (SCOTT et al, 2004; SARGENT; KAMMIN;
COLLYARD, 2011; JOFRE et al., 2014). Os métodos independentes de biblioteca tém
sido mais recomendados para o desenvolvimento de estudos de RFCM (SANTO
DOMINGO et al., 2007; SARGENT; KAMMIN; COLLYARD, 2011), pois consistem
no cultivo ou na analise molecular dos microrganismos presentes em uma amostra
ambiental, ja conhecidos como sendo provenientes de hospedeiros ou fontes de
contaminagao fecal especificos. Em outras palavras, as principais técnicas independentes
de biblioteca podem ser cultivo-dependentes, com o uso de bacteriofagos

(GOURMELON et al, 2007; PURNELL; EBDON; TAYLOR, 2011; JOFRE et al,
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2014); ou cultivo-independentes, como uso de PCR para identificagdo bacteriana
(BONJOCH; BALLESTE; BLANCH, 2004; LAMENDELLA et al., 2008; HARWOOD
et al., 2009; SANTO DOMINGO; EDGE, 2010) e PCR para identificagdo viral
(McQUAIG et al., 2006; HARWOOD et al., 2009).

As técnicas de analise molecular baseiam-se na deteccdo de marcadores
moleculares, que geralmente envolvem o enriquecimento de genes-alvo, a extracdo de
acido nucleico e, em seguida, a amplificacdo de genes-alvo por PCR convencional ou
PCR quantitativa (QPCR) (WUERTZ et al., 2011). A vantagem do enriquecimento ¢ que
viabiliza a andlise de RFCM mesmo quando o organismo-alvo do rastreamento ¢
encontrado em baixas concentracdes. Esses métodos sdo muitas vezes mais rapidos,
sensiveis ¢ menos caros do que os métodos dependentes de bibliotecas. Como o
enriquecimento €, normalmente, feito em condi¢cdes que favorecem o organismo-alvo e
os métodos utilizados costumam se basear na auséncia ou presen¢a do organismo-alvo

ou do gene, ndo ¢ preciso que haja uma biblioteca no estudo (USEPA, 2005).

Os padroes moleculares utilizam caracteristicas genotipicas do organismo ou da
célula isolada, por meio de técnicas como a ribotipagem (PARVEEN et al., 1999;
NELSON et al., 2008), a PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis) (CASAREZ; PILLAI;
GIOVANNI et al., 2007) e a rep-PCR (Repetitive Element Sequence PCR) (DOMBEK et
al., 2000, MOHAPATRA et al., 2007). J& os métodos que utilizam padrdes bioquimicos
consistem na observacdo de caracteristicas fenotipicas, por exemplo, os métodos de
analise de resisténcia a antibidticos (ARA) (JIANG et al., 2007; PRINCE et al., 2007),
de andlise do perfil de utilizacdo de fontes de carbono (HARWOOD et al., 2003;
MOUSSA; MASSENGALE, 2008) e MALDI-TOF-MS (Matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) (SIEGRIST et al., 2007). A
eficacia dessa abordagem ¢, portanto, diretamente relacionada com a capacidade da
biblioteca de representar e caracterizar adequadamente as fontes fecais presentes em

uma bacia hidrografica (USEPA, 2005).

Os métodos dependentes de biblioteca sdo baseados na identificacdo de fontes de
contaminagdo fecal na 4gua a partir de sua correspondéncia direta com uma biblioteca
ou base de dados de isolados bacterianos de fontes conhecidas de material fecal, seja
diretamente de fezes animais ou entdo de fontes tais como lagoas de residuos animais,
tanques sépticos e estacdes de tratamento de esgotos. Em todo caso, a coleta direta do

material de referéncia do local de armazenamento ou logo apos a sua excre¢do ¢ o mais
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recomendado, devido a menor suscetibilidade a contaminagdes externas. Nesses
métodos, os padrdes bioquimicos e moleculares funcionam como uma impressao digital
unica para cada isolado microbiano (RANGDALE; MEIJER; RINCE, 2003; USEPA,
2005; SARGEANT; KAMMIN; COLLYARD, 2011).

Os métodos dependentes de biblioteca tém sido menos recomendados justamente
por causa da dificuldade de criar bibliotecas robustas para assegurar o sucesso na
identificacao das fontes de contaminagao. Segundo o Microbial Source Tracking Guide
Document (USEPA, 2005), uma biblioteca precisa: i) ser grande o suficiente para
identificar a diversidade total presente dentro da popula¢do de bactérias de um dado
animal hospedeiro; e ii) ser de tamanho suficiente para que isolados ambientais possam
ser identificados de forma confidvel para o hospedeiro-origem. Atender a ambos os
requisitos elencados €, portanto, um processo oneroso, complexo € moroso para o
estabelecimento de uma técnica que, contudo, ndo tem apresentado bom desempenho em
estudos comparativos do método RFCM (SARGEANT; KAMMIN; COLLYARD,
2011). Além disso, a estabilidade geografica, temporal e ambiental dos organismos
isolados para fomentar as bibliotecas, a padronizagao de técnicas de coleta € os métodos
analiticos tém sido questionados (USEPA, 2005; SARGEANT; KAMMIN;
COLLYARD, 2011).

Apesar do rapido avango nos estudos de RFCM, principalmente nos Ultimos 15
anos, nenhuma das técnicas tem sido capaz de atender, com rigor, os objetivos de
identificacdo e caracterizagdo de todas as possiveis fontes de contaminag¢do microbianas
de origem fecal em bacias hidrograficas (MEAYS et al., 2004; SANTO DOMINGO et
al., 2007; SARGEANT; KAMMIN; COLLYARD, 2011). Esse fato confere a
abordagem de RFCM o carater de ciéncia experimental, requerendo um trabalho de
padronizacdo de métodos e de certificacdo de laboratorios para realizagdo de trabalhos
que contenham niveis aceitaveis de precisdo e reprodutibilidade em seus resultados

(SARGEANT; KAMMIN; COLLYARD, 2011).

Diante desse cenario atual, Sargeant, Kammin e Collyard (2011) indicam o uso
de duas ou mais técnicas em estudos de RFCM, o que tornaria a pesquisa bastante

enriquecedora para auxiliar nos planos de a¢des para o gerenciamento da qualidade das

aguas.
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2.3. Bacteriofagos como método de rastreamento de fontes de contaminacio

microbioldgica da agua

Os bacteriofagos (comumente referidos como fagos) sdo virus que infectam e se
multiplicam dentro de organismos procariontes (ABEDON, 2008). Foram descritos
independentemente por Twort, na Inglaterra, em 1915 e por D’Herelle, na Franca, em
1917, que observaram e descreveram, pela primeira vez, o fenomeno da lise bacteriana
(BROCK et al., 1994). Basicamente, os fagos sdo constituidos de acido nucleico, que
pode ser DNA ou RNA de fita simples ou de fita dupla, envolto por uma capa proteica
denominada capsideo (ou proteinas estruturais), cuja fungdo principal ¢ proteger o
material genético, podendo ou ndo estar envolto por envelope lipoproteico. Assim como
todos os virus, os fagos sdo parasitas intracelulares obrigatorios, que utilizam, parcial ou
integralmente, o metabolismo da célula hospedeira para sua reproducao (WITHEY et al.,

2005; JONCZYK et al, 2011).

Quanto a sua morfologia, os fagos exibem ampla variedade, podendo ser
icosaédricos, helicoidais ou filamentosos, de acordo com a disposi¢ao das proteinas,
geralmente em torno de material genético (MATHUR; VIDHANI; MEHNDIRATTA,
2003; CLARK; MARCH, 2006), e com base em seu tamanho e sua morfologia sdo
classificados em 10 familias filogenéticas diferentes (ACKERMANN; PRANGISHVILLI,
2012). Cerca de 96% dos fagos isolados até o momento, possuem estrutura morfologica
similar, portanto pertencem a uma unica ordem, Caudovirales, que congrega virus
icosaédricos, que apresentam DNA de fita dupla como material genético. Possuem como
caracteristica diferencial a cauda, uma estrutura Unica na natureza, responsavel pelo
reconhecimento dos hospedeiros e pela injecdo do material genético (ACKERMANN,
1999). Aproximadamente 60% dos fagos com cauda longa e ndo contratil pertencem a
familia Siphoviridae, 25% dos fagos com cauda contratil sio Myoviridae e os de cauda
curta e ndo contratil sdo Podoviridae. Os outros 4% de fagos isolados revelam uma
diversidade morfolégica maior, apresentando capsideo cubicos, filamentosos e
pleomorficos. Esses fagos sdo classificados em dez familias distintas, que diferem nas
suas propriedades mais bésicas e provavelmente constituem grupos ou linhagens
filogenéticas independentes (GREGORACCI; SILVEIRA; BROCCHI, 2006; MADIGAN;
MARTINKO, 2006; ACKERMANN; PRANGISHVILLI, 2012).
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Os bacteriofagos sdo considerados a forma mais abundante de organismos na
biosfera terrestre e podem ser encontrados em todos os ambientes em que as bactérias
estao distribuidas, incluindo o solo, a 4gua e dentro de outros organismos (por exemplo,
seres humanos) que abrigam bactérias hospedeiras de fagos (por exemplo, a bactéria
E. coli) (CLOKIE et al., 2011; DIAZ-MUNOZ; KOSKELLA, 2014; DUTILH et al.,
2014). Sao facilmente encontrados em fezes e em ambientes aquaticos, geralmente
presentes em densidades que variam de 10* a 10% particulas.mL™! (WITHEY et al.,
2005).

Desde 1959 cerca de 6.300 fagos ja foram observados por critérios morfoldgicos,
usando microscopia eletronica (ACKERMANN; PRANGISHVILLI, 2012). Estima-se
que existam aproximadamente 2 bilhdes de fagos no mundo (ROHWER, 2003), no
entanto, at¢ o momento s6 foram identificados e sequenciados aproximadamente 337
bacteriofagos com cauda (CASJENS, 2008; GROSE; CASJENS, 2014). No Banco de
Genoma Viral do NCBI encontram-se, atualmente, 4.691 genomas virais completos, dos
quais 1.498 sdao de virus hospedeiro-especificos de bactérias ¢ 66 de Archeas,
fundamentalmente bacteriéfagos. Considerando que as estimativas de diversidade global
de bacteri6fagos estejam corretas, ainda ha muito a ser estudado, sequenciado e descrito

nessa area de pesquisa.

Diante da inexisténcia de indicadores ideais de contaminacao fecal, diversos
autores sugerem o uso dos bacteri6fagos como organismos indicadores alternativos ao
grupo dos coliformes, por exibirem muitos dos atributos importantes de um bom
indicador (USEPA, 2015). Os bacteriofagos apresentam elevada resisténcia no meio
ambiente e em processos de tratamento de dgua e de aguas residudrias, simplicidade e
baixo custo nas andlises de deteccdo e enumeragdo, ndo sdo patogénicos ao ser humano
e, ainda, apresentam estrutura, morfologia, tamanho e composi¢cdo semelhantes aos dos
virus entéricos humanos (CHUNG; SOBSEY, 1993; GRABOW et al., 1995; JOFRE et
al., 1995; DURAN et al., 2002; LUCENA; BLANCH; JOFRE, 2005; MANDILARA et
al., 2006; BONILLA et al., 2010; VIJAYAVEL; FUJIOKA; EBDON, 2010; PURNELL;
EBDON; TAYLOR, 2011; SANTIAGO-RODRIGUEZ et al., 2013). A American Public
Health Association (APHA) também recomenda a quantificacdo de colifagos para
avaliar a qualidade microbioldgica da dgua, assim como para indica¢dao de presenca de

virus entéricos humanos. A maioria das pesquisas sobre o uso de bacteridfagos como
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indicadores fecais foi conduzida com colifagos, que sdo bacteriofagos que infectam E.

coli (USEPA, 2005).

A elevada especificidade no reconhecimento das bactérias hospedeiras
(ABEDON, 2003; GOODE; ALLEN; BARROW, 2003) torna os bacteridfagos bons
candidatos a serem utilizados como ferramentas na distingdo de fontes de contaminagao
fecal humana e animal (PAYAN et al., 2005). Atualmente, uma grande variedade de
métodos estd disponivel para a deteccdo de bacteridfagos, os quais incluem métodos
baseados em cultura ou métodos rapidos, que utilizam dados moleculares ou baseados
em imunologia. Dentre todos esses métodos estdo os publicados pela Organizacao
Internacional de Normaliza¢ao (ISO) para bacteriofagos F-RNA especificos, colifagos
somaticos e bacteriofagos infectantes de Bacteroides fragilis (ANON, 1998a, 1998b,
1998c; GRABOW, 2001; USEPA, 2005).

Dos fagos comumente utilizados como indicadores na avaliagdo da qualidade de
agua, trés tipos sdo mais recomendados: i) colifagos somadticos, que adsorvem a
receptores situados na parede celular (receptores somaticos); ii) colifagos F-RNA
especificos, que adsorvem especificamente ao pili bacteriano ou pili sexual; e iii) fagos
que infectam Bacteroides fragillis (TARTERA; LUCENA; JOFRE, 1989; GRABOW,
2001; SCOTT et al., 2002; MOCE-LLIVINA; LUCENA; JOFRE, 2005; EBDON;
MUNIE; TAYLOR, 2007). Algumas pesquisas indicam vantagens no uso de colifagos
somaticos comparado ao uso dos RNA F-especificos, por serem excretados por humanos
€ animais em maiores concentracoes € serem mais persistentes na agua do que os demais

(GRABOW, 2001; SCHAPER; DURAN; JOFRE, 2002).

2.3.1. Colifagos somaticos

Colifagos somaticos sdo os fagos que infectam E.coli e certos membros da
familia Enterobacteriacea. Constituem um grupo heterogéneo de virus, com morfologia
muito variada, sendo os mais estudados de todos os fagos (TORANZOS; McFETERS;
BORREGO, 2002).

A maioria dos estudos que investigam colifagos somadticos como indicadores
fecais s@o conduzidos em ambientes que possam estar contaminados com fezes humanas
e animais (BONILLA et al., 2010; CHARLES et al., 2009; HARAMOTO et al., 2009;
PAYMENT; LOCAS, 2011; ZHU et al., 2011; DAVIES et al., 2013). Em fezes de
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animais, as contagens variam entre <10-10® Unidades Formadoras de Placas por grama
de amostra (UFP/g), sendo as maiores contagens normalmente encontradas em fezes de
porcos, bezerros e galinhas. Em fezes humanas, os colifagos somaticos estdo em

niimeros mais baixos (normalmente 10° UFP/g) (FURUSE, 1983; GRABOW, 2001).

A eficacia do uso de colifagos somaticos como indicadores de contaminagao
fecal ainda ¢ controversa. Ainda que sua presenca nos cursos d’agua seja, na maioria das
vezes, correlacionada com a presenca de fezes de animais de sangue quente, incluindo o
ser humano, os fagos sdo também detectados em areas ndo sujeitas a poluicao fecal
(LECLERC et al., 2000). Leclerc et al. (2000) relatam que os colifagos somaticos nao
sdo especificos de replicagdo em E. coli, uma vez que também podem se multiplicar em
outras espécies da familia Enterobacteriaceae, como Klebsiella pneumoniae e
Enterobacter cloaca, que sdo geralmente encontradas associadas com a vegetagao e com

a formagao de biofilmes, ou seja, em fontes nao fecais.

Alguns autores questionam a utilizag¢do de colifagos somaticos como indicadores
de contaminacdo fecal devido a possibilidade de ocorréncia de fagos que se multiplicam
em hospedeiros existentes no ambiente (JONCZYK et al., 2011; BERTRAND et al.,
2012). Consequentemente, alguns colifagos detectados e enumerados podem ter sido
originados fora do intestino de animais, nao refletindo rigorosamente a polui¢do fecal
(HOT et al., 2003; GERBA, 2006; JIANG et al., 2007). Contudo, argumentacao
contraria ¢ apresentada em trabalhos de Muniesa e Jofre (2004), Jofre (2009) e USEPA
(2015), cujos dados revelam que a concentracdo esperada desses virus no ambiente
natural ¢ extremamente baixa e sua replicacdo muito rara, o que nao afetaria seu uso

como indicadores.

Em levantamento bibliografico realizado pela USEPA (2015), constata-se que
cerca da metade dos trabalhos realizados com esses indicadores nos ultimos 14 anos
evidencia correlagdo positiva com virus humanos no ambiente, enquanto a outra metade
aponta para a ineficacia deste tipo de fagos para indicar contaminagdo fecal nos corpos
hidricos analisados. Hot et al. (2003) ndo constataram associa¢do estatistica entre a
concentracdo de colifagos somaticos e a deteccdo gendmica de virus patogénicos
humanos em amostras de 4guas superficiais analisadas. Payment e Locas (2011),
analisando aquiferos canadenses, observaram que os colifagos somaticos ndo foram
preditivos da presenca ou auséncia de virus humanos, sendo os colifagos detectados em

frequéncia menor do que os indicadores bacterianos de contaminagdo fecal. No ano
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anterior, no entanto, Lodder et al. (2010) observaram significativa associacdo entre as
densidades de colifagos somaticos e enterovirus encontrados em andlises de aguas de

rios na Holanda.

Como os colifagos somaticos constituem um grupo heterogéneo, apresentam
reacdes variadas a processos de inativacdo (GERBA, 2006). A USEPA (2015) aponta
que muitos pesquisadores tém avaliado a sobrevivéncia de colifagos, além de virus
entéricos, em condigdes ambientais variadas. Fatores fisicos, como temperatura e
radiacdo solar, fatores quimicos, como substancias desinfetantes, e fatores bioldgicos,
como degradacdo enzimatica e predagdo, t€ém demonstrado maior ou menor influéncia
sobre a sobrevivéncia desses virus no ambiente e isso ird interferir nos estudos em que

sdo utilizados como indicadores.

Em resumo, apesar de os colifagos somdticos serem encontrados em altas
densidades nas fezes e em aguas poluidas e poderem ser isolados por técnicas
relativamente simples, rapidas e de baixo custo, sua utilizagdo como indicadores de
contaminag¢do fecal e qualidade da 4gua, em geral, deve ser mais bem investigada. Em
estudos de RFCM, os colifagos somaticos ndo sdao os mais indicados para distinguir
entre fontes de contaminagdo fecal humana e animal (SARGEANT; KAMMIN;
COLLYARD, 2011).

2.3.2. Colifagos F-RNA especificos

Colifagos F+RNA ou F-RNA especificos sdo bacteridfagos que apresentam
RNAss (material genético constituido por RNA de fita-simples senso negativo) que
adsorvem a célula hospedeira, especificamente pelo pili F bacteriano ou pili sexual de
E. coli (estrutura longa presente na superficie de algumas bactérias, que permite a
transferéncia de material genético de uma bactéria doadora para uma receptora). O pili
sexual ¢ codificado pelo gene do plasmideo F ou sexual, um elemento genético extra

cromossdmico encontrado em cepas masculinas ou F+ de E. coli (SOBSEY et al., 1995).

Os fagos F-RNA especificos sdo possivelmente um dos mais adequados
indicadores de virus entéricos, porque alguns desses fagos, com base em estudos de
ecologia, sdo classificados em quatro diferentes tipos soroldgicos (grupos I a IV) e esses
sorogrupos podem revelar-se tteis em estudos de rastreamento da fonte de contaminacao

fecal: os grupos I e IV tém sido detectados apenas em fezes de animais, enquanto os
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sorogrupos II e III tém sido quase exclusivamente detectados em fezes humanas
(FURUSE et al., 1983; HSU et al., 1995; GRABOW, 2001). Diversos estudos revelaram
que essas associacdes sao estatisticamente significativas (SCHAPER; DURAN; JOFRE,
2002; VERGARA et al., 2015).

Havelaar, Vanolphen e Drost (1993) e Jiang, Noble e Chu et al. (2001), ao
analisarem uma variedade de tipos de agua, relataram boa correlacdo entre os fagos F-
RNA especificos e os virus entéricos. A auséncia de colifagos F-RNA especificos
também pode evidenciar auséncia de virus entéricos humanos (HAVELAAR;
NIEUWSTAD, 1985; TAWPRC, 1991). Love et al. (2014) constataram associagdo
positiva entre os colifagos F-RNA especificos e a probabilidade de deteccdo de
adenovirus em 4guas marinhas recreacionais. Resultados positivos também foram
obtidos por Lodder et al. (2010), com associacdo significante de colifagos F-RNA
especificos e enterovirus de um rio na Holanda, e por Rezaeinejad et al. (2014), que

observaram associacao positiva dos colifagos com a densidade do virus NoV GII.

No entanto, em alguns estudos, como o realizado por Muniesa et al. (2009),
foram demonstradas fragilidades do uso de fagos F-RNA especificos como ferramenta
de RFCM, por exemplo, devido a sobrevivéncia e a persisténcia diferenciadas desses
sorogrupos diante dos processos de tratamento de aguas residuais, ou mesmo apos a
inativagdo por estressores naturais (incluindo luz solar, pH e temperatura), o que pode

levar a incorreta identificacdo da origem da contaminacao fecal.

Outra desvantagem do uso de fagos F-especificos como indicadores de poluigdo
fecal ¢ que esses organismos estdo presentes em menor numero em fezes humanas
(FUJIOKA, 2002), além de haver alguns relatos de que esses fagos ndo sobrevivem no
meio ambiente pelo mesmo tempo que muitos virus entéricos (JOFRE, 2009). Sargeant,
Kammin e Collyard (2011) apontam como desvantagem do uso de colifagos RNA F o
fato de que embora possibilitem distinguir fontes de contaminacdo animal de fontes
humanas, ndo permitem a distincdo entre grupos ou espécies de animais. Harwood
(2011) apud Sargeant, Kammin e Collyard (2011) também ressaltam como limitagdo a
baixa sobrevivéncia desses colifagos em dguas com temperaturas mais elevadas. Por sua
vez, Payment e Locas (2011) constataram que os fagos F-RNA especificos nado
permitiram predizer a presenga ou auséncia de virus humanos. Resultado negativo
também foi apresentado no trabalho de Boehm et al. (2009), no qual os colifagos F-RNA

especificos ndo apresentaram associagcdo com adenovirus e enterovirus.
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2.3.3. Bacteriofagos que infectam bacteroides

Bacteroides sdo bactérias anaerdbicas obrigatorias, gram-negativas, que
constituem parte importante da biota bacteriana do trato intestinal humano e animal
(contagens maiores que 10°-10'° por grama de fezes). Existe uma variedade de espécies
de bacteroides conhecidas: B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus, B. ovatus, B.
distasonis, B. uniformis, B. stercoris, B. eggerthii, B. merdae, B. caccae (GHERNA;
WOESE, 1992), B. oralise, B. Melaninogenicus (KELLER; TRAUB, 1974). Sao
reconhecidas como sendo altamente hospedeiro-especificas, caracteristica que despertou
o uso de fagos que infectam bacteroides, principalmente B. fragilis, como marcadores
em estudos de RFCM (SIMPSON; SANTO DOMINGO; REASONER, 2002; GOMEZ-
DONATE et al., 2011). B. fragilis ¢ uma das espécies de bactérias mais numerosas no
intestino e nas fezes humanas e sdo rapidamente inativadas no ambiente, mediante

processos aerobios (BALLESTE; BLANCH, 2010).

Os primeiros fagos que infectam bacteroides propostos como indicadores de
contaminagdo fecal humana foram os que infectam B. fragilis HSP-40, isolados em
Barcelona, Espanha, por Jofre e colaboradores em 1986. Esses autores também
sugeriram que esses fagos sdo incapazes de se replicarem no ambiente, tornando-os
potenciais indicadores de contaminacdo fecal e marcadores de RFCM. A presenca de
fagos com capacidade de infectar HSP-40 em aguas contaminadas com fezes humanas,
bem como sua auséncia em aguas poluidas com fezes de outros animais, foram também
constatadas por Tartera e Jofre, em 1987. No entanto, o isolamento de fagos que
infectam bacteroides a partir de esgoto sanitario ja tinha sido demonstrado em estudos
anteriores (SABISTON; COHL, 1969; PREVOT et al., 1970; NACESCU; BRANDIS;
WERMER, 1972).

Atualmente, a validade do uso de fagos que infectam bacteroides como
indicadores de contaminacdo fecal humana ¢ refletida na norma ISO 10705-4
(International Organization for Standardization), € diversos estudos de recuperagdo de
fagos que infectam B. fragilis foram realizados (EBDON; TAYLOR, 2006; GERBA,
2006; GOMEZ-DONATE et al., 2011; JOFRE et al., 2014; CASANOVAS-MASSANA
etal., 2015).

Hé também sugestdes de que essa especificidade de hospedeiros possa apresentar

variagoes regionais e que estudos de RFCM possam ter validade apenas local (EBDON;
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MUNIE; TAYLOR, 2007). Os fagos que infectam bacteroides em determinada regido
ndo sdo necessariamente detectados em amostras de origem semelhante em outras
localidades (PUIG et al., 1999). Por exemplo, o uso de B. fragilis HSP-40 mostrou-se
bem-sucedido na regiao do Mediterraneo (TARTERA; JOFRE, 1987; TARTERA et al.,
1989; CORNAX et al., 1990; SUN et al., 1997; DURAN et al., 2002) e no sul da Africa
(GRABOW et al., 1995), porém ndo foi possivel detectar um nimero significativo de
bacteriofagos no norte da Europa (PUIG et al., 1999) e nos Estados Unidos (KATOR;
RHODES, 1992). Essa diferenca pode ser atribuida as diferencas regionais na
microbiota intestinal humana, o que evidencia que diferentes cepas de bacteroides
devem ser testadas como hospedeiros especificos em diferentes bacias ou regides
geograficas (EBDON; MUNIE; TAYLOR, 2007). Portanto, estudos tém sido realizados
na busca de novas cepas hospedeiras de fagos que infectam bacteroides. Payan et al.
(2005) identificaram trés cepas, GA-17 e HB-13, na Espanha e na Colombia,
respectivamente, ¢ GB-124, na Inglaterra, como promissoras ferramentas em estudos de

RFCM para rastreamento de contaminag¢do fecal humana.

2.4. Genotipagem de oocistos de Cryptosporidium spp. como ferramenta para

rastreamento de fontes de contaminacido microbiologica de aguas superficiais

Cryptosporidium ¢ um protozodrio parasita intracelular obrigatorio que se
desenvolve preferencialmente nas microvilosidades de células epiteliais do trato
gastrintestinal, respiratorio e urinario, podendo atingir uma variedade de hospedeiros,
inclusive o ser humano, infectando tanto individuos imunocomprometidos como

imunocompetentes (KOTHAVADE, 2012; THOMPSON; MONIS, 2012).

A primeira espécie do género, Cryptosporidium muris, foi descrita por Ernest
Edward Tyzzer, em 1910, ap6s observar esse organismo em glandulas gastricas de
camundongos assintomaticos. Em 1912 uma nova espécie, Cryptosporidium parvum,
com tamanho inferior ao da primeira, foi identificada pelo mesmo autor, localizada em
células intestinais de camundongos de laboratorio. Em 1955 foi documentada outra
espécie, Cryptosporidium meleagridis, seguida do reconhecimento do Cryptosporidium
como o agente causador da diarreia bovina, em 1971 (XIAO; RYAN, 2004; FAYER;
SANTIN; XIAO, 2005).
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Atualmente s3o reconhecidas pelo menos 26 espécies do género
Cryptosporidium, classificadas de acordo com alguns componentes bdsicos, como
hospedeiro natural, morfologia dos oocistos, caracterizagdo genotipica e conformidade
com o Cédigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN) (Tabela 1) (ASSIS et
al., 2013; CHALMERS; KATZER, 2013; SHARMA et al., 2013). Embora
Cryptosporidium seja ainda considerado relativamente hospedeiro-especifico, estudos de
transmissdo cruzada e estudos moleculares de investigagdes epidemioldgicas revelam
que a transmissdo de algumas espécies e de alguns genétipos entre diferentes
hospedeiros pode ocorrer, o que tem gerado certa divergéncia entre pesquisadores
quanto ao numero de espécies reconhecidas. Em geral, as espécies de Cryptosporidium
sdo agrupadas como aquelas que infectam mamiferos, aves, peixes, répteis e anfibios.
Dessas, seis espécies sao reconhecidas como causadoras de criptosporidiose humana:
Cryptosporidium hominis e Cryptosporidium parvum, seguidas em ordem de
importancia por Cryptosporidium meleagridise e, ocasionalmente, Cryptosporidium

cuniculus, Cryptosporidium felis e Cryptosporidium canis (XIAO, 2010).

Segundo Tzipori e Ward (2002), é possivel mencionar trés momentos que
ressaltam a relevancia desses microrganismos na saude publica: o primeiro em 1980,
quando Cryptosporidium foi confirmado como sendo o agente etiologico de surtos e
casos esporadicos de diarreia em alguns mamiferos; o segundo em 1983, com a
ocorréncia de infecgdes oportunistas em individuos imunocomprometidos,
principalmente devido a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS); e o terceiro,

em 1993, com grande repercussao, com o surto de Milwaukee, nos Estados Unidos.

Algumas caracteristicas do parasita Cryptosporidium reforcam seu potencial de
transmissdo por meio da 4gua: i) seu ciclo bioldgico ¢ desenvolvido em um tUnico
hospedeiro que excreta grande niimero de oocistos nas fezes, por exemplo, um Unico
bezerro infectado pode eliminar de 10°-10'° oocistos/semana (FAYER, DUBEY;
LINDSAY, 2004); i1) a transmissdo zoonoética aumenta o potencial para ocorréncia de
infeccdo no ser humano e, consequentemente, sua eliminacdo no ambiente; e iii) 0s
oocistos sdo resistentes as condi¢des ambientais, portanto podem chegar as estacdes de
tratamento de agua (ETAs) e nestas precisam ser removidos, no entanto apresentam
também resisténcia acentuada a acdo dos agentes desinfetantes frequentemente
empregados no tratamento de 4gua, particularmente ao cloro (CAREY; LEE;

TREVORS, 2004; MONIS; KING; KEEGAN, 2014). Sua remog¢ao depende basicamente
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Tabela 1 — Espécies de Cryptosporidium, respectivos hospedeiros principais, tamanho dos
oocistos ¢ infectividade para o ser humano

Espécie Hos.pe(.ieiro Infeccioso para o Tan.lanho dos Referéncia
Principal Ser Humano Oocistos (pm)

C. hominis Ser humano Sim 4,5x54 Morgan-Ryan et al. (2002)

C. parvum Ruminantes Sim 4,5x5,5 Tyzzer (1912)

C. andersoni Bovinos Sim 55x74 Lindsay et al. (2000)

C. muris Roedores Sim 5,6x7,4 Tyzzer (1907)

C. suis Suinos Sim 4,4x49 Ryan et al. (2004)

C. felis Felinos Sim 4,5%x5,0 Iseki (1979)

C. canis Canideos Sim 3,68 x 5,88 Fayer et al. (2001)

C. bovis Bovinos - 4,63 x 4,89 Fayer, Santin e Xiao (2005)

C. ryanae Bovinos -- 3,16 x 3,73 Fayer et al. (2008)

C. xiaoi Ovelhas -- 2,94 x 3,44 Fayer e Santin (2009)

C. wairi Cobaias -- 4,0x4,8 Vetterling et al. (1971)

C. baileyi Aves Sim 52x6,3 Current et al. (1986)

C. meleagridis Aves Sim 4,5x4,6 Slavin (1955)

C. galli Aves -- 6,2x 8,5 Ryan et al. (2003)

C. serpentis Répteis -- 4,8x5,6 Levine (1980)

C. fayeri Cangurus -- 4,3x4,9 Ryan et al. (2008)

C. macropodum Cangurus -- 49x5,1 Power e Ryan (2008)

C. varanii Lagartos -- 4,7x4,8 Pavlasek e Ryan (2008)

C. ubiquitum Cervos Sim 5,04 x 4,66 Fayer et al. (2010)

C. cuniculus Coclhos Sim 5,98 x 5,38 Robinson ef al. (2010)

C. tyzzeri Camundongos -- 4,64 x 4,19 Ren et al. (2012)

C. viatorum Ser humano Sim 5,35x4,72 Elwin et al. (2012)

C. scrofarum Suinos Sim 5,16 x 4,83 Kvac et al. (2013)

C. fragile Sapo -- 6,2x5,5 Jirku et al. (2008)

C. molnari Peixes -- 4,7x 4,5 Sitja-Bobadilla et al. (2005)

C. scophthalmi Peixes -- 4,4x3,9 Alvarez-Pellitero et al. (2009)

Fonte: adaptada de Franco, Branco e Leal (2012) e Chalmers e Katzer (2013). (--) Auséncia de casos em humanos.

das etapas de clarificacio dos tratamentos convencionais, ou seja, coagulacdo,
floculacdo, decantacdo e filtragdo, desde que submetidas a rigoroso controle operacional
(DUGAN et al., 2001; CAREY; LEE; TREVORS, 2004; KARANIS; KOURENTI;
SMITH, 2007; FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012).

O modo de transmissdo de Cryptosporidium spp. ocorre via fecal-oral, com trés
possiveis formas de transmissdo: contato pessoa-pessoa ou animal-pessoa, alimentos
contaminados e transmissdo hidrica, sendo esta considerada a principal forma de

transmissao (SMITH et al., 2006; GRACZYK et al., 2009).

A capacidade desse protozodrio de romper as multiplas barreiras no tratamento
convencional da dgua e causar surtos em larga escala teve enorme impacto sobre os
sistemas de abastecimento de dgua e sua regulacdo. Cryptosporidium tem sido tomado

como protozoario de referéncia em estudos de avaliacdo quantitativa de risco
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microbioldgico (AQRM) aplicado ao abastecimento de dgua para consumo humano,
para apoiar os planos de seguranc¢a de agua, bem como em normas de qualidade da 4gua
para consumo humano (SIGNOR; ASHBOLT; ROSER, 2007, SMEETS, 2008;
SIGNOR; ASHBOLT, 2009; WHO, 2011).

Estudos sobre Cryptosporidium sdo essenciais pela sua relevancia em satde
publica; e isso ndo ¢ uma preocupacdo exclusiva em paises em desenvolvimento, com
infraestrutura sanitaria deficiente, pois paises com elevado padrdao de abastecimento de
agua e tratamento de esgotos também enfrentam problemas relacionados a ocorréncia de

surtos de transmissdo via dgua de consumo.

No Brasil, embora a Portaria n® 2.914/2011 do Ministério da Satide (BRASIL,
2011) estabeleca a necessidade de avaliagdo da presenca dos protozoarios
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em mananciais de abastecimento para consumo
humano, varios fatores dificultam o atendimento dessa recomendagdo em curto prazo,
como, por exemplo, a complexidade inerente aos métodos de deteccdo, o custo das
analises e a caréncia de recursos humanos qualificados para o trabalho laboratorial.
Logo, a escassez de informacdes disponiveis sobre a ocorréncia desses agentes

patogénicos nos recursos hidricos nacionais ainda prevalece.

Os seres humanos e os animais de criagdo tém sido considerados as principais
fontes de contaminacdo de oocistos de Cryptosporidium em éaguas superficiais (JIANG
et al., 2005b), mas cdes e gatos também podem representam risco em termos de satde
publica (BOWMAN; LUCIO-FORSTER, 2010; UEHLINGER et al., 2013). Os animais
silvestres também podem ser infectados com oocistos de Cryptosporidium e, assim,
constituir mais uma fonte de contaminacdo da dgua. Contudo, a maioria das espécies de
Cryptosporidium encontrada em animais selvagens naturalmente infectados ¢ diferente
daquelas que afetam os humanos (APEELBEE; THOMPON; OLSON, 2005). De fato,
sabe-se que nem todas as espécies conhecidas de Cryptosporidium sdao patogénicas para
os seres humanos. Logo, o conhecimento da fonte de contaminacdo € necessario para
uma avaliacdo efetiva e a para selecdo de praticas adequadas de gerenciamento para

reduzir a contaminagdo desses parasitas em aguas superficiais (XIAO; RYAN, 2004).

Em nivel mundial, protozoarios foram a causa de 524 surtos de veiculacao
hidrica nos ultimos anos, destacando-se o periodo compreendido entre 1984 e 2004 e,

posteriormente, de janeiro de 2004 a dezembro de 2010, com 325 e 199 surtos
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epidémicos, respectivamente (FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012). No entanto, esse
nimero provavelmente representa apenas uma parcela do nimero total de surtos
ocorridos, uma vez que nem todos os surtos sdo documentados na literatura cientifica,
devido a fatores como: escassez de dados sobre a ocorréncia de protozoarios em aguas
destinadas ao consumo humano; dificuldade de detec¢do e enumeragdo com acuracia
pelas técnicas empregadas de rotina; e, muitas vezes, associacdo de surtos seguidos de
obito com outros patogenos. Esse problema decorre, particularmente, das baixas
concentracdes de protozodrios encontradas na agua e dos altos custos das técnicas
utilizadas (LEMARCHAND; LEBARON, 2003). Assim, o desenvolvimento de
ferramentas moleculares tem sido fundamental para melhorar a compreensdo da
transmissdo do Cryptosporidium pela agua e identificar suas fontes de contaminag¢do no

ambiente.

A utilizagdo de analises moleculares para deteccdo e caracterizagdo de
Cryptosporidium em nivel de espécies tem contribuido significativamente para a
compreensdo da biologia e epidemiologia das espécies, na estrutura genética de
populagdes, na transmissdo do parasita e na especificidade de hospedeiros
(THOMPSON; PALMER; O’HANDLEY, 2008). Por apresentarem pequenas diferencas
nos genes que codificam proteinas da unidade ribossomal, que ¢ utilizada para
caracterizar, mesmo que robustamente, hospedeiros especificos, as espécies do género
Cryptosporidium tém sido sugeridas como marcadores potenciais para possivel
rastreamento de fontes de contaminagdo microbiologica da dgua (XIAO; RYAN, 2004),
contando com uma vasta biblioteca ja consolidada no GenBank. Resultados da distin¢ao
de gendtipos patogénicos e ndo patogénicos para o ser humano podem prevenir alarmes
desnecessarios, pois, caso contrario, todo oocisto detectado seria considerado de risco

potencial a saude publica.

O emprego de técnicas de biologia molecular, particularmente de métodos
baseados na reagcdo em cadeia pela polimerase (RFLP, AFLP Finger printing e qPCR,
sequenciamento) oferece muitas vantagens em relagdo as demais técnicas na
caracterizacdo molecular de oocistos em amostras ambientais por apresentarem maior
especificidade e alta sensibilidade. (JENKINS ez al., 2010). Os métodos de PCR nao
apenas podem ser aplicados na deteccdo de um pequeno numero de oocistos

(RAMIRES; WARD; SREEVATSAN, 2004), mas também na amplificagdo de DNA
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extraido diretamente de amostras ambientais, sem a necessidade de isolar oocistos

intactos (WIDMER; FENG; TANRIVERDI, 2004).

Para aumentar a sensibilidade do método ¢ possivel a utilizagao de técnicas como
a Nested-PCR, que ¢ um método de PCR no qual o produto amplificado (amplicon) ¢
submetido a um segundo processo de amplificacdo, utilizando um conjunto de
iniciadores homologos nas sequéncias internas do segmento ja amplificado. Esse
procedimento torna a reagao de PCR mais especifica e sensivel. Geralmente na primeira
PCR ¢ utilizado um iniciador género-especifico e na segunda, um iniciador espécie-
especifico do organismo em estudo (ALMEIDA, 2004). No entanto, alguns fatores
influenciam a eficiéncia das técnicas de PCR, como a presenca de inibidores na amostra,
que interfere na interacao entre o DNA e o DNA polimerase, ¢ a dificuldade na liberacao
(lise celular), extracdo e purificagdo do DNA dos oocistos, devido a dificuldade de
ruptura da parede dos oocistos, podendo incorrer em resultados falso-negativos

(JOHNSON et al., 1997; GOBET et al., 2011).

A dificuldade de ruptura da parede dos oocistos para liberagdo do material
genético representa uma das maiores limitagdes no uso das técnicas de biologia
molecular. A etapa de lise da parede dos oocistos ¢ determinante, ja que possui espessura
de 40 nm (HARRIS; PETRY, 1999) e ¢ composta por quatro camadas, além da presenga
de estruturas particuladas e glicoproteina filamentosa (PETRY, 2004). A maioria dos
protocolos de extragdo de DNA utiliza ciclos de congelamento e descongelamento ou
pérolas de vidro para ruptura da parede do oocisto, em conjunto ou ndo com proteinase
K (CAREY; LEE; TREVORS, 2004). A sensibilidade de diferentes métodos de extracao
de DNA gendmico de Cryptosporidium tem sido avaliada tanto em amostras clinicas
como em amostras ambientais. Sabe-se que a eficiéncia dos protocolos depende da
eliminagdo de inibidores presentes nas amostras, da metodologia utilizada na lise celular
e da escolha de iniciadores adequados para reacdo de amplificagdo do fragmento de

interesse (CHALMERS; KATZER, 2013).

Com a grande diversidade de espécies de Cryptosporidium observadas em
amostras ambientais, uma ferramenta de genotipagem apropriada deve utilizar um gene-
alvo com capacidade de identificar todas as espécies ou genotipos. Ao longo dos anos,
uma série de genes-alvo diferentes foi utilizada para deteccdo e diferenciacdo de
espécies de Cryptosporidium, entre eles: 185 RNAr, HSP70 (HeatShockProtein), COWP
(Cryptosporidium Oocyst Wall Protein), CPR1 (Cryptosporidium repetitivewallprotein),
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o gene TRAPC-1 e TRAPC-2 (Thrombospondin-related Adhesive Proteins), GP60 DNA
(60-kDa glycoprotein), ITS2 RNAr (second internal transcribed spacer regionof nuclear
ribosomal), entre outros (CAREY; LEE; TREVORS, 2004; RAMIREZ; WARD;
SREEVATSAN, 2004; XIAO; RYAN, 2004; CHALMERS et al., 2009; CARVALHO-
ALMEIDA et al., 2006; FERGUSON et al., 2006). Dentre esses, o 18S RNAr € o mais
utilizado pelos pesquisadores, uma vez que representa o gene com maior capacidade de
genotipagem em diferentes isolados de diferentes espécies, inclusive em amostras

ambientais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Verificar, em situagdes especificas - nas bacias hidrograficas do Ribeirdo Sao
Bartolomeu (Vigosa, MG) e do Rio Ouse (Reino Unido) — a aplicabilidade do uso de
bacteridfagos e Cryptosporidium como indicadores de contaminagao fecal em estudos de
rastreamento de fontes de contamina¢do microbioldgica de mananciais de abastecimento

de 4gua para consumo humano.

3.2. Objetivos especificos

- Pesquisar a ocorréncia de colifagos somaticos, fagos F-RNA e bacteriofagos
que infectam Bacteroides fragilis nas bacias hidrograficas do Ribeirdo Sao Bartolomeu e

do Rio Ouse;

- Pesquisar a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium nas bacias hidrograficas
do Ribeirdo Sao Bartolomeu e do Rio Ouse e realizar a caracterizagdo molecular das

espécies encontradas;

- Monitorar varidveis fisicas e microbioldgicas de qualidade da agua nas bacias

hidrograficas do Ribeirdo Sdo Bartolomeu e do Rio Ouse

- Verificar a existéncia de associagdo de ocorréncia de bacteriéfagos e de
Cryptosporidium com os demais dados de qualidade da dgua nas bacias hidrograficas do

Ribeirdao Sio Bartolomeu e do Rio Ouse

- Verificar a existéncia de associacdo de ocorréncia de bacteridfagos e de
Cryptosporidium com o uso e ocupac¢ao do solo nas bacias hidrograficas do Ribeirdo Sao

Bartolomeu e do Rio Ouse
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Localizacao e caracterizaciao das areas de estudo

4.1.1. Bacia hidrografica do ribeirao Sao Bartolomeu, Vicosa, MG

O municipio de Vigosa esta localizado na Zona da Mata mineira entre as
coordenadas geograficas 42° 52° 58” W e 42° 50° 56” W de longitude e 20° 43° 42” S e
20° 50’ 12” S de latitude, a altitude média de 648 metros e ocupa area de 299,418 km?
(ARRUDA, 1997). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), a populagdo estimada de Vigosa em 2014 era de 76.745 habitantes
(INSTITUTO... — IBGE, 2014), com densidade demografica de 241,2 hab./km?, a
maioria concentrada na area urbana (aproximadamente 90%). O municipio apresenta
cobertura dos servicos basicos de saneamento superior as médias estadual e nacional:
cerca de 90% da populacdo ¢ atendida por sistemas de coleta de esgotos e 98% por
abastecimento de agua (SAAE, 2014). Vicosa dispde de dois sistemas principais de
abastecimento de agua (ETA 1 e ETA II), operados pelo Servico Auténomo de Agua e
Esgotos (SAAE) (uma autarquia municipal), interconectados e que abastecem a
populagdo residente na zona urbana do municipio. Entretanto, o tratamento de esgotos ¢
ainda praticamente inexistente — Laudo da Secretaria Estadual de Meio Ambiente
(SEMAD), realizado a pedido do Ministério Publico de Minas Gerais, revelou que 97%
do esgoto sanitario produzido na cidade de Vigosa ¢ langado nos cursos d’agua do

municipio, sem qualquer tratamento (MINISTERIO..., 2014).

A bacia hidrografica do ribeirdo Sao Bartolomeu (RSB), componente da bacia do
rio Doce, abrange area de 5.500 ha, representando 18% da area do municipio de Vigosa

(Figura 1). Mais especificamente, o estudo foi conduzido na &rea de drenagem (aqui
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Figura 1 — Delimitagdo da bacia hidrografica do ribeirdo Sao Bartolomeu, Vicosa Minas Gerais,
Brasil, 2015.

chamada de bacia de captagdo) com aproximadamente 2.000 ha situada a montante do
ponto de captagdo de agua para abastecimento da populacao residente em partes da area
urbana do municipio e do publico usuario do campus da Universidade Federal de Vigosa

(UFV).

O RSB ¢ um curso hidrico de reduzida vazao, responsavel por cerca de 70% do
abastecimento de 4gua de Vigosa no periodo de chuvas e cerca de 30% do abastecimento
no periodo de estiagem (ETA I) e por 100% do abastecimento no campus universitario
da UFV, que possui seu proprio sistema de abastecimento de dgua. O RSB recebe o
aporte hidrico de sete corregos, que definem os fundos de vale das sub-bacias de
drenagem correspondentes, as quais serviram como unidade territorial basica no presente
estudo. Essas sub-bacias recebem, informalmente, a mesma denominacao do respectivo
curso d’dgua principal: sub-bacia 1: ‘Ribeirdo Sao Bartolomeu’ (referente ao proprio
ribeirdo Sao Bartolomeu), sub-bacia 2: cérrego “Sao Lucas”, sub-bacia 3: corrego dos
Machados, sub-bacia 4: corrego Santa Catarina, sub-bacia 5: corrego Paraiso, sub-bacia
6: corrego Palmital, sub-bacia 7: coérrego “Antuérpia”, e sub-bacia 8: corrego do

Engenho (Figuras 1 ¢ 6).
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No campus da UFV o ribeirdo S3do Bartolomeu recebe cinco barramentos
consecutivos e segue seu curso pela area urbana de Vicosa. As duas primeiras represas
da UFV cumprem a func¢do de reservatorios de regularizacdo de vazdes acumulagdo de
agua, sendo que proximo ao eixo da segunda represa se encontram as estruturas de

captagdo de dgua para abastecimento da ETA UFV e da ETA [ do SAAE.

A area de estudo foi caracterizada com base em quatro classificagdes quanto ao
uso e ocupacdo do solo: urbano, pastagem, mata nativa e solo exposto (Figura 2). A
ocupagdo populacional se d4 de forma mais intensa nas regides mais proximas a area
urbana da cidade e ao campus universitario. Cabe ressaltar que o manancial ndo ¢
protegido da contamina¢do humana ou animal durante o seu curso até os pontos de
captacdo. Hé& ainda 4areas florestais, entretanto a predominancia ¢ de pastagens

degradadas, principalmente nos locais com maior declividade.
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Figura 2 —Mapa de uso e ocupagio do solo, bacia de captacdo do ribeirdo Sdo Bartolomeu.
Vicosa, MG, 2015.
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Informacdes sobre uso e ocupagao do solo e de usos conflitantes da 4gua na bacia
do RSB foram levantadas inicialmente por Dias (2007) e confirmadas com boa
aproximagdo no Projeto Plano de Seguranca da Agua, coordenado pelo orientador deste
trabalho e cujos resultados estdo em parte expressos em Bezerra (2011). As informagdes
foram obtidas a partir de atividades de campo, por meio da aplicagcdo de questionarios
orientados para o levantamento de todas as propriedades rurais e comunidades Peri
urbanas quanto a exploracao animal, aos usos da agua, ao tipo de destino dos dejetos, a
producao agricola e, adicionalmente, as principais fontes difusas e pontuais de poluigao
(por exemplo, os pontos de descargas de esgoto sanitdrio nos cursos d’agua). Para o
presente estudo, somente informacdes das fontes de contaminagdo mais impactantes
foram levantadas, como a criagdo intensiva de animais ¢ os pontos de lancamento de

esgoto sanitario.

Esses estudos indicaram a existéncia de 249 propriedades rurais e residenciais
(Figura 3), devendo ser ressaltado que 25,3% (63/249) das propriedades apresentam
potencial para exploracdo de animais. Constatou-se que a criagdo de bovinos ¢ a
atividade que mais se destacava na bacia, sendo realizada de forma ndo confinada, com
exce¢do de uma propriedade, localizada na sub-bacia Antuérpia, que possuia uma
bovinocultura com um total de 80 animais confinados. No momento da pesquisa, a
mesma propriedade possuia ainda uma suinocultura, com criagdo de aproximadamente
180 suinos. Vale destacar que nenhum tipo de tratamento dos residuos gerados era

realizado, sendo estes, normalmente, utilizados como esterco em areas de pastagem.

Em outras duas propriedades, localizadas na sub-bacia corrego do Engenho, ha
criacdo de suinos, com um total de 140 animais em cada uma. O tratamento de efluentes
¢ realizado por biodigestores e sistemas de lagoas de estabilizagdo. Ainda nessa sub-

bacia existe uma caprinocultura, com criagdo de 20 animais.

Com relagdo a fonte de agua utilizada para criacdo de animais, na €época da
pesquisa 47,6% das propriedades utilizavam mina/nascente; 21,4% agua de rio/ribeirdo;
19,0% agua proveniente de poco artesiano; 7,1% agua de pogo/cisterna e 4,8% agua de
represa/lago/lagoa (SILVA, 2010). Quanto ao destino do esgoto doméstico, 36,5% das
propriedades tinham fossa seca; 16,8% fossa com sumidouro; 2,0% fossa séptica; em
32,9% o esgoto era lancado nos cursos d’agua; em 1,6% a céu aberto, e 10% eram

atendidas por rede publica.
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Figura 3 — Localizacdo das fontes pontuais de poluicdo na bacia hidrografica do ribeirdo Sdo
Bartolomeu. Vigosa, MG, 2015.

4.1.2. Bacia hidrografica do rio Ouse — Sudeste da Inglaterra, Reino Unido

A bacia hidrografica do rio Ouse, situada no condado de Sussex do Leste,
sudeste da Inglaterra, Reino Unido, abrange uma area de aproximadamente 396.000 ha;
trata-se da segunda maior bacia em Sussex (Figura 4) e ¢ dividida em quatro sub-bacias:
Alto Ouse, Médio Ouse, Baixo Ouse e sub-bacia do rio Uck. O rio Ouse € o principal rio
da bacia e possui 273 km de extensao.

A area foi selecionada, por englobar uma gama diversificada de fontes de
contamina¢do potenciais e usos diversos do solo, incluindo areas urbanas, presenca de
37 estagcoes de tratamento de esgoto (ETEs) (Figura 5) que descarregam efluentes
parcialmente tratados no sistema fluvial, atividades agropecudrias intensas, com
predominancia de criagdo de bovinos, e areas parcialmente arborizadas (EDBON;
MUNIE; TAYLOR, 2007). Das ETEs existentes na bacia, trés sdo bem relevantes
devido ao volume de esgoto langcado nos cursos d’dgua e também por estarem
localizadas bem préximas (distancia < 3,0 km) aos pontos de coleta: i) Scaynes Hill

waste water treatment works (WWTW), localizada a jusante dos pontos Goldbridge,
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Figura 5 — Localizagdo das estagdes de tratamento de esgotos na Bacia do rio Ouse, Sudeste da
Inglaterra, Reino Unido.
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Scaynes Hill; i1) Uckfield WWTW préxima a Isfield e Barcombe Mills; e iii) Ditchling
WWTW, a jusante de Isfield and Scaynes Hill.

4.2. Coleta de amostras de agua

Na bacia hidrografica do RSB, o monitoramento foi realizado em cada uma das
sub-bacias descritas no item anterior (Figuras 6 ¢ 7) e também no ponto de captagdo das

estagdes de tratamento de agua (ETA -UFV e ETA 1 -SAAE).
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Figura 6 — Localizagdo dos pontos de coleta de 4gua na bacia hidrografica do ribeirdo Sao
Bartolomeu, Vigosa, MG.

O monitoramento de fagos e das demais varidveis de qualidade foram realizados
no periodo de julho de 2012 a maio de 2014. Nos periodos de fevereiro a julho de 2013 e

de fevereiro a agosto de 2014 foi realizado o monitoramento de Cryptosporidium.

Na bacia do rio Ouse, inicialmente foram selecionados 27 pontos de amostragem,
que buscavam englobar as diferentes atividades antropicas na bacia que afetam a
qualidade microbiolégica da 4gua a jusante do rio, permitindo uma visdo global da

dinamica da polui¢do fecal. Posteriormente, mais trés pontos foram incluidos (Figura 8).
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Figura 7 — Pontos de coleta de 4gua na bacia hidrografica do RSB. A = ribeirdo Sdo Bartolomeu;
B = corrego “Sao Lucas”; C = corrego dos Machados; D =) corrego Santa Catarina;

E = corrego Paraiso; F = corrego Palmital; G = corrego “Antuérpia”; e H = corrego

do Engenho; Vicosa, MG.
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Figura 8 — Localizagdo dos pontos de coleta de agua na bacia do rio Ouse, Inglaterra, Reino
Unido.

Esses pontos selecionados sdo continuamente monitorados pela Agéncia Ambiental
Europeia e pela Universidade de Brighton, Unidade de Pesquisa em Meio Ambiente e

Satde Publica (EPHRU).

Para o monitoramento da qualidade da 4gua e deteccdo e enumeragdo de
bacteridéfagos, durante oito meses (de junho 2013 a janeiro de 2014), foram coletadas
amostras quinzenalmente; posteriormente, no periodo de fevereiro a abril de 2014, as
amostras foram passaram a ser coletadas mensalmente, principalmente em virtude de
limitagdo de recursos financeiros € ao periodo de chuvas intensas, com eventos de
alagamento de varias areas da bacia, o que dificultava o acesso aos pontos de

amostragem.

Para deteccdo de protozoarios, devido ao custo elevado das andlises, somente nove
pontos foram monitorados (Upper Ryelands Bridge, Scaynes Hill, Pellinford Brook,
River Uck, Barcombe Mills, Bevern Stream, Longford Stream, Glynde Reach ¢ Newhaven),
no periodo de agosto de 2013 a janeiro de 2014.
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4.3. Analises microbiologicas

4.3.1. Detec¢ao e quantificacio de bacteriofagos

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes cepas de bactérias hospedeiras:

e Grupo 1: cepas fornecidas pela Universidade de Brighton, UK:

- Cepa para analise de colifagos somaticos: WG-5.

- Cepa para analise de bacteriofagos infectando B. fragilis: GB-124, HB-73 e S-10.

- Cepa para analise de colifagos F-especificos: WG-49.

e Grupo 2: cepas fornecidas pela CETESB, SP:

-Cepa para analise de colifagos somaticos: E. coli CN-13 (bactéria hospedeira de
colifagos somaticos, resistente ao acido nalidixico) (ATCC 700609); Fago phi- X174
(13706-B1).

- Cepa para analise de colifagos F-especifico - E. coli FAmp (E. coli com resisténcia ao
antibiotico ampicilina e com plasmideo codificador da formagdo de “pili”) (ATCC

700891) — Fago MS2 (ATCC 15597-B1).

As andlises de deteccdo e enumeracdo de bacteriofagos foram realizadas

utilizando duas metodologias, descritas a seguir:

e M¢étodo de plaqueamento em camada simples de dgar (SCA), para o qual foram

utilizadas as cepas hospedeiras do grupo 2, de acordo com o Standard Methods for the

Examination of Wastewater (APHA, 2005).

Inicialmente, as bactérias mantidas em estoque solido no laboratério eram
inoculadas em 10 mL de meio de cultura liquido (TSB — Tryptone Soy Broth, Merck) e
incubadas a 37 °C por 18-24 horas para reativacdo. Essas bactérias constituiram o pré-
indculo, que era preparado um dia antes de ser realizado o procedimento para

quantificagdo dos colifagos.

No dia da analise, 1 mL do pré-indculo era adicionado em 10 mL de meio liquido
de cultura em tubo com tampa de rosca de 12 mL, que por sua vez era incubado por 4
horas ou até se obter densidade optica de 0,33 a 520 nm. As leituras de densidade Optica

foram realizadas em espectrofotometro previamente calibrado com caldo TSB estéril.
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O método, em si, consiste na adicdo de 100 mL da amostra acrescida de 0,5 mL
de cloreto de magnésio (4M), previamente homogeneizada, em erlenmeyer com 100 mL
de TSA 2x (Tryptone Soy Agar — dobro da quantidade especificada pelo fabricante),
estabilizado em banho-maria a 45-48 °C. O cloreto de magnésio mantém a estabilidade
do bacteriéfago e facilita sua adsorcdo a bactéria hospedeira. Em seguida, foram
adicionados 5 mL da suspensdo de bactéria hospedeira em fase exponencial de
crescimento ¢ 2 mL de antibidtico (acido nalidixico para CN-13 e ampicilina/estrep-
tomicina para FAmp) ao erlenmeyer contendo a mistura (TSA 2X + amostra), que foi,
entdo, homogeneizada e mantida em banho-maria. O contetdo dessa mistura foi
dispensado em dez placas de Petri descartaveis, previamente identificadas. Apds a
solidificacdo das placas, estas foram invertidas e incubadas por 18-24 horas a 36 =+
0,5 °C. Efetuou-se a contagem de todas as placas de lise formadas no dgar, com o auxilio

de um contador de coldnias.

A densidade de colifagos somaticos determinada por meio da técnica de
plaqueamento em camada simples de dgar ¢ expressa como Unidades Formadoras de
Placa por 100 mL (UFP/100 mL). O nimero de colifagos foi obtido pela somatéria da

contagem das placas de lise nas dez placas de Petri utilizadas.

Todos os componentes foram aquecidos antes do ensaio para evitar solidificacio
no momento de verté-los nas placas. Esses processos sdo criticos, portanto a temperatura
foi monitorada cuidadosamente para que os colifagos ndo fossem inativados, garantindo
que o agar nao se solidificasse prematuramente. Além das placas para cada amostra,
também era preparada uma placa de controle negativo (amostra livre de colifagos e

outros contaminantes).

e M¢étodo quantitativo de plaqueamento em camada dupla, descrito pelo ‘Padrdo

Britanico’ British Standard (BS, 2001a; BS, 2001b, BS, 2001c¢), usado para as cepas

hospedeiras do grupo 1. O esquema do procedimento do método encontra-se na

Figura 9.

As amostras (1 mL) eram filtradas utilizando seringa e filtro de 0,22 um, visando
a remog¢ao de bactérias que pudessem estar presentes, uma vez que somente os virus
passam pelo filtro. Em tubos com tampas de rosca contendo o meio agar semissélido de
nutrientes juntamente com os aditivos, eram adicionados a amostra filtrada e 1 mL da

cepa da bactéria hospedeira em fase log de crescimento (absorbancia de 0,30-0,33 a
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Figura 9 — Esquema representativo da técnica de agar de camada dupla descrita pelo ‘Padrado
Britanico’ British Standard (BS, 2001a; BS, 2001b, BS, 2001c) para deteccao e
enumeracdo de bacteridfagos que infectam Bacteroides fragilis.

620 nm, correspondente a contagem de células de aproximadamente 2 x 105UFP/mL). A
mistura era agitada em vortex, evitando a formacao de bolhas de ar. Todo o contetdo do
tubo era transferido para placas de Petri descartdveis contendo o meio agar soélido,

também evitando a formagao de bolhas.

Para andlise de colifagos somaticos (WG-5) e F-especificos (WG-49), as placas
eram invertidas apds repouso para que o conjunto adgar/amostra se estabelecesse (15-25
minutos), sendo em seguida incubadas a 36 £ 1 °C por 18-24 horas. Apds o periodo de
incubagdo efetuava-se a contagem de todas as placas de lise formadas no agar com

auxilio de um contador de colonias.

O mesmo procedimento foi seguido para a andlise de fagos que infectam
B.fragilis (GB-124, HB-73 e S-10), entretanto as placas foram incubadas em jarros
anaerdbicos com sache Anaerogen® a 36 + 1 °C por 18-24 horas. A quantidade de fagos
na amostra foi expressa por unidades formadoras de placas (UFP/100 mL). Além das
placas para cada amostra, também foram preparadas placas para controle negativo e

positivo.

4.3.2. Detecgciao, enumeracao e genotipagem de oocistos de Cryptosporidium spp.

A técnica utilizada foi baseada em quatro etapas: a) concentragdo da amostra por
filtracdo em membranas para recuperar o baixo numero de oocistos tipicamente
encontrados no ambiente; b) separagdo imunomagnética para separar os oocistos dos
residuos que possam interferir na fase de deteccdo; c) deteccdo dos oocistos pela
utilizacao de anticorpos monoclonais, com o uso da microscopia de imunofluorescéncia,

e d) andlise molecular, apenas das amostras positivas por microscopia de imunofluo-
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rescéncia, para oocistos de Cryptosporidium para diferenciacdo das espécies. Essas

etapas estdo descritas a seguir.

a) Concentracao das amostras

As amostras foram concentradas pela técnica de membrana filtrante (MF)
descrita por Franco et al. (2001). A técnica consiste na filtragdo de 2 L da amostra de
agua em membranas de acetato de celulose (47 mm de didmetro e porosidade nominal de
1,2 pum). Apds a filtragdo, as membranas eram cuidadosamente retiradas e colocadas em
placas de Petri estéreis, para realizar a etapa de recuperagdo dos oocistos eventualmente
presentes nas amostras. Para tanto, a superficie das membranas era raspada por 20
minutos com al¢a plastica macia e, entdo, lavadas manualmente com 4agua ultrapura
(MilliQ®). O liquido resultante era centrifugado por 15 min (2.400 rpm), o sobrenadante
era em seguida descartado e o sedimento lavado e centrifugado novamente até a

obteng¢do de volume final ndo superior a 10 mL.

b) Separaciao Imunomagnética — Sistema Dynal/Biobeads

Ap0s a concentracdo, a etapa de purificagdo das amostras foi realizada por meio
da técnica de separacdo imunomagnética (IMS), utilizando o kit comercial Dynabeads®
GC-Combo. Esse procedimento ¢ importante para retirada de substancias que induzem a
exames falso-positivos quando se utiliza imunofluorescéncia direta, bem como para

retirada de inibidores da amplifica¢dao de PCR.

Essa etapa compreendeu a adicdo de um conjugado (esferas metdlicas -
anticorpos anti-Cryptosporidium e anti-Giardia) a amostra que se liga aos antigenos de
(oo)cistos. O complexo (oo)cistos-conjugado ¢ arrastado e separado por meio de campo
magnético do material particulado restante, que era descartado. Esse complexo era entdao
submetido a dissociagdo térmica (80 °C/10 min), liberando os (oo)cistos para analise. Na
etapa final, para posterior extracdo do DNA gendmico, esse sedimento era armazenado a
-20 °C em tubos tipo Eppendorf® de 2,0 mL contendo 300 pL de 4gua ultrapura estéril
(MilliQ®).
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¢) Leitura microscopica

ApOs a separacdo imunomagnética, aliquotas de 100 puL da amostra, eram
levadas para leitura em microscopio de imunofluorescéncia direta com a utilizagao do kit
MERIFLUOR® C/G (MeridianDiagnostics, Inc.), de acordo com recomendagdes do

fabricante.
O calculo do numero de oocistos.L! (Y) em cada amostra foi feito com a
Equacao 1.
Y = (A x 106/ B) x (C/D) (1)
em que
A =numero de oocistos visualizados no poc¢o da lamina;
B = aliquota do sedimento (uL) colocado no pogo da lamina de fluorescéncia;

C = volume do sedimento (mL) obtido; e

D = volume da amostra (mL).

d) Analise molecular (extracido de DNA, Nested-PCR - amplificacdo do DNA,
eletroforese em gel de agarose, purificacio do produto da PCR e sequencia-
mento)

As etapas da analise molecular foram as seguintes:

e Extracio de DNA

Nessa etapa, inicialmente foram testados ciclos de congelamento com nitrogénio
liquido e descongelamento com banho seco a 80 °C, com variagdo do nimero de ciclos
entre oito e 15 ciclos, como sugerido em literatura; posteriormente, para aumentar a
eficiéncia da extracdo de DNA, foram realizados ciclos de congelamento com nitrogénio

liquido e descongelamento sob forte agitacdo em Tissuelyser (Invitrogen).

A concentragdo de DNA nas amostras foi mensurada por fluorometria com o uso
do Qubit (Fluorometer Qubit® 2.0. Invitrogen). Esse equipamento permite a quantifi-
cacdo de DNA, RNA e proteinas utilizando corantes fluorescentes. Esses corantes sdo
especificos para cada tipo de biomolécula mesmo em baixas concentracdes, o que

confere alta especificidade e sensibilidade a essa metodologia. Para quantificacdo do
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DNA foi utilizado o kit Qubit® dsDNA HS. Para verificar qual o melhor procedimento a

ser adotado, foram também realizados Nested-PCR e a visualiza¢do em gel de agarose.

Apo6s a quantificagdo do DNA extraido e a visualizagdao do gel, padronizou-se o
seguinte protocolo de extracdo do DNA das amostras com a utilizagdo do kit comercial
QIAmp DNA Stool Mini kit (QIAGEN), de acordo com as instrug¢des do fabricante, com
algumas modificagdes: 1) para a ruptura da parede dos oocistos eram adicionados 200 pL
de solugdo-tampao de lise presente no kit a 200 pL de amostra (apds a etapa de
separacdo imunomagnética), juntamente com uma bead metalica; ii) a mistura era
congelada em nitrogénio liquido a -196 °C e colocada no Tissuelyser (Invitrogen), com
velocidade de agitagdo de 50 Hertz por 5 min.; esse processo era repetido por trés vezes;
e (ii1)) em seguida eram adicionados 20 puL de proteinase K e a mistura era incubada em
banho-maria a 65 °C, por 30 min.. As demais etapas foram realizadas de acordo com as

recomendacoes do fabricante do kit.

e Amplificacao do DNA pela reacio em cadeia pela polimerase dupla -

Nested PCR

Para deteccdo molecular da presenca de Cryptosporidium spp. nas amostras
ambientais, foram realizadas amplificagdes do gene da regido 18S RNAr comum a todas
as espécies, utilizando os oligonucleotideos descritos por Xiao et al. (1999; 2000). Na
primeira reagdo de PCR foram utilizados os oligonucleotideos externos, o direto (5°-
TTCTAGTAATACATGCG-3’) e o reverso (5’- CCTAATCCTTCGAAACAGGA-3’),

amplificando um fragmento de aproximadamente 1.325 pares de bases.

A reacdo foi realizada em volume final de 50 pL, contendo: 30 pL de DNA
(5 ng/uL), 5 uL. de tampao 10X sem MgCl, (Phoneutria), 2,5 uL de BSA (10 mg/mL),
4 uL de dNTPs (solugdo-estoque de 2,5 mM de cada um), 1,0 pM de cada
oligonucleotideo (solu¢do estoque 10 uM de cada um) e 0,5 L HotStarTaq polimerase
(5 U/uL). A reagdo foi conduzida em termociclador (Veriti/96 well — Apllied Biosystems)
e as condigdes de tempo e temperatura submetidas foram: um ciclo para desnaturagdo
inicial a 94 °C, por 3 minutos; 35 ciclos compostos de desnaturagdo a 94°C, por 45
segundos; emparelhamento a 55 °C, por 45 segundos; extensdo a 72 °C, por 1 minuto, e
um ciclo para extensdo final a 72 °C por 7 minutos e 4 °C por tempo indeterminado, até

serem retiradas do termociclador.
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Para a segunda reacdo da PCR foram utilizados os oligonucleotideos direto
SSU 1(5’-GAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’) e reverso SS (5°-
AGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’), amplificando um fragmento de
aproximadamente 819 a 825 pares de bases. Para a reagao foram utilizados 5 pL do
produto da primeira reagdo, 5 pL. de tampao 10X sem MgCl, (Phoneutria), 2,5 uL. de
BSA (10 mg/mL), 4 pL de dNTPs (solucdo estoque de 2,5 mM de cada um), 1,0 uM de
cada oligonucleotideo (solu¢ao estoque 10 uM de cada um) e 0,5 uL HotStarTaq
polimerase (5 U/uL). O volume final da reacao foi de 50 puL. As condi¢des para a
amplificacdo foram idénticas as da primeira PCR. Apds este periodo os produtos foram

armazenados a -20°C.

Como controle-positivo foram utilizados oocistos de Cryptosporidium parvum
fornecidos pela Universidade Federal do Tridngulo Mineiro, com a colaboragdo da Prof*
Dr? Marcia Benedita de Oliveira Silva. Esses oocistos foram obtidos de fezes de
bezerros neonatos infectados experimentalmente por via oral e purificados de acordo
com os protocolos descritos por Ortega-Mora ef al. (1992), com modificagdes, segundo
Silva (2010), estocados em PBST com antibidticos (500 U/mL de penicilina e

0,024 mg/mL de estreptomicina), quantificados ¢ mantidos em geladeira.

e Eletroforese em gel de agarose

Apo6s a obtengdo dos produtos da PCR, foi realizada a eletroforese das amostras
em gel de agarose a 2%, contendo brometo de etidio (0,5 ug/mL). A eletroforese era
realizada com 10 ul do produto amplificado, adicionados a 5 pL tampao de
carregamento (0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicerol) e conduzida em tampao
TBE 1X (Tris 89 mM, écido borico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,30; o marcador
utilizado foi o Ladder (1 kb — Invitrogen). O tempo de eletroforese era de
aproximadamente 40 min, aplicando voltagem de 65 V. Apos o tempo de migracdo, o
gel erea retirado da cuba (MinisubCell GT — Bio-Rad) e submetido ao transiluminador
UV (DyNA Light Dual Intensity UV — LabNet — National Labnet Company), para
visualizagdo do DNA. Em seguida, era documentado em foto documentador (Canon
filtros UV e Colorido — Lab Tarde). Os fragmentos de aproximadamente 800 pb eram
excisados do gel e purificados usando o kit GeneJet Gel Extraction (Thermo Scientific),

seguindo as instrucdes do fabricante, e encaminhados para sequenciamento.

45



e Sequenciamento e analise filogenética do gene 18S RNAr

As amostras foram sequenciadas usando os primers direto e reverso da segunda
reacdo da Nested-PCR. O procedimento foi realizado no Centro de Gendmica da
Universidade Catolica de Brasilia. Para reacdo de sequenciamento foram utilizados 2 pL
do produto da segunda reagao de PCR (15 ng/uL), 2 uL do primer (1,5 uM) e 3 uL de
agua ultrapura. O sequenciamento utilizado foi o automatico, com base no método
descrito por Sanger, Nicklen e Coulson (1977). Uma placa de 96 pocos foi sequenciada,
utilizando dideoxinucleotideos com fluorescéncia, eletroforese capilar para separagdo e
excitacdo com laser, para deteccdo do fluor6foro em sequenciador automatico 3130XL

Genetic Analyser da Applied Biosystems — HITACHL

As sequéncias obtidas foram, inicialmente, alinhadas manualmente com o auxilio
do software BioEdit (Biological Sequence Alignment Editor) e, posteriormente,
submetidas ao sistema BLAST (Basic Local AlignmentandSearch Tool), para
comparagdo com sequéncias homologas disponiveis de Cryptosporidium no banco de

dados GenBank.?

O alinhamento das sequéncias foi feito com o programa Clustal X e as analises
evolutivas filogenéticas e moleculares foram realizadas utilizando o programa MEGA
versdo 6 (TAMURA et al., 2013). A andlise estatistica foi feita pelo teste Neighbor-
Joining, com simulacao de 1.000 bootstrap e cut-off de 70 %.

4.4. Analise de organismos indicadores de contaminacao fecal

A quantificagdo de coliformes totais, E. coli e enterococos nas amostras coletadas
na bacia hidrografica do ribeirdo Sao Bartolomeu foi realizada com a técnica do
substrato definido (cromogénico-fluorogénico) utilizando os seguintes meios: Colilert®
(Quanty-tray®, Idexx Laboratories Inc, US) para coliformes totais e E. coli e
Chromocult® Enterococci Broth (Merck® KGaA, Darmstadt, Germany) para enterococos
(APHA, 2005). Os resultados foram expressos como Numero Mais Provavel/100 ml
(NMP/100 mL). Na bacia do rio Ouse as amostras foram analisadas segundo a técnica de
membrana filtrante, utilizando os meios: m-FC agar (Difco, BDMS, Reino Unido) para

coliformes e m-Enterococcus agar (Difco, BDMS, Reino Unido) para enterococos,

2 Disponivel em: <http://www.ncbi-nml.nih.gov/genbank/>.
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conforme descrito no Standard Methods for the Examination ofWater and Wasterwater -

Secoes 9221-B e 9221-E (FEDERATION; AMERICAN... — APHA, 2005).

4.5. Analises fisicas e quimicas

As variaveis fisicas e quimicas da qualidade da dgua analisadas foram: turbidez,
oxigénio dissolvido, salinidade, potencial redox, temperatura, pH, condutividade elétrica
e demanda quimica de oxigénio, de acordo com o Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (FEDERATION; AMERICAN... — APHA,
2005).

4.6. Analise dos dados

Para delimitar as sub-bacias foi utilizado o Modelo Digital de Elevagao (MDE)
da missd@o de mapeamento do relevo terrestre ASTER (Advanced Spaceborne Thermal
Emission and Reflection Radiometer), com resolucao espacial com 30 x 30 m por pixel e
coordenadas geograficas em WGS84. Os pontos de coleta de 4gua foram
georreferenciados por meio de GPS (Global Position System), realizados em estudos
anteriores (DIAS, 2007; EBDON; TAYLOR, 2006).

Os resultados da pesquisa de deteccdo e quantificacdo de bacteridofagos no
periodo de junho de 2012 a maio de 2014 foram, inicialmente, sistematizados utilizando
técnicas da estatistica descritiva (calculo de medidas de posicdo e dispersdo: primeiro e
terceiro quartis, valores maximos e minimos, média, desvio-padrdo, coeficiente de

variagdo, média geométrica).

Para verificar se os dados seguiam distribui¢do normal e se apresentavam
homogeneidade de variancia, foram aplicados os testes de normalidade de Kolmogorov e
Smirnov e de homocedasticidade de Barttlet. Como as suposi¢des ndo foram validas

optou-se por utilizar testes ndo paramétricos.

O teste de Kruskal-Wallis foi entdo utilizado para comparac¢do de trés ou mais
amostras independentes, testando a hipotese nula de que todas as populagdes
apresentavam fungdes de distribuicao iguais, contra a hipotese alternativa de que pelo

menos duas das populagdes apresentavam fungdes de distribuicao diferentes.
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Procurou-se verificar a associacdo entre variaveis por meio de testes de
correlacdo de Spearman. A escolha desse teste ndo paramétrico se deu pelo fato de poder
ser aplicado em banco de dados relativamente limitados e independentemente da
distribuicao dos dados. O coeficiente varia entre -1 e 1, sendo que quanto mais proximo
estiver destes extremos, maior serd a associacdo entre as varidveis. O sinal negativo da
correlagdo significa que as variaveis variam em sentido contrario, isto ¢, as categorias
mais elevadas de uma varidvel estdo associadas a categorias mais baixas da outra
variavel. Dancey e Reidy (2006), apontam a seguinte classificagdo para a for¢a de
associacdo entre duas variaveis: r = 0,10 até 0,39 (fraca); r = 0,40 até 0,69 (moderada); r
=0,70 até 1 (forte); logo quanto mais perto de 1 (independente do sinal) for o coeficiente

de correlacdo, maior € o grau de dependéncia estatistica.

As andlises estatisticas foram conduzidas com a utilizacio dos programas
Statistical Package for the Social Sciences, version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
e Minitab, versdo 17. Os resultados foram interpretados tomando como referéncia 5% de
nivel de significancia quando foi analisada a area total da bacia e 10% de nivel de

significancia quando foi analisado cada ponto de amostragem separadamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo 1 — Rastreamento de fontes de contaminacido na bacia de captacio do

ribeirao Sao Bartolomeu - Vicosa, MG

A bacia de captacdo do ribeirdo Sdo Bartolomeu configura-se como um sistema
problemdtico em todos os seus componentes: manancial desprotegido, com pressdes de
ocupac¢ao urbana e de atividades agropecuarias relativamente intensas, usos conflitantes
de 4gua na bacia de captacdo, balango critico entre disponibilidade ¢ demanda de 4gua
nos periodos de estiagem, auséncia historica de politicas de prote¢do das nascentes e de
disciplina de uso do solo e da agua, deterioracdo da qualidade da 4gua e limitacdes de

infraestrutura de saneamento basico.

Apesar da importancia da bacia e do desenvolvimento de diversos estudos
contemplando as fragilidades e o monitoramento da qualidade da 4gua na bacia do
ribeirdo Sdo Bartolomeu (por exemplo, DIAS, 2007; SILVA, 2010; BEZERRA, 2011),
pouco se sabe sobre a origem das fontes de contaminagdo fecal, se provenientes de
excretas humanas ou de animais. Sendo assim, buscou-se realizar, por meio deste
trabalho, o rastreamento das fontes de contaminacdo fecal na bacia hidrografica do
ribeirdo Sao Bartolomeu, para verificar qual a participacdo das exploragdes animais e
das populagdes humanas, utilizando como ferramentas a deteccdo e quantificagdo de
bacteriofagos e a genotipagem de oocistos de Cryptosporidium spp. Os resultados estdo

apresentados a seguir.
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5.1.1. Quantificacdo de bacteriofagos e de bactérias indicadoras de contaminacio

fecal (BICF) na bacia do ribeirao Sao Bartolomeu

O monitoramento da qualidade da 4gua, incluindo a detec¢ao e enumeracao de
bacteriofagos foram realizados no periodo de julho de 2012 a maio de 2014. O numero
de amostras analisadas por ponto amostrado variou entre 17 e 19, devido a problemas de

contaminag¢do durante o procedimento de analise.

Inicialmente, estava prevista a utilizagdo das cepas de bactérias hospedeiras
fornecidas pela CETESB e das cepas fornecidas pela Universidade de Brighton, Reino
Unido. Entretanto, diversas dificuldades foram enfrentadas com as cepas fornecidas pela
Universidade de Brighton ao longo de varias as tentativas realizadas no periodo de
outubro de 2013 a fevereiro de 2014. As primeiras dificuldades se deram com o envio do
material por correio. Nas duas tentativas, o prazo de entrega foi de aproximadamente 40
dias e o material entregue encontrava-se totalmente contaminado devido ao
derramamento dos meios liquidos contendo as bactérias hospedeiras. A partir dai novas

remessas foram feitas por meio de pessoas vindas da Inglaterra para Vigosa.

Eliminado os problemas relacionados ao envio das cepas hospedeiras, diversos
eventos de coleta ¢ analise das amostras para cada sub-bacia foram realizados. Durante
os procedimentos de anélise das amostras, em alguns casos ndo ocorreu crescimento das
bactérias hospedeiras em meio liquido especifico, ndo atingindo a densidade otica
recomendada na metodologia (0,30-0,33 a 620 nm, que corresponde a uma contagem de
células de aproximadamente 2,0 x 10® UFP/mL), impossibilitando a continuidade da

analise.

Em outros eventos, ndo ocorreu deteccdo de fagos, uma vez que as placas de lise
estiveram ausentes no final do procedimento, mesmo em amostras de controle positivo,
onde o fago foi adicionado as amostras. Além disso, em quase todas as tentativas foram

verificados problemas de contaminac¢io durante o procedimento.

Também foram realizadas analises utilizando as cepas hospedeiras (GB-124, HB-
73, S-10, WG-5 e WG-49) em amostras de esgoto bruto coletado em trés estagdes de
tratamento de esgoto (ETEs Romao dos Reis, Barrinha e Violeira), além de efluentes de

suinocultura e bovinocultura (efluentes concentrados). Esperava-se que nessas amostras
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a presenca de fagos seria detectada, mas novamente os resultados encontrados foram

negativos, com auséncia de placas de lise.

Dificuldades semelhantes, como o ndo crescimento das cepas hospedeiras e a
auséncia de placas de lise na analise de amostras de esgoto sanitario e de efluentes de
bovinocultura e suinocultura, foram enfrentadas por Glenister (2011) ao avaliar a
possibilidade de utilizacdo das cepas de B. fragilis (GB-124, HB-73 e S-10) para

deteccao de fagos na bacia hidrografica do ribeirdo Sao Bartolomeu.

As dificuldades nas analises de deteccdo de fagos nas amostras da bacia do RSB
podem estar relacionadas com o fato de as cepas hospedeiras serem provenientes de
isolamentos realizados em regido geografica distante (Reino Unido), e de fontes fecais
distintas daquelas encontradas na area da bacia do RSB. Essa limita¢do geografica na
habilidade de determinada cepa hospedar fagos de fontes fecais distintas foi observada e
analisada por Payan et al. (2005). Esses pesquisadores identificaram grande potencial no
uso de fagos que infectam bacteroides na deteccdo de fontes de contaminacdo fecal,
porém afirmaram que a sensibilidade do método esta associada a cepa hospedeira
isolada, sendo necessario realizar isolamento de diferentes cepas, em diferentes regides
geograficas. Essa diferenca tem sido atribuida a especificidade na composicdo da
microbiota fecal humana e animal em diferentes regides (EBDON; MUNIE; TAYLOR,
2007). Diante disso, diversos pesquisadores tém investido esfor¢os no isolamento de
bacteroides, para que possam ser utilizados com sucesso no rastreamento de fontes de
contaminagdo fecal em regides geogréficas especificas (PAYAN et al., 2005; GOMEZ-
DONATE et al., 2011; PURNELL, 2012).

Considerando todas as dificuldades enfrentadas, optou-se por trabalhar somente
com as bactérias hospedeiras fornecidas pela CETESB. Entretanto, por essas cepas nao
serem hospedeiro-especificas, os resultados permitiram apenas discutir a presenca de
contaminag¢ao fecal nos corpos hidricos analisados, ndo sendo possivel distinguir fontes

animais € humanas.

Nas Tabelas 2 e 3 estd apresentada a estatistica descritiva dos resultados de
quantificagdo de colifagos CN-13 e FAmp, respectivamente, nas amostras de agua
coletadas em cada ponto da bacia do RSB selecionado para o estudo. Ambos os
bacteriofagos foram detectados durante o periodo de estudo com expressiva

variabilidade, demonstrada pelo alto coeficiente de variacdo. As contagens médias de
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Tabela 2 — Estatistica descritiva dos resultados de colifagos somaticos (CN-13) em amostras de
agua da bacia hidrogréfica do ribeirdo Sdo Bartolomeu. Vigosa, MG, julho de 2012 a

maio de 2014
Colifagos Somaticos (CN-13) (UFP/100mL)
Sub-Bacia N®
Min® 25% Média 75% Max® DP®
SB1 - Ribeirdo Sdo Bartolomeu 17 ND ND 75,10 103,50 395,00 118,50
SB2 - corrego “Sao Lucas” 19 ND ND 5,42 4,00 49,00 11,72
SB3 - corrego dos Machados 19 ND ND 5,53 7,00 46,00 11,13
SB4 - corrego Santa Catarina 17 ND ND 2,47 3,50 14,00 4,78
SBS - corrego Paraiso 18 ND ND 2,83 1,00 39,00 9,15
SB6 - corrego Palmital 19 ND ND 3,05 1,00 41,00 9,41
SB7 - corrego “Antuérpia” 19 ND ND 18,30 10,00 210,00 48,30
SB8 - Corrego do Engenho 17 ND ND 55,50 131,50 250,00 88,80

Notas: () nimero de amostras; ? valor minimo; ® valor méximo; ¥ desvio-padrdo; e ND: ndo detectado.

Tabela 3 — Estatistica descritiva dos resultados de colifagos F-RNA (FAmp) em amostras de
dgua da bacia hidrografica do ribeirdo Sdo Bartolomeu. Vigosa, MG, julho de 2012 a

maio de 2014
Colifagos F-RNA (FAmp) (UFP/100mL)
Sub-Bacia N®
Min® 25% Média 75% Max® DP®

SBI - Ribeirdo Sdo Bartolomeu 19 ND ND 10,32 8,00 102,00 25,35
SB2 - corrego “Sao Lucas” 19 ND ND 1,00 1,00 8,00 2,49
SB3 - corrego dos Machados 18 ND ND 1,06 0,25 11,00 2,73
SB4 - corrego Santa Catarina 18 ND ND 0,06 0,00 1,00 0,24
SBS - corrego Paraiso 19 ND ND 2,00 4,00 11,00 3,22
SB6 - corrego Palmital 19 ND ND 4,19 3,00 35,00 9,45
SB7 - corrego “Antuérpia” 18 ND ND 3,56 1,00 50,00 11,79
SB8 - Corrego do Engenho 18 ND ND 2,28 ND 35,00 8,29

Notas: () nimero de amostras; @ valor minimo;  valor méximo; e ® desvio-padrdo; ND: nio detectado.

CN-13 oscilaram entre 2,47 e 75,1 UFP/100 mL e as de FAmp entre 0,06 ¢ 10,32
UFP/100 mL.

Ao longo de todo o periodo de monitoramento, a sub-bacia corrego do Engenho
destacou-se por apresentar a maior contagem média de colifagos somaticos (CN-13)

(55,5 UFP/100 mL) e a maior variabilidade dos resultados (DP = 88,8 UFP/100 mL).

Na sub-bacia cérrego Antuérpia registrou-se a segunda maior média de colifagos
somaticos (18,3 UFP/100 mL e DP = 48,3 UFP/100 mL). A sub-bacia corrego Santa
Catarina apresentou a menor concentracdo média de colifagos somadticos (3,5 UFP/100 mL)

e também a menor variabilidade dos resultados (DP = 14,0 NMP/100 mL).

Em relacdo aos colifagos F-RNA (FAmp), todos os pontos monitorados
apresentaram concentragdes menores que as dos colifagos somaticos. As maiores

concentragdes médias foram observadas nas sub-bacias corrego Palmital (4,19
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UFP/100 mL) e corrego Antuérpia (3,56 UFP/100 mL). Nos pontos de coleta nas sub-
bacias corrego dos Machados e corrego Sdo Lucas foram verificadas as menores
concentracoes de colifagos F-RNA (FAmp), sendo as contagens de 1,0 e¢ 1,06
UFP/100 mL, respectivamente.

O teste estatistico Kruskal-Wallis para analise de diferenga de médias entre as
concentragdes de colifagos ndo apontou diferenca significante na ocorréncia tanto de
CN-13 quanto de FAmp entre quaisquer sub-bacias. Entretanto, algumas caracteristicas
das sub-bacias, destacadas a seguir, podem auxiliar o entendimento da ocorréncia

diferenciada dos colifagos, mesmo que nao estatisticamente significante.

Na Figura 10 estdo apresentadas as concentragdes médias (log 10) de coliformes
totais, £. coli, enterococos e de colifagos CN-13 e FAmp nos pontos de coleta da bacia
do ribeirdo Sao Bartolomeu, em todo o periodo analisado. As concentracdes médias de
coliformes totais, E. coli e enterococos foram bem mais elevadas que as dos colifagos. A
julgar pelos valores de E. coli e enterococos, as sub-bacias corrego dos Machados (SB3),
corrego Santa Catarina (SB4) e o ponto de captagdo apresentaram, de modo geral, o
menor grau de contaminagdo; por outro lado, o corrego Palmital (SB6) e o coérrego do
Engenho (SB8) foram as sub-bacias que apresentaram o maior grau de contaminagao.
Cabe lembrar que o ponto de captacdo se da na segunda de duas represas em série, o que

certamente acentua o decaimento microbiano no ambiente aquatico.
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Figura 10 — Concentracao média (log 10) de coliformes totais, E. coli, enterococos, colifagos
somaticos (CN 13) e colifagos F-RNA (FAmp) nos pontos de coleta na bacia do
ribeirdo Sdo Bartolomeu, Vicosa, MG.
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5.1.2. Correlacao entre colifagos, bactérias indicadoras de contaminacio fecal
(BICF) e as variaveis fisicas e quimicas de qualidade da agua - analise dos

dados na bacia do RSB como um todo

Inicialmente buscou-se verificar se os colifagos (somaticos ¢ F-RNA) sdo bons
indicadores de contaminagdo microbioldgica em aguas superficiais. Para tal, foram
realizados estudos de correlacdo entre esses fagos e os organismos tradicionalmente
utilizados como indicadores fecais, isto €, as bactérias do grupo coliformes e os

enterococos.

Os testes de correlacdo nao revelaram associagdes fortes e, ou, estatisticamente
significantes entre a ocorréncia dos colifagos e a dos demais organismos indicadores
investigados (coliformes totais, E. coli e enterococos) (Tabela 4). Os baixos coeficientes
de correlacdo obtidos apontam para a independéncia em relagdo ao comportamento dos
microrganismos indicadores e dos colifagos analisados nos pontos de coleta de 4gua na
bacia hidrografica do ribeirdo Sdo Bartolomeu. Correlagdo estatisticamente significante

somente foi verificada entre coliformes totais € E. coli.

Tabela 4 — Matriz de correlagdo — coeficiente de correlagdo de Spearman (rs) e valores de p
(entre parénteses) — entre colifagos somaticos (CN-13), colifagos F-RNA (FAmp) e
coliformes totais, E. coli e enterococos na bacia hidrografica do ribeirdo Sao
Bartolomeu. Vigosa, MG, julho de 2012 a maio de 2014

Colifagos Somaticos  Colifagos F_ RNA  Coliformes

Variaveis (CN-13) (FAmp) Totais E. coli Enterococos
Colifagos NA 0,588 20,099 0,072 0,111
sométicos (CN-13) (0,473) (0,254) (0,408) (0,387)
Colifagos F RNA 0,588 20,010 0,009 -0,072
- NA
(FAmp) (0,473) (0,912) (0,919) (0,576)
Coliformes totais -0,099 -0,010 NA 0,640 -0,420
1
(0,254) (0,912) (0,001) (0,744)
0,072 0,009 0,640 0,056
E. 1. 9 b 9’ NA 2
cot (0,408) (0,919) (0,001) (0,660)
0,111 -0,072 20,420 0,056
. , : : : NA
nterococos (0,387) (0,576) (0,744) (0,660)

Células destacadas em cinza indicam correlag@o estatisticamente significante (o < 0,05).
NA = ndo se aplica pelo fato de a associagdo entre variaveis ndo fazer sentido.

Conforme citado na revisao de literatura, Payment e Locas (2011), estudando
aguas subterraneas do Canada, relataram que nas amostras com presenga de E. coli e

enterococos a ocorréncia de colifagos somaticos e F-RNA apareceu em menor
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frequéncia e em menor nimero do que as bactérias indicadoras. Os autores ainda
argumentam que, uma vez que as bactérias encontradas indicam claramente a ocorréncia
de contaminagdo fecal das aguas subterraneas, os colifagos ndo se mostraram bons

indicadores para detecgdo de presenca ou auséncia de virus humanos.

No entanto, o emprego desses fagos ndo deve ser de todo descartado, pois estudos
tém indicado que a probabilidade de multiplicacdo de colifagos somadticos e F-
especificos no ambiente contaminado ¢ extremamente baixa ou nula, ou seja, a sua
ocorréncia pode, em geral, estar relacionada a presenca de contaminagdo fecal
(MUNIESA; JOFRE, 2004; JOFRE, 2009; USEPA, 2015). Levando-se em conta as
elevadas concentragdes de bactérias indicadoras como primeiro indicio de contaminagao
fecal, a deteccdo de colifagos em todas as sub-bacias reforga essa possibilidade.

(JOFRE, 2009).

Alguns autores tém discutido a auséncia de correlacdo entre colifagos e bactérias
indicadoras de contaminagao fecal. De acordo com Tavares et al. (2005), nao ¢ esperado
mesmo que haja correlacdo significativa e relacdo proporcional quantitativa entre
colifagos e organismos indicadores tradicionais, como as bactérias do grupo coliformes e
enterococos € citam que as razdes mais importantes da falta de correlacdo clara entre o
numero de coliformes e o de colifagos estdo associadas as diferengas na sobrevivéncia e

multiplicagdo de fagos e bactérias em diferentes ambientes aquaticos.

Muniesa et al. (2012) ressalta que muitos organismos sdo bons indicadores de
contaminagdo fecal recente, mas ¢ preciso ter cautela na interpretacdo de resultados
quantitativos; ressaltam essa autores que ¢ preciso levar em conta a contribuigdo,
proporcional ou ndo, de diversas fontes fecais langadas no ambiente, assim como as
particularidades de cada indicador em sua sobrevivéncia, persisténcia e resposta a
variagdes ambientais, como radiagdo solar, salinidade, turbidez e temperatura da agua,
assim como a processos de desinfec¢do e inativacdo natural aos quais possam ser

submetidos.

Variaveis fisicas e quimicas também podem ser utilizadas para auxiliar na
interpretacdo da qualidade da 4gua e de impactos da introdug¢do de cargas poluidoras,
eventualmente de origem fecal (contaminagdo). Entretanto, neste estudo ndo foram
verificadas correlacdes estatisticamente significativas entre os colifagos e as variaveis

fisicas e quimicas de qualidade da agua analisadas (Tabela 5). A unica excecdo foi o
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Tabela 5 — Matriz de correlagdo — coeficiente de correlagdo de Spearman (rs) e valores de p
(entre parénteses) — entre colifagos somaticos (CN-13), colifagos F-RNA (FAmp) e
variaveis fisicas e quimicas de qualidade da agua na bacia hidrografica do ribeirdo
Sao Bartolomeu, Vigosa, MG, julho de 2012 a maio de 2014

Variadveis Turbidez pH Condutividade oD DQO
Colifagos somaticos (CN-13) (8:23‘20 (-(?’ ’5035 51) (_g’ ilo g) (8;1‘(7)2) (82822)
Colifgos ERNAPATD) 04l oany 319 | @040 ©00%0)
N N S L
pi 0se A oelh  o2n  oam)
Condutividade elétrica (8:};2) (gzgﬁ) NA (8:5;) (_8’ ’504893)
oD 00 om0 NA L o0
DQO (_(()),’;);97) (_(?,’602688) (_8:50593) (8:3(7)2) NA

Células destacadas em cinza indicam correlagdo estatisticamente significativa (a < 0,05).
NA =naio se aplica pelo fato de a associagdo entre varidveis nao fazer sentido.

oxigénio dissolvido, que se mostrou significativamente correlacionado com a ocorréncia
de colifagos F-RNA e de DQO, mas essas correlagdes se mostraram fracas e positivas, o
que ndo faz sentido, considerando a possibilidade dos fagos indicarem ocorréncia de

poluigdo fecal.

5.1.3. Potencialidade do uso de colifagos somaticos e F-especificos no rastreamento
de fontes de contaminacio fecal na bacia do RSB - analise dos dados por sub-

bacia.

Os dados do monitoramento da qualidade da 4dgua nos sete corregos € no RSB,
além dos dados coletados no ponto de captacdo das ETAs (UFV e SAAE), encontram-se
nas Tabelas 6 a 14.

Com relagdo a turbidez, o cérrego Santa Catarina (SB4) e o corrego Paraiso
(SB5) foram as sub-bacias que mais se diferenciaram, em média, das demais,
apresentando os menores valores, 9,3 e 12 uT, respectivamente. Embora sem se
destacarem das demais, por ndo apresentarem diferengas estatisticamente significantes, o
corrego Antuérpia (SB7) e o corrego do Engenho (SB8) apresentaram as maiores médias

de turbidez: 16,6 e 20,8 uT, respectivamente.

56



Tabela 6 — Caracterizago fisica, quimica e microbiologica da qualidade da dgua no ponto de
coleta 1, ribeirdo Sao Bartolomeu, bacia hidrogréfica do ribeirdo Sdo Bartolomeu.
Vigosa, MG, junho de 2012 a maio de 2014

Parametro n®» Média® Valor Maximo  Valor Minimo  Desvio-Padrio
Turbidez® 19 17,6 93,3 2,9 22,30
pH 18 6,7 7,3 6,4 0,18
Condutividade elétrica® 8 85,7 152,4 54,4 36,60
Temperatura® 5 21,5 27,4 17,4 4,78
Oxigénio dissolvido® 7 5,7 7,0 3,7 1,49
DQO™ 7 26,7 58,6 1,2 18,90
Coliformes totais® 16 2,03x104 9,80x10% 5,3x10! 2,44x10%
E. coli® 16 9,56x103 2,41x104 1,5x10! 9,07x103
Enterococos® 8 1,22x103 1,6x103 7,2x10! 6,96x10?
CN-139 17 75,1 395 ND 118,50
Famp® 18 10,3 102 ND 25,53

Notas: ) nimero de amostras; ® médias aritméticas; @ uT; @ us/cm?; ® °C; © mg/L; P mg O/L; ® NMP/100 mL; e
®)UFC/100 mL. ND = ndo detectado

Tabela 7 — Caracterizagdo fisica, quimica e microbiologica da qualidade da agua no ponto
de coleta 2, sub-bacia corrego do Sdo Lucas, bacia hidrografica do ribeirdo S&o
Bartolomeu. Vigosa, MG, junho de 2012 a maio de 2014

Parametro n® Média® Valor Maximo  Valor Minimo  Desvio-Padrao
Turbidez® 19 13,7 68,9 2,3 18,3
pH 18 6,6 7,0 6,3 0,2
Condutividade elétrica® 8 136,9 334,0 46,3 94,8
Temperatura® 5 20,6 25,4 16,9 3,5
Oxigénio dissolvido(® 7 5,3 8,0 3.4 1,6
DQOM 7 38,1 90,4 11,2 33,0
Coliformes totais® 16 9,0x103 2,5%10% 1,8x10! 9,4x103
E. coli® 16 2,0x103 2,4x104 1,2x10! 6,0x103
Enterococos® 8 1,6%102 9,2x103 2,2x10! 3,1x103
CN-130 19 5,4 49,0 ND® 11,7
Famp19 19 1,0 8,0 ND 2,5

Notas: () niimero de amostras; ® médias aritméticas; @ uT; @ us/cm?; ® °C; © mg/L; e @ mg O/L; ® NMP/100 mL; e
©) Nio detectado ' UFC/100 mL.
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Tabela 8 — Caracterizago fisica, quimica e microbiologica da qualidade da agua no ponto de
coleta 3, sub-bacia corrego dos Machados, bacia hidrografica do ribeirdo Sao
Bartolomeu. Vigosa, MG, junho de 2012 a maio de 2014

Parametro n® Média® Valor Maximo  Valor Minimo  Desvio-Padrio
Turbidez® 19 10,4 22,6 3,5 5,51
pH 18 6,7 7,3 6,2 0,26
Condutividade elétrica® 8 62,5 140,3 43,0 31,90
Temperatura® 5 20,9 24,3 17,9 2,42
Oxigénio dissolvido® 7 6,1 7,8 4,8 1,07
DQOM 7 21,8 52,7 6,7 17,16
Coliformes totais® 16 2,4x10% 1,4x10% 5,5x10! 3,91x10*
E. coli® 16 1,8x103 9,8x10* 3,5x10! 2,47x10%
Enterococos® 8 7,7x102 1,7x103 3,2x10! 7,28%10?
CN-130 19 2,4 14,0 ND® 4,78
Famp® 18 1,1 11,0 ND 2,73

Notas: () nfimero de amostras; ¥ médias aritméticas; @ uT; @ ps/cm?; © °C; © mg/L; e @ mg O2/L; ® NMP/100 mL; e
©)Nao detectado; e 19 UFC/100 mL.

Tabela 9 — Caracterizagdo fisica, quimica ¢ microbiologica da qualidade da agua no ponto de
coleta 4, sub-bacia cérrego Santa Catarina, bacia hidrografica do ribeirdo S&o
Bartolomeu Vigosa, MG, junho de 2012 a maio de 2014

Parametro n® Média® Valor Maximo  Valor Minimo  Desvio-Padrio
Turbidez® 19 9,3 30,4 2,2 6,6
pH 18 6,7 7,2 6,4 0,2
Condutividade elétrica® 8 96,4 275,0 40,8 78,9
Temperatura® 5 21,6 25,2 18,9 2,5
Oxigénio dissolvido® 7 5,0 7,2 3,0 1,6
DQO™ 7 27,4 62,3 11,9 16,7
Coliformes totais® 16 1,2x104 4,5x10% 1,9x10! 1,4x10*
E. coli® 16 2,4x103 2,4x10* 3,0x10! 6,3x103
Enterococos® 8 6,9%102 1,6x103 3,7x10! 6,1x102
CN-130 19 2.8 14,0 ND® 49
Famp® 18 0,1 1,0 ND 0,2

Notas: (U niimero de amostras; ¥ médias aritméticas; @ uT; @ ps/cm?; ® °C; © mg/L; e @ mg O2/L; ® NMP/100 mL; e
©)Nio detectado (YUFC/100 mL.
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Tabela 10 — Caracterizagao f fisica, quimica e microbiologica da qualidade da agua no ponto de
coleta 5, sub-bacia corrego Paraiso, bacia hidrografica do ribeirdo Sao Bartolomeu.
Vigosa, MG, junho de 2012 a maio de 2014

Parametro n® Média® Valor Maximo Valor Minimo  Desvio-Padrio
Turbidez® 19 12, 36,9 3,4 7,9
pH 18 6,7 7,0 6,3 0,2
Condutividade elétrica® 8 80,7 134,8 50,3 29,8
Temperatura® 5 20,7 23,1 19,3 1,5
Oxigénio dissolvido® 7 53 7,9 3,6 1,4
DQO™ 7 33,5 68,2 4,9 20,8
Coliformes totais® 16 1,6x10* 6,1x10* 5,7x10! 1,7x10*
E. coli® 16 3,7x10? 1,5x103 6,0 4,2x10?
Enterococos® 8 9,0x10? 1,6x103 2,0x10! 6,9%10?
CN-130 19 2,8 39,0 ND® 9,1
Famp® 18 2,0 11,0 ND 32

Notas: () nimero de amostras; @ médias aritméticas; @ uT; @ us/cm?; © °C; © mg/L; e @ mg O2/L; ® NMP/100 mL;
©)Nao detectado; e 19 UFC/100 mL.

Tabela 11 — Caracterizacdo fisica, quimica ¢ microbioldgica da qualidade da agua no ponto de
coleta 6, sub-bacia corrego Palmital, bacia hidrografica do ribeirdo Sao
Bartolomeu. Vigosa, MG, junho de 2012 a maio de 2014

Parametro n® Média® Valor Maximo Valor Minimo  Desvio-Padrio
Turbidez® 19 13,9 84,3 6,8 18,6
pH 18 6,8 7,1 6,1 0,2
Condutividade elétrica® 8 80,3 172,7 43,0 49,4
Temperatura® 5 21,2 25,8 18,9 2,8
Oxigénio dissolvido® 7 5,7 8,0 3.8 1,6
DQOM 7 243 44,5 7,11 13,7
Coliformes totais® 16 6,4x103 2,4x10* 1,0x10! 6,9%103
E. coli® 16 1,2x102 5,6x10? 7,5 1,6x10?
Enterococos® 8 2,6x10? 1,3x103 4,0 4,4x10?
CN-130 19 3,0 41,0 ND® 9.4
Famp® 18 4,1 35,0 ND 9,4

Notas: () nimero de amostras; ? médias aritméticas; @ uT; @ us/cm?; ® °C; © mg/L; e  mg O2/L; ® NMP/100 mL;
©) Nio detectado; e WUFC/100 mL.
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Tabela 12 — Caracterizacdo fisica, quimica ¢ microbioldgica da qualidade da agua no ponto de
coleta 7, sub-bacia corrego Antuérpia, bacia hidrografica do ribeirdo Sdo
Bartolomeu. Vigosa, MG, junho de 2012 a maio de 2014

Parametro n® Média® Valor Maximo Valor Minimo Desvio-Padrio
Turbidez® 19 16,6 30,1 2,9 6,6
pH 18 6,7 7,21 5,9 0,3
Condutividade elétrica® 8 72,7 122,8 48,9 22,3
Temperatura® 5 20,9 22,8 19,0 1,4
Oxigénio dissolvido® 7 5,9 7,1 33 1,3
DQOM 7 24,1 41,9 13,8 9,2
Coliformes totais® 16 1,1x10% 2,4x10% 2,0x10! 1,1x10%
E. coli® 16 7,2x103 8,2x103 2,0x10! 2,1x103
Enterococos® 8 7,7x10? 5,4x103 1,7x10! 1,8x103
CN-137 19 18,3 210,0 ND® 483
Famp® 18 3,6 50,0 ND 11,8

Notas: ) nimero de amostras; ¥ médias aritméticas; @ uT; @ ps/cm? © °C; © mg/L; ¢ @ mg O2/L; ® NMP/100 mL;
©) Nio detectado; e 19 UFC/100 mL.

Tabela 13 — Caracterizacdo fisica, quimica ¢ microbioldgica da qualidade da agua no ponto de
coleta 8, sub-bacia corrego do Engenho, bacia hidrografica do ribeirdo Sao
Bartolomeu. Vigosa, MG, junho de 2012 a maio de 2014

Parimetro n® Média® Maximo Minimo Desvio-Padrio
Turbidez® 19 20,8 40,5 4,1 10,7
pH 18 6,8 7,6 5,9 0,4
Condutividade elétrica® 8 85,1 184,9 59,6 42,5
Temperatura® 5 21,6 23,7 20,2 1,6
Oxigénio dissolvido(® 7 5,9 7,9 4.4 1,2
DQO™ 7 373 66,8 22,7 16,1
Coliformes totais® 16 9,6x10* 6,1x10° 7,5%10! 1,6x10%
E. coli® 16 4,1x103 2,4x10% 3,4x10! 7,9x103
Enterococos® 8 6,0x103 5,4x103 2,7x10! 1,7x103
CN-13® 17 55,5 250,0 ND® 88,6
Famp® 18 2,3 35,0 ND 8,3

Notas: ) nimero de amostras; ® médias aritméticas; @ uT; @ ps/cm? © °C; © mg/L; e @ mg O/L; ® NMP/100 mL;
©) Nio detectado; e (19 UFC/100 mL.
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Tabela 14 - Caracterizagdo fisica, quimica e microbioldgica da qualidade da agua no ponto de
coleta 9, ponto de captacdo de agua para abastecimento das ETA-UFV e ETAI
SAAE, bacia hidrografica do ribeirdo Sdo Bartolomeu. Vigosa, MG, junho de 2012

amaio de 2014

Parametro n®» Média® Miximo Minimo Desvio-Padrio
Turbidez® 19 18,14 85,2 3,5 25,2
pH 18 6,8 7,7 6,4 0,3
Condutividade elétrica® 8 70,1 86,7 63,0 8,8
Temperatura® 5 229 26,6 20,7 2,7
Oxigénio dissolvido® 7 5,6 6,7 3,9 0,9
DQOM 7 242 46,7 4.5 16,7
Coliformes totais® 16 9,5x10° 3,4x10% 6,6x10! 1,2x10%
E. coli® 16 1,8x10? 2,4x10% 2,0x10! 5,9x10°
Enterococos® 8 3,3x10! 1,1x102 4,5 3,3x10!
CN-137 18 37,3 318,0 ND® 103,3
Famp® 19 4.4 42,0 ND 10,3

Notas: () nimero de amostras; @ médias aritméticas; @ uT; @ us/cm?; © °C; © mg/L; e @ mg O/L; ® NMP/100 mL;
©) Nio detectado; e 19 UFC/100 mL.

Em relagdo aos coliformes totais, o corrego do Engenho apresentou o maior valor
médio (9,6 x 10* NMP/100 mL). No que dis respeito a Escherichia coli, as médias do
corrego Paraiso (3,75 x 10> NMP/100 mL) e do cérrego Palmital (1,24 x 10> NMP/100 mL)
foram as que mais diferiram das demais, bem como a do ponto de coleta Ribeirdo Sao
Bartolomeu, com o maior valor médio (9,56 x 10> NMP/100 mL). O resultado observado
era esperado, uma vez que neste ponto o RSB recebe todo o aporte hidrico dos demais
cursos d’agua e a montante do ponto de coleta situa-se a descarga do efluente da ETE do

bairro Romao dos Reis.

Com relagdo aos enterococos, as maiores médias foram observadas na sub-bacia
do corrego do Engenho e no RSB, com valores de 6,0 x 10° NMP/100 mL e 1,22 x 10
NMP/100 mL, respectivamente.

Devido as caracteristicas distintas de cada sub-bacia quanto ao uso e a ocupacao
do solo, principalmente em relacao as atividades agropecuarias, procurou-se verificar a
existéncia de correlagdes entre as varidveis de qualidade da 4gua e o nimero de animais

existentes em cada sub-bacia (Tabela 16).

Na Tabela 15 se apresenta a distribuicdo proporcional das propriedades com
criacdo de animais, o numero de animais existentes e a densidade de animais por sub-
bacia. Notam-se ocupagdes diferenciadas, sendo as sub-bacias corrego Palmital e

corrego do Engenho as que apresentam o maior nimero de propriedades (22,0% e
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Tabela 15 — Distribuicdo proporcional das propriedades e dos animais segundo a sub-bacia,

bacia hidrografica ribeirdo Sao Bartolomeu

Propriedades Area Animais

Sub-Bacia Densidade

N % ha n® de animais
(n/ha)
g;ﬁ’fgi‘r’niio 3 48 118,2 88 0.8
Corrego Sao Lucas 4.8 60,8 64 1,1
Corrego dos Machados 6 9,5 100,1 63 0,6
Coérrego Santa Catarina 1 1,6 116,9 22 0,2
Coérrego Paraiso 12 19,1 49,0 14 0,3
Corrego Palmital 14 222 2279 133 0,1
Corrego Antuérpia 7 11,1 66,9 262 (180)@ 6,6
Cérrego do Engenho 17 26,98 139,53 408 (280)® (20) ™ 5,07

Total 63 100 879,3 1.054 (460) (20) 1,8

(M os dados entre parénteses se referem a distribui¢do proporcional dos animais; ? 180 suinos das duas suinoculturas
existentes; ¥ 288 suinos da suinocultura existente nessa area; e Y 20 caprinos da caprinocultura existente.

Tabela 16 — Matriz de correlagdo entre as varidveis de qualidade da dgua e o numero de animais
existentes em cada sub-bacia, bacia hidrografica do ribeirdo Sdo Bartolomeu.
Vigosa, MG, julho de 2012 a maio de 2014

Coeficiente de Spearman (rs) e valores de p (entre parénteses)

Numero de Animais

Variaveis
SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7 SBS
CN-13 0,74 -0,06 -0,54 -0,06 0,21 0,89 0,95 0,95
- 0,33)  (0,92)  (042)  (0,92)  (0,92)  (0,08)  (0,08) (0,08)
FA 0,26 0,82 -0,54 0,24 -0,06 0,65 0,26 0,33
mp 075 (033)  (042)  (092)  (0,92)  (078) (0,75 (0,75)
Colif totai 0,95 0,74 0,95 0,74 0,21 0,95 0,40 1,00
olttormes fotals (0,08)  (0,33) (0,08  (033)  (0,92)  (0,08) (0,75) (0,08)
E coli 0,95 0,74 0,95 0,74 -0,74 0,95 0,32 0,60
- colt 0,08)  (0,33)  (0,08)  (033)  (0,33)  (0,08)  (0,75) (0,42)
Ent 0,95 0,95 0,95 0,95 0,33 0,21 0,95 0,89
nierococos (0,08)  (0,08) (0,08 (038  (0,75)  (0,92) (0,08) (0,08)
Turbid 0,33 0,33 1,00 0,78 -0,74 0,33 0,32 0,74
urbidez 0,75  (0,75)  (0,08)  (0,33)  (0,33)  (0,75) (0,75) (0,33)
H 1,000, 1,00 0,82 1,00 0,78 0,33 0,11 0,95
p 08) 0,08  (033)  (0,08)  (0,33) (0,75  (0,92) (0,08)
Condutividad 0,11 0,63 -0,95 0,11 -0,95 0,74 0,20 0,40
oncutividade 092)  (042)  (0,08)  (092)  (0,08)  (0.33)  (0.92) (0,75)
Oxiotnio dissolvid 0,74 0,32 0,74 021 -0,95 0,95 0,40 0,80
XIBEMO ISSOIVIo —033)  (0,75)  (033)  (0,92)  (0,08)  (0,08) (0,75 (0,33)
DQO 0,63 0,11 0,21 0,95 0,21 0,74 0,40 0,40
0,42)  (0,92)  (0,92)  (0,08)  (0,92)  (0,33)  (0,75) (0,75)

Células destacadas em cinza indicam correlag@o estatisticamente significante (a < 0,10).
NA = ndo se aplica pelo fato de a associag@o entre variaveis ndo fazer sentido.
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26,0%, respectivamente). Em relagdo a densidade de animais, as sub-bacias Corrego do
Engenho, corrego Antuérpia e corrego Sao Lucas foram as que apresentaram as maiores

densidades, 6,6 animais/ha, 5,07 animais/ha e 1,06 animais/ha, respectivamente.

A sub-bacia corrego do Engenho (SB8) destacou-se por apresentar a maior com-
tagem de colifagos somaticos (CN-13) ao longo de todo o periodo de monitoramento,
com concentracdo média de 55,5 UFP/mL. Verificou-se que a concentragdo detectada
apresentou correlagdo significante forte e positiva com o nimero de animais presentes na
area. Atualmente, existem nessa sub-bacia duas suinoculturas, com um total de 288 sui-
nos. Os efluentes dessas suinoculturas sdo tratados por um sistema de lagoas de estabili-
zagdo e depois utilizados para irrigagio de pastagens. E importante ressaltar também que
essa sub-bacia apresenta area consideravel de solo exposto (45,5%), o que favorece o
processo de escoamento superficial. Os niveis de coliformes totais e enterococos
também apresentaram correlagdo significante forte e positiva com o numero de animais.

Na sub-bacia corrego Antuérpia (SB7) também foi detectada elevada
concentracdo de colifagos somaticos, a segunda maior média, 18,3 UFP/mL. E
importante salientar que embora apenas 11% das propriedades estejam localizadas nessa
area, existe ali uma suinocultura com capacidade para 180 suinos, cujos dejetos nao
recebem nenhum tipo de tratamento e sdo langados no corrego ou utilizados na
agricultura. Verificou-se nesta sub-bacia correlagdo forte e positiva das concentragdes de
colifagos somaticos (CN-13) e de enterococos com o nimero de animais presentes.

Correlacdes significantes e fortemente positivas foram também observadas entre
as concentragdes de colifagos somaticos (CN-13), de coliformes totais e de E. coli e o
nimero de animais presentes na sub-bacia corrego Palmital (SB6).

A correlagdo entre nimero de animais e colifagos somaticos (CN-13) nas sub-
bacias Palmital (SB6), Antuérpia (SB7) e Engenho (SB8), bem como a ndo significancia
na correlacdo com FAmp nas mesmas sub-bacias, podem ser explicadas por trabalhos
que confirmam existéncia de diferencas na sobrevivéncia de cada um desses
bacteriofagos (MUNIESA et al., 2009) e em sua concentragdo em fezes de animais
(GRABOW, 2001; SCHAPER; DURAN; JOFRE, 2002).

Tendo em vista que essas mesmas sub-bacias (SB6 SB7 e SB8) apresentaram as
maiores médias de turbidez, vale ressaltar que a intensidade e a duragdo da precipitacao
podem influenciar a qualidade da 4dgua superficial, pois na sequéncia de chuvas intensas

o material fecal de areas agricolas e urbanas pode ser carreado junto com particulas em
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suspensdo para os cursos d’agua, o que impactaria diretamente na turbidez da amostra
(OGORZALY et al., 2009). Alguns estudos tém destacado a relagdo entre eventos de
chuvas intensas e aumento da contaminagdo fecal provenientes de fontes ndo pontuais
em aguas superficiais (COULLIETTE; NOBLE, 2008; SCHILLING et al., 2009).
Entretanto, neste estudo nao foi verificada correlagdo estatisticamente significante entre
os niveis de colifagos (CN-13 ¢ FAmp) e a precipitagdo ocorrida no periodo da

coleta (rs =0,082 e p=0,698).

Enfim, mesmo que os resultados apresentados neste trabalho para a bacia do
RSB nao permitam inferéncias mais conclusivas sobre a eficacia dos colifagos somaticos
e F-especifico como indicadores de rastreamento de fontes de contaminacdo fecal, sua
ocorréncia em todas as sub-bacias, bem como a de bactérias indicadoras de
contaminagdo tradicionalmente utilizadas, pode estar relacionada aos diversos usos ¢

ocupacgao da bacia.

5.1.4. Detec¢ao e genotipagem de oocistos de Cryptosporidium spp.

5.1.4.1. Deteccio de Cryptosporidium

Para obter informacdes sobre a ocorréncia de espécies de Cryptosporidium na
bacia hidrografica do RSB amostras de dgua foram coletadas nos meses de fevereiro a

julho de 2013 e de maio a novembro de 2014.

No total, 117 amostras foram analisadas por microscopia de imunofluorescéncia
e em 43% amostras foi verificada a presenca de oocistos de Cryptosporidium, sendo que
em todos os pontos monitorados verificou-se a ocorréncia de resultados positivos. As
concentragdes observadas variaram de ndo detectadas a 14 oocistos/L (Figura 11) e
acompanham resultados similares relatados por outros autores nesta mesma bacia
hidrografica (BASTOS et al., 2004; BRAGA, 2007; DIAS, 2007; LOPES, 2008;
VIANA, 2010; BEZERRA, 2011).

As sub-bacias Corrego do Engenho (SB08) e Corrego Antuérpia (SB07)
apresentaram concentragdes elevadas de oocistos de Cryptosporidium quando
comparadas as demais sub-bacias, 4,87 e 4,69 oocistos/L, respectivamente. J4 a sub-
bacia do Corrego Santa Catarina (SB04) foi a que apresentou menor grau de

contaminagdo (Figura 11).
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Figura 11 — Estatistica descritiva das concentracdes de oocistos de Cryptosporidium spp. nos
pontos amostrados na bacia do ribeirdo Sao Bartolomeu, Vicosa, MG, 2013 e 2014

Em que pese o fato de que, de acordo com o teste estatistico ¢ o nivel de
significancia utilizados (Kruskal-Wallis, 5%), as diferencas entre as concentragdes de
oocistos verificadas nas sub-bacias ndo tenham se mostrado estatisticamente
significantes, com se discute a seguir ha indicios que a ocorréncia de Cryptosporidium

nas aguas da bacia do RSB esteja ao uso e ocupacdo do solo.

De acordo com os dados de pesquisas realizadas, por meio de aplicagdo de
questionarios (DIAS, 2007; BASTOS; BEVILACQUA; MIERZWA, 2009) e com o
levantamento informal realizado durante a realizagdo deste estudo, se pode observar que
as sub-bacias Corrego do Engenho e Corrego Antuérpia apresentam as maiores
densidades de animais (bovinos, suinos e caprinos), 5,07 e 6,60 animais/ha (Tabela 15).
Além disso, a suinocultura (180 animais) e a bovinocultura (80 animais) localizadas na
sub-bacia Corrego Antuérpia ndo realizam tratamento dos efluentes gerados e fazem
aplicagdo direta destes em d4reas de pastagens. Além disso, Dias (2007) registrou
prevaléncia média de propriedades positivas para oocistos nesta sub-bacia de 18%. Tudo
isso indica, na verdade, um entendimento ja bastante consolidado na literatura, que a
exploragdo animal desempenha importante fonte de contaminagao de cursos d’agua com
Cryptosporidium. Por exemplo, segundo Phillip et al. (2008), animais selvagens e
domésticos sdo os principais tipos de fontes de contaminagdo com oocistos de
Cryptosporidium em aguas superficiais, ao passo que a contribuicdo da agricultura ¢

menor. Essa conclusdo surgiu a partir de um estudo comparativo entre trés bacias, com
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distintos usos do solo, sendo que a bacia caracterizada com a maior presenca de animais
foi também a com maior numero de amostras positivas para oocistos de
Cryptosporidium. Keeley e Faukner (2008) também mostraram que a presenca desses
protozoarios pode ser fortemente influenciada pelo uso do solo, sendo que a maior
ocorréncia de oocistos foi observada nos locais impactados por criagdo de animais,
principalmente bovinos. Ja4 na sub-bacia do Coérrego Santa Catarina (SB04), que
apresentou menor grau de contaminagdo, existe uma area de preservagao ambiental de
responsabilidade da UFV, o que justifica o reduzido percentual de propriedades com
exploracdo animal (1,59%) e confirma a necessidade de medidas de preservacdo das

areas de bacias hidrograficas.

Logo, devido a importancia dos animais como reservatdrio e sua capacidade de
disseminar oocistos no ambiente foram realizados estudos de correlacdo entre a
ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium ¢ o numero de animais presentes em cada
sub-bacia. O ponto de coleta “ribeirdo Sao Bartolomeu” nao foi considerado nesta
analise, pois recebe o aporte hidrico de todas as outras sub-bacias e isso interferiria na

interpretagao dos resultados.

Os resultados demonstraram que a variavel “densidade de animais”™ (incluindo a
populacdo suina) parece ser a que melhor explicaria (rs = 0,67; p = 0,08) a ocorréncia de
oocistos na agua. Considerando nivel de significancia de 10%, essa correlagdo ¢
estatisticamente significante, indicando que as sub-bacias com maior densidade de

animais sdo também aquelas com maior ocorréncia de Cryptosporidium na agua.

Por outro lado, ndo foram observadas correlagdes entre a ocorréncia de
protozoarios na agua e as das bactérias indicadoras de contaminagdo fecal — coliformes
totais, Escherichia coli, enterococos. Esse resultado ¢ interessante pois retoma a
discussdo sobre as limitagdes desses grupos bacterianos para refletir a dindmica de de

protozodarios na agua.

Sao diversos os trabalhos publicados que buscam correlacionar a deteccao de
organismos indicadores de contaminacao fecal (E. coli) com a ocorréncia de oocistos de
Cryptosporidium em mananciais de abastecimento de agua. No entanto, na maioria dos
casos, os estudos conduzidos em agua superficiais, ou mesmo em aguas residudrias, nao
tém demonstrado tal correlagdo (SMITH; ROSE, 1998; RYU; ABBASZADEGAN,
2008; PAYMENT; LOCAS, 2011; ZHU et al., 2011).
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Com base em nossos resultados pode-se inferir que o aumento do nivel de
contaminagdo (sinalizada por altas concentracdes de E. coli) ndo indica representa
necessariamente aumento da probabilidade de ocorréncia de oocistos de
Cryptosporidium. Portanto, infere-se também que o uso de concentragdes médias anuais
de E. coli como alerta para realizacdo de andlises de ocorréncia de Cryptosporidium em

mananciais superficiais (tal como sugerido na Portaria n® 2.914/2011) € questionavel.

Dito isso, ¢ fato que os dados de quantificagdo de oocistos de Cryptosporidium
revelaram alguma congruéncia com os dos demais indicadores de contaminagdo fecal.
Dois exemplos sdao as sub-bacias dos Coérregos Antuérpia ¢ do Engenho, que
apresentaram as maiores contagens de oocistos. Conforme apresentado anteriormente,
nestes pontos houve correlagdo positiva e forte entre a densidade de animais e as
concentragdes de colifagos somadticos (CN-13), de E. coli e de enterococos. Pode-se,
assim, interpretar que um elevado niimero de animais contribuiu com alta carga de
material fecal que, carreado ou diretamente eliminado nesses cursos d’agua, culminou na

elevada concentracao destes microrganismos.

5.1.4.2. Genotipagem de Cryptosporidium

Todas as amostras com resultados positivos pelo método de microscopia foram
submetidas ao processo de extracdo de DNA seguindo a metodologia descrita no item
4.3.2 (D). Na Tabela 17 estdo apresentados os numeros de oocistos/L detectados por
microscopia de imunofluorescéncia e a quantificagdo do material gendmico apds a etapa

de extracdo de DNA nas amostras coletadas ao longo do periodo de monitoramento.

De forma geral, ¢ possivel observar que quando a concentracdo de oocistos/L foi
menor que 1 ndo foi possivel realizar a quantificagdo do DNA extraido; Porém, a fim de
melhor avaliar essa relagdo, foi realizada analise de correlagdo entre os valores de
(oo)cistos detectados por microscopia de imunofluorescéncia e a quantidade de DNA

extraido, tendo essa sido significante (coeficiente de Spearman rs = 0,6807; p = 0,022).

Nas Figuras 12 e 13 € possivel observar alguns resultados positivos pela Nested

PCR.
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Tabela 17 — Quantificagdo do material genético extraido

das amostras positivas para

Cryptosporidium em microscopia de imunofluorescéncia, com as respectivas datas
de coleta e identificag@o utilizada na etapa de biologia molecular

Identificacio Amostra Data da Coleta Noggilseg; /ie Quanti(iz(/i:]_%e DNA

Vo1 SB 01 Fev./13 5,00 0,824

V02 SB 02 Fev./13 1,00 0,449

V03 SB 05 Fev./13 0,25 < Limite de detecgao

V04 SB 08 Fev./13 3,00 0,542

Vo5 SB 03 Mar./13 0,50 < Limite de detecgao

V06 SB 07 Mar./13 2,50 0,28

Vo7 SB 01 Abr./13 0,75 < Limite de detec¢do

V08 SB 02 Abr./13 0,40 < Limite de detecgao

V09 SB 07 Abr./13 6,00 0,504

V10 Ponto de Abr./13 1,00 0,229
captagao

%8 SB 03 Maio/13 1,05 0,245

Vi2 SB 07 Maio/13 4,00 < Limite de detecgao

VI3 Ponto de Maio/13 3,00 0,18
captagdo

V14 SB 02 Jun./13 8,00 0,843

V15 SB 07 Jun./13 5,40 0,824

V16 SB 08 Jun./13 0,45 < Limite de detecgdo

V17 SB 06 Jul./13 1,60 0,268

V18 SB 07 Jul./13 7,00 0,504

V19 SB 08 Jul./13 7,50 0,376

V20 Ponto (}e Jul./13 0,50 < Limite de detecgao
captagdo

V21 SB 01 Maio/14 2,00 0,39

V22 SB 03 Maio/14 2,00 0,344

V23 SB 04 Maio/14 9,00 1,11

V24 SB 07 Maio/14 12,50 1,39

V25 SB 08 Maio/14 1,20 0,11

V26 SB 04 Jun./14 2,00 1,22

V27 SB 07 Jun./14 6,00 0,873

V28 SB 08 Jun./14 2,50 0,699

V29 SB 01 Jul./14 3,00 1,04

V30 SB 02 Jul./14 14,00 0,873

V31 SB 07 Jul./14 3,50 1,82

V32 SB 01 Ago./14 2,00 0,291

V33 SB 02 Ago./14 7,50 0,983

V34 SB 08 Ago./14 6,00 1,34

V35 Ponto de Ago./14 5,00 0,956
captacao

Continua...
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Tabela 17, cont.

Identificacio Amostra Data da Coleta Nog:ilsetl;:; /ie Quanti(iz(/i:]_%e DNA
V36 SB 01 Set./14 2,80 0,19
V37 SB 07 Set./14 6,30 0,721
V38 SB 08 Set./14 4,50 0,349
V39 Ponto de Set./14 3,00 0,18

captacao
V40 SB 07 Out./14 2,00 0,13
V41 SB 02 Nov./14 1,00 0,612
V42 SB 05 Nov./14 1,25 0,277
V43 SB 06 Nov./14 1,00 0,285
V44 SB 07 Nov./14 1,00 0,304
V45 Ponto de Nov./14 7,50 0,983

captacdo

L1 23456178 910111213 14

Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos amplificados nas reagdes de Nested
PCR para o fragmento de 826 pb. L = marcador de peso molecular 100 bp
(Invitrogen); 1 e 2 = controles positivos; 3 = controle negativo; e 4-14 = amostras
V3,V4,V6,V7,V9,V10,V12,V13, V15, V15e Vle.

Do total de 117 amostras positivas para oocistos de Cryptosporidium por
microscopia de imunofluorescéncia, 28 (o que representa 24% das amostras) foram
positivas no Nested-PCR, Em geral esse resultado vai ao encontro dos encontrados por
Jellison, Hemond e Schauer (2002) e por Araujo et al. (2008), que pesquisaram a
ocorréncia de Cryptosporidium em amostras de aguas superficiais com baixo numero de

oocistos/L e enfrentaram dificuldade semelhante na realizagao de Nested-PCR.
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L 1234356 78 91011121314

Figura 13 — Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos amplificados nas reacdes de Nested
PCR para o fragmento de 826 pb. L = marcador de peso molecular 100 bp
(Invitrogen); 1-14 = amostras V23, V24, V25, V26, V27, V33, V35, V37, V38,
V40, V41, V42, V43, V44 e V45.

As dificuldades de amplificacdo por PCR podem estar associadas a contaminagdo
com substancias presentes na agua que favorecem a inibicdo da reagdo. Substincias
surfactantes, sais, compostos fenodlicos, acidos humicos e fulvicos desfavorecem a
detecg¢do dos oocistos principalmente quando submetidos aos métodos moleculares por
apresentarem propriedades de formacdao de complexos com acidos nucleicos e/ou

inibi¢do da atividade da enzima polimerase (JIANG et al., 2005a).

A dificuldade de ruptura da parede dos oocistos ¢ outra dificuldade para extracao
do material genético. Atualmente, existem varios protocolos de extracdo de DNA que
utilizam principios quimicos, como fenol-cloroférmio, digestdo alcalina ou principios
fisicos como ciclos de congelamento/descongelamento ou uso de kits comerciais de
extracdo de DNA (JELLISON; HEMOND; SCHAUER, 2002; GATEI et al., 2003;
XIAO; RYAN, 2004; CARVALHO ALMEIDA et al., 2006; COUPE et al., 2005;
HUBER et al., 2007; OSAKI, 2009; ARAUJO, 2015).

Por fim, o baixo nimero de oocistos de Cryptosporidium comumente encontra-
dos em amostras ambientais ¢ em si mais uma restri¢cao, que se vé€ acentuada nas etapas
de concentracdo das amostras nos métodos de detec¢do que pode levar a redugao

adicional na quantidade disponivel para analise.

Os produtos amplificados pela Nested-PCR que apresentaram bandas visiveis em
gel de agarose (com baixa concentragdo ou com concentracdo adequada) foram

submetidos a sequenciamento, em ambas as direcdes, utilizando os iniciadores direto e
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reverso empregados na amplificacdo do fragmento de 826pb para a separagdo de
espécies diferentes que poderiam estar presentes nas amostras. Entretanto, somente em
oito amostras (V32, V22, V16, V15, V13, V8, V6 e V5) o sequenciamento mostrou-se
de qualidade, gerando sequéncias de 820 pares de base. As demais, por apresentarem
sequéncias curtas ou ruidos, teriam que ser submetidas a novo sequenciamento em busca

de resultados de melhor qualidade.

Na Figura 14 ¢ possivel verificar a relagao filogenética com todas as amostras
positivas pela Nested-PCR no estudo. O sequenciamento das amostras resultou em perfis
compativeis com as espécies C. parvum em todas as amostras, quando comparadas a

sequéncias homologas disponiveis no banco de dados GenBank (100% de identidade).

V16
V22
V15
V13
V8
V6
V5
Cryptosporidium parvum (805308681)
Cryptosporidium parvum (807267200)

Cryptosporidium parwum (827523412)
95

(
(
Cryptosporidium parwum (825270895)
(
,— Cryptosporidium parvum (827523413)

95 L v32
a ,— '— Cryptosporidium hominis (429337996)
,—L L Cryptosporidium suis (671756720)
98 Cryptosporidium varanii (8011162523)
L Cryptosporidium bovis (168420133)

— Cryptosporidium baileyi (304582)
34 — Cryptosporidium avian (383291164)

Cryptosporidium andersoni (321273992)

||
0.0

Figura 14 — Relagdes evolutivas dos tixons baseadas no método de Neighbor-Joining utilizando
sequéncias do gene /8S rRNA de diferentes espécies de Cryptosporidium disponiveis no
banco de dados GenBank ¢ os valores de bootstrap apos 1.000 réplicas. As demais amostras
identificadas pela letra V sdo amostras positivas de agua oriundas deste estudo. O niimero
entre parénteses indica o GenBank Indentifier (GI number) da sequéncia. Os ntimeros
proximos aos ramos representam a porcentagem em que os taxa se agruparam no teste de
bootstrap. Saccharomyces cerevisiae (158819369) foi usado como outgroup.

Estudo realizado em Sao Paulo por Araajo (2015) revelou, apds amplificacdo
pela Nested-PCR e posicionamento taxondmico, a presenga da espécie C. parvum em

12% (3/25) das amostras do rio S@o Lourengo da Serra; na Represa Guarapiranga, das 25
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amostras analisadas, Cryptosporidium foi detectado em 20% (5/25), apresentando

também apresentou sequéncias compativeis com C. parvum.

A identificacdo de C. parvum neste estudo ¢ resultado relevante para o
conhecimento das possiveis fontes de disseminagdo dessa espécie nos pontos
amostrados. A espécie Cryptosporidium parvum afeta uma grande variedade de
mamiferos, sendo mais comumente encontrada em humanos e ruminantes (XIAO;
RYAN, 2004). Contudo, os bovinos s3o uma das mais importantes fontes de transmissao
desse protozoario através da agua (WHO, 2004; XIAO, 2010; RYAN; POWER, 2012).
Segundo Crokett e Haas (1997), um tnico bezerro infectado pode excretar mais oocistos

por dia que 1.000 individuos imunocomprometidos

E importante também para a identificacio de perigos e caracterizagdo de riscos a
saiude. Segundo Ryan e Power (2012), C. parvum esta amplamente distribuido no
ambiente aquatico e a informagao sobre a circulagdo e a identificagdo dessa espécie ¢
relevante para vigilancia da qualidade da 4gua, ndo s6 pela sua importancia clinica, mas
pela quantidade de hospedeiros que, se infectados, podem carrear e disseminar esta
espécie. Além do Cryptosporidium parvum se revelar preocupante para em termos de
infeccdo em seres humanos, principalmente nos paises em desenvolvimento, essa
espécie tem despertado grande interesse também na 4rea veterindria por afetar a cadeia

produtiva de bovinos e ovinos e provocar prejuizos financeiros.

5.2. Estudo 2 — Rastreamento de fontes de contaminacio na bacia hidrografica do

rio Ouse, Reino Unido

5.2.1. Variaveis fisicas e quimicas de qualidade da agua

Os dados do monitoramento das varidveis microbiologicas das amostras
coletadas na bacia do rio Ouse estdo apresentados na forma de estatistica descritiva, em
graficos box-plot, nas Figuras 1A a 7A (Anexo A).

Como pode ser constatado na Figura 1A, a média da contagem de coliformes
termotolerantes variou de 7,0 x 10" UFC/mL a 4,05 x 10> UFC/mL, sendo as maiores
médias observadas nos pontos 3 (Scrase Stream, com 4,05 x 10° UFC/mL) e 27 (Bevern
Stream, com 3,9 x 10> UFC/mL) e o menor valor observado no ponto 30 (Newhaven,

com 7,0 x 10" UFC/mL), destacando-se que neste ponto as amostras eram provenientes
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de dgua de mar. As contagens maximas de coliformes termotolerantes variaram de
2,6 x 103 UFC/mL (ponto 29) a 6,97 x 10* UFC/mL (ponto 17) e 2,76 x 10° UFC/mL
(ponto 14). Os valores minimos de coliformes encontrados variaram expressivamente,

tendo o ponto 30 apresentado o menor valor: 5,0 UFC/mL.

Pela analise dos graficos pode-se notar que em praticamente todos os pontos
houve eventos de aumento expressivo de bactérias do grupo coliformes termotolerantes
em algum momento dentro do periodo monitorado. Considerando os valores médios
encontradas, constata-se ainda que em todos os pontos da bacia houve momentos em que
ndo foi atendido o padrao de qualidade “excelente” para dguas interiores estabelecidos
pela EU Bathing Water Directive (2006/7/EC), cujo limite ¢ de 500 UFC/100 mL de
coliformes fecais. Também pode ser observado que em 19 dos 30 pontos a média foi
maior ou igual a 1.000 UFC/100 mL, mostrando que em 50% das coletas esses corpos
hidricos excederam ao padrao menos restritivo estabelecido pela referida diretiva, que
considera agua de “boa qualidade” aquela com valores de coliformes fecais até

1.000 UFC/100 mL.

Os valores médios de enterococos variaram de 3,75 x 10! UFC/mL no ponto 30
(New Haven) a 2,85 x 10> UFC/mL no ponto 20 (Station Road Plumpton). Os pontos 18
(Northend Stream), 21 (Plumpton Road) e 23 (Coppards Bridge) foram os que
apresentaram as concentragdes mdximas mais elevadas - 3,40 x 10* UFC/mL,
7,72x10*UFC/mL e 3,86 x 10* UFC/mL, respectivamente. A regulamentagio europeia
¢ mais restritiva em relagdo a concentragcdo de enterococos, sendo consideradas aguas de
excelente qualidade aquelas com no méaximo 200 UFC/100 mL, de boa qualidade aquelas
com até¢ 330 UFC/100mL e de qualidade suficiente aquelas com no maximo
400 UFC/100 mL. Com base nessa regulamentagdo, 22 dos 30 pontos (73,3%) tiveram
50% das amostras acima do valor menos restritivo estabelecido (Figura 2A), que ¢ de

400 UFC/100 mL.

Os dados do monitoramento das varidveis fisicas e-quimicas nas amostras
coletadas na bacia do rio Ouse também estdo apresentados na forma de estatistica
descritiva, em graficos box-plot, nas Figuras 8A a 12A (Anexo A). Com aplicacdo do
teste de Kruskal-Wallis observou-se que somente as variaveis pH e condutividade

diferiram, em média, em pelo menos um dos 30 pontos avaliados, com valor de p < 0,05.

73



Ao longo do rio Ouse e de seus principais afluentes, os valores de pH variaram
entre 4,7 ¢ 9,0 no periodo amostrado (Figura 9A), tendo a média dos valores de pH sido
superior a 7,0 em todos os pontos. Os pontos 3 e 4 (Scrase Stream e East Mascalls)
apresentaram os menores valores de pH - 4,79 e 4,69, respectivamente. No entanto, esses
baixos valores de pH ocorreram apenas na ultima coleta, ndo se repetindo em nenhuma
outra amostragem no periodo e em nenhum outro ponto. Considerando esses possiveis
valores de pH como atipicos (outliers), constata-se que em todos os afluentes do rio
Ouse o pH apresentou valores médios em torno de 7,5 a 8,5, em praticamente todo o
periodo. Nnane, Ebdon e Taylor (2011), monitorando aspectos microbioldgicos e fisico-
quimicos em 14 pontos da mesma bacia, registraram mediana de pH de 7,76, com

valores maximos de aproximadamente 8,5 em todas as estacdes do ano.

As médias dos valores de condutividade (Figura 12A) variaram de 166,50 a
596,0 uS/cm, nos pontos 11 e 30 (Hempstead Lane ¢ Newhaven), respectivamente,
sendo importante, mais uma vez, destacar que as amostras coletadas no ponto 30 foram
provenientes da d4gua do mar. Segundo Baggio (2008), em rela¢do a condutividade, em
geral niveis superiores a 100 uS/cm indicam ambientes impactados. Em trabalho
realizado no periodo de 2009 a 2011, na mesma bacia, Purnell (2012) verificou
correlacdo fortemente positiva entre organismos indicadores de contaminagdo e

condutividade, refor¢ando o sugerido pelos autores acima citados.

A turbidez apresentou médias que variaram de 5,0 a 23,0 uT nos pontos 29 e 5,
respectivamente. Em 76,7% dos pontos (23 de 30 pontos), 75% das amostras coletadas
apresentaram turbidez maxima de 20 uT, devendo ser ressaltado que nas demais essa
porcentagem ndo ultrapassou 35 uT. Os valores méaximos variaram de 17,8 uT no ponto
17 a 98,7 no ponto 14. Conforme pode ser observado na Figura 8A, a maior parte das
sub-bacias apresentou pelo menos 25% das amostras com valores elevados de turbidez,
o que indica eventos de carreamento de material que permaneceu em suspensao na agua.
Segundo Nnane, Ebdon e Taylor (2012), o aumento de turbidez na bacia do Ouse
ocorreu em periodos de chuva por carreamento de solo, particulas organicas e fezes de
animais. Nesses periodos, o revolvimento do sedimento do rio também pode ter
contribuido com o aumento do material em suspensao. Ja em periodos de chuvas menos
intensas, os autores levantam hipoteses para o aumento de turbidez devido a retornos de
efluentes, processos edlicos, distirbios localizados no fluxo de sedimentos ou até mesmo

a defecagao de animais diretamente dentro do rio.
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5.2.2. Uso de bacteriofagos no rastreamento de fontes de contaminacao

microbioldgica

Durante todo o periodo de monitoramento ¢ em todos os pontos de coleta ao
longo da bacia do rio Ouse foram detectados colifagos somaticos (WG-5) em
concentragdes mais elevadas se comparadas com as concentragdes de coliformes
termotolerantes e enterococos. As médias das concentragdes variaram de 2 X
10? UFP/100 mL (ponto 30) a 8,3 x 10° UFP/100 mL (ponto 13). Os valores minimos e
maximos encontrados foram de nao detectados nos pontos 1, 2, 7, 14, 23, 25, 26 ¢ 30 a
4,97 x 10* UFP/100 mL no ponto 18. Ebdon, Munie e Taylor (2007) também
constataram quantidades de colifagos somaticos maiores que a de coliformes fecais,
enterococos € fagos GB-124 em amostras do rio Ouse, sobretudo em pontos de coleta
localizados a distancias menores que 0,5 km até mais de 2,0 km a jusante de estacdes de
tratamento de esgotos e diretamente a jusante de fazendas de gado leiteiro. Em trabalho
realizado no periodo de 2009 a 2011 na mesma bacia, Purnell (2012) também detectou a
ocorréncia de colifagos somaticos (WG-5) em todos os 26 pontos analisados. Nnane,
Ebdon e Taylor (2011), monitorando 16 pontos da bacia do rio Ouse, obtiveram mediana
em torno de 5,0 x 10° UFP/100 mL, com valores maximos entre 4,37 x 10* ¢ 8,91 x
10* UFP/100 mL para todas as quatro esta¢cdes do ano analisadas (os valores se referem
aos dados dos 16 pontos agrupados). Nnane, Ebdon e Taylor (2012) novamente
constataram concentracdes de colifagos soméaticos maiores que a de fagos GB-124 em
trés pontos analisados na bacia Bevern Stream, tanto em periodo de chuva intensa

quanto de tempo seco.

J& os colifagos F-RNA foram detectados em 36% das amostras analisadas
(170/476), entretanto em concentragdes bem menores que as dos colifagos somaticos.
Essa menor ocorréncia de colifagos WG-49 com relacdo a contagem de colifagos
somaticos também foi verificada por Sundram, Jumanla e Ehlers (2006), em estudo de
uma bacia sul-africana. No presente estudo, as médias das concentragdes variaram de
valores ndo detectados (em 22 dos 30 pontos) a 100 UFC/100 mL (apenas no ponto 6),
sendo a maior concentragio, de 6,5 x 10°UFP/100mL, detectada nos pontos 7
(Pellingford Brook) e 17 (Bervern Stream Farm). Nos box-plots da Figura 4A
(Anexo A), ¢ possivel observar a grande variagdo na detecgdo de colifagos WG-49, ao

longo do periodo e entre cada ponto monitorado.
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Com aplicagdo do teste de Kruskal-Wallis, observou-se que as variaveis
coliformes termotolerantes, enterococos, colifagos somaticos (WG-5) e colifagos F-

RNA (WG-49) diferiram, em média, em pelo menos um dos 30 pontos avaliados.

Na Figura 15 estdo apresentadas as concentragcdes médias (log 10) nos pontos de
coleta na bacia do rio Ouse de coliformes termotolerantes, enterococos ¢ dos colifagos
somaticos (WG-5) e F-RNA (WG-49). Constata-se que os colifagos somaticos

apresentaram comportamento similar ao das bactérias indicadoras.
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Figura 15 — Concentragao média (log 10) de coliformes termotolerantes, enterococos, colifagos
somaticos (WG-5) e colifagos F-RNA (WG-49) nos pontos de coleta na bacia do
rio Ouse, Inglaterra, Reino Unido, maio de 2013 a marco de 2014.

Esses resultados sdo consistentes com observacdes encontradas em outros
estudos realizados na mesma bacia hidrografica (NNANE, 2010) e sugerem que a
contaminag¢do fecal verificada na bacia do rio Ouse ¢, em grande parte, proveniente de
fontes animais; isso, porque a bactéria hospedeira WG-5 ndo ¢ especifica de humanos e
devido ao fato de a bacia ser predominantemente rural e muitos animais terem acesso

livre aos corpos d’agua.

Estudos de correlagdo de Spearman revelaram correlagdes fortes e positivas entre
os colifagos somaticos e as bactérias indicadoras de contaminagao fecal (coliformes
termotolerantes e enterococos), como pode ser visto na Tabela 19. Correlagdo significa-
tiva entre colifagos somaticos e bactérias indicadoras também foi observada por Nnane,
Ebdon e Taylor (2011), ao analisar 16 pontos do rio Ouse. Porém, entre os fagos F-RNA

e os indicadores a correlagdo se mostrou significante, mas muito fraca (rs=0,091,
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Tabela 18 — Matriz de correlagdo entre colifagos somaticos (WG-5), colifagos F-RNA (WG-49)
e coliformes termotolerantes e enterococos na bacia hidrografica do rio Ouse.
Inglaterra, Reino Unido, maio de 2013 a marco de 2014

Coeficiente de correlacio de Spearman (rs) e valores de p (entre parénteses)

Coliformes

Variaveis WG-5 WG-49 Enterococos
Termotolerantes
WG-5 NA 0,070 0,733 0,730
) (0,129) (0,000) (0,000)
0,070 0,091 0,170
_ 9 NA s b
WG-49 (0,129) (0,048) (0,020)

Células destacadas em cinza indicam correlag@o estatisticamente significativa (a0 = 0,05); NA = néo se
aplica pelo fato de a associacdo entre as variaveis ndo fazer sentido.

p =0,004). Nao foi verificada correlagdo significante entre os colifagos somaticos e os

fagos F-RNA.

Apesar da bacia do rio Ouse ser considerada predominantemente rural, existem,
em alguns pontos, estagdes de tratamento de esgoto que lancam seus efluentes total ou
parcialmente tratados nos cursos d’dgua. Para detectar a ocorréncia da contaminacao
fecal humana na bacia foram realizadas andlises de deteccdo de fagos que infectam

Bacteroides fragilis.

Bacteroides fragilis ganharam reconhecimento como ferramenta de rastreamento
de fontes de contaminacao fecal por meio de varios estudos que reportaram que essas
bactérias apresentam elevada especificidade, mostrando-se adequados para identificagao
de fontes de contaminagdo fecal de origem humana em &aguas superficiais (PAYAN et
al., 2005; EBDON; MUNIE; TAYLOR, 2007; REISCHER et al., 2009; KANNAPPAN
etal., 2010).

Neste estudo foram utilizados fagos que infectam B. fragilis: cepas GB-124 e
HB-73. Bacteroides GB-124 foram isolados por Payan et al. (2005) em amostras de
aguas residudrias municipais no sudeste da Inglaterra, enquanto HB-73 foram isolados
no Hawaii, por Kannappan et al. (2010). Entretanto, ainda existem poucos estudos sobre
a utilizagdo das cepas HB-73 como indicadoras de contaminacdo fecal humana e,

principalmente, sua aplicabilidade geografica ainda ¢ questionada.

Um total de 476 amostras de agua, coletadas nos pontos selecionados na bacia do
rio Ouse, foi analisado ao longo de 12 meses. Os fagos capazes de infectar GB-124
foram detectados e enumerados em 21% das amostras. As concentracdes desses fagos

foram, em geral, baixas, com médias variando de valores ndo detectados a
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50 UFP/100 mL, sendo os valores maximos observados nos pontos 6 (Scaynes Hill), 13
(Isfield Bridge), 16 (Barcombe Mills) e 24 (Goldbridge), como pode ser observado na
FiguraSA (Anexo A). Segundo informacdes fornecidas pela Agéncia Ambiental
Europeia, existem proximos a esses locais, a menos de 3 km de distancia do curso
d’4gua, estacdes de tratamento de esgoto que despejam seus efluentes parcialmente
tratados no sistema fluvial. A esta¢do localizada em Scaynes Hill ¢ a maior delas, com
equivalente populacional de aproximadamente 38.000 habitantes e que contribui com
cerca de 30% das descargas no corpo receptor. A Figura 16 permite a visualizagdao da
distribuicdo espacial de ocorréncia dos fagos que infectam GB-124 em toda a bacia

hidrogréfica e a localizagdo das ETEs existentes na bacia.
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Figura 16 — Concentragdo média de fagos que infectam GB-124 nos pontos de amostragem e
localizag@o das ETEs existentes na bacia do rio Ouse, Inglaterra, Reino Unido.

Esses resultados estdo em conformidade com as conclusdes de outros
pesquisadores (JOFRE et al., 1986; CORNAX et al., 1990; ARMON, 1993; PUIG et al.,
1999; EBDON; MUNIE; TAYLOR, 2007; NNANE; EBDON; TAYLOR, 2011).
Nesses estudos os niveis de fagos que infectam GB-124 detectados também foram, em
geral, baixos e as maiores médias foram observadas nos pontos localizados a jusante de

estacdes de tratamento de esgoto, com contagens maximas de 4,7 log UFP/100 mL.
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Fagos que infectam HB-73 foram detectados e enumerados em 41% das 476
amostras analisadas. Os niveis detectados foram maiores que os observados para GB-
124, com médias variando entre valores nao detectados, em 70% dos pontos avaliados
(21 de 30 pontos), € 200 UFP/100 mL (ponto 6). As concentragdes apresentaram grande
oscilacdo na maior parte dos pontos (Figura 6A), sendo o valor maximo observado
950 UFP/100 mL, no ponto 13 (Isfield Bridge). A distribuicao espacial da ocorréncia dos
fagos que infectam HB-73 detectados ao longo da bacia hidrogréfica do rio Ouse, bem

como a localizagao das ETEs existem podem ser observadas na Figura 17.
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Figura 17 — Concentragdo média de fagos que infectam GB-124 nos pontos de amostragem e
localizag@o das ETEs existentes na bacia do rio Ouse, Inglaterra, Reino Unido.

Também foram realizadas andlises de deteccdo e enumeracdo de bacteridfagos
que infectam B. fragilis S-10. A cepa hospedeira S-10 ¢ sugerida como um marcador
presuntivo da presenca de fezes de suinos, pois resultados iniciais de estudos realizados
pela Universidade de Brighton (Ebdon; Taylor, comunicagdo pessoal) evidenciaram que
a cepa (S-10) recupera consistentemente bacteriofagos em matéria fecal proveniente de
suinos e em aguas residudrias de suinoculturas, mas que ndo foram detectados em
amostras de 4guas residudrias municipais de tratamento de esgoto no sudeste da

Inglaterra e nem em amostras de dgua do rio a jusante de fazendas onde ndo existia
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criacdo de suinos. Esse fato ocorreu apesar da presenca de altas contagens de coliformes
fecais, enterococos e colifagos somaticos nessas amostras. Entretanto, ¢ necessario
realizar mais trabalhos para determinar se a estirpe S-10 pode identificar com éxito
fontes de contaminagdo fecal provenientes de suinos fora da area de estudo inicial, pois,
conforme j4 relatado, em amostras de efluentes de suinoculturas coletadas e analisadas

em Vigosa- MG nio foi possivel a detec¢ao de fagos utilizando essas cepas.

Neste estudo foi analisado um total de 356 amostras. Fagos que infectam S-10
foram detectados em 22,7% das amostras, com médias variando de valores nao
detectados em 29 pontos a 50 UFP/100 mL apenas no ponto 18. Os maiores valores
foram observados nos pontos 18 (Northend Stream) e 28 (Lewes), com contagens de

7,5 x 10% ¢ 6,5 x 10 UFP/100 mL, respectivamente (Figura 7A).

Estudos de correlagcdes foram realizados entre os organismos indicadores de
contaminag¢do fecal (coliformes termotolerantes e enterococos) € os bacteriéfagos que

infectam B. fragilis (Tabela 20).

Tabela 19 — Matriz de correlagdo entre bacteriofagos que infectam B. fragilis (GB-124, HB-73 ¢
S-10), coliformes termotolerantes e enterococos na bacia hidrografica do rio Ouse.
Inglaterra, Reino Unido, maio de 2013 a marco de 2014

Coeficiente de Correlacio de Spearman (rs) e Valores de p (entre parénteses)

Variaveis GB-124 HB-73 Coliformes S-10 Enterococos
termotolerantes
GB-124 NA -0,043 0,130 0,029 0,134
; (0,352) (0,04) (0,525) (0,04)
-0,043 0,091 0,095 0,170
HB-73 NA
(0,352) (0,048) (0,462) (0,020)
0,029 0,095 0,731 0,377
S-10 NA
(0,525) (0,462) (0,016) (0,041)

Células destacadas em cinza indicam correlagdo estatisticamente significativa (o = 0.05).
NA = nao se aplica pelo fato de a associag@o entre variaveis ndo fazer sentido.

A correlagdo entre os niveis de bactérias indicadoras de contaminagao fecal e os
niveis de bacteri6fagos marcadores humano-especificos déd indicio sobre a origem da
fonte de contaminacdo fecal, se humana ou animal, em uma bacia hidrografica. Se a
correlagdo ¢ alta € mais provavel que a fonte dominante ¢ de fezes humanas e vice-versa

(REISCHER et al., 2007; AHMED et al., 2008; KIRSCHNER et al., 2009).

O teste de correlagdo de Spearman realizado entre os fagos que infectam

B. fragilis (GB-124 e HB-73) e os microrganismos indicadores de contaminagdo fecal
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(coliformes termotolerantes e enterococos) revelou resultados estatisticamente significa-
tivos e positivos, entretanto com correlagdo fraca (Tabela 19). Outro fator importante a
ser observado € a correlacao estatisticamente significante entre as bactérias indicadoras
de contaminagdo fecal (coliformes termotolerantes e enterococos) e os fagos S-10
(bactéria hospedeira supostamente especifica de suinos). Resultados semelhantes foram
observados em estudo realizado por Johnston et al. (2010): baixa correlacdo entre a
deteccao de biomarcadores de contaminagdo fecal humana (bacteroides) e a enumeracao

de E. coli e Enterococcus faecalis.

Como discutido por Nnane, Ebdon e Taylor (2011), essa fraca correlagdo sugere
que apenas uma pequena parcela das bactérias indicadoras encontradas na bacia pode ser
atribuida a material fecal humano. A baixa concentragdo ou auséncia de fagos GB-124,
especificos de humanos, em amostra com elevada concentracdo de coliformes
termotolerantes e enterococos, pode ser considerada um indicativo de prevaléncia de
fontes fecais ndo humanas na contaminagao desses corpos hidricos. A alta especificidade
desse bacteriofago foi observada por Ebdon, Munie e Taylor (2007), em pesquisa
realizada na bacia do rio Ouse. Os fagos que infectam GB-124 ndo foram detectados em
nenhuma das 30 amostras ndo humanas coletadas para estudo, as quais eram compostas
por uma mistura de fezes de gado, cavalos, porcos, aves, coelhos e ovelhas. A auséncia
desses Dbacteriofagos humano-especificos ocorreu em contraste com elevadas
concentragdes de bactérias indicadoras, como coliformes fecais e enterococos (9,08 ¢
7,92 log10 CFU/100 ml, respectivamente). Essas referéncias endossam a hipdtese de que
nos pontos analisados neste estudo a contaminagdo fecal possa ser predominantemente
de origem nao humana, sobretudo por se tratarem de estudos realizados na mesma bacia

e a partir da mesma cepa hospedeira.

Ebdon, Munie e Taylor (2007) detectaram ainda que as contagens de todos os
organismos indicadores testados, mais expressivamente os fagos GB-124, apresentam
redu¢do a medida que o ponto de amostragem se distancia das possiveis fontes de
introdu¢do do material fecal no curso d’agua. Nesse caso, quanto mais distante de
estacOes de tratamento de esgotos menores foram as concentragdes de indicadores
(coliformes, enterococos, WG-5 e GB-124) detectadas. Assim, variagdes nas
concentracdes desses indicadores, sobretudo dos fagos GB-124, podem ser devido as
distribui¢des espaciais das fontes poluidoras, bem como a sua distdncia dos pontos de

amostragem.
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Também foi realizado estudo de correlagdio de Spearman entre os fagos que

infectam B. fragilis e os colifagos somaticos (WG-5) e F-RNA (WG-49) (Tabela 21).

Tabela 20 — Matriz de correlagdo entre os bacteridfagos que infectam B. fragilis (GB-124, HB-
73 e S-10) e os colifagos somaticos (WG-5) e F-RNA (WG-49) na bacia
hidrografica do rio Ouse. Inglaterra, Reino Unido, maio de 2013 a marco de 2014

Coeficiente de Correlaciao de Spearman (rs) e Valores de p (entre parénteses)

Variaveis WG-5 WG-49
0,129 0,259
GB-124 (0,070) (0,120)
HEB.73 0,536 0,240
(0,028) (0,000)
0,878 0,529
_ 1 b b
5-10 (0,07) (0,073)

Células destacadas em cinza indicam correlacdo estatisticamente significativa (o = 0.05).

Observa-se que os fagos GB-124 ndo apresentaram correlagdo significante com
os colifagos somaticos, o que ja era esperado uma vez que as cepas WG-5 ndo sdo
especificas para humanos, como mencionado anteriormente. Este resultado reforga que,
embora existam fontes de contaminagao fecal tanto humana quanto animal, a maior
contribui¢cdo da contaminagdo fecal na bacia ¢ proveniente de animais. Esta observagdo ¢
reforcada pela correlagdo positiva, elevada e significante entre bacteriofagos que

infectam S-10 e colifagos somaticos (WG-5).

As correlagdes estatisticamente significantes e positivas observadas entre HB-73
e colifagos (WG-5 e WG-49) sugerem que os elevados niveis de HB-73 nas amostras
analisadas podem ndo ser resultado somente de contaminacdo fecal humana, alertando
mais uma vez para a instabilidade geografica na utilizagdo de cepas Bacteroides fragilis

em estudo de rastreamento de fontes de contaminagao fecal em aguas superficiais.

Considerando as diferentes caracteristicas da area de estudo, principalmente em
relacdo ao nimero de animais existentes, e para melhor identificar as fontes de
contaminagdo fecal, estudos de correlagdes entre os organismos indicadores de
contaminagdo fecal, fagos e o nlimero de animais presentes foram realizados por subarea

(ponto de amostragem), em nivel de 10% de significancia.

Na Tabela 22 estao os dados de o nimero de animais presentes em cada subarea
(pontos amostrados) da bacia hidrografica do rio Ouse, de acordo com informagdes

fornecidas pelo Agricultural Census, em 2012. Observa-se que a maior populacdo de
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Tabela 21 — Numero de animais presentes nas proximidades dos pontos de coleta, bacia de
captacdo do rio Ouse, Inglaterra, Reino Unido

Pontos de Amostragem Bovinos Ovelhas Suinos Total
1 - Upper Ryelands Bridge 930 0 0 930
2 - Shell Brook 702 10 0 712
3 - Scrase Stream 97 0 30 127
4 - East Mascalls 97 0 30 127
5 - Cockhaise Brook 1.573 1 10 1.584
6 - Scaynes Hill 10 50 0 60
7 - Pellingford Brook 243 0 1 244
8 - Fletching Mill Bridge 4.853 8 377 5.238
9 - Searles Lake Stream 127 9 9 145
10 - Shortbridge 342 2 58 402
11 - Hempstead Lane 2.634 9 12 2.655
12 - River Uck 3.087 18 92 3.197
13 - Isfield Bridge 3.228 18 115 3.361
14 - Iron River 15 0 0 15
15 - Northlington Stream 39 0 0 39
16 - Barcombe Mills 11.948 39 600 12.587
17 - Bevern Stream Farm 11.591 2 6 11.599
18 - Northend Stream 166 0 900 1.066
19 - East Chiltington 52 0 0 52
20 - Station Road Plumpton 357 2 6 365
21 - Plumpton Road 195 0 21 216
22 - Bevern Bridge 1.458 2 6 1.466
23 - Coppards Bridge 750 0 31 781
24 - Goldbridge 5.223 17 386 5.626
25 - Longford Stream 750 0 31 781
26 - Anchor 1.352 37 584 1.973
27 - Bevern Stream 1.591 2 6 1.599
28 - Lewes 3.209 39 609 3.857
29 - Glynde 4.355 2 12 4.369
30 - Newhaven 215 41 782 1.038

animais ¢ de bovinos, seguida de suinos e ovelhas. Cabe ressaltar que foi verificada a
presenca de animais selvagens na éarea de estudo, principalmente veados, entretanto o

nimero dessa populagdo ndo foi considerado.

Conforme pode ser observado na Tabela 21, hd uma grande variagdo no nimero
de animais presentes em cada subarea, devendo ser ressaltado que o total de animais na
bacia como um todo ¢ de 61.189 bovinos (92,42%), 308 ovelhas (0,47%) e 4.714 suinos
(7,12%). Ha, portanto, expressiva predominancia de bovinos na area de estudo, sendo os

pontos 16 e 17 aqueles com rebanhos mais representativos (acima de 11.000 animais).
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Na Tabela 23 constata-se que somente os colifagos somadticos (WG-5)
apresentaram correlagdo significativa (rs = 0,59 e p = 0,04) com o numero de bovinos
existentes na bacia do rio Ouse. Essa correlagdo positiva, porém, de intensidade
moderada, indica que em boa parte dos casos a ocorréncia de colifagos somaticos pode
estar atrelada a presenca de fezes de bovinos carreadas para os corpos hidricos da bacia.
Ebdon, Munie e¢ Taylor (2007) observaram que a contagem de colifagos somaticos
(WG-5), bem como de coliformes fecais e enterococos, foi maior nas amostras de agua
de rio coletadas diretamente a jusante de fazendas de criagao de gado leiteiro, superando
as contagens em pontos a jusante de estacdes de tratamento de esgoto. Da mesma forma,
nas amostras coletadas a distancias menores que 0,5 a maiores que 2,0 km das estagdes
de tratamento de esgoto a predominancia de indicadores foi de colifagos somaticos.
Segundo Nnane, Ebdon e Taylor (2012), a sub-bacia Bevern Stream (ponto 17 neste
estudo) possui grande variedade de uso da terra, sendo os principais a agricultura e as
pastagens, mas com presenca de estagdes de tratamento de esgoto contribuindo com
material fecal nesse ponto. Ressaltam ainda que na 4rea de estudo o gado pasta
livremente no campo, principalmente nos meses de verao, podendo inclusive acessar
diretamente as aguas em regides nao cercadas. As fezes depositadas no entorno ou
mesmo diretamente na dgua do Bevern Stream s3o carreadas no periodo de chuva,
aumentando a presenca predominante de organismos indicadores ndo humanos nesses
pontos analisados. Ao contrario, as baixas concentracdes de fagos humano-especificos
(GB-124) em periodos de chuva nessa sub-bacia sdo atribuidas pelos autores como

decorrentes da dilui¢do no efluente das estacdes de tratamento de esgoto.

Bacteriofagos que infectam B. fragilis (S-10) apresentaram correlacdo estatistica-
mente significante e forte com o numero de suinos (r = 0,79 p =0,05), confirmando o
resultado de Ebdon e Taylor (comunicacdo pessoal) de que ha alta especificidade da
cepa S-10 com material fecal suino. Ao analisar a Figura 7A, € possivel verificar que os
pontos com maiores concentracdes de fagos S-10 coincidem com os locais onde ha

elevada quantidade de suinos, informag¢ao confirmada pelo coeficiente de correlagdo.

A correlagdo moderada entre WG-5 ¢ o nimero de bovinos, assim como entre S-
10 e suinos, e as elevadas concentracdes de coliformes e enterococos permitem supor
que todas as sub-bacias analisadas estdo impactadas por material fecal, podendo a maior
parte dessa contaminacdo ser atribuida a presenca de fezes animais, principalmente

bovinos e suinos, € nos pontos com maior ocorréncia de fagos GB-124, a presenca de
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fezes humanas provenientes das estagdes de tratamento de esgoto situadas no entorno

dos pontos analisados.

Tabela 22 — Matriz de correlagdo entre os organismos indicadores de contaminagdo fecal, colifa-
gos somaticos (WG-5) e F-RNA (WG-49), bacteriofagos que infectam B. fragilis
(GB-124, HB-73 e S-10) e o niimero de animais (bovinos, ovelhas e suinos) na
bacia hidrografica do rio Ouse. Inglaterra, Reino Unido, maio de 2013 a marco de

2014
Coeficientes de Spearman (rs) e Valores de p
(entre parénteses)
Varidveis Nimero de Animais
Bovinos Ovelhas Suinos

Coliformes termotolerantes -0,15 (0,40) -0,18 (0,35) -0,22 (0,90)
Enterococos -0,05 (0,79) -0,32 (0,39) -0,14 (0,50)
Colifagos somaticos (WG-5) 0,59 (0,04) 0,79 (0,63) 0,15 (0,42)
F-especificos (WG-49) 0,13 (0,51) 0,21 (0,27) -0,07 (0,70)
Fagos que infectam GB-124 0,78 (0,34) 0,068 (0,130) 0,15 (0,42)
Fagos que infectam HB-73 0,122 (0,04) 0,26 (0,12) 0,23 (0,03)
Fagos que infectam S-10 -0,145 (0,61) -0,29 (0,12) 0,78 (0,05)

Foram verificadas correlacdes estatisticamente significantes (p < 0,05) entre os
niveis de fagos que infectam HB-73 e o nimero de bovinos e suinos presentes na area da

bacia do rio Ouse, fortalecendo a ndo humano-especificidade desta cepa de B. fragilis.

Pode-se concluir, com base nos resultados obtidos neste estudo, que a
quantifica¢do de bacteriofagos e bactérias indicadoras e a analise do uso e da ocupagdo
do solo na bacia fornecem um consistente perfil de contaminag¢do das aguas, o que
permite tragcar novos objetivos de investigacdo e mitigacdo da poluicao fecal nessas
areas. Os colifagos somaticos se mostraram bons indicadores de contaminagdo fecal,
uma vez que apresentaram correlacdo forte e comportamento similar ao das bactérias
comumente utilizadas para este fim. Os colifagos GB-124 foram eficazes na detec¢do de
contaminagao fecal de origem humana, auxiliando na triagem de fontes de contaminagao
ndo pontuais de origem animal. Por fim, os fagos S-10 mostraram eficdcia na detec¢ao
de fontes de poluicdo fecal de origem suina, representando um método simples de
rastreamento de contaminagdo fecal em locais onde ha presenca de criadouros desses

animais.
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5.2.3. Genotipagem de oocistos de Cryptosporidium spp.

No periodo de agosto de 2013 a janeiro de 2014 foram avaliadas 54 amostras de
agua superficial, coletadas em nove pontos localizados na bacia hidrografica do rio Ouse
(1 = Upper Ryelands Bridge; 6 = Scaynes Hill; 7 = Pellinford Brook; 12 = River Uck;
16 = Barcombe Mills; 25 = Longford Stream; 27 = Bevern Stream; 29 = Glynde Reach;
e 30 = Newhaven). Do total de amostras analisadas por microscopia de imunofluores-
céncia, foram detectados oocistos de Cryptosporidium em 19 (35%) e cistos de Giardia
em quatro amostras (7%). Nas Figuras 18 e 19 se apresentam a estatistica descritiva dos
dados de quantificacdo de cistos de Giardia e de oocistos de Cryptosporidium,

respectivamente.

Cistos de Giardia sp. foram detectados somente nos pontos 6, 25, 27 e 29
(Figura 18), com médias variando de 0,04 a 0,42 cisto/L. O valor méximo detectado foi
de 2,5 cistos/L na amostra coletada no ponto 6 (Scaynes Hill), em agosto de 2013. No
geral, Scaynes Hill apresentou quantidade maior de cistos de Giardia, o que pode ser
consequéncia da presenga da estagcdo de tratamento de esgotos de Scaynes Hill, que, de
acordo com Nanne (2010), pode contribuir com 30% das descargas de efluentes
realizados no rio Ouse. A prevaléncia de individuos com exame de fezes positivo para
esse parasita ¢ de 2 a 5% em paises desenvolvidos e de 20 a 30% em paises em
desenvolvimento (ALMEIDA et al., 2006). Portanto, o langamento de esgotos sanitarios
tem sido considerado uma das principais fontes de cistos de Giardia em 4gua, uma vez
que tratamentos tradicionais de esgotos podem ndo remover totalmente essas estruturas
(CACCIO, 2005; SAVIOLI; SMITH; THOMPSON, 2006; CASTRO-HERMIDA et al.,
2008).

Na Figura 19 se pode observar que durante o periodo analisado ndo foram
detectados oocistos de Cryptosporidium nos pontos de coleta 1, 12 e 30. Nos demais
pontos foram detectados com densidades variando de 0,0 a 3,0 oocistos/L, sendo o maior

valor encontrado em amostra coletada no ponto 29 (Glynde Reach) em outubro de 2013.

Ampla variagdo de ocorréncia e quantidade de Cryptosporidium ssp. também foi
observada em outros estudos (KARANIS; KOURENTI; SMITH, 2007; MONS et al.,
2009; GALVAN et al., 2014; LALANCETTE et al., 2014). Na Espanha, por exemplo,
Galvan et al. (2014) registraram oocistos de Cryptosporidium ssp. em aguas

recreacionais com concentragdes variando de valores ndo detectados a 3,4 oocistos/L.
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Figura 18 — Estatistica descritiva das concentragdes de cistos de Giardia nos pontos amostrados
na bacia hidrografica do rio Ouse, Reino Unido, agosto de 2013 a janeiro de 2014.
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Figura 19 — Estatistica descritiva das concentragdes de oocistos de Cryptosporidium nos pontos
amostrados na bacia hidrografica do rio Ouse, Reino Unido, agosto de 2013 a
janeiro de 2014.

Esta variagdo pode estar associada com a ocorréncia de chuva e com o escoamento de
solos contaminados, como foi demonstrado por Lalancette ef al. (2014) em amostras

coletadas no ponto de captagdo de dgua para consumo no Canada.

Estudos de prevaléncia indicam que mais de 50% das 4dguas superficiais do Reino

Unido podem estar contaminadas por Cryptosporidium, com densidades variando de
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0,006 a 1,36 oocisto/L (SMITH; ROSE, 1998). Cryptosporidium foi o agente causador
em 69% dos 89 casos de doencas infecciosas intestinais ocorridos na Inglaterra e no Pais
de Gales entre 1992 e 2005, sendo a maioria desses surtos atribuidos a contaminac¢ao de
aguas superficiais por material fecal humano e animal (SMITH et al., 2006). Estima-se
que no mundo sdo langados aproximadamente 3,0 x 10'7 oocistos de Cryptosporidium
por ano, com numeros semelhantes entre langamentos pontuais (esgoto) € ndo pontuais

(chuva) (HOFSTRA et al., 2013).

A utilizagdo de ferramentas moleculares tem permitido a diferenciacdo das
espécies de Cryptosporidium encontradas em amostras de agua, o que auxilia no
rastreamento das fontes de contaminagdo fecal e a avaliacdo de riscos a saude publica.
Nesse sentido, as 19 amostras confirmadas como positivas para oocistos de
Cryptosporidium por microscopia de imunofluorescéncia foram submetidas a

caracteriza¢cdo molecular,

O resultado da quantificagdo do DNA extraido, bem como as concentragdes de
oocistos/L e suas respectivas datas de coleta, estdo apresentados na Tabela 24. Como
pode ser constatado, a quantificagdo do DNA extraido foi baixa, sendo 0,839 ng/uL a
maior concentragdo (amostra coletada no ponto 29, Glynde Reach, em 14/10/2013),
enquanto a quantidade de DNA extraido no controle positivo foi 1,14 ng/uL.. Novamente
verificou-se que nas amostras onde a concentragdo de oocistos de Cryptosporidium foi
menor que 1 oocisto/L ndo foi possivel mensurar a quantificagdo de material gendmico
extraido, o que confirma a baixa sensibilidade do método de extracdo utilizado. Mesmo
assim, todas as amostras foram submetidas a rea¢do de Nested-PCR, utilizando o

conjunto de iniciadores correspondentes a subunidade menor do gene 18S RNAr.

Somente em cinco amostras, 26% do total (5/19), constatou-se a banda em gel de
agarose do fragmento esperado de aproximadamente 826 pares de bases. Os resultados
de amplificagdo positiva pela Nested-PCR foram obtidos nas amostras referentes aos
pontos de coleta 27 — Bevern Stream (14/10/2013), 25 — Longford Stream (05/08 e
11/11/2013) e 29 — Glynde Reach (11/11 e 14/10/2013) (Figuras 20, 21 e 22).

Foi possivel observar que nos pontos de coleta onde foi detectado o maior
numero de oocistos a quantidade de DNA extraido foi maior, portanto acredita-se que o
baixo numero de oocistos presentes em amostras de dgua superficiais comprometeu a

amplificagdo por PCR.
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Tabela 23 — Resultados obtidos na detecgdo de oocistos por microscopia de imunofluo-rescéncia
e quantificacdo de DNA (Qubit) nas amostras positivas, com as respectivas datas de

coleta
Amostras Data da Coleta Oocistos/L Quantidade de DNA (ng/uL)
B1 - Ponto 7 11/11/2013 0,80 < limite de deteccao
B2 - Ponto 27 09/12/2013 0,60 < limite de detec¢do
B3 - Ponto 27 16/09/2013 0,40 < limite de detecgdo
B4 - Ponto 25 06/01/2013 0,70 < limite de deteccao
BS - Ponto 16 06/01/2013 1,00 0,140
B6 - Ponto 29 16/09/2013 1,00 0,160
B7 - Ponto 7 09/12/2013 1,20 0,150
B8 - Ponto 7 14/10/2013 1,35 0,180
B9 - Ponto 29 11/11/2013 2,40 0,472
B10 - Ponto 29 06/01/2013 1,20 0,170
B11 - Ponto 6 05/08/2013 1,35 0,244
B12 - Ponto 25 05/08/2013 2,40 0,760
B13 - Ponto 7 06/01/2013 1,50 0,350
B14 - Ponto 27 11/11/2013 1,80 0,252
B15 - Ponto 7 16/09/2013 1,80 0,351
B16 - Ponto 27 14/10/2013 2,25 0,358
B17 - Ponto 25 11/11/2013 2,40 0,392
B18 - Ponto 29 14/10/2013 3,00 0,839
B19 - Ponto 27 05/08/2013 2,25 0,398

819-826 pb

Figura 20 — Eletroforese em gel de agarose (1,0%) mostrando os produtos da amplificacdo pela
Nested-PCR. 1 = marcador molecular 1 Kb ladder; 2 = controle negativo; 3 =
controle positivo; e 4-8 = amostras B1, B2, B3, B4 ¢ B5. A seta indica a posi¢ao do
fragmento esperado na amplificacdo (819-825 pb).
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819-826 pb

Figura 21 — Eletroforese em gel de agarose (1,0%) mostrando os produtos da amplificagdo pela
Nested-PCR. 1 = marcador molecular 1 Kb ladder; e 2-8 = amostras B6, B7, BS,
B9, B10, B11 e B12. A seta indica a posicdo do fragmento esperado na
amplificacao (819-825 pb).

819-826 pb

Figura 22 — Eletroforese em gel de agarose (1,0%) mostrando os produtos da amplificag¢do pela
Nested-PCR. Poco 1 = marcador molecular 1 Kb ladder; pogos 2-8 = amostras B13,
B14, B15, B16, B17, B18 ¢ B19. A seta indica a posi¢do do fragmento esperado na
amplificacdo (819-825 pb).

Jellison, Hemond e Schauer (2002) relataram a ocorréncia de Cryptosporidium
em 34 amostras de 4gua superficial com 15% de positividade, utilizando a mesma
técnica (Nested-PCR). Xiao et al. (2001) encontraram 45% de positividade nas amostras
(25/55) de aguas superficiais em Milwaukee, EUA. Esses relatos corroboram os

resultados aqui verificados, uma vez que somente um fragmento foi amplificado.
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Os produtos amplificados que apresentaram bandas visiveis em gel de agarose
foram, entdo, submetidos ao sequenciamento. No entanto, somente para a amostra
coletada no ponto 29 (14/10/2013) foi obtido fragmento de DNA com tamanho e

qualidade confidveis para andlise, aproximadamente 820 pares de bases.

O sequenciamento das amostras resultou em perfis compativeis, com 99% de
similaridade, com a espécie Cryptosporidium parvum, quando comparadas a sequéncias

homologas disponiveis no banco de dados GenBank (Figura 23).

Cryptosporidium parum (805308681)
Cryptosporidium parum (805308680)
qq | Cryptosporidium parnum (807267200)
Cryptosporidium parum (827523413)
83 Cryptosporidium parwm (765204895)
G0o4
| Cryptosporidium avian (383291164)
Cryptosporidium bovis (168420133)
Cryptosporidium andersoni (321273992)
as Cryptosporidum baileyi (304582)
Eljc;yptospon'dum varanii (801162523)
Saccharomyces cerevisiae (158819369)

—
0.01

Figura 23 — Arvore filogenética baseada no método neighbor-joining, utilizando a sequéncia
parcial do gene 18S RNAr (186 pb) de diferentes espécies de Cryptosporidium. O
numero entre parénteses indica o GenBank Indentifier da sequéncia. Os numeros
proximos aos ramos representam a porcentagem em que os taxa se agruparam no
teste de Bootstrap apds 1.000 simulagdes. Saccharomyces cerevisiae (158819369)
foi usado como outgroup.

A respeito do Cryptosporidium parvum, registra-se que esta ¢ a espécie de
apresenta a maior prevaléncia dentre as mais frequentemente identificadas em estudos
epidemiologicos no continente europeu (SAVIOLI; SMITH; THOMPSON, 2006;
XIAO, 2010; REN et al., 2012). E também de ser registrar que os primeiros estudos em
que diversidade de espécies/genotipos de Cryptosporidium em éaguas superficiais foi
determinada indicaram as fezes de gado como a principal fonte de contaminacao da dgua
(XIAO, 2010; RYAN; POWER, 2012). Cryptosporidium parvum foi também
identificado em amostras de a4gua na costa leste dos EUA, em estudo realizado por Xiao
et al. (2001), em amostras de dguas superficiais em Massachusetts, EUA (JELLISON;
HEMOND; SCHAUER, 2002), em 4guas superficiais na Alemanha, na Suica (WARD et
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al., 2002) e na Irlanda (LOWERY et al., 2001). Ainda, C. parvum foi responsavel por
61,5% dos casos de criptosporidiose em uma cidade rural do Reino Unido

(McLAUCHLIN et al., 2000).

No presente estudo, ndo houve correlagdo positiva entre a ocorréncia de
Cryptosporidium ¢ o nimero de animais presentes na bacia hidrografica. Contudo,
algumas caracteristicas dos pontos onde foram realizadas as coletas podem ter
favorecido a presenca dessa espécie, como, por exemplo, o elevado numero de bovinos
(aproximadamente 4.355 animais) na area de Glynde Reach (ponto 29). A bacia do rio
Ouse como um todo ¢ de ocupagdo prioritariamente rural, sendo que apenas 7% da area
da bacia hidrografica é urbanizada (USEPA, 2005). O uso do solo e as atividades
desenvolvidas na bacia hidrografica, dependendo de sua natureza, podem se caracterizar
em importante, ou at¢é mesmo a mais importante fonte de contaminagao fecal, como
relatado por Schreiber ef al. (2015). Hansen e Ongerth (1991) também constataram que a
concentragdo de oocistos foi consideravelmente maior no ambiente aquatico de areas

que recebiam influéncia de fazendas de gado bovino.

Mesmo sem correlagdo significativa, o nimero de animais pode ter contribuido
com a concentragdo de Cryptosporidium nas amostras dos pontos 12, 25, 27 ¢ 29. O
resultado do sequenciamento, com a identificagdo de Cryptosporidium parvum no ponto
29, indica a possibilidade de que a contaminagao fecal encontrada nesses pontos seja de
origem animal, no caso de rebanhos de bovinos. Essa hipdtese ¢ reforgada pelos
resultados das analises de bacteriofagos, que apresentaram concentragdes mais elevadas

nesse mesmo ponto.
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5. CONCLUSOES

O presente estudo revelou informagdes importantes relativas a qualidade
parasitologica da dgua das bacias hidrograficas analisadas, possibilitando inferéncias
sobre as principais fontes de contaminagao fecal.

De acordo com o estudo de rastreamento de fontes de contaminagdo fecal na
bacia hidrografica do ribeirdo Sao Bartolomeu, pode-se concluir que:

- 0s colifagos (somaticos e F-especificos) ndo se mostraram indicadores
adequados de contaminagdo fecal em 4guas superficiais, uma vez que ndo houve
correlacdo com organismos tradicionalmente utilizados para este fim (E. coli e

enterococos);

- a utilizacdo de Bacteroides fragilis para detectar fagos de fontes fecais nao se
mostrou viavel, sugerindo que existam limitagdes geografica que comprometem esta

aplicagao;

- a ocorréncia de colifagos e de bactérias indicadoras de contaminagao fecal pode

estar relacionada ao uso e ocupagdo do solo nas sub-bacias analisadas;

- os resultados de ocorréncia de Cryptosporidium nas sub-bacias do Ribeirdo Sao
Bartolomeu sinalizam potencial risco a satide humana, sendo que a variavel “densidade

de numero de animais” ¢ a que parece melhor explicaria a ocorréncia de oocistos na

agua;
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- a deteccdo de C. parvum demonstrou a importancia da presenga de bovinos na
bacia hidrografica na disseminagdo deste protozoario no ambiente e a consequente

dispersdo nos cursos d’agua da bacia do RSB; e

- a amplificacdo de amostras positivas pela Nested-PCR pode ter sido compro-
metida pela contaminagdo com substancias presentes na dgua que favorecem a inibicao
da reacdo e também pelo nimero reduzido de oocistos presentes no ambiente; sses
fatores reforcam a importancia da realizagdo da etapa de purificacdo das amostras por
meio da técnica de separacdo imunomagnética ¢ a necessidade da concentracdo de

maiores volumes de agua.
Por sua vez, sobre a bacia hidrografica do rio Ouse pode-se concluir que:

- durante todo o periodo de monitoramento foram detectados colifagos somaticos
(WG-5) em concentracdes mais elevadas, quando comparadas com as concentragdes de
coliformes termotolerantes e enterococos, em todos os pontos de coleta ao longo da

bacia;

- ndo foram detectadas correlagdes fortes e positivas entre a ocorréncia de

colifagos somaticos e as bactérias indicadoras de contaminagao fecal;

- os colifagos F-RNA foram detectados em 36% das amostras analisadas, em

concentragdes bem menores que as dos colifagos somaticos (100%);

- as cepas GB-124 se mostraram mais propicias para detec¢do de fontes de
contaminagdo humana; os fagos capazes de infectar GB-124 foram detectados em 21%
das amostras, sendo que as maiores médias foram observadas nos pontos localizados a
jusante de estacdes de tratamento de esgoto, indicando a presenga de contaminagao fecal

de origem humana;

- os fagos que infectam HB-73 foram detectados em 41% das amostras e, embora
concentragdes elevadas tenham sido constatadas em pontos localizados a jusante de
ETEs, também foi observada concentragdes elevadas em pontos localizados proximos a
fazendas de criacdo intensiva de animais, indicando, portanto, contaminacao de origem

nao humana;

-a cepa S-10 de bacteriéfagos que infectam B. fragilis se mostrou um bom

indicador de contaminagao fecal de origem animal, mais especificamente de suinos;
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- houve correlacdo estatisticamente significante, porém fraca, entre os niveis de
bactérias indicadoras de contaminac¢do fecal e os niveis de marcadores humano-
especificos (GB-124 e HB-73), evidenciando que apenas uma pequena parcela das
bactérias indicadoras encontradas na bacia pode ser atribuida a contaminagdo por

material fecal humano;

- 0s colifagos somaticos (WG-5) apresentaram correlacdo significativa com o
numero de bovinos existentes na bacia do rio Ouse, indicando que em boa parte dos
casos a ocorréncia de colifagos somaticos pode estar atrelada a presenca de fezes de

bovinos carreadas para os corpos hidricos da bacia;

- para genotipagem de Cryptosporidium foram constatadas as mesmas
dificuldades encontradas e j& mencionadas para as andlises na bacia RSB, ou seja,

dificuldade de ruptura da parede dos oocistos € pouca amplificagdo das amostras; e

- a espécie C. parvum foi identificada com 99% de similaridade, o que reforca a
hipotese de que a presenga de animais na bacia € a principal fonte de contaminagado fecal

observada nessa area.
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ANEXO A
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Figura 1A — Estatistica descritiva dos dados de coliformes termotolerantes em amostras de agua na bacia hidrografica do rio Ouse, Inglaterra,
Reino Unido, maio de 2013 a margo de 2014.
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Figura 2A — Estatistica descritiva dos dados de enterococos em amostras de dgua na bacia hidrografica do rio Ouse, Inglaterra, Reino Unido,
maio de 2013 a margo de 2014.
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Figura 3A — Estatistica descritiva dos dados de colifagos somaticos (WGS) em amostras de dgua na bacia hidrogréafica do rio Ouse, Inglaterra,
Reino Unido, maio de 2013 a marco de 2014.
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Figura 4A — Estatistica descritiva dos dados de colifagos F-RNA (WG49) em amostras de 4gua na bacia hidrografica do rio Ouse, Inglaterra,
Reino Unido, maio de 2013 a marco de 2014.
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Figura 5A — Estatistica descritiva dos dados de Bacteri6fagos que infectam B.fragilis (GB124) em amostras de agua na bacia hidrografica do rio
Ouse, Inglaterra, Reino Unido, maio de 2013 a marco de 2014.
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Figura 6A — Estatistica descritiva dos dados de Bacteriéfagos que infectam B.fragilis (HB73) em amostras de d4gua na bacia hidrografica do rio
Ouse, Inglaterra, Reino Unido, maio de 2013 a margo de 2014.
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Figura 7A — Estatistica descritiva dos dados de Bacteriofagos que infectam B.fragilis (S10) em amostras de agua na bacia hidrografica do rio
Ouse, Inglaterra, Reino Unido, maio de 2013 a margo de 2014.

124



120,0
110,0
100,0 o o
90,0 o ¢ o}
38’8 5 0 ®
60,0 ©)
50,0
40,0
30,0 I~
Q Q [ J ! - - FT
20,0

’ ®

10,0 -
0,0

Turbidez ( uT)

-~
\

O

A

T T T T

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21 P22 P23 P24 P25 P26 P27 P28 P29 P30

-25% ®50% OMin oMax =75%

Figura 8A — Estatistica descritiva dos dados de turbidez em amostras de agua na bacia hidrografica do rio Ouse, Inglaterra, Reino Unido, maio
de 2013 a margo de 2014.
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Figura 9A — Estatistica descritiva dos dados de pH em amostras de 4gua na bacia hidrografica do rio Ouse, Inglaterra, Reino Unido, maio de
2013 a margo de 2014.
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Figura 10A — Estatistica descritiva dos dados de temperatura em amostras de 4gua na bacia hidrografica do rio Ouse, Inglaterra, Reino Unido,
maio de 2013 a margo de 2014.
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Figura 11A — Estatistica descritiva dos dados de oxigénio dissolvido em amostras de 4gua na bacia hidrografica do rio Ouse, Inglaterra, Reino
Unido, maio de 2013 a margo de 2014.
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Figura 12A — Estatistica descritiva dos dados de condutividade elétrica em amostras de 4gua na bacia hidrografica do rio Ouse, Inglaterra, Reino
Unido, maio de 2013 a margo de 2014.
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