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Resumo

Doencas infecciosas veiculadas pela agua sdo causa comum de enfermidades
em seres humanos no mundo inteiro. Dentre os patégenos causadores destas
doencas, os virus merecem destaque, pois possuem a capacidade de
sobreviver em ambientes aquaticos e de permanecer infectantes por meses. A
avaliagdo da balneabilidade das aguas brasileiras € monitorada através da
densidade de coliformes termotolerantes (CT), classificando as aguas de
recreacao em préprias ou improprias. Este trabalho tem como objetivo detectar
e quantificar genomas de Adenovirus (AdV) e Enterovirus (EV) em amostras de
agua das praias de Ipanema e do Lami em Porto Alegre — RS e avaliar as
condicoes de balneabilidade através da quantificacdo de CT. A metodologia
utilizada foi reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) para os
virus e 0 método de tubos multiplos para quantificagdo de CT. Entre os meses
de novembro de 2011 e abril de 2012, foram coletadas 36 amostras de agua:
18 amostras de Ipanema e 18 da praia do Lami. Em 30 (83,3%) das 36
amostras coletadas foi detectada a presenca de genomas virais. Genoma de
AdV foi detectado em 28 (77,8%) amostras, enquanto de EV foi detectado
apenas em 8 amostras (22,2%). Em contraste com as baixas concentracdes de
CT, a pesquisa de AdV e EV demonstrou alta positividade (83,3%), o que
demonstra a baixa correlacdo entre os micro-organismos utilizados como
marcadores fecais e a presenca de genomas virais em amostras de agua.
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Abstract

Waterborne diseases are a common cause of illness in humans worldwide.
Among the pathogens causing these diseases, the viruses are noteworthy
because they have the ability to survive in aquatic environments and remain
infective for months. In Brazil the evaluation of recreational waters is made by
monitoring the density of fecal coliform (FC), classifying recreational waters in
appropriate or inappropriate. This work aims to detect and quantify genomes of
Adenovirus (AdV) and Enterovirus (EV) in water samples from Ipanema and
Lami beaches in Porto Alegre - RS and assess the conditions of bathing by
quantifying FC. The methodology used was real time polymerase chain reaction
(gPCR) for virus and multiple tube technique for FC. Between the months of
November 2011 and April 2012 were collected 36 water samples: 18 samples in
Ipanema and 18 in Lami. In 30 (83.3%) of the 36 samples the presence of viral
genomes was detected. AdV genome was detected in 28 (77.8%) samples,
while the EV was only detected in 8 samples (22.2%). In contrast to the low
concentrations of FC, research of EV and AdV showed a high positivity (83.3%),
which demonstrates the low correlation between micro-organisms used as fecal
markers and the presence of viral genomes in water samples.

1. Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental
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1. Introducao
Doencas infecciosas veiculadas pela agua sdao causa comum de

enfermidades em seres humanos no mundo inteiro, com um impacto
potencialmente mais amplo nos paises em desenvolvimento. O lancamento de
esgotos sem tratamento em corpos de agua doce e no ambiente marinho é a
principal causa de contaminacao das aguas, que, por fim, serdo utilizadas para
recreacao ou mesmo para abastecimento da populacéao.

No Brasil, as gastroenterites infecciosas e suas complica¢des séo a
principal causa de internagdo entre menores de 20 anos, possuindo alta
representatividade no perfil de morbidade da populacao, sobretudo nas faixas
etarias inferiores a cinco anos. A gastrenterite aguda € a doenga mais comum
transmitida pelas aguas contaminadas. Os sintomas dessa doenca vao desde
algumas horas de desconforto intestinal até a morte.

Bactérias, virus e protozoarios excretados pelas fezes e veiculados
pela agua possuem capacidade infectante, dependendo da sua resisténcia ou
capacidade de multiplicar-se no ambiente e da dose infectante. Devido a
grande variedade de agentes infecciosos, alguns com diversos reservatérios
naturais e a ocorréncia da excrecao por individuos assintomaticos, é muito
dificil erradicar doencas de veiculagao hidrica; deste modo torna-se necessario
seu controle através doo monitoramento desses organismos no meio ambiente.

Dentre os patdgenos causadores de doencas transmitidas através
da agua os virus merecem destaque, pois sdo altamente resistentes aos
fatores ambientais, como temperatura, e aos métodos usualmente empregados

para descontaminacao da agua, além de possuirem baixa dose infectante.



Tradicionalmente, a qualidade da agua é monitorada através da
presenca de bactérias do grupo dos coliformes termotolerantes, os quais sao
aceitos como um indicativo da contaminacdo microbiolégica da agua
(CONAMA, Resolucao n°274, 2000). Sabe-se que esta avaliacdo possui
deficiéncias, pois protozoarios e virus podem estar presentes na agua sem que
bactérias do grupo coliforme sejam detectadas.

A avaliacao da balneabilidade das aguas brasileiras é regulada pelo
Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) através da Resolugdo n°
274, de 29 de novembro de 2000, que exige o monitoramento da densidade
bacteriolégica de Escherichia coli, representante do grupo dos CT, como
indicador do grau de contaminacao das aguas, classificando-as em proprias ou
improprias para uso de contato primario. Por esta resolugdo sdo aceitaveis
para banho aguas com até 2500 coliformes termotolerantes ou 2000
Escherichia coli por 100 mL de amostra de agua coletada. Ressalte-se que ao
comparar esta legislagdo com aquela para potabilidade da agua (ANVISA
2914/2011), a agua apresentada na primeira como propria para banho seria
impropria para consumo na segunda. Mais que isso, nenhuma das duas
normativas traz como exigéncia no ambito de monitoramento e prevencao, a
busca e quantificagao de agentes virais na agua.

Este trabalho tem como objetivo detectar e quantificar Adenovirus e
Enterovirus em amostras de agua das praias do Lami e de Ipanema em Porto
Alegre — RS e comparar os resultados com a avaliacado da balneabilidade
realizada segundo critérios estabelecidos pela Resolugdo n274 do CONAMA.

Para isso sera realizada a reacao em cadeia da polimerase em tempo real



(gPCR) para detecgdo dos genomas virais e a quantificacdo de CT sera

executada pelo método de tubos multiplos.



2. Revisao bibliografica

2.1 Virus entéricos e doencas de veiculacio hidrica

Virus entéricos estao presentes naturalmente no ambiente aquéatico.

Os seres humanos sao expostos a estes micro-organismos de diversas formas,

como através do cultivo de vegetais com agua contaminada, aguas de

recreacao e, até mesmo, através da agua potavel contaminada (Metcalf et al.,

1995). A Figura 1 mostra as possiveis rotas de transmissao dos virus entéricos.
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Figura 1: Rotas de transmisséo de virus entéricos no meio ambiente. Adaptado de Metcalf et

al, 1995.

Virus entéricos sao

reconhecidamente causa de doenga em

humanos. Causam nao apenas gastrenterite, como também meningites,

doencas respiratorias e encefalite. Ja foram relacionados até com doencas




cronicas, como miocardite e diabete insulino-dependente. A importancia dos
virus como agentes de doencas veiculadas pela agua é diminuida pela falta de
comunicacao da ocorréncia de gastrenterites leves e também por diagnésticos
equivocados, limitando-se sua detecgdo em amostras ambientais (Fong & Lipp,
2005).

Os virus entéricos presentes no trato gastrintestinal sdo excretados
em grandes quantidades nas fezes dos individuos infectados e sdo capazes de
contaminar aguas e alimentos destinados ao consumo humano, pois possuem
a capacidade de sobreviver em ambientes aquaticos e de permanecer
infectantes por meses. Sabe-se que sua dose infectante € muito baixa, de 1 a
10 unidades infecciosas e sua capacidade infectante € de 10 a 10000 vezes
maior que a das bactérias para o mesmo nivel de exposicao (Theron & Cloete,
2002).

Mais de 100 tipos diferentes de virus entéricos ja foram descritos na
literatura, todos patogénicos aos humanos. Muitos, como o Norovirus e o
Rotavirus, demonstraram ser relativamente resistentes ao cloro e ja foram
identificados, inclusive, em agua potavel (Theron & Cloete, 2002; Fong & Lipp,
2005).

Os grupos mais estudados de virus entéricos pertencem as familias
Picornaviridae (poliovirus, enterovirus, coxsakievirus, virus da hepatite A e
echovirus), Adenoviridae (adenovirus), Caliciviridae (norovirus, calicivirus e
astrovirus) e Reoviridae (reovirus e rotavirus). Os virus tém sido sugeridos
como uma ferramenta promissora no monitoramento da qualidade da agua por

possuirem especificidade de hospedeiro, 0 que auxilia na identificacdo da fonte



contaminante da agua e na avaliacdo de risco de infeccao. Adenovirus e
Enterovirus sao dois dos grupos de virus de excrecao entérica mais bem
estudados como potenciais indicadores da qualidade da agua (Fong & Lipp,
2005).

Diversos estudos relatam a presenca de virus entéricos em aguas
de abastecimento, aguas de recreacdo, aguas superficiais e esgoto. Um
levantamento feito pela CETESB em 2011 detectou virus entéricos em 85%
das 60 amostras de aguas brutas analisadas no estado de Sao Paulo, sendo
que em 20% das amostras detectou-se a presenca de Enterovirus e em 25%, a
de Adenovirus (CETESB, 2011). Estudo feito nos EUA detectou, nos anos de
2007 e 2008, 48 surtos de doencas veiculadas pela agua, sendo que dos 32
nos quais foram identificados os agentes biolégicos, 5 foram causados por
virus e resultaram em 274 casos de doenca (Brunkard et al, 2011). Na Europa,
um levantamento feito entre os anos 1995-2000, apontou que surtos de
gastrenterites virais estavam ligados a contaminacao de alimentos e agua, em
uma proporcao de 24% na Finlandia, 17% na Holanda, 14% na Eslovénia, 7%

na Espanha, 7% na Inglaterra e em Gales (Lopman et al, 2003).

2.1.1 Enterovirus (EV)

Os Enterovirus sdo um grupo de virus pertencente a familia
Picornaviridae, ordem Picornavirales, que contém genoma formado por RNA de
fita simples de polaridade positiva. Seus virions sdo nao-envelopados, com
capsideo icosaédrico que mede de 27 a 30 nm de didmetro é formado por

quatro proteinas estruturais, VP-1 a VP-4. A dificuldade na sua classificacao



causou diversas modificacdes na sua taxonomia nos ultimos anos, sendo a
grande variabilidade da sua patogenicidade causada pelas diferengas na
estrutura molecular das proteinas virais. A atual classificacao proposta pelo
International Committe of Taxonomy of Viruses (ICTV) divide este género em
dez subgrupos: rinovirus humano A, B e C, enterovirus humano de A a D,
enterovirus bovino, enterovirus de simio A e enterovirus suino B, sendo os trés
ultimos tipicos de animais (Comerlato et al, 2011; ICTV, 2013).

Os Enterovirus podem causar uma grande quantidade de doencas
em humanos, sendo que todas sao transmitidas pela via fecal-oral. Sao
eliminados por longos periodos através das fezes (um més ou mais) e podem
ser encontrados ao longo do ano em diversas partes do mundo, embora relatos
de gastrenterites envolvendo este grupo sejam mais frequentes nos meses de
verao, provavelmente pela maior exposicao através do maior contato com agua
para atividades recreativas. Animais, como bovinos e suinos, também sao
infectados por EV. A infeccdo € frequentemente assintomatica, mas pode
causar desde diarreias a falhas no sistema reprodutivo e desordens
neurolégicas (Katayama et al, 2002; Fong&Lipp, 2005; Pusch et al, 2005;

Tavares et al., 2005; Comerlato et al, 2011; Wyn-Jones et al, 2011).



2.1.2 Adenovirus (AdV)

Os Adenovirus sao virus envelopados e com genoma formado por
DNA de fita dupla, o que lhes confere maior resisténcia, ja que uma unica fita
nao-danificada de DNA pode servir de molde para reparos utilizando as
enzimas celulares do hospedeiro. Sao até 60 vezes mais resistentes a radiacao
UV do que virus de RNA, como EV e virus da hepatite A. Os AdV humano do
grupo F, tipos 40 e 41 tém sido associados as gastrenterites em criancas,
enquanto que os tipos 2, 4 e 5 estdo associados a doencgas respiratérias
agudas; independentemente do tropismo no hospedeiro todos estes grupos
podem ser encontrados com frequéncia em aguas contaminadas por fezes
humanas. A sua transmissao ocorre pela via fecal-oral e também pela inalacédo
de aerossbis. De forma recorrente, adenovirus associados a infeccoes do trato
respiratério também sao encontrados na agua contaminada, pois ocorre sua
excrecao acidental pelo trato digestério. Adenovirus animais especificos
também infectam uma grande variedade de espécies animais, como
mamiferos, passaros, répteis, anfibios e peixes (Tavares et al, 2005; Fong &
Lipp, 2005; Tong & Lu, 2011; Wyn-Jones et al, 2011; McQuaig et al, 2012;

Vieira et al, 2012).



2.2 Coliformes termotolerantes (CT)

As bactérias pertencentes ao grupo coliformes sédo definidas como
bacilos Gram-negativos, aerébios e anaerdbios facultativos, ndo-formadores de
esporos, capazes de se desenvolver em altas concentracoes de sais biliares
fermentadores da lactose e produtores de &cido ou aldeido em 24h a 35°C —
37°C. Os coliformes termotolerantes e Escherichia coli sdo uma parte do grupo
dos coliformes com capacidade de fermentar a lactose em temperaturas mais
altas, de 44°C-45°C (WHO, 2011).

A E. coli estd presente em densidades elevadas nas fezes de
humanos e animais e € raramente encontrada na auséncia de poluicédo fecal,
enquanto que as outras espécies de CT podem ter origem ambiental. Sendo
assim, a E. coli é considerada o indicador ideal de contaminacao fecal, mas
sao igualmente aceitaveis para esse fim os coliformes termotolerantes (WHO,

2011).

2.3 Coliformes termotolerantes (CT) como indicadores de
balneabilidade

Tradicionalmente, a qualidade microbiolégica da agua é monitorada
através da presenca de bactérias do grupo dos CT, os quais sdo aceitos como
um indicativo da contaminacdo de origem fecal da agua (Pusch et al, 2005).
Atualmente, sabe-se que esta avaliacdo possui deficiéncias, pois protozoarios
e virus podem estar presentes na agua sem que bactérias do grupo coliforme

sejam detectadas (Strauba & Chandlerb, 2003; Fong & Lipp, 2005).
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A avaliacao da balneabilidade das aguas brasileiras é regulada pelo
Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) através da Resolugdo n°
274, de 29 de novembro de 2000, que exige o monitoramento da densidade de
E. coli, representante do grupo dos coliformes termotolerantes, como indicador
do grau de contaminacdo de origem fecal das aguas, classificando-as em
préprias ou impréprias para uso de contato primario (CONAMA, Resolugao
n°274, 2000). Esta resolucao determina que sao aceitaveis para banho aguas
com até 2500 coliformes termotolerantes ou 2000 E. coli por 100 mL de

amostra de agua coletada.

2.4 Deteccao de virus em aguas de recreacao

A ocorréncia de contaminacdo de aguas de recreacao por virus
entéricos € uma preocupacao mundial, tendo em vista que a utilizacao apenas
do parametro coliformes termotolerantes ou E. coli como critério de avaliagao
da qualidade da agua nao € capaz de predizer a presenca de outros
patégenos, como os virus (Tong & Lu, 2011).

Atividades recreativas e esportes aquaticos expdéem o0s seres
humanos a doencas transmitidas pela agua. Estudos feitos em praias de agua
salgada e doce demonstram um aumento significativo de doencas
gastrointestinais, respiratérias, de ouvido, oftalmicas e de pele em pessoas
envolvidas em atividades recreativas aquaticas (Sinclair et al, 2009).

Diversas pesquisas demonstram a baixa correlacao entre os niveis

de coliformes termotolerantes ou E. coli e a presenga de virus entéricos em
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aguas destinadas a recreacgao primaria. Em um estudo feito na Lagoa Rodrigo
de Freitas, na cidade do Rio de Janeiro, virus entéricos, como Adenovirus,
Rotavirus e Norovirus, foram encontrados em 50% das amostras classificadas
como agua apropriada para banho, considerando apenas o parametro E. coli.
Para deteccao e quantificacao viral foram utilizadas PCR e PCR em tempo real
(Vieira et al, 2012). Em um estudo realizado em Florian6polis em 2010 foram
analisadas 84 amostras de agua (agua do mar, de lagoa, agua potavel clorada,
esgoto urbano, corrego poluido e agua potavel nao-tratada). Para detecgcao das
cbépias genbmicas de Adenovirus, virus da Hepatite A e Rotavirus foram
utilizadas as técnicas de PCR e de PCR — Integrado com Cultura Celular.
Adenovirus foi detectado em 64,2% das amostras, Rotavirus em 19% e o virus
da Hepatite A em 8,3% (Rigotto et al, 2010). Um estudo feito nos arroios que
cruzam a cidade de Manaus (Amazénia), no qual foram coletadas 52 amostras,
detectou Torque Teno Virus em 37% das amostras por PCR convencional e em
92% das amostras por PCR real time (Diniz-Mendes et al, 2008). Outro estudo
feito na Bacia do Rio Amazonas detectou, por PCR real time, 92% de
positividade para o virus da Hepatite A nas 52 amostras coletadas (de Paula et
al, 2007).

Na Califérnia, EUA, estudo feito por McQuaig et al (2012) em duas
praias marinhas demonstrou que Adenovirus e outros micro-organismos
marcadores de esgoto humano estavam presentes em amostras que atendiam
aos critérios de classificacdo da legislacdo vigente, a qual exige apenas a
analise de bactérias indicadoras fecais. Neste estudo a deteccéo viral e de

bacteriodes foi feito através de PCR. Wong et al (2009) encontraram
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Adenovirus, Enterovirus e Rotavirus nas aguas de duas praias do Lago
Michigan nos Grandes Lagos, demonstrando que a utilizacdo apenas de
indicadores fecais bacteriolégicos como a E. coli nao é suficiente para predizer
a presenga de virus de origem fecal. Neste estudo foi utilizada a cultura celular
com células animais da linhagem BMG, quando ocorria desenvolvimento de
efeito citopatico, era feita uma confirmacao através de uma segunda passagem
por cultura celular. Nas amostras com presenca de virus utilizou-se a PCR e
PCR em tempo real para identificacéo dos virus.

Sinclair et al (2009) fizeram uma revisdo dos casos de surtos de
gastrenterites virais associados a aguas de recreacdo no mundo todo.
Norovirus foi o mais associado a surtos, responsavel por 46% dos casos
publicados, seguido de Adenovirus (24%), Echovirus (18%), virus da Hepatite A
(7%) e Coxsackievirus (5%). A maioria dos surtos ocorreu a partir do contato

com agua de piscinas (49%) e de lagos e lagoas (40%).

2.5 Regido hidrografica do Guaiba

A regido hidrografica do Guaiba banha areas urbanas de
significativa importancia para o Estado do Rio Grande do Sul (RS) (Figura 3).
Essa bacia abrange uma area de 84.763,54 Km?, correspondendo a 30% da
area total do RS. A regido metropolitana de Porto Alegre e uma faixa de
municipios em direcdo a Caxias do Sul constitui o eixo mais urbanizado da
bacia, formado por 251 municipios, com populacdo de 5.869.265 habitantes

(FEPAM, 2013).



13

Nove bacias constituem a regidao hidrografica do Guaiba. Os rios
Gravatai, Sinos, Cai e Jacui desembocam no delta do Jacui, formando o lago
Guaiba que banha os municipios de Porto Alegre, Eldorado do Sul, Guaiba,
Barra do Ribeiro e Viamao. A densificacdo e o crescimento urbano nestas
cidades contribuiram para o comprometimento de areas tradicionais de
recreacao e lazer da populacado junto ao lago Guaiba, especialmente pelo
lancamento inadequado de esgoto doméstico em suas aguas (Bendati &

Maizonave, 1997).

Figura 2: Localizacao da cidade de Porto Alegre — RS — Brasil. Fonte: Wikipedia.
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Figura 3: Regido Hidrografica do Guaiba e suas nove bacias. Fonte:
http://www.proguaiba.rs.gov.br/bacias.htm

No inicio do século XIX foram implementados os primeiros sistemas
de coleta de esgoto sanitario da cidade de Porto Alegre. Por muitos anos, todo
o esgoto coletado na cidade foi lancado no lago Guaiba “in natura”. Nos anos
70 o DMAE iniciou um programa de avaliacdo da qualidade do lago Guaiba,
iniciando um longo processo de conscientizacdo da necessidade de preservar
a agua do lago para fonte de abastecimento da regiéo, recreacao e outros usos
menos nobres. Apenas nos anos 90 foram efetivadas a¢cdes compreendendo a
coleta e o tratamento de esgotos pelo processo de lagoas de estabilizacao, os
quais garantem naturalmente a remogado de coliformes termotolerantes e
patogénicos sem a necessidade de aplicacdo de qualquer agente quimico
(Prefeitura de Porto Alegre, 2010). Estudo feito por Oliveira et al (2006)

comprovou a eficacia desse sistema de tratamento, verificando a redugéo nas



15

cargas microbianas durante o processo de tratamento do esgoto coletado na
estacao de tratamento Ipanema. Outro estudo conduzido na mesma estacao de
tratamento por Bechtlufft et al (2008) constatou uma reducdo no numero de
bactérias totais e cepas resistentes a antimicrobianos no efluente, comparado
ao afluente da estacao.

Atualmente existem 9 estacdes de tratamento de esgoto na cidade
de Porto Alegre e mais duas em fase de construcao, porém, até 2002, apenas
27% do volume de esgoto produzido pela populacao era tratado (DMAE, 2012).
Em 2007 a Prefeitura de Porto Alegre deu inicio ao Projeto Integrado
Socioambiental, com o objetivo de ampliar a capacidade de tratamento de
esgoto da cidade, contribuindo para a retomada da balneabilidade das aguas
do Guaiba e para a melhora no sistema de abastecimento de agua. Este
projeto prevé, até 2025, a ampliacao da capacidade de tratamento do esgoto
de Porto Alegre para 99% (DMAE, 2013).

As praias do Lami e de Ipanema, localizadas na zona sul da cidade
de Porto Alegre, sao formadas pelas aguas do Lago Guaiba e sao tradicionais
pontos de lazer e recreacdo da populacao. A praia de Ipanema é considerada
imprépria para banho pelo Departamento Municipal de Agua e Esgotos de
Porto Alegre por apresentar indices de contagem bacteriana muito acima dos
permitidos pela legislacdo. A praia do Lami tem trés pontos monitorados
semanalmente durante os meses do verdo e sua balneabilidade é variavel

(DMAE, 2011).
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Figura 4: Bacia do Lago Guaiba. As setas indicam as praias de 1 - Ipanema e 2 - Lami. Fonte:
Google Earth
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3. Materiais e Métodos

3.1 Amostragem

As amostras foram obtidas de trés diferentes pontos nas praias de
Ipanema e do Lami (Figuras 5 e 6). Os pontos foram escolhidos
aleatoriamente. As coletas foram realizadas mensalmente por seis meses
durante o periodo de verdao — de novembro de 2011 a abril de 2012. Foram
coletados, de forma asséptica e em frascos de vidro esterilizados, 500mL de
amostra para andlise virolégica e 200mL para analise bacteriolégica. A
amostragem foi feita nas margens do lago Guaiba, em uma profundidade
aproximada de 30cm. As amostras foram mantidas refrigeradas até o momento

da andlise.

il | : e 2 ."'_

1 : 4 = B - oo
Figura 5: Localizagdo dos pontos de coleta na praia de Ipanema em Porto Alegre —
RS, Brasil. Fonte: Google Earth, 2013.
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Figura 6: Localizacdo dos pontos de coleta na praia do Lami em Porto Alegre — RS,

Brasil. Fonte: Google Earth, 2013.

Tabela 1: Coordenadas geograficas dos pontos onde foram coletadas as amostras.

Praia Ponto Coordenadas
-30°8' 30.85"
Ponto 1| 5113 38.13"
Ipanema -30°8' 27.07"
Ponto2 | 5113 39.40"
:30°8 22.73"
Ponto3 | 51013 42.32"
Ponto 1| -30° 14734.04”
51°4’ 44.55”
Lami -30°14' 30.15”
Ponto 2 51°5'0.07"
-30°14' 29.35”
Ponto 3 51°5 7.40”

3.2 Concentracdo das amostras

Considerando que as particulas virais encontram-se extremamente

diluidas nas amostras ambientais, & necessario realizar a concentracao das

amostras. Para tanto, foi utilizado, com algumas modificagées, protocolo

descrito anteriormente por Katayama et al (2002) no qual, apés adicéo de 0,6 g

de MgCl; e acidificagdo com H,SO,4 até pH 4,5 a 5,5, 500 mL de amostra, séo
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filtrados, com auxilio de uma bomba de vécuo, através de uma membrana de
celulose tipo HA com poros de 0,45 um, carregada negativamente (Millipore,
MA, USA). Para desacoplar os cations, a membrana foi lavada com 87,5 mL de
H.SO4 0,5 mM. A seguir procedeu-se a eluicdo, com passagem de 2,5 mL de
NaOH 1mM pela membrana. O filtrado foi entdo neutralizado com 12,5 pL de
H.SO450 mM e 12,5 uL de tampéao Tris-EDTA 100 X concentrado. As amostras

foram aliquotadas e congeladas a -70°C até seu processamento.

3.3 Extracdo e Deteccdo de Acidos Nucléicos Virais

Para extragao dos acidos nucléicos virais foi utilizado o kit comercial
RTP DNA/RNA Virus Mini Kit (Invitek), seguindo as instrucées do fabricante e
0s acidos nucleicos extraidos foram estocados a — 80°C até o processamento.

Para deteccdo de EV foi realizada a sintese de cDNA antes da
amplificagdo, através do kit comercial High Capacity cDNA Reverse
Transcription™  (Applied Biosciences™, EUA), com o auxilio de
oligonucleotideos aleatérios e inibidor de RNase (Applied Biosciences™, EUA),
seguindo as instrucdes do fabricante.

Para detecgdo viral foram realizadas reagbes em cadeia da
polimerase em tempo real (qPCR) com kit comercial (Platinum® SYBR® Green
gPCR Super Mix-UDG-Invitrogen, USA), seguindo metodologia recomendada
pelo fabricante. Para 25 uL de volume de reacao, foram utilizados 5uL de acido
nucléico extraido, 1 pL (20 pM) de cada iniciador, 12,5 uL de supermix (SYBR®
Green gPCR Platinum® Tag DNA polimerase, SYBR® Green Dye 1,2U) Tris-

HCI, KCI, 6mM MgCl,, 400 uM dGTP, 400 uM dATP, 400 yM dCTP, 800 uM
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dUTP, uracil DNA glicosilase (UDG) e 5,5 uL de agua destilada livre de
RNAses (MilliQ, RNAse/ DNAse free water system). Para a quantificagdo das
particulas virais por gPCR, foram utilizados controles positivos de uma amostra
padrdao de adenovirus 5 (AdV-5) e de EV (amostras padrdo cultivadas no
Laboratério de Microbiologia Molecular da Universidade Feevale), com titulos
em doses infectantes (Dls) conhecidos, com os virus diluidos de forma seriada
variando do patégeno puro (titulo 10*”® TCIDs¢/50uL) ao inferior a 10 doses
infectantes (10%”° TCIDso/50uL). A partir da comparacdo em qPCR foi
verificada a quantificagdo de cépias equivalentes em uma DI, e a partir disso
calculada a quantidade de particulas virais em cada amostra. A gPCR foi
realizada usando o aparelho iQ5™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad
Laboratories) com o software iQ™5 Optical System em sua versao 2.1. A
sensibilidade analitica das reagdes é equivalente a 1250 a 12500 cépias de
DNA para 500 mL de amostra, sendo a sensibilidade diagnéstica de 96% e a
especificidade de 100%. A reprodutibilidade é alta, considerando-se que se
admite apenas reacdes dentro dos parametros de E=90-110%, slope na faixa
de 3,2 e R2 = 0,98-0,99.

As condicoes de reacdao e os oligonucleotideos utilizados na

amplificagdo dos acidos nucléicos virais sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2: Oligonucleotideos e condi¢cdes para amplificacdo dos fragmentos gendmicos de
AdV e EV por gPCR

Oligonucleotideo

Temperatura
. Gene . .
Virus AlVO Bolard Posigao de Amplicon
Nome Sequéncia 0:: a Anelamento
VTB2 — HadVCr , , Senso 106-126*
AdV Hexon 5'-GAGACGTACTTCAGCCTGAAT-3 5500 101pb
VTB2-HAdVCr 5 GATGAACCGCAGCGTCAA-S' Reverso 190-207
ENT-F1 , , Senso 443-459**
EV 5UTR 5'-CCTCCGGCCCCTGAATG-3 56°C 116pb
ENT-R2 Reverso 541-559

5'-ACACGGACACCCAAAGTAG-3'

*Sequéncias de oligonucleotideos descritas por Wolf et al. (2010)
** Sequéncias modificadas a partir dos oligonucleotideos descritos por Tsai et al. (1993)

3.4 Coliformes termotolerantes

O numero mais provavel (NMP) de coliformes termotolerantes foi
determinado em todas as amostras coletadas. Foi utilizado o método de tubos
multiplos com meio de cultura A-1, conforme procedimento descrito por Rice et
al, 2012. Para determinagdo NMP por 100mL de amostra, utilizou-se a tabela
de NMP descrita por Rice et al, 2012 (Anexo ).

As aguas do rio Guaiba sao monitoradas durante os meses de verao
pelo DMAE. A praia de Ipanema é considerada imprépria para banho e a praia
do Lami é monitorada semanalmente, através da analise de trés pontos ao
longo da orla, nos quais sdo determinadas as concentracées de Escherichia

coli (Bendati & Maizonave, 1997).

3.5 Dados meteorologicos
Foram coletados os dados meteoroldgicos referentes a quinzena

anterior as coletas e ao periodo de novembro de 2011 a abril de 2012,
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utilizando-se como fonte o INMET - 8° Distrito de Meteorologia, Porto Alegre —

RS.
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4. Resultados
Em todas as amostras foram determinadas a presenca e a

quantificacdo de Adenovirus e Enterovirus, assim como de coliformes
termotolerantes. Os resultados obtidos estdo nas tabelas 3 e 4. A tabela 4
também contém os resultados de E. coli divulgados pelo DMAE. Considerou-se
significativa quando houve diferenca igual ou superior a 2 Logs entre as

concentragoes.
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Tabela 3: Quantificagdo de copias gendmicas/L de Adenovirus e Enterovirus e do
NMP/100 mL de coliformes termotolerantes nas amostras de agua da praia de
Ipanema — Porto Alegre — RS

Ipanema
Coletas 1 2 3
AdV 2,53x10° ND 1,39x10°
Novembro EV ND ND ND
CT 110 22 220
AdV 7,75x10° 4,08x10" 1,51x10°
Dezembro EV ND ND ND
CT 23 13 23
AdV ND ND 1,35x10°
Janeiro EV ND ND ND
CT 70 50 23
AdV 3,23x10° ND 1,62x10°
Fevereiro EV ND 1,21x10* ND
CT 13 2 4
AdV 3,06x10° 1,44x10* 2,03x10*
Marco EV ND ND ND
CT 170 2 2
AdV 2,05x10* 1,82x10* 1,61x10*
Abril EV ND ND ND
CT 8 4 240

AdV = Adenovirus (copias/L) EV = Enterovirus (copias/L) CT = coliformes termotolerantes
(NMP/100mL) ND = n&o detectado.
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Tabela 4: Quantificagdo de copias gendmicas/L de Adenovirus e Enterovirus e do
NMP/100 mL de coliformes termotolerantes nas amostras de agua da praia de Lami —
Porto Alegre — RS

Lami
1 2 3
AdV ND 3,9x10° 5,31x102
Novembro EV ND 4,93x10* ND
CT 50 33 13
DMAE 23 38 34
AdV ND 9,04x10° 3,65x10?
Dezembro EV ND ND 5,92x10°
CT 8 2 2
DMAE 3 23 16
AdV ND 8,72x10° 3,75x10°
Janeiro EV ND ND 1,35x10*
CT 8 23 13
DMAE 110 160 77
AdV 5,46x10° 4,44x10° 2,16x10°
. EV 1,81x10* 1,03x10* ND
Fevereiro
CT 2 23 2
DMAE 41 20 17
AdV 1,36x10° 1,58x10° 7,18x10?
Marco EV 1,93x10* ND ND
¢ cT 2 2 2
DMAE 23 16 32
AdV 6,94x10° 3,54x10° ND
Abril EV ND ND 1,91x10*
CT 170 23 30

DMAE - - -
AdV = Adenovirus (cOpias/L) EV = Enterovirus (copias/L) CT = coliformes termotolerantes
(NMP/100mL) ND = nao detectado.

Em 30 (83,34%) das 36 amostras coletadas foi detectada a presenca
de copias de genomas virais. AdV foi detectado em 28 (77,78%) amostras em
concentragdes que variaram de 1,35x10° a 4,08x10%, enquanto EV foi
detectado apenas em 8 amostras (22,22%) em concentracées que variaram de
5,92x10° a 4,93x10*. Somente na praia de Ipanema, AdV foi detectado em 14

amostras (77,78%) e EV em 1 amostra (5,56%), totalizando 15 amostras
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contaminadas (83,34%). Na praia do Lami, 14 amostras (77,78%)
demonstraram a presenca de AdV e 7 amostras (38,89%), a presenca de EV,
totalizando 15 amostras contaminadas (83,34%). O maior nimero de copias
virais de AdV foi detectado no més de dezembro na praia de Ipanema
(4,08x10%), enquanto que o maior nimero de cépias virais de EV foi detectado
no més de novembro na praia do Lami (4,93x10%).

Na praia de Ipanema, em relacdo ao AdV, no ponto 1 de coleta
houve pequenas variacdes no nimero de cépias virais no periodo de 6 meses,
com excegao do més de abril com o nimero um pouco maior e no més de
janeiro onde nao houve deteccdo. No ponto 2 houve pouca oscilacdo nas
concentracdes de AdV, com excecdo dos meses de novembro, janeiro e
fevereiro, onde nao foram detectados virus. Ja em relacdo ao EV, somente no
ponto 2 do més de fevereiro foi detectada a sua presenca. No ponto 3 AdV foi
detectado em todos os meses e EV néo foi detectado em nenhuma amostra.

Em todos os pontos amostrados da praia de Ipanema foram
detectados CT. No ponto 1, os meses de maior deteccdo foram novembro e
marco. O ponto 2 demonstrou pequenas variagbes durante 0s meses
analisados, sendo que em janeiro ocorreu a maior deteccao neste local. O
ponto 3 foi o que demonstrou maiores indices de deteccdo entre todos os
pontos da praia de Ipanema, fato que ocorreu nos meses de novembro e abril.

Na praia do Lami, em relacdo ao AdV, no ponto 1 de coleta ndo
foram detectados genomas virais nos meses de novembro, dezembro e janeiro,
diferentemente do que aconteceu nos outros trés meses, onde o0 numero de

copias virais foi na ordem de 10°. Ja o EV foi detectado somente nos meses de
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fevereiro e marco, na ordem de 10°. No ponto 2 o AdV foi detectado nas
amostras de todos os meses, em geral com titulo de 10°. Por outro lado, o EV
foi detectado somente nos meses de novembro e fevereiro (10%). No ponto 3, o
AdV foi detectado em todos os meses, com excecao de abril, com titulos mais
baixos. Em relacdo ao EV, houve deteccdo nos meses de dezembro, janeiro e
abril com titulos na ordem de 10° ou 10*.

Na praia do Lami, assim como na praia de Ipanema, em todos 0s
pontos amostrados houve deteccdo de CT. No ponto 1 a maior concentragao
ocorreu no més de abril, a qual foi a maior detectada na praia do Lami durante
0s meses analisados. Em todos os outros meses as deteccdes foram baixas.
No ponto 2 e no ponto 3, houve pouca variagado nas concentracées. Em relacao
aos dados de Escherichia coli obtidos pelo DMAE, destaca-se o més de
janeiro, no qual houve detecgdo das maiores concentracées de E. coli, sendo
este 0 més de maior precipitacao de chuvas.

Na Tabela 5 sdo mostrados os dados meteoroldgicos referentes a
quinzena anterior as coletas e ao periodo de novembro de 2011 a abril de
2012. Durante os seis meses do estudo, apenas no més de janeiro ocorreu

pico de precipitagcao.

Tabela 5: Dados meteorolégicos da quinzena anterior as coletas, de novembro de
2011 a abril de 2012. Fonte: INMET — 8° Distrito de Meteorologia, Porto Alegre - RS

Novembro  Dezembro  Janeiro  Fevereiro Marcgo Abril

Precipitag&o (mm) 6,5 18,7 110,2 27,70 4,8 25,10

Temperatura Maxima (°C) 29,7 30,8 25,1 31,9 31,1 26,5
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Temperatura Minima (°C) 17,8 18,2 22,2 18,1 17,2 18,3

Umidade Relativa (%) 72 86 79 68 78 92

As Figuras 7, 8 e 9 apresentam resultados comparando cdpias
genbmicas/L de Adenovirus e Enterovirus e do NMP/100 mL de coliformes
termotolerantes com a precipitacdo pluviométrica nas amostras coletadas nos

trés pontos da praia de Ipanema.

Ponto 1 Ipanema
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Figura 7: Resultados comparando cépias gendmicas/L de Adenovirus e Enterovirus e do
NMP/100 mL de coliformes termotolerantes com a precipitagdo pluviométrica (PPT) nas
amostras coletadas no ponto 1 da praia de Ipanema.
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Figura 8: Resultados comparando copias gendmicas/L de Adenovirus e Enterovirus e do
NMP/100 mL de coliformes termotolerantes com a precipitacdo pluviométrica (PPT) nas
amostras coletadas no ponto 2 da praia de Ipanema.
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Figura 9: Resultados comparando cépias gendmicas/L de Adenovirus e Enterovirus e do
NMP/100 mL de coliformes termotolerantes com a precipitagdo pluviométrica (PPT) nas
amostras coletadas no ponto 3 da praia de Ipanema.

Analisando-se as figuras 7, 8 e 9, pode-se observar que, na praia de
Ipanema, o ponto com maior detec¢ao de genomas virais foi 0 3. Neste local foi
detectado AdV em todas as amostras, porém em nenhuma delas foi detectado

EV. As taxas de CT foram mais elevadas nos meses de novembro e de abril e
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menos elevadas nos meses de fevereiro e margo. O maior nimero de cépias
de genomas virais de AdV neste ponto foi detectado no més de margo

(2,03x10% e menor nimero no més de janeiro (1,35x10?).
As Figuras 10, 11 e 12 apresentam resultados comparando cépias
genbmicas/L de Adenovirus e Enterovirus € do NMP/100 mL de coliformes

termotolerantes com a precipitacao pluviométrica nas amostras coletadas nos

trés pontos da praia do Lami.
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Figura 10: Resultados comparando copias genémicas/L de Adenovirus e Enterovirus e do
NMP/100 mL de coliformes termotolerantes com a precipitacdo pluviométrica (PPT) nas
amostras coletadas no ponto 1 da praia do Lami.
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Figura 11: Resultados comparando copias gendmicas/L de Adenovirus e Enterovirus e do
NMP/100 mL de coliformes termotolerantes com a precipitacdo pluviométrica (PPT) nas
amostras coletadas no ponto 2 da praia do Lami.
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Figura 12: Resultados comparando copias genémicas/L de Adenovirus e Enterovirus e do
NMP/100 mL de coliformes termotolerantes com a precipitagdo pluviométrica (PPT) nas
amostras coletadas no ponto 3 da praia do Lami.

Analisando-se as figuras 10, 11 e 12, pode-se observar que na praia

do Lami, os pontos 2 e 3 obtiveram o mesmo numero de detecgbes de

genomas virais: 8. No ponto 2, AdV foi detectado nas 6 amostras coletadas e

EV em 2. Este ponto apresentou, no més de novembro, a maior taxa de copias



32

gendmicas de EV por litro de amostra de todas as amostras coletadas neste
estudo: 4,9x10*. No més de fevereiro, foram detectadas 1,03x10* copias
gendmicas. A maior taxa de deteccdo de genomas de AdV ocorreu no més de
dezembro (9,04x10%), e a menor, no més de marco (1,5x10%). A presenca de
CT variou de 2 a 33 NMP/100mL neste ponto. A menor taxa ocorreu no més de
marco e a maior, em novembro.

No ponto 3 da praia do Lami houve 8 deteccdes de genomas virais.
Em 5 amostras foi detectada a presenca de genomas de AdV e em 3, a
presenca de genomas de EV. A maior taxa de detecgdo de AdV ocorreu no
més de janeiro (3,75x10% e a menor, no més de abril, no qual néo foi detectado
genoma de AdV, apenas EV. No més de abril foi detectada a maior taxa de
genoma de EV deste ponto: 1,91x10%.

Durante os meses avaliados ocorreu apenas um periodo de maior
precipitacdo de chuva, o que torna dificil avaliar a influéncia das chuvas sobre

os resultados obtidos.
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5. Discussao
As praias do Lami e de Ipanema sao importantes areas de lazer para

a populacédo da cidade de Porto Alegre. O lancamento inadequado de esgoto
nestas areas contribuiu para o comprometimento da qualidade da 4gua. Neste
estudo foi feita a detecgdo de genomas virais de origem fecal nas aguas destas
duas praias, a fim de comparar com os padrdes atuais de balneabilidade.

A qualidade da agua do lago Guaiba é monitorada durante os meses
de verdo pelo DMAE. A praia de Ipanema é considerada imprépria para banho
e a praia do Lami é monitorada semanalmente, através da andlise de trés
pontos ao longo da orla, nos quais sdo determinadas as concentracdes de
Escherichia coli (Bendati & Maizonave, 1997; DMAE 2011). O atual sistema de
classificacao (Resolugédo n°274/2000 do CONAMA) avalia apenas a quantidade
de bactérias do grupo coliformes termotolerantes ou E. coli e considera
improprias para banho dguas com mais de 2500 coliformes termotolerantes ou
2000 E. colipor 100 mL de amostra de agua coletada

Conforme a Resolugdo n°274/2000 do CONAMA, os resultados
encontrados no presente trabalho para a analise de CT indicaram que todos os
locais amostrados estavam proprios para banho e recreacao. Estes resultados
estdo de acordo com os divulgados pelo Departamento Municipal de Aguas e
Esgotos (DMAE, 2011), responsavel pelo monitoramento da qualidade das
aguas das praias de Porto Alegre. Embora as quantidades de CT tenham sido
baixas, a pesquisa de genomas de AdV e EV demonstrou alta positividade

(83,34%), 0 que demonstra a baixa correlagdo entre os micro-organismos
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utilizados como marcadores fecais e a presenca de virus potencialmente
infectantes, indicando a possibilidade de risco a saude publica, ja que estas
areas sao amplamente utilizadas pela populacéao para recreacao nos meses de
verdo. Nossos dados corroboram outros estudos, os quais também
demonstraram a falta de associacao entre as bactérias indicadoras fecais e a
contaminacao viral em amostras de agua superficial (Skraber et al, 2004,
Pusch et al, 2005, Carducci et a., 2008). As aguas para recreag¢ao nao sao
submetidas a tratamento e sdo consideradas aceitaveis para atividades
recreativas mesmo apresentando certos niveis de bactérias fecais, entretanto a
presenca de virus representa um problema para saude publica que ndo pode
ser desconsiderado (Vieira et al, 2012).

Genoma de AdV foi encontrado em maior frequéncia que de EV
entre as amostras analisadas, sendo detectado em 77,78% das amostras. Este
fato pode ser justificado pela sua maior resisténcia no ambiente por ser um
virus com genoma formado por DNA de dupla fita, o qual Ihe confere maior
estabilidade em condigcdes adversas (Wyn-dones et al, 2011), mas essa
variacao também se da conforme o local e amostras analisadas.

Em trabalho realizado em Porto Alegre — RS no Arroio Dilavio,
cérrego que desagua no lago Guaiba, por Vechia et al (2012), através da PCR
convencional, AdV foi detectado em 21,43% das amostras analisadas,
enquanto que EV foi detectado em 64,28% e Torque teno virus em 28,57% das
14 amostras coletadas. Um estudo feito em Floriandpolis, Brasil, por Rigotto et
al (2010), com 84 amostras de agua de diferentes fontes, coletadas entre 2007

e 2008, analisadas por métodos moleculares e por cultura celular integrada a
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PCR, em 64,2% das amostras foi detectado genoma de AdV, em 19%, de
Rotavirus e em 8,3%, de virus da hepatite A. O estudo de viabilidade viral
revelou que das amostras positivas para AdV, 88,8% eram infectantes. Em
pesquisa feita por Vieira et al (2012) na lagoa Rodrigo de Freitas, no Rio de
Janeiro — RJ, Brasil, na qual foram analisadas 144 amostras por técnicas
moleculares (QPCR e PCR convencional), AdV foi o virus com menor
prevaléncia (16,7%), enquanto que Rotavirus do grupo A foi o mais prevalente
(24,3%) seguido pelo Norovirus (18,8%). Outro estudo feito em Manaus, Brasil,
com agua de coérregos naturais revelou, através de PCR convencional, que,
das 52 amostras coletadas de 13 locais diferentes, 44,2% continham genoma
de Rotavirus, 30,8%, genoma de AdV, 15,4%, genoma de Astrovirus e 5,8%,
genoma de Norovirus (Miagostovich et al, 2008).

No trabalho realizado por Aslan et al (2011) nos Grandes Lagos, na
regiao de Chicago (EUA), AdV foi predominante em relacdo a EV, estando
presente em 36% das amostras analisadas, contra 20% de EV. As amostras
foram analisadas através de gPCR. Choi et al (2005) avaliaram os rios Los
Angeles e San Gabriel no sul da Califérnia (EUA). Foram coletadas 144
amostras por um periodo de um ano. Através de PCR real time, em 17% das
amostras foi detectado AdV e em 7% foi detectado EV. Neste estudo foi feito,
ainda, a cultura de células, utilizando linhagens de tecido humano HEK-293A e
A549, para avaliacao da relacao entre as técnicas moleculares e a infectividade
dos genomas de Adv. Nenhuma das amostras positivas por PCR real time
apresentaram desenvolvimento na cultura celular, o que demonstra que os Adv

detectados por técnicas moleculares podem ser nao-infecciosos.
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Em um estudo feito no Japao por Haramoto et al (2010) com 18
amostras do rio Tamagawa, AdV do tipo 40 e 41 foi detectado em maior
frequéncia, em 61,1% das amostras, seguido pelo virus JC, em 11,1% e
Torque teno virus, encontrado em 5,6% das amostras. Neste estudo nenhuma
amostra foi positiva para virus BK. Para analise das amostras foi utilizada a
técnica de PCR quantitativo.

Wyn-Jones et al (2011) avaliaram diversos lagos na Europa e
encontraram AdV em 36,4% das amostras de agua doce e em 27,4% das
amostras de agua salgada. Norovirus foi encontrado com menor frequéncia nas
amostras de agua doce, em apenas 6,3%, enquanto que, nas amostras de
agua salgada, foi encontrado em 16,4%. As amostras foram analisadas através
da técnica de PCR real time.

Com relacao aos resultados de CT, o més de janeiro foi o de maior
discrepancia entre os nossos resultados e os resultados divulgados pelo
DMAE. Uma causa para estas divergéncias pode as provaveis diferengas nos
pontos de coleta das amostras, ja que o DMAE néo divulga a localizacao exata
dos seus pontos de coleta. A pouca profundidade na qual as coletas foram
realizadas (aproximadamente 30 cm) também pode ser uma das causas da
variabilidade nas contagens encontradas nos diferentes pontos amostrados.
Nas margens do rio, a circulacdo das aguas ocorre com menor intensidade,
provavelmente ocasionando diferencas nas populacdes microbianas (Bendati
et al, 2000), porém é importante a analise nestes pontos, pois € onde ocorre a

maior concentracao de banhistas.
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Em pontos préximos de desague de arroios é esperado que a carga
microbiana seja maior, devido a elevada estagnacdo e dificuldades de
renovacao deste tipo de formacao. Na praia de Ipanema, pr6ximo ao ponto de
coleta 3, ha o desague do Arroio Capivara. Este ponto foi o de maior nimero
de deteccbes de AdV, talvez provenientes da agua do arroio, o qual € um dos
arroios mais poluidos que desaguam no lago Guaiba (Bendati et al, 2000). Na
praia do Lami, ha o desague do Arroio Lami, que ocorre préximo ao ponto de
coleta 1. Este ponto foi o que apresentou menor nimero de deteccdes virais da
praia do Lami, demonstrando um efeito contrario ao observado na praia de
Ipanema. Provavelmente o Arroio Lami ndo estd recebendo cargas de
poluentes como o Arroio Capivara.

Estudo feito por Bendati et al em 2000, demonstrou que as aguas a
montante do rio sdo as mais poluidas, pois recebem aguas de rios altamente
poluidos, como o rio dos Sinos e o Gravatai, e que a jusante do rio a qualidade
da agua melhora muito. Sendo assim, espera-se que as aguas da praia do
Lami sejam de melhor qualidade que as aguas da praia de Ipanema, porém, os
resultados virolégicos apresentados aqui demonstram que as duas praias estao
igualmente contaminadas. Desde 1997 algumas melhorias foram feitas pela
Prefeitura de Porto Alegre com o objetivo de aumentar a qualidade da agua do
lago Guaiba, como construcdo de novas estacdes de tratamento de esgoto e
melhora na qualidade dos rios que desembocam no lago Guaiba, € mesmo
assim, foram detectadas grandes concentracbes de genomas virais em suas

aguas.
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Sabe-se que o excesso de chuvas pode causar a mobilizacdo de
patdégenos, aumentar a sua penetragdo no solo e seu transporte até rios, aguas
superficiais e pocos. Por outro lado, longos periodos de clima seco reduzem o
volume da correnteza dos rios, o que pode aumentar a concentracdo de
patégenos (Cann et al, 2013). Sendo assim, dados meteorolégicos foram
avaliados com a finalidade de verificar a relagdo entre a quantidade de chuva
no periodo que antecedeu as coletas e os resultados microbioldgicos obtidos.
Infelizmente, durante o periodo avaliado, ocorreu apenas um pico de
precipitacdo, o que torna dificil a avaliacdo da influéncia da chuva sobre os
locais avaliados.

Como mostrado neste estudo preliminar, apesar da concentragao de
coliformes termotolerantes encontrar-se dentro dos limites aceitaveis pela
legislacdo vigente, a presenca de genomas virais contaminando a agua
representa um risco potencial de infeccbes para pessoas que a utilizam para
recreagdo ou mesmo para abastecimento.

Vale ressaltar que este € o primeiro estudo de deteccao viral nas
aguas do rio Guaiba em Porto Alegre — RS (Brasil). De acordo com os
resultados obtidos, a detecgéo viral deveria ser considerada para avaliacdo da
qualidade da agua para recreacao, tendo em vista o risco a saude que estes
micro-organismos representam. Entretanto deve-se considerar que a PCR
detecta apenas material genético, nao possibilitando distinguir virus infecciosos
e fragmentos de material genético, sendo necessarios futuros estudos para

avaliar a infectividade dos virus detectados neste trabalho.
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6. Conclusoes
Este estudo demonstrou a presenca de Adenovirus e Enterovirus em

amostras de aguas qualificadas como préprias para recreacdo, de acordo com
o critério de classificagdo baseado na quantificacdo de bactérias de origem
fecal. Os resultados deste trabalho evidenciam a importancia da inclusdo de
indicadores virais na classificacdo das aguas de recreacdo, porém, ha
necessidade de futuros estudos para avaliacdo da infectividade viral e do risco

associado ao uso dessas areas pela populagao.
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indice de NMP e de limites de confianca de 95% para varias combinagbes de
resultados positivos quando cinco tubos s&o utilizados por diluigdo (10mL, 1,0mL,
0,1mL) (Rice et al, 2012).

Combinacao | nuip/10omL Himites Combinacao | \yusp/100m1 Himites
de positivos Inferior Superior de positivos Inferior Superior
0-0-0 <18 - 6,8 4-0-3 25 9,8 70
0-0-1 1,8 0,09 6,8 4-1-0 17 6,0 40
0-1-0 1,8 0,09 6,9 4-11 21 6,8 42
0-1-1 3,6 0,7 10 4-1-2 26 9,8 70
0-2-0 3,7 0,7 10 4-1-3 31 10 70
0-2-1 55 1.8 15 4-2-0 22 6,8 50
0-3-0 5,6 1,8 15 4-2-1 26 9,8 70
1-0-0 2,0 0,10 10 4-2-2 32 10 70
1-0-1 4,0 0,7 10 4-2-3 38 14 100
1-0-2 6,0 1,8 15 4-3-0 27 9,9 70
1-1-0 4,0 0,71 12 4-3-1 33 10 70
1-1-1 6,1 1,8 15 4-3-2 39 14 100
1-1-2 8,1 3,4 22 4-4-0 34 14 100
1-2-0 6,1 1,8 15 4-4-1 40 14 100
1-2-1 8,2 3,4 22 4-4-2 47 15 120
1-3-0 8,3 3,4 22 4-5-0 41 14 100
1-3-1 10 3,5 22 4-5-1 48 15 120
1-4-0 10 3,5 22 5-0-0 23 6,8 70
2-0-0 4,5 0,79 15 5-0-1 31 10 70
2-0-1 6,8 1,8 15 5-0-2 43 14 100
2-0-2 9,1 3,4 22 5-0-3 58 22 150
2-1-0 6,8 1,8 17 5-1-0 33 10 100
2-1-1 9,2 3,4 22 5-1-1 46 14 120
2-1-2 12 4,1 26 5-1-2 63 22 150
2-2-0 9,3 3,4 22 5-1-3 84 34 220
2-2-1 12 4,1 26 5-2-0 49 15 150
2-2-2 14 5,9 36 5-2-1 70 22 170
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Combinacao | uip/100mL Himies Combinacao | \yusp/100m1 Himites
de positivos Inferior Superior de positivos Inferior Superior

2-3-0 12 4,1 26 5-2-2 94 34 230
2-3-1 14 59 36 5-2-3 120 36 250
2-4-0 15 59 36 5-2-4 150 58 400
3-0-0 7,8 2,1 22 5-3-0 79 22 220
3-0-1 11 3,5 23 5-3-1 110 34 250
3-0-2 13 5,6 35 5-3-2 140 52 400
3-1-0 11 3,5 26 5-3-3 170 70 400
3-1-1 14 5,6 36 5-3-4 210 70 400
3-1-2 17 6,0 36 5-4-0 130 36 400
3-2-0 14 5,7 36 5-4-1 170 58 400
3-2-1 17 6,8 40 5-4-2 220 70 440
3-2-2 20 6,8 40 5-4-3 280 100 710
3-3-0 17 6,8 40 5-4-4 350 100 710
3-3-1 21 6,8 40 5-4-5 430 150 1100
3-3-2 24 9,8 70 5-5-0 240 70 710
3-4-0 21 6,8 40 5-5-1 350 100 1100
3-4-1 24 9,8 70 5-5-2 540 150 1700
3-5-0 25 9,8 70 5-5-3 920 220 2600
4-0-0 13 4,1 35 5-5-4 1600 400 4600
4-0-1 17 59 36 5-5-5 >1600 700 -
4-0-2 21 6,8 40




