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RESUMO

O presente estudo foi realizado na represa de Vargem das Flores, um reservatdrio de abastecimento de agua
para os municipios de Betim, Contagem e Belo Horizonte, constituintes da regido metropolitana dessa Gltima
cidade e capital do estado de Minas Gerais, Brasil, sendo um contribuinte para a sub-bacia do Rio Paraopeba
que, por sua vez, pertence a Bacia Federal do Rio Sdo Francisco. A escolha da represa Vargem das Flores se
deu devido aos usos maltiplos desse reservatério, que sdo basicamente o abastecimento publico e uso para a
recreacdo. Foram avaliadas as condicGes de qualidade da agua atraves da pesquisa dos oocistos de
Cryptosporidium spp. e de cistos de Giardia spp., protozoarios de transmissao hidrica que denotam grande
perigo a saude publica, e também das bactérias Escherichia coli e Enterococcus spp. O presente trabalho teve
como principal objetivo avaliar as concentragdes de contaminagdo fecal na represa e verificar a existéncia de
correlacdo entre os indicadores bioldgicos E. coli, Enterococcus spp. com a ocorréncia de Cryptosporidium
spp. e Giardia spp. Os estudos realizados nessa represa apontaram para uma correlagdo muito fraca entre as
bactérias e os protozoarios, de forma que essas nao se mostraram boas indicadoras na previsibilidade de
ocorréncia do Cryptosporidium e da Giardia. Em relagdo as concentragdes de E. coli e Enterococcus spp., a
estacdo 3 foi a mais poluida, e a estagdo 1 foi a que apresentou melhor qualidade microbiol6gica da agua
tendo em vista esses parametros.

PALAVRAS-CHAVE: Cryptosporidium e Giardia, qualidade da dgua, manancial, abastecimento de agua,
indicadores de contaminac&o fecal.

INTRODUCAO

Os protozoarios Cryptosporidium e Giardia sdo os causadores, respectivamente, da criptosporidiose e da
giardiose. O Cryptosporidium vem sendo relatado na literatura como “patdgeno emergente”. Juntos,
Cryptosporidium e Giardia tém significado grande impacto ao saneamento e gerado agravos a salde publica.

Esses protozoarios vém sendo relacionados com maior frequéncia a surtos de doengas de veiculagdo hidrica, e
a maior parte desses eventos estd associada ao consumo de &gua superficial ndo filtrada ou desinfetada de
forma inadequada.
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Um dos maiores problemas enfrentados para erradicacdo da criptosporidiose e da giardiose € a escassez de
dados sobre a real ocorréncia desses microrganismos nos mananciais de abastecimento publico. Isso ocorre
devido as dificuldades de implementacdo de métodos de analise para detecgdo do Cryptosporidium e da
Giardia em amostras de 4gua. Em vista disso, para se garantir a seguranca microbioldgica das &guas para
consumo humano, é necessario o emprego de organismos que apresentem alguma correlagcdo com a ocorréncia
desses protozoarios e possam ser utilizados como possivel pardmetro substituto. Portanto, além do papel que
exercem como indicadores de contaminacéo fecal, foi avaliada a existéncia de associacéo entre as bactérias E.
coli e Enterococcus spp. e 0s protozodrios Cryptosporidium spp. e Giardia spp.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as concentracdes de contaminacdo fecal de um
manancial destinado ao abastecimento publico — Vargem das Flores — e verificar a existéncia de correlagdo
entre os indicadores bioldgicos E. coli, Enterococcus spp. com a ocorréncia de (0o)cistos de Cryptosporidium
spp. e de Giardia spp.

MATERIAIS E METODOS
CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

A represa de Vargem das Flores foi inaugurada em 1972, e esta situada nas coordenadas geogréficas 19° 53'
44,99" S e 44° 09' 01,56" W — coordenadas referentes a captagdo de agua da ETA — (Figura 1) na parte
sudoeste da regido metropolitana de Belo Horizonte, dentro da bacia de drenagem do Rio Paraopeba, e
abastece as cidades de Contagem, Betim, Belo Horizonte, Ribeirdo das Neves, Vespasiano, Pedro Leopoldo,
Ibirité e Santa Luzia.

A escolha do reservatorio de Vargem das Flores para a pesquisa da ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium
spp., de cistos de Giardia spp. e das espécies E. coli e Enterococcus spp., se deu devido a sua importancia
como manancial componente do abastecimento de agua da regido metropolitana de Belo Horizonte, das
condi¢des de poluicdo devida aos usos multiplos desse reservatério e da escassez de informacGes sobre a
ocorréncia desses protozoarios nessa fonte de agua.

DEFINICAO DOS PONTOS DE COLETA

Foram definidas quatro estacGes para a realizacdo das coletas — estagdes 1, 2, 3 e 4 (que serdo descritas a
seguir) —, devido ao seu significado sanitério (pois essas estagdes sdo caracterizadas por uma densa ocupacao
e pela prética de atividades recreacionais) e questdes de logistica nas coletas (por serem as mesmas estaces
monitoradas pela Copasa).

A caracterizacio da area de estudo foi feita com o auxilio de um barco motorizado (Tohatsu — 18). A medida
que as estacOes de coleta foram percorridas, 0s pontos foram delimitados por um Sistema de Posicionamento
Global (GPS), da marca Garmin, modelo eTrex Legend. Apoés isso, as coordenadas foram lancadas e marcadas
na propria fotografia (satélite) do manancial, através do site http://earth.google.com. A Figura 1 mostra o
posicionamento das estaces de monitoramento na represa.
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Figura 1: Imagem satélite do manancial Vargem das Flores com a localizacdo das estacdes de coleta
monitoradas na presente pesquisa. Modificado de: <www.earth.google.com>. Acesso em: 5 jan. 2008).

As coordenadas, assim como a descri¢do das estacfes de coleta sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Descricdo e marcacdo dos locais de coletas.
Local Descrigdo Marcacéo dos pontos com GPS
Estacdo 1  Estagdo mais profunda, localizada junto a torre de  19° 55.056’ S e 44° 09.933’ W
tomada d’agua da ETA
Estacdo 2  Encontro dos dois bragos principais da represa 19°54.398’ S e 44° 09.322' W
Estacido 3  Ponto de afluéncia do corrego Agua Suja 19°53.701° Se 44° 09.421° W
Estacdo 4  Ponto de afluéncia do ribeirdo Betim 19°53.679’ Se 44° 08.892° W

PROCEDIMENTOS DE COLETA E METODOS DE ANALISE

Para a realizacdo das coletas para andlise dos protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp., galGes
plasticos com capacidade para 10 L foram previamente lavados com Extran diluido e esterilizados por calor
Umido (121°C a 1,5 atmosfera por 5 minutos) em autoclave, ap6s isso foram ambientados, com 50 mL de
solucdo tampéo fosfato com Tween 20 a 1%, por agitacdo manual por trés vezes. A secagem dos galBes
ocorreu a temperatura ambiente com prévia vedacdo do gargalo.

A coleta da agua foi feita com auxilio da garrafa coletora de VVan Dorn, sempre na profundidade de extingao
do disco de Secchi, utilizada para avaliar a extensdo da zona eufética. O monitoramento para 0s protozoarios
foi realizado somente na profundidade de extin¢éo do disco de Secchi devido ao significado limnoldgico desta
profundidade; além disso, havia maior variedade de dados de outros pardmetros da qualidade da &gua —
fitoplancton, zooplacton e clorofila — neste ponto. Ademais, o elevado custo das analises inviabilizaria a
pesquisa economicamente, caso fossem analisadas amostras de todas as profundidades — superficie, secchi,
5m, 10m (no caso da estacgdo 1) e fundo.

As técnicas de coleta, preservacdo e transporte das amostras bacterioldgicas (E. coli e Enterococcus spp.)
foram baseadas no Standard Methods for the Examination of Water and Wasterwater (APHA, 2005).

A Tabela 2 apresenta todos os locais, parametros, frequéncias e métodos utilizados no monitoramento da
represa de Vargem das Flores entre dezembro de 2007 a novembro de 2008. As analises foram realizadas no
Laboratorio Central da COPASA (Belo Horizonte — MG).
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Tabela 2: Localizacdo, parametros, frequéncia e métodos utilizados para o monitoramento da represa
de Vargem das Flores, MG, no periodo de dezembro de 2007 a novembro de 2008.

Local Pontos Parametro Frequéncia Meétodo e Referéncia
Superficie, Secchi, 5m, E. coli mensal Teste substrato enzimatico segundo
*10 m, Fundo APHA (2005), se¢do 9223B
EstacOes Superficie, Secchi, 5m, Enterococcus spp. mensal Técnica substrato  definido, de
*10 m, Fundo acordo com ASTM (2005), D6503-
99.
Secchi Cryptosporidium  mensal Método 1623 (USEPA, 2005)
spp.
Secchi Giardia spp. mensal Método 1623 (USEPA, 2005)

*10 m, profundidade coletada apenas na estagdo 1.

Em campo, durante a coleta das amostras, foram registradas a data, horéario, condi¢des do tempo, temperatura
do ambiente e das amostras. As amostras foram mantidas sob refrigeracdo a <10 C° até o0 momento das
andlises, sendo estas realizadas dentro de 24h, no méximo, apos as coletas.

DETERMINACAO DOS (OO)CISTOS DE Cryptosporidium spp. E DE Giardia spp.

A identificacdo e quantificacdo de (oo)cistos de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. foram realizadas de
acordo com o Método 1623 (USEPA, 2005). As etapas, materiais e reagentes utilizados no método 1623 estdo
resumidos na Tabela 3, entretanto recomenda-se enfaticamente a consulta & descri¢do original da EPA para
que o procedimento de analise seja devidamente seguido.
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Tabela 3: Resumo do material e métodos de analise das amostras de 4gua para pesquisa de (oo)cistos de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. pelo método 1623 (adaptado de USEPA, 2005).

Etapa

Material

Reagentes

Coleta

Galbes plasticos com capacidade para 10
L; autoclave; recipientes de plasticos c/
capacidade para 8 L; garrafa coletora de
Van Dorn; disco de Secchi

Solugéo de Tampédo Fosfato ¢/ Tween 20
— 1% concentrada, pH 7,4 (PBST 1%);
extran diluido

Filtracdo

Mobdulos de filtro em espuma de
porosidade 1 um (Sistema Filta-Max —
IDEXX/EUA); bomba peristaltica
(Modelo: R60 DZzZ71D4 /Fabricante:
Sew/Brasil)

Solugdo de Tampdo Fosfato ¢/ Tween
20 - 1% concentrada, pH 7,4
PBST 1%

Eluicdo

Chave Allen 4 mm; Stomacher (Modelo:
MK1204/ Fabricante: Boitton/Brasil);
bolsa plastica (Nasco Whirl-Pak)

Solucdo de Tampao Fosfato ¢/ Tween 20
— 1% concentrada, pH 7,4PBST 1%

Concentracéo

Purificacéo -—
Separacao
Imunomagnética —
Sistema
Dynal/Biobeads

Detecgéo e
quantificacéo —
Imunofluorescéncia e
coloracdo com DAPI

Béquer; tubos conicos de centrifuga de
250 e 50 mL; balanca digital; centrifuga
(Modelo:  CT  6000D/  Fabricante:
Cientec/Brasil) com aceleragdo de 1500 g
correspondente neste modelo a 2700 rpm
— por 15 minutos ; aparato para succao a
vacuo; pipeta de Pasteur; vortex (Modelo:
MS1 Minishaker / Fabricante IKA)

Tubo de lado chato (Leigthon); kit Dynal
(Oslo/Noruega); agitador rotativo
(Homogeneizador sanguineo — Modelo:
AP22 [Fabricante: Phoenix) a 18 rpm por
1 hora; pipeta de Pasteur; concentradores
magnéticos MPC-1 e MPC-M — Magnetic
Particle Concentrator; tubos Eppendorf de
1,5 mL; banho seco (Fabricante: Quimis)
Lamina com 3 pocos; laminula Perfecta
24 x 60 mm; pipeta de Pasteur; *camara
Umida; microscépio (Kit Merifluor/EUA)
— Coloracdo  DAPI/Sigma  (4’,6-
diamidino-2-fenilindol) — Contraste de
Interferéncia Diferencial (CID) — (Modelo
do microscopio: DMLB/ Fabricante:
Leica/Alemanha; com filtro UV -
ultravioleta —, DIC - Contraste de
Interferéncia Diferencial - e
epifluorescéncia);

Solucdo de Tampéo Fosfato ¢/ Tween
20 — 1% concentrada, pH 7,4 PBST
1%

Solucdo de Tampéo Fosfato ¢/ Tween 20
— 1% concentrada, pH 7,4PBST 1%;
agua destilada; reagentes de separacdo
imunomagnética  (Crypto-Combo e
Giardia-Combo), solucdo tampéo-A 10x
e 1x concentrada e tampdo-B 10x
concentrada (Kit Dynabeads GC-Combo
— Oslo/Noruega)

Solucdo de Tampdo Fosfato sem Tween
20 — 1% concentrada, pH 7,4 (PBS 1%) e
PBST 1%, Solucéo de Tampdo Fosfato c/
Tween 20 — 1% concentrada, pH 7,4;
controles positivo e negativo, reagente de
deteccdo (anticorpo  anti-Crypto/anti-
Giardia marcado com fluorescéncia —

FITC), contra-corante, meio  de
montagem (glicerol) (Kit
Merifluor/EUA); corante DAPI/Sigma

(4’, 6-diamidino-2-fenilindol); metanol
absoluto

*camara Umida, composta por um vasilhame de plastico forrado por filtros de papel (diametro de 12,5 cm) levemente
umedecidos com &gua destilada, e incubada a temperatura ambiente, em local escuro.

O método 1623 — para quantificacdo de Cryptosporidium e Giardia em agua através da filtragdo, separacédo
imunomagnética (IMS)e imunofluorescéncia direta — foi preconizado para a determinagdo desses protozoarios
em amostras de agua bruta ou tratada. A confirmacéo de Cryptosporidium e Giardia é feita pelo corante DAPI
(4’, 6’-diamidino-2-fenilindol) e pelo CID (microscopia de contraste de interferéncia diferencial).

ANALISE DOS RESULTADOS

Para avaliar a concentracdo de E. coli e Enterococcus spp., 0s dados foram comparados em todas as
profundidades fazendo uso do teste Kruskal-Wallis (teste ndo-paramétrico), no qual foi adotado o nivel de
significancia de 5%. A escolha do teste foi devida ao fato de ndo se ter niumero de dados suficientes para
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determinar o tipo de distribuicdo. O teste Kruskal-Wallis também foi utilizado para melhor comparar as
diferencas entre as estacGes em cada profundidade separadamente.

O teste de Spearman foi utilizado para a avaliacdo da correlacdo entre os (oo)cistos de Cryptosporidium spp. e
de Giardia spp. e dos parametros (E. coli e Enterococcus spp.), em cada estacdo de coleta da represa de
Vargem da Flores na profundidade do disco de Secchi.

RESULTADOS E DISCUSSAO

AVALIACAO COMPARATIVA DOS INDICADORES BIOLOGICOS NAS PROFUNDIDADES DE
TODAS AS ESTACOES MONITORADAS

E. coli

As Figuras enumeradas de 2 a 5 referem-se as concentragdes da bactéria E. coli em cada profundidade
separadamente, em todas as estagdes monitoradas. A Tabela 4 apresenta os valores de p ao nivel de
significancia de 5%.

Primeiramente sdo apresentados todos os graficos “box-whisker” juntamente com a tabela, e posteriormente é
feita a discussdo conjunta dos resultados.
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Figura 2: Gréfico “box-whisker” das concentragdes de E. coli (NMP/100 mL) no periodo de
dezembro de 2007 a novembro de 2008, verificadas na superficie das estacbes 1, 2, 3e 4 (E1, E2, E3
e E4), da represa de Vargem das Flores — MG.
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Figura 3: Grafico “box-whisker” das concentraces de E. coli (NMP/100 mL) no periodo de
dezembro de 2007 a novembro de 2008, verificadas na profundidade de extin¢ao do disco de Secchi
em E1, E2, E3 e E4, da represa de Vargem das Flores — MG.
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Figura 4: Gréfico “box-whisker” das concentracdes de E. coli (NMP/100 mL) no periodo de
dezembro de 2007 a novembro de 2008, verificadas na profundidade de 5m em E1, E2, E3 e E4, da
represa de Vargem das Flores - MG.
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Figura 5: Grafico “box-whisker” das concentraces de E. coli (NMP/100 mL) no periodo de

dezembro de 2007 a novembro de 2008, verificadas no fundo de E1, E2, E3 e E4, da represa de
Vargem das Flores - MG.

Tabela 4: Valores de p ao nivel de significancia de 5% (Kruskal-Wallis) das concentracdes de E.
coli nas distintas profundidades em todas as estacfes monitoradas.
E. coli em cada profundidade (E1 x E2 x E3 x E4)

Profundidade Valor de p Diferencas
Superficie 0,012 E1xE3
Secchi 0,001; 0,048 E1xE3; E2 X E3
5m 0,002 E1xE3
Fundo 0,005 E1xE3

Ao observar os graficos “box-whisker” percebe-se maior variabilidade das concentragcdes de E. coli na
estacdo 3, em todas as profundidades monitoradas. Esta estacdo apresentou diferencas significativas quando
comparada com a estacdo 1 na superficie, Secchi, 5 m e fundo e quando comparada com a estacdo 2 mostrou
diferencas significativas apenas na profundidade de Secchi, como evidenciado na Tabela 4.

De acordo com Souza (2003), um dos problemas potenciais da qualidade da 4gua de Vargem das Flores,
decorrentes do processo de ocupacdo da bacia, é a contaminacdo com bactérias do grupo Coliformes. A
estacdo 3 tem uma vasta ocupagdo o que, juntamente com a intrusdo pontual de esgotos através do tributério
Agua Suja, justifica a quantidade superior de E. coli nessa estacdo quando comparada com as estagdes 1 e 2,
que estdo localizadas mais a jusante e possuem menor ocupacgao urbana.

A estacdo 4 apresentou medianas ligeiramente menores das concentra¢fes de E. coli do que a estacdo 3.
Embora essa estagdo também receba influéncia dos corregos tributérios, principalmente do ribeirdo Betim, a
estagdo 4 possui valores de profundidade da coluna d’agua superiores a estagdo 3, 0 que proporciona uma
diluicdo mais eficiente dos poluentes afluentes a esse local, o que contribuiu para que nenhuma diferenca
significativa, ao nivel de significancia de 5%, das concentracdes de E. coli entre a estacdo 4 e as demais foi
verificada. Além disso, a reversdo de esgotos afluentes ao ribeirdo Betim para outra bacia, iniciada em 1998,
pode ter contribuido para a reducdo da carga de esgotos domésticos e consequente reducdo da carga fecal
afluente a estacéo 4.

Vieira et al. (2004) fizeram um estudo de avaliacdo da qualidade da 4gua de VVargem das Flores para o padrao
de balneabilidade. Ao final do periodo de monitoramento, os autores concluiram a inadequagdo da agua do
manancial para o padrdo de balneabilidade em vérios pontos da represa de acordo com as concentragdes dos
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pardmetros microbiolégicos analisados: coliformes termotolerantes e E. coli — Resolugdo CONAMA n° 274 /
2000. Dentre esses pontos caracterizados como improprios estéo o corrego Agua Suja e a cabeceira da represa
no sentido Contagem. Este ponto representou, na presente pesquisa, o encontro dos afluentes vindos da
cabeceira e estdo mais proximos as estagdes 3 e 4.

Enterococcus spp.

Conforme apresentado na Tabela 5, ndo houve diferenca significativa entre as concentracGes de Enterococcus
spp., ao nivel de significancia de 5%, entre as distintas profundidades nas estagdes monitoradas, portanto os
graficos “box-whisker” ndo séo apresentados.

Tabela 5: Valores de p ao nivel de significancia de 5% (Kruskal-Wallis) das concentragdes de
Enterococcus spp. nas distintas profundidades em todas as esta¢gdes monitoradas.
Enterococcus spp. cada profundidade (E1 x E2 x E3 x E4)

Profundidade Valor de p Diferencas
Superficie 0,555 Nenhuma
Secchi 0,494 Nenhuma
5m 0,313 Nenhuma
Fundo 0,496 Nenhuma

Além de nado terem sido verificadas diferengas nas concentragdes de Enterococcus spp. entre as estacOes
monitoradas, as medianas foram relativamente baixas, o que pode ser atribuido ao fato dessa bactéria estar
presente em menor quantidade do que os coliformes termotolerantes e E. coli em fezes humanas
(STANDRIDGE, 2008; STEVENS et al., 2003).

CORRELAGOES ENTRE PROTOZOARIOS E BACTERIAS

Na Tabela 6 estdo apresentadas as correlagGes obtidas entre os protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia e
0s pardmetros E. coli e Enterococcus spp. em todas as esta¢cdes monitoradas.

Tabela 6: Matriz de correlagdo, segundo Spearman, dos valores de turbidez (uT), (oo)cistos (n°/L),
E. coli e Enterococcus spp. (NMP/100mL) no periodo de dezembro de 2007 a novembro de 2008, na
represa de Vargem das Flores — MG.

E Cryptosporidiume  Cryptosporidium e Giardia e Giardia e
E. coli Enterococcus spp. E. coli Enterococcus spp.
1 0,315 0,703 0,472 0,780
2 -0,093 0,379 0,214 0,272
3 0,305 0,397 0,258 -0,005
4 0,100 0,275 -0,028 -0,173

E — Estacéo de coleta.

A correlagdo obtida entre as variaveis Cryptosporidium spp. e E. coli foi muito fraca em todas as esta¢Oes
monitoradas — Tabela 6. Portanto, a E. coli ndo se comportou como um indicador adequado da presenca deste
protozoario na presente pesquisa. Em relacdo a correlacdo entre Giardia spp. e E. coli, houve correlagdo
moderada apenas na estacéo 1.

Quanto aos Enterococcus spp., houve correlacdo alta com o Cryptosporidium spp. e com a Giardia spp. na
estacdo 1 (numeros em vermelho na Tabela 6), contudo nas demais estacdes a correlacdo dessa bactéria com
0s protozodarios mostrou-se fraca.

Em relagdo as estacOes 2, 3 e 4, as bactérias e 0s protozodrios apresentaram correlacéo fraca. Uma possivel
explicacdo para tal fato, seria que, embora Cryptosporidium, Giardia, E. coli e coliformes totais tenham sua
principal origem nas fezes humanas e animais e sdo supostamente e equanimente diluidos quando afluem ao
corpo d’agua, esses patdgenos entéricos e indicadores fecais podem apresentar diferentes taxas de
sobrevivéncia e sedimentacdo. Enquanto a infecciosidade de (oo)cistos é influenciada por varios fatores
ambientais, inclusive temperatura, umidade, predacdo e exposi¢cdo a radiacdo ultravioleta, (oo)cistos sdo
conhecidos por sua capacidade de sobreviver meses na agua quando comparados com bactérias de indicacéo
fecal, que morrem mais rapidamente do que os protozodarios (KEELEY & FAUKNER, 2008).
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Segundo Nieminski et al. (2008), assim como a turbidez, a E. coli ndo é um indicador confidvel da presenca
de Cryptosporidium. As andlises realizadas pelos autores indicaram que os niveis de previsibilidade da
ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium regulamentados para sistemas que abastecem mais de 10.000
pessoas — de E. coli > 10/100 mL em mananciais Iénticos e E. coli > 50/100 mL em mananciais l6ticos —, ndo
representam aumento na ocorréncia de Cryptosporidium conforme preconizado pela LT2ESWTR (USEPA,
2006).

CONCLUSOES
Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:
A estacdo 1 apresentou agua de melhor qualidade do que as demais estacBes (2, 3 e 4 ), sendo que a maior

concentracdo de E. coli foi verificada na estacdo 3, o que indica uma agua de pior qualidade neste local em
relagdo a esse pardmetro.

Os parametros E. coli e Enterococcus spp. apresentaram correlagcdo muita fraca com a presenga dos (00)cistos
de Cryptosporidium spp. e de Giardia spp. e, portanto, de acordo com essa pesquisa, se mostraram pobres
como indicadores da ocorréncia desses protozoarios na fonte.
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