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RESUMO

O abastecimento de 4&gua do municipio de Ivoti provém unicamente de origem subterranea.
A potabilidade da &4gua subterranea do municipio foi avaliada atraves da anélise de marcadores
bacterianos (Escherichia coli e coliformes totais) e virais (adenovirus, enterovirus e rotavirus)
de contaminacdo. Vinte e sete amostras de agua provenientes de pogos artesianos, pocos
cavados e fontes foram coletadas entre fevereiro e abril de 2011. A determinacdo do nimero
mais provavel (NMP) de E. coli e coliformes totais em 100 mL foi realizada pelo método dos
tubos maltiplos. Os marcadores virais foram analisados em aliquotas de 500 mL por rea¢do em
cadeia da polimerase (PCR). Coliformes totais foram encontrados em 66,6% das amostras. A
contaminacdo encontrada para coliformes termotolerantes foi de 25,9%, 40,7% para adenovirus
e 22,2% para rotavirus. Nenhuma amostra apresentou enterovirus. A presenca de coliformes e
de virus nas amostras indica contaminacdo fecal da agua subterranea no local de estudo, situado
na porcao aflorante do Aquifero Guarani e alerta para a necessidade de precaucdo quanto ao
uso destes mananciais para abastecimento publico, captagdo individual e cultivo de hortalicas.

Palavras-chave: adenovirus, Escherichia coli, enterovirus, rotavirus.

Viral and bacterial contamination in groundwater from the Guarani
Aquifer’s recharge area, Ivoti municipality, RS

ABSTRACT

The water supply of the municipality of Ivoti comes solely from an underground source.
The potability of groundwater in the municipality was evaluated by analyzing bacterial
(Escherichia coli and total coliforms) and viral (adenovirus, enterovirus and rotavirus) markers
for contamination. Twenty-seven water samples from artesian wells, dug wells and springs were
collected between February and April 2011. The determination of the most probable number
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(MPN) of E. coli and total coliforms in 100 mL was performed by the multiple-tube method.
Viral markers were analyzed in 500 mL aliquots by polymerase chain reaction (PCR). Total
coliforms were found in 66.6% of samples. Contamination found for E. coli was 25.9%, 40.7%
for adenovirus and 22.2% for rotavirus. Enterovirus was not found. The presence of coliform
bacteria and viruses in the samples indicates fecal contamination of groundwater at the study
site, located in the recharge portion of the Guarani Aquifer and suggests the need of caution
regarding the use of these water sources for public water supply, individual water catchment
and farming.

Keywords: adenovirus, enterovirus, Escherichia coli, rotavirus.

1. INTRODUCAO

O municipio de Ivoti (RS), com populacdo de 19.877 habitantes (IBGE, 2011) e com
abastecimento de agua de origem unicamente subterranea, esta localizado sobre a por¢édo
aflorante do Sistema Aquifero Guarani (SAG). O SAG ¢ a principal reserva de agua doce da
Ameérica do Sul, estendendo-se por territdrios uruguaios (3,8%), paraguaios (6,1%), argentinos
(19,1%) e brasileiros (71%) (OEA, 2009). As areas de afloramento do aquifero, onde a 4gua
das chuvas se infiltra para as camadas profundas do solo, representam regides onde o aquifero
se encontra mais vulneravel a contaminagdo, uma vez que os solos mais permeaveis tém baixa
capacidade de reter poluentes (IPT, 2011). Estudos anteriores apontaram uma discrepancia
entre a demanda e a oferta, com evidentes impactos sobre da disponibilidade hidrica do
Aquifero nesta localidade (Coelho et al., 2004). Ainda, a inadequada ocupacao do solo e manejo
de poluentes podem comprometer a qualidade da &gua subterranea (Gomes, 2008). A soma dos
riscos de sustentabilidade pode vir a inviabilizar a utilizacdo futura das captacdes subterraneas
do aquifero (Heine et al., 2011).

Problemas de disponibilidade e a proposta da companhia de abastecimento de buscar como
alternativa fontes de agua superficial para abastecer o municipio provocaram protestos da
populacdo e a recente municipalizacdo do sistema. A escassez de agua superficial e crescentes
conflitos sobre seu uso, aliados a dificuldade de obtencdo de dgua doce de outras fontes, tornam
0 uso de agua subterrdnea uma alternativa mais atrativa. A agua presente na superficie percola
o0 solo e rochas, formando grandes reservatérios subterraneos em aquiferos. Até os anos 70
acreditava-se que as aguas subterraneas eram mais puras do que aguas superficiais, devido a
sua limpidez, e protegidas naturalmente de contaminacdo (Colvara et al., 2009). Parte dessa
presuncdo mantém-se atualmente, por parte da populacdo geral, e as aguas captadas dessas
fontes frequentemente ndo passam por nenhum tipo de tratamento ou descontaminacao (Amaral
et al., 2003; Schijven et al., 2010).

Todavia, aguas subterraneas nem sempre sdo uma alternativa mais viavel do ponto de vista
da qualidade higiénico-sanitaria. As aguas de pocos, mesmo cristalinas, sem odor e
aparentemente préprias para consumo, podem conter microrganismos patogénicos (Colvara et
al., 2009). E crescente o niimero de surtos infecciosos transmitidos por via hidrica e de estudos
reportando a presenca ou tracos de contaminantes e patdgenos, dentre bactérias, virus entéricos
e protozoarios, em 4&guas subterraneas urbanas e rurais. Na literatura séo relatadas
contaminagOes bacterianas por E. coli, Clostridium perfringens e Enterococcus; virais por
adenovirus (AdV), enterovirus (EV), rotavirus (RV), virus da hepatite A, norovirus, e
echovirus; além de protozoérios e contaminacéo por uso de pesticidas ou residuos industriais
(De Serres et al., 1999; Fout et al., 2003; Borchardt et al., 2007; Naik et al., 2007; Ribeiro et
al., 2007; Colvaraetal., 2009; Ogorzaly et al., 2010; Razzolini et al., 2011a; 2011b). O consumo
da 4gua contaminada pode causar desde doencgas entéricas e hepatites, até o obito (Schijven et
al., 2010; Lenaerts et al., 2008).
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A contaminacdo dos aquiferos ocorre principalmente pela precipitacdo e infiltracdo de
aterros sanitarios, utilizacédo de fossas sépticas como destinacao final de esgoto urbano e perdas
de volume no transporte ou entupimento de trechos da rede de condutos pluviais. Além destas,
a contaminacao pode ocorrer por infiltracfes de redes de esgoto e percolacao a partir de lagoas
de estabilizacdo, infiltracbes de compostos industriais, vazamentos de tanques de combustivel,
uso de fertilizantes e tanques de reservas de residuos animais e migragdo de microrganismos
através do solo. Pogos artesianos ou cavados construidos desordenadamente ndo apresentam
revestimentos, filtros ou elementos de protecdo sanitaria, podendo servir de aporte para
contaminantes via escoamento superficial e paredes permeéveis (Piranha e Pacheco, 2004).
Ainda que a fonte de agua seja potavel, a qualidade da agua pode ficar comprometida no
transporte até o ponto de uso, caso ndo haja tratamento da &gua e limpeza periddica do local de
armazenamento (Amaral et al., 2003).

A legislagdo brasileira estabelece as bactérias do grupo coliforme como principal
parametro microbiologico de potabilidade (Brasil, 2011). Essas bactérias, porém, ndo séo
representativas de outros microrganismos com perfis de sobrevivéncia diferentes. Sua presenca
ou auséncia ndo apresenta correlacdo com outras bactérias patogénicas, protozoarios, parasitas
ou virus entéricos (Wong et al., 2009). Virus entéricos, como os AdV, familia Adenoviridae,
género Mastadenovirus, EV, ordem Picornavirales, familia Picornaviridae, género
Enterovirus, ou os RV, familia Reoviridae, subfamilia Sedoreovirinae, género Rotavirus,
apresentam-se como adequados indicadores auxiliares de contaminacéo fecal, uma vez que sdo
transmitidos por via fecal-oral e sdo de veiculacdo hidrica, podem ser encontrados ao longo de
todo ano e estdo presentes, com frequéncia, em amostras ambientais contaminadas por
escoamento urbano ou rural. Possuem resisténcia aos tratamentos convencionais de agua e
esgoto, elevada persisténcia (Jiang et al., 2001) e a presenca desses trés virus ja foi demonstrada
em &guas superficiais e subterrneas de Porto Alegre, Caxias do Sul, Pelotas, Santa Maria e
diversos outros municipios do Rio Grande do Sul (RS) (Luz et al., 2012; Oliveira et al., 2012;
Vecchiaet al., 2012a; Vecchia et al., 20012b). As particulas virais tém facilidade de penetracéo
e migracdo através solo, podendo ser transportadas por distancias superiores a um quilémetro
ou adentrar lencdis freaticos pelo escoamento superficial de dguas contaminadas, atingindo
aguas subterraneas através de poc¢os e aberturas naturais ou artificiais (De Serres et al., 1999;
Piranha e Pacheco, 2004). Esses virus possuem dose infectante extremamente baixa e
capacidade de persistirem viaveis por mais de um ano (Ogorzaly et al., 2010).

O presente trabalho buscou avaliar, por pardmetros microbiol6gicos classicos previstos na
Portaria MS 2914/2011, coliformes totais (CT) e E. coli, e pela detec¢cdo de adenovirus (AdV),
enterovirus (EV) e rotavirus (RV), a qualidade e seguranca microbioldgica da dgua subterranea
em uma localidade onde o recurso hidrico oriundo de porcGes do SAG ¢é a fonte exclusiva de
abastecimento publico e frequentemente utilizado no cultivo de hortaligas.

2. MATERIAL E METODOS

Entre fevereiro e abril de 2011, vinte e sete amostras de agua de diferentes po¢os artesianos
(com maior profundidade e sem necessidade de bombeamento da agua), pocos cavados (com
menor profundidade e necessidade de maquinaria para a retirada da agua) e fontes (vertentes
com brotamento de &gua subterrdnea) no perimetro de Ivoti, RS, foram coletadas
assepticamente em aliquotas de 500 e 100 mL e permaneceram sob refrigeracdo até serem
processadas. A amostragem deu-se por conveniéncia, buscando abranger as areas mais
densamente povoadas no ambiente rural e no nucleo urbano do municipio. A pesquisa foi feita
nos meses de fevereiro a abril, por ser esta uma época de regularidade do regime hidrico da
regido; os pocos amostrados ndo recebiam cloracéo e ndo ha informagdo quanto a outorga do
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uso da agua no Departamento de Recursos Hidricos do RS (DRH-RS), a excec¢do dos pogos
voltados ao uso industrial. Os pontos de coleta estdo representados na Figura 1.
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Figura 1. Pontos de Coleta, Ivoti, RS, Brasil.

Para a analise viral, as aliquotas de 500 mL foram concentradas por adsor¢do-eluicéo,
conforme metodologia descrita por Katayama et al. (2002), com pequenas modificacgdes.
Brevemente 0,6 mg de MgCl» foram adicionados em cada amostra e o pH foi ajustado a5 + 0,5
com solu¢do HCI 10%. As amostras foram filtradas atraves de membranas de nitrocelulose
negativamente carregadas (0,45 micra, 47 mm de diametro; HA millipore, EUA). As
membranas foram lavadas com 87,5 mL de H2SO4 0,5 mM e 2,5 mL de NaOH 1 mM. O
contetdo final foi neutralizado com 12,5 pL de H2SO4 50 mM e 12,5 pL de tampdo Tris-EDTA
100x. O filtrado foi armazenado em freezer a -80°C. O DNA viral foi extraido com kit de
extracdo RTP DNA/RNA Virus Mini Kit (Invitek®, Alemanha), conforme instrugdes do
fabricante. Para a anélise de EV e RV, virus de RNA, a sintese do DNA complementar foi
realizada com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosciences®,
EUA), inibidor de RNAse (Applied Biosciences®) e iniciadores randomicos, conforme
instrucdes do fabricante. As reacGes em cadeia da polimerase (PCR) transcorreram com 0S
seguintes iniciadores e condicdes: (1) AdV,: iniciadores VTB2-R e VTB2-F, descritos por Wolf
et al. (2010); 98°C por 7 min, 40 ciclos a 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min; (2)
EV, iniciadores ENT-F1, descrito por Tsai et al. (1993) e ENT-F2, por Vecchia et al. (2012a);
98°C por 5 min, 35 ciclos a 94°C por 1 min, 56°C por 1 min, 72°C por 1 min; (3) RV, iniciadores
ROTAFEEVALE-FW e ROTAFEEVALE-REV, descritos por Vecchia et al. (2012b); 94°C
por 5 min, 40 ciclos a 94°C por 1 min, 54°C por 1 min (decaindo 0,5°C a cada ciclo
subsequente), 72°C por 1 min. Em todas as reac0es, a elongacao ocorreu por 7 min a 72°C.
Poliovirus tipo 1 (cepa Sabin), fornecido pelo Dr. Carlos Nozawa; AdV humano tipos 2 e 5,
fornecidos pela Dr.2 Célia Barardi e RV humano isolado de amostra clinica (Vecchia et al.,
2012a) foram usados como controles positivos; Agua ultrapura foi usada como controle
negativo. As reacdes foram realizadas em termociclador (MultiGene, Labnet International,
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EUA). O produto da PCR foi corado com fluor6fulo Blue Green (LGCBIo, Brasil) e analisado
por eletroforese em gel de agarose 2%. A visualisacdo dos amplicons de AdV, EV e RV, de
101 pares de bases (pb), 116 pb e 160 pb, respectivamente, ocorreu sob luz ultravioleta. As
analises foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia Molecular, da Universidade
Feevale, Novo Hamburgo, RS.

A determinacdo dos numeros mais provaveis (NMP) de CT e E. coli foi realizada através
da metodologia dos tubos multiplos, segundo o0 método preconizado pela APHA (1995), no
Laboratorio de Biomedicina, da Universidade Feevale, Novo Hamburgo, RS. A deteccéo
presuntiva de CT foi realizada em Caldo Lactosado e a confirmatoria em Caldo Verde Brilhante
e Bile 2%. A deteccéo de E. coli foi realizada em Caldo E.C., seletivo para o crescimento de
Escherichia coli. As amostras foram incubadas a 35 + 2°C por 48 horas e 44,5 + 0,2°C por
24 horas, nos testes para CT e E. coli, respectivamente. Os resultados dos tubos positivos foram
interpretados segundo a Tabela de NMP/dL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 27 amostras analisadas, 18 (66,6%) foram positivas para CT e sete (25,9%) para E.
coli. Para AdV, 11 (40,7%) amostras analisadas foram positivas, e seis (22,2%) para RV.
Nenhuma amostra foi positiva para EV. Dos 17 po¢os que apresentaram contaminacdo por
E. coli, AdV ou RV, 14 destinam-se a consumo humano e um a irrigacdo. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 1.

A portaria 2914/2011 do Ministério da Saude estipula a auséncia de E. coli em 100 mL de
agua como padrdo microbioldgico da agua para consumo humano (Brasil, 2011). As analises
apontam que 1/4 dos pocos testados ndo atendem a este padréo, por apresentarem contaminagéo
por E. coli. O consumo de agua contaminada por material fecal pode representar riscos e
agravos a saude. Praticamente 67% das amostras apresentaram presencga de CT, indicando falha
da integridade do sistema de distribuicdo de agua do municipio no periodo analisado. Dados
mais recentes sugerem melhoria no reservatorio e rede de distribuicdo, uma vez que em 2012
menos de 1% de amostras testadas apresentou resultado fora do padrdo (SNIS, 2014), embora
a quantidade de amostras analisadas esteve abaixo do limite minimo recomentado pela portaria
2914/2011. Ndo ha dados sobre E. coli no SNIS, uma vez que o municipio ndo realiza
tratamento de &gua e tratamento de esgoto.

A legislacdo brasileira é vaga em relacdo a presenca e monitoramento de virus entéricos
na agua, constando apenas como recomendacao ou analise em caso de surtos. A frequéncia da
contaminacdo viral de dgua subterranea encontrada é consideravelmente superior a de outros
paises, como Coreia do Sul (Park et al., 2010), EUA (Ogorzaly et al., 2010) ou Africa (Verheyen
et al., 2009), com contaminagdo em 3,2%, 11,6% e 12,9% dos pocos analisados,
respectivamente, porém esta de acordo com outros estudos realizados no Brasil. Em Sao Paulo,
houve contaminacdo em 53,3% dos pocgos em area rural (Piranha e Pacheco, 2004) e 66,6% de
contaminacdo em aquifero freatico de um cemitério (Matos e Pacheco, 2002). Em trabalho
realizado no estado de Santa Catarina, todos os pogos analisados em uma area de produgédo
suinicola apresentaram AdV humano e suino (Garcia et al., 2012). No Estado do Rio Grande
do Sul, no municipio de Tenente Portela, a presenca de AdV na por¢do de confinamento do
SAG demonstrou contaminacdo em 100% dos pontos amostrados em fazendas de producéo
leiteira (Spilki et al., 2013), podendo indicar contaminag&o proveniente das areas de recarga do
aquifero. O municipio de Riozinho apresentou contaminacdo por AdV e RV em 50% dos pocos
de propriedades rurais e em Rolante, 66,6% e 55,5%, respectivamente (Staggemeier et al.,
2015). Em amostras provenientes do municipio de Taquara (RS), a frequéncia de contaminacao
era de 66,6% para RV, 50% para AdV e 16,6% para EV (dados ndo publicados).
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Tabela 1. Resultados das analises de coliformes totais (CT), E. coli, Adenovirus (AdV), Enterovirus (EV)
e Rotavirus (RV) em amostras de gua subterranea, Ivoti (RS).

Identificacio (NNfPT/ a0 (NEM(I;?(IjiL) AdV EV RV U(};' ';g""ggo
Amostra 1 — Pogo Cavado >1.100 <3 Positivo Negativo  Negativo ;Jvrli;géo de
Amostra 2 — Pogo Artesiano 240 9,1 Negativo Negativo  Negativo Consumo

Consumo/
Amostra 3 — Poco Cavado >1.100 460 Positivo Negativo  Negativo Limpeza

Industrial
Amostra 4 — Poco Artesiano 1.100 <3 Negativo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 5 — Pogo Artesiano 9,1 3,6 Positivo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 6 — Fonte 460 460 Positivo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 7 — Pogo Artesiano 93 <3 Positivo Negativo  Negativo :_r:crojps?rZizl
Amostra 8 — Fonte 19 <3 Negativo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 9 — Fonte 1.100 <3 Positivo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 10 — Fonte 1.100 21 Negativo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 11 — Pogo Artesiano <3 <3 Negativo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 12 — Pogo Artesiano 43 <3 Positivo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 13 — Pogo Artesiano <3 <3 Positivo Negativo  Positivo Consumo
Amostra 14 — Pogo Artesiano <3 <3 Positivo Negativo  Negativo Irrigacéo
Amostra 15 — Pogo Artesiano <3 <3 Negativo Negativo  Positivo Consumo
Amostra 16 — Pogo Artesiano 23 <3 Negativo Negativo  Positivo Consumo
Amostra 17 — Pogo Artesiano <3 <3 Positivo Negativo  Positivo Consumo
Amostra 18 — Pogo Artesiano <3 <3 Negativo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 19 — Pogo Artesiano 240 9,1 Negativo Negativo  Positivo Consumo
Amostra 20 — Pogo Artesiano <3 <3 Positivo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 21 — Pogo Artesiano 3 <3 Negativo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 22 — Pogo Artesiano 93 <3 Negativo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 23 — Pogo Artesiano <3 <3 Negativo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 24 — Pogo Cavado 150 <3 Negativo Negativo  Negativo Limpeza
Amostra 25 — Pogo Artesiano 29 3,6 Negativo Negativo  Negativo Consumo
Amostra 26 — Pogo Cavado 53 <3 Negativo Negativo  Positivo Limpeza
Amostra 27 - Fonte <3 <3 Negativo Negativo  Negativo Consumo

Mesmo sem valor epidemioldgico e sem parametros legais de comparagéo, os resultados
do estudo, associados aos da literatura, demonstram contaminacéo fecal (Abbaszadegan et al.,
1999) e comprometimento da agua do SAG. A crescente deplecdo nos niveis de agua
subterranea em Ivoti (Heine et al., 2011) e a contaminagdo demonstrada podem colocar em
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risco & seguranca hidrica do RS e do Brasil se considerarmos que as aguas da regido sdo
drenadas sem tratamento para a Bacia do Rio Cai, um dos principais componentes da regido
hidrogréfica do Lago Guaiba, e que a area afetada é uma das principais areas de recarga da
maior reserva de agua subterrdnea da América do Sul. Apenas o isolamento da superficie e
filtracdo natural durante a percolacdo da &gua aos aquiferos, ndo parecem ser capazes de
garantir a potabilidade. Medidas de protecdo sdo necessarias para a manutencao da qualidade
natural das aguas e sustentabilidade do aquifero (IPT, 2011; Heine et al., 2011). A portaria,
como se apresenta, aparenta ser propositalmente esparsa de modo a manter um sistema
ininterrupto de abastecimento urbano que ndo causa Onus corporativos e ndo prioriza a
qualidade da agua e saude publica (Hupffer et al., 2013). Evidencia-se, portanto, a necessidade
de uma legislacdo que acompanhe os desenvolvimentos cientificos na area da salide e ambiental
e a elaboracdo de um plano de desenvolvimento, protecdo ambiental e gestdo do SAG, tanto em
ambito estadual, quanto nacional.

4. CONCLUSAO

Os resultados de contaminacéo por E. coli, AdV e RV, demonstram impacto por poluicéo
fecal nas aguas subterraneas do municipio de Ivoti. A filtracdo natural do solo em regides de
recarga nao € capaz de garantir a potabilidade da 4gua e é recomendado o tratamento prévio ao
consumo. O disciplinamento da ocupacgdo territorial, abertura e manutencdo de pocos,
investimentos em saneamento e legislacdo mais eficaz se fazem necessarios para manter a
sustentabilidade do SAG. O monitoramento de indicadores microbioldgicos classicos e
auxiliares é recomendado para que medidas corretas de preservacdo do aquifero possam ser
tomadas.
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