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RESUMO

Com o crescimento populacional, tem-se também um maior consumo de d4gua e maior geragao
de aguas residuarias. Consequentemente, as zonas costeiras, que quase sempre serdo corpo
receptor dessas aguas, estardo cada vez mais contaminadas e expondo banhistas a doengas,
como gastroenterites ¢ dermatites. Atualmente, coliformes termotolerantes, Escherichia coli e
Enterococos sdo os indicadores microbioldgicos de balneabilidade utilizados. Sua capacidade
de detectar a poluicao fecal e patdgenos em dgua do mar ¢ limitada devido a falta de uma maior
correlagdo com virus e protozoarios, assim como sua baixa resisténcia a temperatura, pH e
salinidade. Por isso ha necessidade de aprimorar os critérios de balneabilidade utilizados, com
foco na inadequagdo dos indicadores microbioldgicos tradicionais de balneabilidade em
ambientes costeiros, e ¢ interessante explorar a eficidcia de indicadores microbiologicos
alternativos virais, como bacteriéfagos, a fim de aprimorar a seguranca da satide publica. Foram
inoculadas duas bactérias em agua do mar e agua destilada e dois bacteriofagos da mesma forma
em 12 beckers de 100 ml. Por meio de analises de detec¢do e enumeracao de bactérias ¢
bacteriofagos, através do cultivo em placas de agar e da técnica de duplo agar de Adams,
respectivamente, foram determinados os valores de concentragdo dos microrganismos durante
16 dias em um ensaio de decaimento, além de andlises de amostras brutas coletadas nas praias
da Beira Mar e da Praia do Meio em Floriandpolis, Santa Catarina. Os resultados obtidos no
ensaio de decaimento foram satisfatorios, com uma taxa de decaimento (k) de 0,77/d para
Escherichia coli; de 0,67/d para Enterococcus faecalis; de 0,42/d para os colifagos F-
especificos (MS2) e de 0,40/d para os colifagos somaticos (ox-174). Para as comparagdes com
as andlises do IMA foram encontradas divergéncias importantes, como a ndo deteccdo de
Enterococos na amostra que foi determinada impropria a partir dos valores de Escherichia coli.
Dois resultados que sugerem o uso dos colifagos somados aos indicadores tradicionais sendo a
melhor op¢do para detec¢do da ampla gama de microrganismos de interesse sanitario.

Palavras-chave: Indicadores; Balneabilidade; Contamina¢do fecal, Virus entéricos;
Bacteriofagos.



ABSTRACT

With population growth, there is an increase in water consumption and wastewater generation.
Consequently, coastal zones, which are often receiving bodies for them, are becoming
increasingly contaminated, exposing bathers to diseases such as gastroenteritis and dermatitis.
Currently, thermotolerant coliforms, Escherichia coli and Enterococci are the fecal indicator
bacteria (FIB) for determination of bathing water quality. Their ability to detect fecal pollution
and pathogens in marine environments is limited due to lack of strong correlation with
pathogens such as viruses and protozoa, as well as their low resistance to temperature, pH, and
salinity. Then, it is essential to improve the criteria for water quality assessment, focusing on
the inadequacy of FIB in coastal environments and exploring the effectiveness of alternative
viral indicators, such as bacteriophages, to enhance public health safety. Two bacteria were
inoculated into seawater and distilled water, and two bacteriophages were similarly inoculated,
resulting in twelve 100ml Beckers. Through detection and enumeration analyses of bacteria and
bacteriophages using agar plate culturing and Adams' double agar technique, respectively, the
concentrations of microorganisms were determined over a 16 days of decay assay, besides raw
sample analyses collected from Beira Mar and Praia do Meio beaches in Florianopolis, Santa
Catarina. The results obtained from the assay were satisfactory, with a decay rate (k) of 0,77/d
for Escherichia coli, 0,67/d for Enterococcus faecalis, 0,42/d for F-specific coliphages (MS2),
and 0,40/d for somatic coliphages (ox-174). Comparing results with IMA analyses, important
discrepancies were found, such as the non-detection of Enterococci in samples that were
deemed unsafe based on Escherichia coli values. All the results suggest that using coliphages
in addition to traditional indicators may be the best option for detecting a wide range of
microorganisms of sanitary interest.

Keywords: Indicators; Bathing; Fecal contamination; Enteric Viruses; Bacteriophages.
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1 INTRODUCAO

A projecao da Organizagdo das Nagdes Unidas para o crescimento da populagdo
mundial no ano de 2030 ¢ de 8,5 bilhdes de habitantes, frente a marca de aproximadamente 7,8
bilhdes em 2020 (ONU, 2022). Com o avanco da tecnologia, da ciéncia e a melhoria na
qualidade de vida, o homem foi capaz de viver por mais tempo. Consequentemente, pode
utilizar maior quantidade de recursos naturais e gerar impactos cada vez maiores para o
ambiente. O Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climdticas confirma que aumento da
temperatura da superficie global e as mudangas climaticas extremas, cada vez mais recorrentes,
foram grandemente influenciadas pelas atividades antrépicas (IPCC, 2019). Com o recorde
populacional em 2024, a demanda de 4gua ¢ ainda maior e também a gera¢do de aguas
residudrias.

Segundo o IPCC, em 2010 1,9 bilhdo de pessoas, ou 28% da populagdo mundial,
residiam a uma distancia de até 100 km das zonas costeiras. As acdes antropicas dessa
magnitude em uma faixa relativamente pequena como o litoral, além do turismo comum nessas
regides, geram mudancas profundas na dindmica ambiental costeira.

No mundo, 3,6 bilhdes de pessoas ndo possuem acesso a saneamento adequado
(UNESCO, 2024). A segunda maior causa de morte em criangas menores de cinco anos € a
doenca diarreica, com quase 1,7 bilhdo de casos e 525 mil 6bitos na infancia por ano (BRASIL.
Ministério da Saade, 2022). As dguas costeiras sdo frequentemente transformadas em corpo
receptor de efluentes. Devido as ligagdes clandestinas de esgoto nas redes de drenagem pluvial,
precipitagdo pluviométrica intensa com extravasamento de estacdes elevatorias de esgoto,
lavagem de vias publicas, tratamentos ineficientes e satura¢ao de solos contaminados (IMA,
2024), fontes pontuais ou difusas de polui¢c@o, banhistas e usudrios sdo expostos a grandes riscos
como as doengas de veiculagdo hidrica: gastroenterites, hepatites, infecgdes e dermatites. No
final do ano de 2022 e inicio do ano de 2023, periodo de alta temporada, foi decretada uma
epidemia de gastroenterite em Floriandpolis e Balneario Camborit, no estado de Santa Catarina,
com mais de quinhentos e oitenta casos notificados.

A Lei Federal N° 9.433/1997 estabeleceu a Politica Nacional de Recursos Hidricos,
determinando fundamentos, objetivos, diretrizes e instrumentos para a gestdo dos recursos
hidricos de forma integrada, ou seja, promovendo desenvolvimento e gestdo coordenados da

dgua, da terra e dos recursos relacionados, de forma a maximizar o bem-estar social e
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econdmico equitativamente ¢ sem comprometer a sustentabilidade dos ecossistemas vitais
(GWP, 2000), instituindo a preservacao dos corpos d’agua.

A capacidade de detectar a poluigdo fecal e patogénicos a partir dos indicadores citados
na Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente N° 274/2000 (CONAMA), lei que
estabelece os critérios de balneabilidade, ¢ bastante limitada devido a falta de uma correlagao
entre coliformes termotolerantes e Escherichia coli com alguns patdogenos, desconsiderando sua
menor persisténcia em aguas salinas, sensibilidade a mudancas de temperatura, pH e a radiacao
solar (Ballesté et al., 2021). Além disso, a carga viral mesmo sendo pequena, pode ter alta
infectividade, sendo crucial sua avaliagdo e deteccdo. Alguns indicadores virais tem se
mostrado promissores nessa questdo, como os bacteridfagos, virus que infectam bactérias.
Esses sdo mais especificos e confidveis em detectar a polui¢do fecal e a presenga de patdgenos,
além de serem mais resistentes em ambientes salinos e aos tratamentos convencionais nas
estacdes de tratamento.

Diante do contexto exposto, ¢ evidente a importancia das analises de qualidade das
aguas destinadas a recreacdo de contato primario de forma a garantir a seguranca de saude
publica em todo pais, que possui cerca de 11 mil quilometros de litoral e mais de 2 mil praias
(IBGE, 2021). Assim, propde-se explorar a eficacia dos indicadores microbiologicos virais do
tipo colifagos somaticos (ox-174) e colifagos RNA F-especificos (MS2), visando aprimorar os

critérios atuais de balneabilidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o comportamento de bacteri6fagos em dgua do mar ao explorar sua eficacia
como indicador microbioldgico alternativo viral, com foco na inadequagdo dos indicadores
microbiologicos tradicionais de balneabilidade, a fim de aprimorar a seguranca da satde

publica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a persisténcia e a eficacia de Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
colifagos somaticos (ox-174) e colifagos RNA F-especificos (MS2) em dgua do
mar.

e Comparar dados de balneabilidade do Instituto do Meio Ambiente de Santa
Catarina (IMA) com analises de deteccdo e enumeracdo de bacteriofagos em

amostras coletadas em praias de Florianopolis, Santa Catarina.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEGISLACAO

A nivel federal, a Lei N° 9.433/1997 estabeleceu como um dos objetivos da Politica
Nacional de Recursos Hidricos a necessidade de “assegurar a atual e as futuras geracoes a
necessaria disponibilidade de 4gua, em padrdes de qualidade adequados aos respectivos usos”.
Conhecida como Lei das Aguas, esta diz que a 4gua ¢ um bem de dominio publico, é um recurso
natural limitado, que possui valor econdmico, entre outros fundamentos, e que a gestdo dos
recursos hidricos deve proporcionar o uso multiplo das dguas. A lei enquadra os corpos d’agua
em classes a depender do uso preponderante. Os usos se dividem em consuntivo, onde a agua
que for captada do curso natural retornara em parte ao curso do rio; € ndo consuntivo, onde toda
a agua captada retorna ao curso do rio. Entre os usos ndo consuntivos estdo a navegacao, a
pesca, a geragdo de energia elétrica, o turismo e o lazer (BRASIL, 1997).

E importante evidenciar também a Resolu¢iio do Conselho Nacional do Meio Ambiente
N° 357/2005 (CONAMA), que dispde sobre a classificacdo dos corpos d’dgua e diretrizes
ambientais para o seu enquadramento. Esta resolucdo estabelece condigdes e padrdes de
lancamento de efluentes e da outras providéncias, define as dguas como doces, salobras e
salinas, e as classifica, segundo a qualidade necesséaria ao uso preponderante. Neste trabalho
sdo estudadas as aguas salinas de Classe 1, definidas como aguas que podem ser destinadas a
recreacdo de contato primario, que corresponde a exposicao direta e prolongada a agua, com
elevada possibilidade de ingestdo; a protecdo das comunidades aquaticas; a aquicultura e a
pesca (BRASIL, 2005). A Resolugdo CONAMA N° 430/2011 complementa e altera a
resolugdo anterior, devendo ser obedecida quando verificada a inexisténcia de outra legislagao,
norma, disposi¢ao de 6rgao ambiental ou diretriz de operadora de sistema de coleta e tratamento
de esgoto sanitario, quanto ao lancamento indireto de efluentes no corpo receptor (BRASIL,
2011).

Em Santa Catarina, a Lei N° 14.675/2009 institui o Codigo Estadual do Meio Ambiente,
e declara que o 6rgdo executor responsavel por determinar a balneabilidade € o Instituto do
Meio Ambiente (IMA). H4 também as Resolugdes do Conselho Estadual de Meio Ambiente
N° 181 e 182 de 2021 (CONSEMA), que estabelecem diretrizes aos padrdes de lancamento de
efluentes e de esgotos domésticos de sistemas de tratamento publicos e privados. A primeira

determina tratamento especial se o efluente possuir despejos infectados com microrganismos
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patogénicos ou se forem langados em aguas com recreacdo de contato primario ou irrigagdo. A

segunda determina que se had langamento de esgotos sanitarios por Sistema de Disposi¢do

Oceanica, a bactéria Escherichia coli deve ser analisada mensalmente, e ¢ um parametro de

acompanhamento nos padrdes de lancamento (BRASIL, 2021).
Para o presente trabalho ¢ crucial a Resolugdo CONAMA N° 274, de novembro de 2000,

que considera dguas salinas aquelas com salinidade igual ou superior a 30 %o, € caracteriza-as,

se destinadas a recreacdo de contato primario, em proprias e improprias, sendo as proprias

subdivididas em trés categorias de acordo com a presenga de alguns indicadores

microbiolégicos conforme Figura 1.

Dispde também sobre os pontos de coleta, que devem ser onde ha maior concentragao

de banhistas, e realizada em dias de maior publico nas praias ou balneédrios. Os métodos de

amostragem e andlise das aguas devem ser os especificados nas normas aprovadas pelo Instituto

Nacional de Metrologia, Normatiza¢ao ¢ Qualidade Industrial (INMETRO), ou no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater de APHA, AWWA & WPCE, ultima

edi¢do. Além disso, a coleta ndo deve conter so6lidos como particulas grandes, detritos, folhas

ou outro material acidental, e deve ser superficial, ou seja, feita entre 0 e 30 cm da lamina

d’agua, em local que apresente a isObata de 1 metro (BRASIL, 2000).

Figura 1 - Categorizacdo de aguas para banho
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Figura 1 - Categorizacgdo de aguas para banho

Se ndo se enquadrarem em nenhuma das categorias anteriores

Se a Ultima amostragem em cinco semanas teve como resultado
mais de 2500 coliformes termotolerantes,

2000 Escherichia coli ou 400 enterococos por 100 mililitros

Se houver na regido uma elevada ou anormal incidéncia de enfermidades transmissiveis por via
hidrica

Se houver presenca de residuos ou despejos, sélidos ou liquidos, inclusive esgotos sanitarios, éleos,

graxas e outras substancias, capazes de oferecer riscos a saude ou tornar desagraddvel a recreagdo Impréprias

Se o pH estiver menor que 6,0 ou maior que 9,0 em aguas doces

Se houver a floragdo de algas ou outros organismos, até que se comprove que ndo oferecem riscos
a saude humana

Se houverem outros fatores que contraindiquem, temporaria ou permanentemente, o exercicio da
recreagdo de contato primario

Obs.: A analise de Enterococos € aplicada apenas as aguas marinhas

Fonte: Adaptado de CONAMA N° 274/2000.

3.2 INDICADORES MICROBIOLOGICOS

Anadlises baseadas na presenca de uma ampla gama de patégenos, como bactérias,
virus, protozoarios e helmintos, os microrganismos de interesse sanitario, sdo bastante
complicadas, demandam tempo, sdo economicamente invidveis e podem necessitar de pessoal
especializado ou laboratorio de biosseguranga. Além disso, s6 sdo analisados patdogenos
conhecidos e escolhidos, ndo detectando outros possiveis presentes (Li et al., 2021). Esses
fatores levaram a utilizagdo de indicadores.

Indicadores sdo, segundo Furtado (2009), unidades que podem ser medidas e utilizadas
para construcao de estatisticas, para caracterizar ou expressar efeitos e tendéncias. Em 1977,
Ingram prop0s o termo “microrganismo indicador” significando marcador, para um organismo

que, se encontrado no meio, sugerisse a presenca de um microrganismo patogénico similar

(Forsythe, 2013).
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Para ser um indicador ideal, de acordo com a World Health Organization (WHO), o

microrganismo deve seguir alguns critérios como:

e Nao ser patogénico;

e Estar sempre presente e em grande quantidade nas fezes dos animais homeotérmicos;

e Nao se reproduzir no ambiente, apenas no intestino do hospedeiro;

e Ser tdo persistente quanto os patdgenos em agua;

e Ter um maior numero detectado no ambiente do que os patdgenos que visa indicar;

e Resistir ao tratamento de dgua e esgoto da mesma forma que os patogenos fecais;

e Ser detectado por meio de métodos economicamente viaveis, rapidos e simples.

Coliformes totais, coliformes termotolerantes e enterococos sdo comumente
encontrados no intestino de animais homeotérmicos e, por esse motivo, essas bactérias sao
atualmente utilizadas como indicadores microbioldgicos de contaminacdo fecal em agua
(Burbano-Rosero, 2009). Estes organismos sdo celulares, diferentemente dos virus que sao
formados por um capsideo, ou cépsula proteica. Esta envolve o material genético dos virus,
caracteristica que contribui para sua maior resisténcia as diversas variagdes ambientais ou

processos de desinfec¢do a que forem sujeitas.

Devido as diferencas entre os microrganismos patogénicos, dificilmente um tnico
indicador sera representativo (Savichtcheva e Okabe, 2006). Além disso, vem sendo observado
um aumento no numero de doencas em decorréncia de virus, demonstrando ainda mais sua
relevancia (Hui, 2006). Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA,
2015), no estudo de Sinclair (2009) foi constatado que, durante o periodo de 1951 a 2006,
setenta e quatro por cento dos vinte e sete surtos virais registrados em aguas destinadas a
recreacdo excluindo piscinas, foram causados por Norovirus e Adenovirus. Outra questao
importante € que a concentragdo de virus patogénicos em aguas que recebem contaminagao
fecal humana, mesmo com valores de indicadores bacterianos abaixo dos valores

recomendados, ainda € alta o suficiente para causar doengas (EPA, 2023).
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3.2.1 Indicadores atuais de balneabilidade

3.2.1.1 Coliformes totais

Coliformes totais sdo bactérias Gram-negativas, anaerdbias facultativas, em forma de
bastonetes, que fermentam lactose transformando em acido e gds a uma temperatura de
aproximadamente 37°C em até 48h e constituem quase 10% dos microrganismos entéricos (Li
et al,, 2021). Pertencem a familia Enterobacteriaceae, composta por varios géneros como
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter e abrangem outros indicadores analisados
para determinacdo de balneabilidade como os coliformes termotolerantes e a Escherichia coli
(Castro, 2003).

O uso de coliformes como indicadores de balneabilidade ¢ questionavel por diversos
motivos. Fernandes (2015) evidencia que, como nao ¢ possivel determinar de onde a polui¢ao
fecal ¢ proveniente, ja que ¢ encontrada nas fezes de animais homeotérmicos, no solo, em
plantas, ha baixa correlagdo entre o patdgeno e a presenca do indicador. A Companhia
Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) enuncia que, em sua maioria, ndo ¢ comum a
multiplicagdo fora do intestino, porém algumas especificas t€ém essa facilidade quando em agua
(Vieira et al., 1999). Outro fator ¢ serem facilmente eliminados em processos de desinfec¢ao

(Hurst et al., 2007).

3.2.1.2 Coliformes termotolerantes

Coliformes termotolerantes, antigamente chamados coliformes fecais, sdo bactérias
presentes nas fezes humanas e de animais, mas ndo unicamente, ja que bactérias dos géneros
Klebsiella spp., Enterobacter spp. e Citrobacter spp. podem ser encontradas se reproduzindo
em outros ambientes (EPA, 2015; Von Sperling, 2007). Diferenciam-se dos coliformes totais

por fermentar a lactose em 24 horas a temperaturas médias de 45°C (FUNASA, 2013).

3.2.1.3 Escherichia coli

Das bactérias utilizadas atualmente como indicadores de balneabilidade, a Escherichia
coli, pertencente ao grupo dos coliformes termotolerantes, ¢ especificamente proveniente de

fezes de humanos e animais, diferentemente dos anteriores (EPA, 2015). Em um estudo para
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averiguar a mortalidade infantil por diarreia, Theodor Escherich a isolou pela primeira vez em
1885 (Escherich e Bettelheim, 1989). Sao caracterizadas por possuirem enzimas [3-
galactosidase e B-glucoronidase, multiplicarem-se por volta dos 45°C, fermentarem lactose e
manitol (CONAMA, 2000).

Um dos problemas no seu uso como indicador ¢ o fato de que, mesmo com poucos
tipos patogénicos, podem causar doencas, tendo maior risco para criangas, idosos ou
imunodeprimidos (Nataro & Kaper, 1998 apud Castro, 2003; EPA, 2023); ja encontrada se
reproduzindo fora do intestino de animais (Solo-Gabriele et al., 2000) e sua quantificacdo nao
se configura como um dos métodos mais rapidos, além de sua persisténcia depender da origem

do meio, da incubag¢ado e do tempo que foi coletada a amostra para analise (WHO).

3.2.1.4 Enterococos

Os Enterococos sao, das bactérias indicadoras, as de sobrevivéncia mais parecida com
os patdgenos entéricos por persistirem de forma similar no ambiente marinho, tendo maior
relagdo entre eles. Possuem maior resisténcia a salinidade, crescimento entre 10 e 45 °C ¢ as

espécies mais encontradas resistem a um pH de 4,6 a 9,9 (Calatrava, 2022).

3.2.2 Indicadores alternativos de balneabilidade

3.2.2.1 Bacteridfagos

Virus que infectam bactérias, os bacteriofagos tem tamanho, composi¢do, estrutura e
morfologia similares aos virus animais e humanos, além de sua persisténcia no ambiente e
resisténcia a processos de tratamento de efluentes e desinfeccao também semelhantes (Jofre et
al., 2016). Apesar de serem encontrados nos mesmos ambientes que as bactérias, apenas podem
se reproduzir dentro de um hospedeiro, sdo parasitas intracelulares obrigatorios, € quase sempre
sao provenientes de fezes humanas ou de animais homeotérmicos, caracteristicas positivas para
um indicador ideal, como explicitado por WHO e Grabow, Briissow e Jonczyk (EPA, 2015),
podendo ser detectados e quantificados por métodos de bom custo-beneficio, rapidos e simples.

Atualmente as bactérias indicadoras, para dguas que recebem esgoto sem tratamento

ou com tratamento insuficiente, sdo uteis, porém ha uma gama maior de estudos sugerindo
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outros tipos de indicadores para prever o risco de adoecimento (EPA, 2023). J4 ¢ uma
recomendacao da APHA e da EPA o uso dos colifagos ou fagos, bacteriofagos que, em sua
maioria, infectam coliformes, como indicadores fecais.

Como contemplado por Davis (Davis, 1990 apud Grabow, 2000), fagos se reproduzem
por meio de dois ciclos. No ciclo litico, o fago virulento infecta a célula, replica-se e causa a
ruptura da mesma, liberando um grande niumero de virus em minutos. Segundo Brock, Madigan
e Hayes, no ciclo lisogénico, fagos temperados, a depender de determinadas condigdes, acabam
ndo se replicando assim que infectam a célula, podendo na verdade integrar seu material
genético ao da célula hospedeira e seguir sendo carreado pela reproducdo da bactéria. Outra
possibilidade ¢ a de formar plasmideos, elementos genéticos que podem se replicar dentro da
bactéria, com a possibilidade de integra-la com novas caracteristicas, inclusive patogénicas.
Esse fato vai de encontro as caracteristicas de um indicador ideal (Brock, Madigan e Hayes
apud Grabow, 2000).

O presente trabalho visa analisar especificamente bacteriéfagos que infectam bactérias
do género Escherichia coli e Salmonella Typhimurium, os Colifagos somaticos e os Colifagos
F-especificos, F-RNA macho-especificos, ou RNA F-especificos, que sdo os mais estudados
como possiveis indicadores de contaminagao fecal.

Colifagos somaticos utilizam a parede celular para se fixar e se incorporar a bactéria e
sd0 os mais abundantes no ambiente, normalmente advindos das familias Myoviridae,
Siphoviridae, Podoviridae, e Microviridae (Jofre, 2007; Muniesa, Lucena e Jofre, 1999). Um
dos problemas como possivel indicador ¢ ja terem sido encontrados infectando Klebsiella e
Shigella além da Escherichia coli, bactérias as vezes encontradas se reproduzindo fora do
intestino, assim havendo chances de também se replicarem no ambiente aquatico (EPA, 2015;
Von Sperling, 2007; Jofre, Lucena e Muniesa, 2016).

Colifagos F-especificos, normalmente das familias /noviridae (DNA-especifico) e mais
abundantemente Leviviridae (RNA-especifico), sao um grupo de fagos que usa o pili sexual do
hospedeiro como local para se conectar. O plasmideo F contém o codigo para produgao do pili,
o que faz com que o alcance do fago dependa da transferéncia e expressao deste plasmideo na
bactéria, que s6 € sintetizado em temperaturas maiores que 30 °C (GRABOW, 2000). Sao mais
resistentes a luz UV que os somaticos, mas menos persistentes quanto a altas temperaturas e
pH (Joftre, 2007; Ballesté et al. 2022).

Ha estudos que relacionam subdivisdes de géneros da familia Leviviridae a uma

possibilidade de diferenciacdo na poluicao fecal. De acordo com Hartard, Rivet, Banas e
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Gantzer, 2015, os dois géneros Levivirus e Allolevivirus, da familia Leviviridae, sao
subdivividos em quatro subgrupos devido as suas caracteristicas similares, sendo grupos I e II
do Levivirus e Il e IV do Allolevivirus (King et al. 2011; Vinje et al. 2004; Friedman et al. 2009
apud McMinn, Ashbolt e Korajkic, 2017). A contaminagao advinda de fezes humanas tem sido
associada aos grupos Il e III, e a de fezes de animais aos grupos I e IV (Griffin ez al. 2000; Cole
et al. 2003; Noble et al. 2003 apud McMinn, Ashbolt e Korajkic, 2017). Apesar de ainda nao
ter uma associacao perfeita como no estudo de Arredondo-Hernandez (2017) no México, ha
varios novos estudos nessa direcao.

Os autores McMinn, Ashbolt e Korajkic (2017) evidenciaram uma importante
caracteristica dos bacteri6fagos, virus e bactérias entéricos em geral: sua capacidade de aderir-
se a materiais particulados (tendem a sedimentar), podendo influenciar em seu comportamento
e persisténcia no meio. A depender de sua carga superficial, do pH da agua, da densidade de
solidos suspensos na coluna d’agua, do tipo de solo ou sedimento ou da velocidade da agua
(Cho et al. 2016 apud McMinn, Ashbolt e Korajkic, 2017), também podem afetar a forma como
devem ser removidos num processo de desinfeccao (Templeton, Andrews e Hofmann, 2005;
Bradford, Tadassa e Jin, 2006 apud McMinn, Ashbolt e Korajkic, 2017). Acontece em 20% a
60% dos colifagos e 20 a 55% das bactérias indicadoras. De acordo com Fergunson et al. (2005)
qualquer movimentacdo na agua, como atividades de recreagdo ou chuvas intensas, podem
aumentar sua carga de virus ao ressuspender os sedimentos sélidos e desprender virus e
bactérias aderidos, sendo os virus de 100 a 1000 vezes mais dificeis de desprenderem-se
(Fergunson et al., 2005 e Characklis et al. 2005, Hijnen et al. 2005 apud McMinn, Ashbolt e
Korajkic, 2017).

Os bacteriofagos ainda ndo sao amplamente aceitos como indicadores fecais de poluicao
por sua sensibilidade a radiagdo solar, a alta temperatura e a alta salinidade (Havelaar and Pot-
Hogeboom, 1988; Sinton et al., 2002; Gorchev and Ozolins, 2011). Porém, de acordo com
Sinton, Finlay e Lynch, 1999, em agua do mar, persistiram por mais tempo do que as bactérias
indicadoras, sendo os somaticos ainda mais resistentes. O colifago F-especifico (MS2), de
acordo com Theitler ef al. (2012) em seus estudos, persistiu ao aumento das temperaturas e
radiagdo solar, por mais tempo que a E. coli.

Outro fator problematico dos bacteriéfagos ¢ ser encontrado em grande quantidade em
aguas residuarias, mas nem sempre em grandes quantidades em outros meios (Havelaar e Pot-
Hogeboom, 1988), um dos motivos de serem propostos muitas vezes em conjunto com 0s

indicadores bacterianos.



26

Em seu trabalho, Grabow (2000) reuniu algumas caracteristicas que pdem em duvida
a qualidade dos colifagos como indicadores, como o fato de ndo haver correlacao direta entre a
densidade de fagos e virus provenientes de fezes humanas, uma vez que fagos sdao excretados
por humanos e animais a todo momento, e virus somente por infectados durante a infeccao
(Vaughn and Metcalf, 1975; Borrego et al., 1990; Grabow et al., 1993 apud Grabow, 2000); ou
por haver registro de deteccao de virus entéricos sem detec¢do de colifagos em ambientes
aquaticos (Montgomery, 1982; Deetz et al., 1984; Morinigo et al., 1992 apud Grabow, 2000);
ou porque os fagos sdo excretados por animais homeotérmicos, € os virus entéricos transmitidos
pela dgua quase sempre tem origem especificamente humana (Grabow, 1996 apud Grabow,
2000); ou porque os habitos alimentares e a satide dos animais possivelmente influenciam na
densidade de colifagos nas fezes (Osawa et al., 1981 apud Grabow, 2000); ou pela diferenca na
quantidade de fagos expelidos por humanos saudaveis e que tomaram antibidticos (Furuse et
al., 1983 apud Grabow, 2000); ou por haver diferencas na eficiéncia dos processos de

recuperagdo entre fagos e virus entéricos (Grabow, 2000).

3.2.3 Ensaio de Decaimento

O ensaio de decaimento tem como proposito avaliar o decaimento dos diferentes
microrganismos em um ensaio controlado para determinar se os virus estudados persistem por
mais tempo que bactérias em agua salgada.

Segundo Boehm et a/. (2018) um dos motivos para o decaimento das bactérias ¢ a
inativacao, tanto na auséncia de luz devido a fatores como estresse, envelhecimento, poucos
nutrientes, compostos toxicos ou predadores, quanto na presenca da luz, devido aos danos da
radiacdo solar e temperatura. O decaimento também pode se dar fisicamente como devido as
correntes maritimas, processos de adsorcdo e sedimentacao ou turbidez da agua, além de
quimicamente como uma alteracao da pressdao osmotica em dgua do mar ou uma alteragao de
varios desses fatores devido a uma diluicao (Carneiro, 2014; Von Sperling, 2007; Sinton, Finlay

e Lynch, 1999).
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4 METODOLOGIA

4.1 CARACTERIZACAO DO LOCAL E PONTOS DE ESTUDO

Para investigar e propor aprimoramentos nos critérios de balneabilidade utilizados no
Brasil, o presente trabalho adota uma metodologia que une abordagem quantitativa e pesquisa
bibliografica. Serdo realizadas uma analise da taxa de decaimento de bactérias e virus
inoculados em agua do mar e anélises de amostras de 4gua coletadas duas vezes nos meses de
maio de 2024. A pesquisa se baseia na ideia de inadequagdo dos indicadores microbioldgicos
tradicionais de balneabilidade em ambientes costeiros, e exploragdo da eficacia de indicadores
microbioldgicos alternativos virais.

As coletas foram realizadas por amostragem simples na regido da Grande Floriandpolis,
no estado de Santa Catarina, com base nos pontos ja utilizados pelo Corpo de Bombeiros Militar
de Santa Catarina nas analises de balneabilidade. A preferéncia de escolha foi para locais
normalmente considerados “impréprios”, ou seja, quando em mais de 20% de um conjunto de
amostras coletadas nas ultimas cinco semanas, no mesmo local, forem superiores a 800
Escherichia coli por 100 ml ou quando, na ultima coleta, o resultado for superior a 2000
Escherichia coli por 100 ml, conforme a Resolugio CONAMA n° 274/2000. Os pontos
escolhidos foram: Ponto 05, de coordenadas (-27.613598, -48.585135), no meio da Praia do
Meio e Ponto 94, de coordenadas (-27.586566, -48.554038), em frente a Praga Esteves Junior,
como consta na Figura 2. O ensaio de decaimento foi feito apenas para uma amostra do Ponto
94, com analises nos dias 29 e 31 de maio, 3, 5, 7, 12 ¢ 14 de junho, além da andlise da amostra
bruta nos dias 9 e 29 de maio. Ja para o Ponto 05 foi feita uma coleta e analise da amostra bruta
nos dias 9 de maio.

O clima em Florianopolis, de acordo com a classifica¢do climatica de Koppen, que se
baseia nos perfis de temperatura e precipitagdo, ¢ considerado Cfa, ou seja, “Clima subtropical
umido, oceanico sem periodos secos € com verdes quentes € chuvosos” (Alvares et al., 2014).
Segundo a Prefeitura Municipal de Floriandpolis (2021), a precipitacdo anual da cidade ¢ de,

em média, 1600mm.
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Figura 2 - Mapa de localizagdo
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Fonte: A autora (2024).

Um dos focos do estudo foi analisar as taxas de decaimento das bactérias Escherichia
coli e Enterococos e dos bacteriofagos ox-174 e MS2 em agua do mar, para assim determinar
suas persisténcias. Além disso, foram conduzidas andlises da amostra original bruta, para
comparagdo com as analises conduzidas pelo Instituto do Meio Ambiente de Santa Catarina —
IMA. Os métodos utilizados foram a técnica de cultivo em placas de agar para as bactérias
(spread plate method ou método de espalhamento) e a de duplo dgar de Adams (1959) para os
bacteriofagos.

Com base nas normas, as amostras foram coletadas em galdes de 5 Litros previamente
lavados com &gua sanitaria e lcool. Quanto aos Equipamentos de Protec¢do Individual, os EPIs
(Figura 3) utilizados foram luvas e roupa para protecao, uma jardineira impermeavel de PVC
com bota soldada da marca Pioneira. Garantindo que a amostra ndo tem so6lidos indesejados e
foi coletada superficialmente, em local que apresentasse a isObata de 1 metro, foram
acondicionadas em caixa térmica refrigerada, transportadas e manipuladas no menor tempo

possivel.



29

Figura 3 — Imagens da Beira Mar Norte (a esquerda) e EPIs (a direita).
[y J - i = 1% )
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Fonte: A autora (2024).

4.2 CULTURA PARA INOCULO

Para o ensaio de decaimento foi necessario cultivar as bactérias no dia anterior para
que pudessem ser inoculadas. Adiciona-se a um Erlenmeyer um vial de 1,2ml da bactéria e
50ml de meio de cultura (caldo), sendo MSB para Escherichia coli, TYGB para Salmonella
Typhimurium e TSB para Enterococcus faecalis, resultando em trés Erlenmeyer. Apoés, sdo
colocados na incubadora a 37°C as duas primeiras bactérias, e a 41°C a terceira. Dezoito horas
depois (overnight) sao retiradas e coloca-se mais 30ml de meio, voltando-as para as incubadoras
por mais duas horas. Assim, estdo prontas para serem inoculadas a amostra para o ensaio de
decaimento e para a analise de bacteriofagos (a E. coli e a S. Typhimurium). Na Figura 4 temos
os caldos MSB a esquerda e TYGB a direita, ja com as bactérias cultivadas.

O procedimento de andlises a seguir foi utilizado tanto nas amostras brutas quanto nas
amostras retiradas ao longo do tempo para estudo da persisténcia das bactérias e virus na agua
do mar.

O ensaio de decaimento foi iniciado no dia 29 de maio de 2024, o dia zero, onde foi feita

ainoculagao dos microrganismos, e realizados também nos dias dois, cinco, sete, nove, quatorze
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e dezesseis. A analise individual das amostras brutas foi realizada no dia de cada coleta, dias 9
e 29 de maio. Todas as andlises foram conduzidas no Laboratorio de Microbiologia do

Departamento de Engenharia Sanitiria e Ambiental da UFSC.

Fonte: A autora (2024).

Periodicamente ¢ feita a propagacdo das espécies hospedeiras Escherichia coli C
(ATCC13706) e Salmonella Typhimurium WG49 (NCTC12484), que foram cedidas pelo
Grupo de Pesquisas de Recuperacdo de Recursos em Sistemas de Saneamento (RRESSA), do
Departamento de Engenharia Sanitaria € Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Segue-se o processo de cultura e manutencao das bactérias hospedeiras, de acordo
com a ISO10705 (ISO 10705-1:1995 e ISO 10705-2:2000 — Qualidade da 4gua, detecgdo e
enumerac¢do de bacteri6fagos).

A propagacao das bactérias se da dividindo as bactérias padronizadas em aliquotas.
Escolhe-se aleatoriamente um vial da bactéria mantida em freezer a -20°C e despeja-se em um
erlenmeyer de 125 ml juntamente ao seu caldo liquido, o meio em que se propagara, a
depender da bactéria, sendo Modified Scholten’s Broth (MSB) para Escherichia coli, Tryptone
Yeast extract-Glucose Broth (TY GB) para Salmonella Typhimurium e Trypticase Soy Broth

(TSB) para Enterococcus faecalis. Este erlenmeyer segue para a incubadora a 37°C no caso
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das duas primeiras bactérias e a 47°C no caso da terceira, durante 18 horas (overnight). Apds
¢ adicionado 30 ml do mesmo caldo especifico e incubado por mais 2 horas. Terminado o
tempo, sdo feitos esfregacos em placas de meio especifico com algas de inoculagao estéreis, e
incubados por 24 horas (ou 48 horas para Enterococos). Dessas placas sdo coletadas com a
alca cinco colonias que sdo inseridas em 50 ml de meio em outro erlenmeyer, voltando para a
incubadora por 5 horas. Para finalizar a solucao estoque, ¢ adicionado glicerol 850 g/L na
proporg¢ao de 1:1 ao erlenmeyer, divide-se 1,2 ml em vials estéreis e armazena-se novamente

nos freezers.

4.3 ENUMERACAO DE BACTERIAS

A enumeragdo das bactérias Escherichia coli foi realizada no meio de cultura
MacConkey da marca KASVI. Inicia-se com a dilui¢ao decimal seriada, adicionando aos tubos
de ensaio 9 ml de agua peptonada e 1 ml da amostra. Replicando esta etapa e trocando a amostra
bruta pela amostra diluida do tubo de ensaio anterior, tem-se as dilui¢des 1:10, 1:100, até
1:10000. Depois € adicionado 0,1 ml de cada tubo as placas de agar e espalha-se uniformemente
com uma alga T. Ao fim, ¢ feita a leitura apds 24 horas na incubadora a 37°C. E importante
salientar que adicionar 0,1 ml implica em iniciar a diluicdo em 1:100 e ndo em 1:10.

A mesma diluicao foi utilizada para os Enterococos faecalis, porém ¢é adicionado 0,1ml
ao meio de cultura Slanetz and Bartley da marca KASVI, e sua leitura ¢ feita apos 48 horas na
incubadora a 41°C. O resultado ¢ expresso em notacado cientifica e transformado em logaritmo
na base 10 de Unidades Formadoras de Colonia por Mililitro (UFC/ml), para facilitar as analises
posteriores ao normalizar os valores. A Equagao (1.1) a seguir € utilizada para calcular o nimero

de microrganismos presentes na amostra.

n? de microrganismos n2de coldnias contadas na placa

(1.1)

ml B diluicdo da amostra

Onde o termo diluicdo da amostra significa dizer que, se a diluicdo da placa foi de

1:1000, a diluigdo é 1073,
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4.4 ENUMERACAO DE VIRUS

Para o ensaio de decaimento foram inoculadas as bactérias Escherichia coli e
Enterococcus faecalis e os colifagos somaticos (ex-174) e colifagos F-especificos (MS2). O
ensaio foi feito em triplicata. Em trés beckers foram inoculadas as bactérias a 100 ml da amostra
de 4gua do mar e em outros trés elas foram inoculadas a 100 ml de 4gua destilada para controle.
Os virus foram inoculados a 4gua do mar e também a adgua destilada, totalizando 12 beckers de
100 ml cada um, como consta na Figura 5. Os microrganismos foram inoculados a uma
concentragdo de 1% da amostra, ou seja, Iml de cada para cada becker. Sobre os beckers foi

colocado papel aluminio e estes permaneceram em uma sala a temperatura de 21°C ao longo
de 16 dias.

Figura 5 — Ensaio de decaimento

| I

e

Em cada:
1ml de Escherichio coli
1ml de Enterococcus faecalis
100ml de agua do mar

Em cada:
1ml de Escherichia coli
1ml de Enterococcus faecalis
100ml de dgua destilada
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Figura 5 — Ensaio de decaimento

Em cada:
1ml de colifagos somaticos
1ml de colifagos F-especificos
100ml de agua do mar

Em cada:
1ml de colifagos somaticos
1ml de colifagos F-especificos
100ml de agua destilada

Fonte: A autora (2024).

Foram feitas titulagdes prévias para obtengdo da concentragdo média dos organismos,
sendo 6,131 log10 UFC/ml de Escherichia coli, 6,106 log10 UFC/ml de Enterococcus faecalis,
11,097 logl0 UFP/ml de colifagos somaticos (ox-174) e 11,146 logl0 UFP/ml de colifagos
RNA F-especificos (MS2).

Anteriormente ao processo de deteccdo e enumeracao bacteridfagos do tipo colifagos
somaticos da espécie ox-174, que infectam Escherichia coli, e RNA F-especificos da espécie
MS2, que infectam Salmonella Typhimurium sao produzidos trés meios de cultura diferentes:
0 meio com agar, que ¢ disposto em placas de Petri e solidifica, o meio semissolido em frascos
graduados com tampa também com agar e o caldo liquido para crescimento das bactérias. Na
Tabela 1 e 2 encontram-se os reagentes e dosagens utilizadas para a confec¢do de 100 ml dos

meios utilizados.
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Tabela 1 — Férmula de 100 ml de meio TYGB

Meio TYGB
Composi¢ao Dosagem
Triptona [g] 1
Extrato de levedura [g] 0,1
Cloreto de s6dio (NaCl) [g] 0,8
Agua peptonada [ml] 1

Fonte: adaptado de KASVI.

Essa configuragdo ¢ para o meio liquido para cultivo de bactérias. Para o meio de cultura
a ser disposto em placas de Petri adiciona-se 1,8g de agar bacteriologico e ¢ denominado
Tryptone Yeast extract-Glucose Agar (TYGA). Para o meio semi-solido adiciona-se metade
dessa quantidade e ¢ chamado Tryptone Yeast extract-Glucose Agar (TYGA SS). Apos
autoclavar o frasco e o meio, adiciona-se 1 ml de solucao de calcio-glucose. A agua peptonada
¢ uma mistura de 0,1g de Peptona e 0,85g de NaCl em 100 ml.

A Tabela 2 a seguir ¢ a configuracdo para o cultivo de bactérias em meio liquido. Para
meio de cultura em placa, deve-se adicionar 1,8g de agar bacterioldgico e ¢ nomeado Modified
Scholten’s Agar (MSA). Para o meio semissolido, Modified Scholten’s Agar (MSA SS)
adiciona-se metade do 4gar. Por fim, ¢ autoclavado o frasco e o meio e adiciona-se 0,6 ml de
solugdo de cloreto de calcio. Todos os produtos utilizados para produgdo desses meios sdo da
Marca KASVIL

Tabela 2 — Formula de 100 ml de meio MSB

Meio MSB
Composic¢ao Dosagem
Peptona [g] 1
Extrato de levedura [g] 0,3
Extrato de carne [g] 1,2
Cloreto de s6dio (NaCl) [g] 0,3
Agua peptonada [ml] 1
Solucao de 150g/L de Na2CO3 0,5
[ml]
Solugao de 100g de MgCl12.H20 0,03

em 50 ml de agua [ml]

Fonte: adaptado de KASVI.
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Sao feitas as dilui¢des da amostra como anteriormente, entdo sao colocados tubos de
ensaio vazios em uma estacdo de aquecimento conhecida como bloco seco ou digestor com
temperatura de 47°C e adicionados 2 ml de meio semissolido, 1 ml de amostra diluida e 1 ml
da bactéria cultivada. Em seguida, cada tubo ¢ agitado num vortex e derramado uniformemente
em uma placa de Petri com meio MSA ou TYGA, para Escherichia coli ou Salmonella
Typhimurium respectivamente. Apds a solidificacdo da amostra na placa, estas sdo viradas e
incubadas por 18 horas a 37°C.

O resultado ¢ expresso da mesma forma que as bactérias, porém enumerando os halos
formados nos meios especificos indicando que o bacteriofago provocou a lise da célula

hospedeira e em Unidades Formadoras de Placa por mililitro (UFP/ml).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Valores de concentragdo de bactérias e virus foram obtidos e, para iniciar, calculou-se a
média, o desvio padrdo, o minimo, 0 maximo e a mediana de cada microrganismo em cada dia
de andlise. Sobre os parametros foi utilizada uma matriz de correlacdo, que mede a intensidade
da relacdo linear entre todas as variaveis. Em seguida foi aplicado o teste de ANOVA, uma
analise estatistica de variancia para comparacao das médias das bactérias e dos virus a fim de
encontrar padroes, € também os testes de Tukey e t de Student, que analisam as médias entre
todos e entre dois grupos, respectivamente (Hurst et al., 2007). Os calculos prévios foram
realizados no software Excel da empresa Microsoft, os testes estatisticos e graficos no software

Prism da empresa GraphPad Software, LLC e mapas no software Qgis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DE PARAMETROS

Foi realizada uma afericio de parametros através de sonda multiparamétrica
ProQuatro da empresa YSI, entre eles temperatura, pressao, Oxigénio Dissolvido (OD),
condutividade elétrica, pH e Potencial de Oxida¢do/Redu¢dao (ORP), a fim de caracterizar a
amostra ao longo do ensaio. Para os bacteridofagos o foco deve ser na temperatura, salinidade e
pH, caracteristicas chave para inativagdo dos microrganismos estudados, como visto
anteriormente. A Tabela 3 indica os valores obtidos através da sonda nos dias 0 e 6, exceto

salinidade e Solidos Dissolvidos Totais (SDT), que foram calculados.

Tabela 3 — Valores de parametros obtidos por sonda

Dia 0 6
Horario 10:53 11:11 13:21 12:44 12:54 13:02
Temperatura 18,9 19,20 20,30 21,2 21,1 21,2
°C
Pr(ess)ﬁo 765 765,00 764,40 769,1 769 768,9
(mmHg)
oD 3,93 3,68 3,27 0,08 0,06 0,03
(mg/L)

Condutividade 40489 40561 40661 41480 40904 41269
elétrica (uS/cm)

Salinidade 29,8 29,60 28,90 29,0 28,6 28,8
(PPS-78, ppm)
SDT 28342,30 28392,70 28462,70 | 29036,00 28632,80 28888,30
(mg/L)
pH 8,46 8,47 8,46 7,83 7,99 8,09
ORP 148,9 98,30 74,30 -247.4 -220,4 -196,8
(mV)

Fonte: A autora (2024).

A relagao entre condutividade elétrica, SDT e salinidade nao ¢ direta e varios estudos
exploram essa temadtica. Através da Escala de Salinidade Pratica (PPS-78), baseado nas
especificagdoes da Ocean Observatories Initiative (2023), relacionou-se a condutividade elétrica
a salinidade, sendo valida apenas para valores de salinidade entre 2 e 42 partes por milhao
(ppm), resultando em valores de 29,8; 29,6 e 28,9 ppm para o dia 0, e de 29,0; 28,6 e 28,8 ppm
para o dia 6. Também foram estimados valores de SDT ao multiplicar os valores obtidos em

uS/cm por 0,7 (Rusydi, 2018), com os resultados expressos na Tabela 3. A agua do mar tem



37

aproximadamente 35 ppt (NASA) e um estudo de Nascimento et al. (2022) analisou a 4gua num
ponto da Baia Norte em Floriandpolis, obtendo para o outono aproximadamente 31,65 ppm, o
que faz com que os valores fiquem dentro do esperado. A condutividade elétrica ¢ de, em média,
53000 uS/cm a 25 °C (YSI, 2019) e SDT préximo a 35000mg/L. A agua doce tem 100 a 2000
uS/ecm (CWT, 2004) e até¢ 1000 mg/L de SDT (U.S. Geological Survey, 2018).

Potencial de Oxida¢ao/Reducao ou Redox (ORP) ¢ medido em milivolts (mV) e indica
quanto ou se um meio aquoso apresenta reagdes caracteristicas de sistemas biologicos ou de
metais (EPA, 2017). Na Tabela 4, temos algumas dessas reagdes e seus valores de ORP (YSI,

2019). E comumente utilizado para determinar a qualidade de processos de tratamento de agua.

Tabela 4 — Reacdes caracteristicas de sistemas bioldgicos e valores de ORP

Reacao ORP (mV)

Nitrificacao +100 a +350
Desnitrifica¢ao +50 a -50
Remocao biologica de Fosforo +25 a+250
Degradacao da DBO carbonacea +50 a +250

com O2 livre

Formacao de gés sulfidrico (H2S) -50 a-250
Fermentacao -100 a -225

Produg¢do de metano (CH4) -175 a -400

Fonte: adaptado de YSI, 2019.

Aplicando o teste de correlagdo de Pearson observado na Figura 6, observou-se fortes
correlagdes entre algumas das variaveis, tanto positivas quanto negativas. Houve correlagdo
positiva forte entre os dias X temperatura (0,894), que pode ser explicado pelo fato de a amostra
ter chego ao laboratorio refrigerada, e ao longo das horas aumentou a temperatura até
permanecer proxima de 21°C, que era a temperatura que a sala se encontrava, da mesma forma
que a relagdo entre os dias X pressao (0,995) e dias X condutividade (0,879), acredita-se que
foi apenas a estabilizagdo da amostra. Outras correlagdes positivas foram apontadas entre
temperatura X pressdo (0,848), que conceitualmente estdo relacionadas, como na alteragdao do
ponto de ebulicdo em diferentes altitudes e pressdes; a temperatura X condutividade (0,860),
visto que teoricamente o aumento do calor em um material condutor causa aumento da energia
cinética dos atomos, interferindo na sua condutividade (Bagnato e Rodrigues, 2006); entre a
pressdo e a condutividade (0,868), onde da mesma forma que a temperatura, o aumento da
pressdo aumenta a massa por volume ocupado, alterando também a movimentagao dos elétrons

da amostra e da condutividade, porém a pressao atmosférica no local quase nao varia, sendo
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essa relacdo desconsiderada; entre o OD e o pH (0,948), OD e o ORP (0,994); e entre o pH € o
ORP (0,969), visto que essas variaveis estao intimamente relacionadas aos organismos € seus
processos, como por exemplo na eutrofizagcdo, onde o excesso de nutrientes aumenta o numero
de algas e plantas aquaticas que depois se decompdem, gerando gas sulfidrico e diminui¢ao do
pH e OD (Siqueira et al. 2011, Rivas et al. 2009 apud Nozaki, 2014), além da diminuicdo de
radiacdo solar pela barreira fisica, fazendo com que diminua a fotossintese em areas menos
superficiais (Fragoso Jr. et al., 2007).

J& correlagdes negativas foram encontradas entre dias e OD (-0,994), o pH (-0,956), e
0 ORP (-0,987); entre a temperatura ¢ o OD (-0,936), visto que o aumento da temperatura fara
com que gases fiquem mais solaveis (Von, Sperling, 2005), o pH (-0,857), e o ORP (-0,934);
entre a pressdo e o OD (-0,980), o pH (-0,959) e 0 ORP (-0,976); entre o OD e a condutividade
(-0,888); entre a condutividade e o pH (-0,905), e o ORP (-0,901).

Esses valores podem explicar motivos para o valor de salinidade menor que a média
para a dgua do mar observado anteriormente, pois a salinidade foi obtida por meio da
condutividade, que depende da temperatura e pressdo, e vé-se que condutividade X pressdo e
condutividade X temperatura comportam-se de maneira semelhante por terem fortes
correlagdes positivas. Outro possivel fator € a precipitagdo na semana anterior, o que pode ter
acarretado em uma diluicao das dguas superficiais.

Figura 6 — Mapa de Calor da Correlacdo de Pearson entre parametros
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Fonte: A autora (2024).
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Como a correlagdo de Pearson ndo indica que uma varidvel necessariamente causa a
outra, observou-se também os valores-p. Valores menores que o nivel de significancia escolhido
(p<0,05) sao uma sugestao de que sao valores significativos. O maior valor-p foi de 3,30E-02,
enquanto o menor foi de 3,56E-05. Como pode-se observar na Figura 7 (A), ha relagdo
significativa entre todos, porém, apresentando os valores de 0 a 0,05 ndo € possivel verificar a
diferencga clara entre os valores muito baixos. Refazendo o grafico de Mapa de Calor com
valores de 0 a 0,001, na Figura 7 (B), pode-se constatar que as relagdes mais fortes (em roxo)
ocorrem entre os dias e a pressao, os dias € 0 OD; e entre 0 ORP e 0 OD. Isso indica que, como
as correlagdes entre os dias € o OD e os dias ¢ o ORP foram negativas fortes, ao longo do
aumento dos dias, os valores de OD e ORP diminuiram. A correlagdo entre os dias e a pressao
foi positiva forte, entdo aumentando o numero de dias de repouso da amostra, aumentou
também a pressdo. Por fim, a correlagdo positiva forte entre 0 ORP e o OD indica que ambos
decairam simultaneamente.

Figura 7 — Mapas de calor dos valores-p em duas escalas
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5.2 ENSAIO DE DECAIMENTO

Para o ensaio de decaimento foram realizadas analises nos dias 29 € 31 de maio, 3, 5, 7,
12 e 14 de junho. As andlises dos beckers de controle foram feitas com maior espacamento, nos
dias 29 de maio, 5 e 14 de junho. Na Figura 8 e 9 pode-se observar a distribui¢cao dos dados em
forma de boxplot com média, mediana, minimo, maximo e quartis para comparagoes entre os
grupos, onde constata-se que ndo ha valores discrepantes. Os graficos para as concentragdes
médias de Escherichia coli (A), Enterococcus faecalis (B), Fagos MS2 (C), Fagos ox (D) e seus
respectivos controles encontram-se na Figura 10. E importante salientar que em todos os
graficos a concentracdo esta representada em logl0 UFC/ml para todos os microrganismos,
porém para os virus utiliza-se logl0 UFP/ml. As duas unidades representam o numero de
microrganismos viaveis contados nas placas, a mudanca da unidade ¢ apenas uma convencao

devido a forma como se apresentam e sao lidos nas placas.

Figura 8 — Boxplot das concentracdes de E. coli e E. faecalis
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Figura 9 - Boxplot das concentragdes de Fagos MS2 e Fagos ox
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Fonte: A autora (2024).

O célculo da taxa de decaimento (k) foi realizado através da Equagdo 1.2, conhecida
como Lei de Chick, assumindo que a cinética da reacao de inativagdo das bactérias € de primeira
ordem, mas ja ap6s integracao (Von Sperling, 2007; Carneiro, 2014). Essa ¢ uma Equacao Geral

utilizada normalmente para o decaimento de bactérias como coliformes e E. coli.
N(t) = Ny ekt (1.2)
Na qual: N (t) € a concentra¢do de microrganismos por 100 ml (UFC/100ml) no tempo t; N, €

a concentracdo inicial por 100ml (UFC/100ml); t é o tempo (dias); k ¢ a taxa de decaimento

(d1) e e é a constante de Euler.
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Figura 10 — Graficos das concentracdes médias de cada microrganismo e seu controle nos

dias de analise
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Fonte: A autora (2024).

Dias

Ap0s transformar as unidades multiplicando por 100 para obté-las em UFC/100ml, os

valores de k foram calculados utilizando valores do dia 0 ao dia 9, por ser o tltimo dia onde foi

identificada concentragdo de E. coli, como pode-se observar na Tabela 5.

Tabela S — Célculo da taxa de decaimento para cada microrganismo.

Ensaio de decaimento
Microrganismo Taxa de decaimento (k)
E. coli 0,77
Enterococos 0,67
Fagos MS2 0,42
Fagos ox-174 0,40

Fonte: A autora (2024).
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Diante dos resultados apresentados, vemos que a taxa de decaimento ¢, do maior para o
menor valor, E. coli > Enterococos > Fagos MS2 > Fagos ox-174, ou seja, a cada dia a E. coli
foi o microrganismo que decaiu mais rapidamente, e os colifagos somaticos (ex) foram os mais
lentos, corroborando com a teoria de que sao melhores indicadores em agua do mar. Até o uso
do E. faecalis ¢ mais interessante, visto que foram melhores indicadores de risco de
adoecimento por contaminagdo fecal humana (EPA, 2023). Importante ressaltar que este
resultado foi obtido em condi¢des controladas, podendo ser afetado por fatores naturais
comentados anteriormente.

Em 1978, Mancini fez um estudo com o tema “Estimativas numéricas de taxas de
mortalidade de coliformes para varias condi¢gdes”, onde, além de outras equacdes, formulou a
Equacdo 1.3 com uma correcdo da Equagdo Geral para a temperatura (20°C, proéxima a
temperatura do ensaio realizado neste trabalho) e salinidade, indicando que o aumento da

salinidade causaria uma maior taxa de mortalidade.

k*(T) = Ky + 0,006 (% dgua do mar) x 1,077-20) (1.3)

Na qual: k*(t) ¢ taxa de mortalidade na temperatura T; K,, ¢ a taxa de mortalidade a 20°C;
“% agua do mar” ¢é a porcentagem de agua salgada da amostra; T € a temperatura (°C).

A agua do mar possui em meédia 35 PSU (Practical Salinity Unit), valor utilizado como
padrao para 100% de salinidade. Considerando que os valores de k obtidos anteriormente foram
obtidos a 20°C e a 4gua das amostras possuiu uma média de 29,12 PSU, a porcentagem para
nossa andlise seria de 83,20. Uma agua com 50% de 35 PSU possuiria 17,5 PSU. Logo, temos
os valores corrigidos para o decaimento dos organismos. Na Tabela 6 podemos observar que os

valores corrigidos sao ligeiramente maiores, ou seja, uma taxa de decaimento mais rapida.
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Tabela 6 — Célculo da taxa de decaimento corrigida para cada microrganismo.
Ensaio de decaimento

Taxa de decaimento corrigida (k*)
Microrganismo 50% de agua 83,20% de agua | 100% de 4dgua
do mar do mar do mar
E. coli 1,07 1,27 1,37
Enterococos 0,97 1,17 1,27
Fagos MS2 0,72 0,91 1,02
Fagos ox-174 0,70 0,90 1,00

Fonte: A autora (2024).

5.3ANALISES ESTATISTICAS

Iniciando as andlises estatisticas, primeiramente entre 0S microrganismos € Sseus
controles. Empregando os valores da Tabela 8 aplicou-se o teste ANOVA com o teste de
Brown-Forsythe e determinou-se um valor de P maior que o valor de confianga, o que indica
que a hipotese de que hd homogeneidade de variancias entre os valores nao ¢ descartada. Assim
¢ possivel aplicar o teste ¢ de Student para comparagdo das médias entre cada bactéria e seu
respectivo controle. O valor de P encontrado para a E. coli e seu controle; Enterococos e seu
controle; e Fagos ox e seu controle foram maiores que o nivel de significancia de 0,05,
sugerindo que ndo ha diferenga estatistica entre as médias dos dois grupos. O grupo dos Fagos
MS2 nao foi analisado quanto ao controle com o teste ¢ de Student por nao possuir o valor de
concentragdo do dia 0. No seu lugar foi utilizado um teste t ndo paramétrico comparando as
médias dos dias 7 e 16, sendo a diferenca entre elas estatisticamente insignificante, da mesma
forma.

Além disso ¢ importante evidenciar que os controles de bactérias aumentaram e os de
virus diminuiram em 4gua destilada, refor¢cando que a proposi¢ao dos virus como indicadores

seria em dgua do mar.
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Tabela 7 — Médias das concentragdes das bactérias, fagos e seus controles ao longo dos dias
em logl0 UFC/ml (ou log10 UFP/ml para os virus)

Dias E. coli Controle Entero Controle Fagos Controle Fagos Controle
€0CoS MS2
0 7,037 6,864 6,599 7,308 4,517 - 8,722 6,839
2 5,644 - 4,431 - 7,809 - 8,925 -
5 5,696 - 4,379 - 7,868 - 5162 -
7 4,432 7,058 4,256 7,797 6,708 6,017 6,554 6,058
9 4,022 - 3,991 - 6,366 - - -
14 0,000 - 3,568 - 6,483 - - -
16 0,000 7,429 3,236 7,997 - 5,878 5,933 5,308

Fonte: A autora (2024).

Posteriormente os testes tiveram o objetivo de analisar os grupos entre si, sem seus
controles. O grafico da Figura 11 apresenta as médias de cada microrganismo em cada dia de
analise em log10 UFC/ml. Importante ressaltar que os valores de E. coli dos dias 14 e 16 foram
zero; portanto, ndo aparecem no grafico em logl0. Utilizou-se o teste ANOVA e obteve-se um
valor de P de 0,0041, menor que o valor de confianga P de 0,05, indicando que deve existir
diferenca significativa entre as médias. J& o teste de Tukey entre E. coli e Enterococos; entre
Enterococos e Fagos MS2; e entre Fagos MS2 e Fagos ox resultaram em valores de P maiores
que 0,05, sugerindo que ndo hé diferenca significativa entre estes. Ja entre E. coli e Fagos MS2;
entre E. coli e Fagos ox; e entre Enterococos e Fagos ox; o valor foi menor que o intervalo de
confian¢a adotado, sugerindo que ha significativas diferencas entre os grupos, como podemos

analisar na Tabela 9, com os valores menores que o valor de confianga em negrito.

Tabela 8 — Valores-P do teste de Tukey

E. coli Enterococos Fagos MS2 Fagos ox
E. coli - 0,9451 0,0293 0,0134
Enterococos 0,9451 - 0,0819 0,0395
Fagos MS2 0,0293 0,0819 - 0,9867
Fagos ox 0,0134 0,0395 0,9867 -

Fonte: A autora (2024).
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Figura 11 — Gréficos das concentragcdes médias dos microrganismos nos dias de analise

Médias das concentragcoes
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Fonte: A autora (2024).

Do mesmo modo, analisou-se os grupos de controles entre si. Os resultados do teste
ANOVA indicaram com valor de p <0,05 que ha diferenga significativa entre os grupos. O teste
de Tukey indicou quais grupos seriam esses, no caso entre o grupo de Controle de Enterococos
e o de Fagos MS2 e entre o Controle de E. coli e Fagos MS2. Era esperado que em agua destilada
os controles ndo fossem diferentes ou os de bactérias e de fagos fossem diferentes, o que ndo
ocorreu totalmente.

Diante dos resultados apresentados, ¢ possivel sugerir que o decaimento dos
bacteriéfagos entre si e o das bactérias entre si sdo semelhantes, com o decaimento da E. coli

sendo diferente estatisticamente do decaimento dos dois bacteridfagos e o do Enterococos

apenas do ox.

5.4 COMPARACAO COM DADOS DO IMA

No ano de 2008, Gronewold e Wolpert testaram um modelo para relacionar as unidades
de Numero Mais Provavel (NMP) e Unidade Formadora de Coldnias (UFC). Apesar de
desconsiderar fatores externos que possivelmente influenciariam no resultado, encontraram a

relacdo da Equagdo 1.4.

13 UFC NMP

— X = (1.4)
6 ml 100 ml
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Logo, para realizar uma comparacdo com as amostras obtidas e analisadas pelo IMA,
os valores limite de Escherichia coli da Resolugdo CONAMA N° 274/2000 para classificacao

foram convertidos como consta na Tabela 10.

Tabela 9 — Conversao dos limites para Escherichia coli e Enterococos determinados pela
Resolucdo CONAMA N° 274/2000
Resolugdo CONAMA N° 274/2000

Classificacao E. coli Enterococos
NMP/100ml UFC/ml NMP/100ml UFC/ml
Excelente 200 0,923 25 0,115
Muito boa 400 1,846 50 0,231
Satisfatoria 800 3,692 100 0,462
Improépria 2000 9,231 400 1,846

Fonte: Adaptado de Gronewold e Wolpert (2008).

As amostras coletadas nos dias 09 e 29 de maio foram analisadas e os resultados
obtidos estdo apresentados, em UFC/ml para bactérias e UFP/ml para os Fagos, na Tabela 11 a

seguir.

Tabela 10 — Concentragdes obtidas nas analises das amostras dos Pontos 05 e 94.

Ponto 05 Ponto 94
Dia 09/05 Dia 09/05 Dia 29/05
E. coli 13 6 3400
Enterococos ND* ND* 100
Fagos MS2 300 7000 4506

(*) Nao Detectado. Fonte: A autora (2024).

Considerando as Tabelas 10 e 11, verifica-se que as concentracdes de E. coli nos dias
09 e 29 de maio para os Pontos 05 e 94 encontram-se acima do limite da Resolugdo CONAMA
N°274/2000. Desconsiderando o fato de que sdo necessarios os resultados das analises de cinco
semanas anteriores ¢ ao menos 20% das amostras fora dos limites “excelente”, “muito boa” ou
“satisfatoria” para ser considerada imprépria, ou se houverem outros fatores que
contraindiquem o exercicio da recreacdo de contato primdrio, as praias dos Pontos 05 e 94
estariam na categoria de “impréprias”, assim como o resultado da analise do IMA para um dia
préoximo, o dia 22 de maio de 2024, que foi de 65,24 UFC/ml apods a conversao.
No dia 09 de maio para os dois pontos ndo foram identificados Enterococos na amostra

coletada, entdo a praia seria classificada como “préopria” e “excelente” para banho. Ja no dia 29

de maio o Ponto 94 apresentou uma concentracdo de 100 UFC/ml, o que tornaria a praia
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“impropria”. Com relagdo aos colifagos F-RNA especificos (MS2) pode-se observar que os
valores encontrados foram sempre maiores que os valores para bactérias, um dos motivos da
proposi¢ao dos mesmos como indicadores, visto que devido a sua semelhanga com outros virus
entéricos, a amostra demonstraria valores ainda mais indicativos de contaminacao fecal.

Em relacdo as andlises realizadas pelo IMA, como vé-se na Tabela 12, as concentracdes
variam bastante, mas a praia do Ponto 94 foi categorizada como “impropria” em todo o periodo
de janeiro a junho de 2024, juntamente com os anos de 2022 e 2023. Em 2021 foi categorizada
como “propria” para banho por 8 vezes, sendo 6 dessas vezes de margo a setembro, onde a
temperatura se encontrava mais baixa do que no resto do ano, com exce¢do dos dias 20 de
janeiro, 10 de margo e 27 de dezembro que tiveram temperaturas de 27°C, 22°C e 21°C
respectivamente. Outro possivel fator para a boa qualidade da dgua foi que apenas um dia dos
8 havia chuva moderada e dois dias chuva fraca, tendo os outros chuva ausente. Ja em 2020,
ano do inicio da pandemia de COVID-19, outro fator que pode ter influenciado na diferenca da
qualidade da 4gua em comparagao aos outros anos, a praia foi caracterizada como “propria” por
10 vezes, sendo em momentos diferentes do ano de 2021, pelo més de janeiro, inicio de
fevereiro, um dia em outubro, dois em novembro e um em dezembro. As temperaturas variaram
de 14 a 28°C nesse intervalo. Importante ressaltar que nao foram feitas analises depois do dia
11 de margo, voltando dia 2 de setembro de 2020.

Realizando uma comparag¢do entre a estagdo do outono dos ultimos quatro anos, com
os valores apresentados na Tabela 12, pode-se observar que, ao fazer uma andlise estatistica de
Pearson entre a temperatura e a concentracao de E. coli obtida pelo IMA, a relacdo entre eles ¢
fraca ou inexistente, o que nos confirma que a relagdo dos valores de concentragdo nao
dependera apenas da temperatura, e sim de outros pardmetros como chuvas (Holcomb et al.,
2020), velocidade e dire¢ao do vento.

Tabela 11 — Valores obtidos das analises do IMA para meses de outono de 2021-

2024
Data E. coli  Temperatura
(logl0 (°C)
UFC/ml)
26/05/2021 2,10 13
28/04/2021 1,44 19
25/05/2022 16,86 17
27/04/2022 42,50 22
24/03/2022 15,91 24
31/05/2023 14,20 17

26/04/2023 111,67 20
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E. coli

Data (log10 Temlieratura
UFC/ml) (O
29/03/2023 91,68 23
20/03/2023 10,53 24
22/05/2024 65,24 18
24/04/2024 33,55 22
26/03/2024 2,97 21
Média 34,05 19,71
Desvio
Padrio 36,94 3,24
Minimo 1,44 13,00
Mediana 16,38 20,00
Méximo 111,67 24,00

Fonte: Adaptado de IMA.

De acordo com Brondani (2015), as analises de colifagos podem ser alteradas de acordo
com diferentes periodos do ano, tanto pelo regime de chuvas, quanto pelas temperaturas. O
mais comum ¢ encontrar menor concentragdo destes a menores temperaturas, mas ha estudos
contrarios como o de Nkwe et al. (2015) para agua potavel, na Africa do Sul, mostrando que os
parametros ambientais ndo devem ser analisados isoladamente.

No artigo de McMinn, Ashbolt & Korajkic (2017) foram analisados dados de diversos
estudos, e determinaram que foram encontradas em dgua do mar concentragdes proximas a
0,0187 log10 UFC/ml para E. coli e 0,0203 log10 UFC/ml para Enterococos, valores bastante
diferentes dos valores de E. coli encontrados pelo IMA e valores dos dois organismos
encontrados nas amostras deste trabalho. Também destacam que colifagos somaticos foram
encontrados na faixa de 0,0166 UFP/ml, e F-especificos na média de 0,0089 UFP/ml, valores
também muito inferiores aos analisados anteriormente neste trabalho. Este fato pode nos
mostrar como o local estudado, os costumes dos habitantes e o clima podem modificar as
concentragdes dos microrganismos na agua do mar, como observado por Schenkel (2020), e

também sugere que estes indicadores possam ser utilizados em Florianopolis.
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6 CONCLUSAO

A necessidade de investigar e propor aprimoramentos nos critérios de balneabilidade
no Brasil devido a alta densidade nas regides costeiras, as mudancgas climaticas e o aumento do
aparecimento de doengas virais ¢ de uma importancia extrema. Explorar a eficicia de
indicadores microbioldgicos alternativos como bacteriofagos, a fim de aprimorar a seguranca
da saude publica ¢ uma das possibilidades para melhorar este cendrio. Os indicadores atuais
sozinhos ndo t€m inespecificidade com o hospedeiro, nao sdo exclusivamente encontrados em
humanos, mas também em outros animais homeotérmicos, ndo sdo relacionados somente a
polui¢do fecal e tem comportamento bastante diferenciado a depender da variacdo das
condi¢des ambientais, como maiores ou menores temperaturas.

Através dos métodos utilizados, a técnica de cultivo em placas de 4gar para as bactérias
(spread plate method ou método de espalhamento) e a de duplo dgar de Adams de 1959 para os
bacteriofagos, foram obtidos resultados em 24 horas e 48 horas de cada andlise, sendo estes
confiaveis, rapidos e facilmente reproduzidos.

A partir deste trabalho, temos que os resultados de taxa de decaimento das bactérias
analisadas foi maior que o dos bacteri6fagos em agua do mar. Além disso foram encontrados
valores de E. faecalis que tornariam as aguas da Beira Mar e da Praia do Meio “proprias” para
banho, enquanto a E. coli apontava que “estariam improprias”. Analises do IMA indicaram
poucos dias em que a praia da Beira Mar estava “propria” para banho, e apesar das suposi¢des
de que seria devido a falta de chuvas e temperaturas mais baixas, seria interessante ter outros
indicadores para ter a certeza de que estavam “proprias”.

Os resultados obtidos levam a ideia do uso de mais de um indicador microbioldgico
concomitantemente para determinagdo da balneabilidade, visto que os indicadores atuais, os
coliformes e Escherichia coli, nao demonstram ser suficientes, sendo os bacteriofagos mais
resistentes a variacdes de temperatura, pH e principalmente salinidade, apesar de pecar em
outros quesitos como a dificuldade de medig¢do devido a baixa densidade nos corpos d’agua
normalmente enfrentada.

Para futuros estudos seria interessante realizar o ensaio, porém em outras temperaturas,
porcentagem de salinidade e a radiacdo solar, fatores que inativam os microrganismos
estudados. Seria interessante realizar também com outros virus, como os Adenovirus e outros

bacteriéfagos promissores.
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Notou-se através das pesquisas que uma das maiores dificuldades ¢ a falta de
padroniza¢do do método de andlise, gerando estudos com muitas variaveis diferentes e dificeis

de comparar, sendo interessante realizar o ensaio da mesma forma que este trabalho.
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