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RESUMO

A microbacia do Ribeirdo José Pereira esta totalmente inserida no municipio de
Itajubd, MG. E uma éarea bastante diversificada e de grande importancia, pois é o
local onde estdo as principais nascentes hidricas que fornecem &agua para o
abastecimento da cidade. A populagéo rural da microbacia faz intenso uso dessas
aguas para diversos fins, inclusive o nutricional e, por isso, deve haver uma
preocupagao com a sua qualidade. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
qualidade hidrica e o perfil de resisténcia de bactérias heterotroficas em nascentes
sobre diferentes usos do solo da microbacia. Para isso, foram realizadas coletas de
amostras em 12 nascentes, em duas estacfes do ano, seca e chuvosa, seguindo-se
a determinacdo de atributos fisico (turbidez), quimicos (condutividade elétrica,
oxigénio dissolvido, pH, carbono organico total, acidez, alcalinidade e dureza) e
microbiolégicos (densidade total de bactérias heterotroficas, nimero mais provavel
de coliformes totais e Escherichia coli), incluindo testes de resisténcia bacteriana
frente a 10 antimicrobianos: penicilina, vancomicina, aztreonam, cefalexina,
amoxicilina, cefoxitima, cefepime, ciprofloxacino, cloranfenicol e gentamicina. Os
dados obtidos foram avaliados por meio da andlise de componentes principais. Os
resultados mostraram que nao foi possivel estabelecer uma relacdo entre a
qualidade hidrica e o perfil de resisténcia bacteriana com as formas de uso e
cobertura do solo no entorno das nascentes, entretanto, observou-se melhor
qualidade hidrica na estagéo seca.

Palavras-chave: Antibi6ticos. Potabilidade hidrica. Resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Ribeirdo José Pereira watershed is fully inserted in the municipality of Itajuba, MG.
It's a very diverse and very important area because it is the place where the main
water springs supplying water to supply the city. The rural population of the
watershed makes heavy use of groundwater for various purposes, including nutrition
and, therefore, there must be a concern for quality. The aim of this study was to
evaluate the water quality and profile of resistance of heterotrophic bacteria in
springs on different land uses of the watershed. For this, samples collections were
conducted in 12 springs in two seasons, dry and wet, followed by the determination
of physical attributes (turbidity), chemical (electrical conductivity, dissolved oxygen,
pH, total organic carbon, acidity, alkalinity and hardness) and microbiological (total
density of heterotrophic bacteria, most probable number of coliforms and Escherichia
coli), including bacterial forward resistance tests to 10 antimicrobial agents: penicillin,
vancomycin, aztreonam, cephalexin, amoxicillin, cefoxitima, cefepime, ciprofloxacin,
chloramphenicol and gentamicin. The data were evaluated by principal component
analysis. The results showed that it was not possible to establish a relationship
between water quality and bacterial resistance profile with forms of land use and land
cover in the vicinity of springs, however, it was observed better water quality in the
dry season.

Key word: Antibiotics. Water potability. Bacterial resistance.
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1 INTRODUCAO

E frequente o aumento de microrganismos resistentes a antibiéticos, que
podem causar infeccdes muito graves e, até mesmo, nao trataveis, nos ambientes
naturais.

A preocupacdo com tais microrganismos € uma questao de saude publica
global, pois existem indicios de que espécimes resistentes poderdo causar vastos
efeitos na medicina e nas sociedades em decorréncia da falta de antibidticos
capazes de combaté-los.

A elevada prevaléncia desses microrganismos no ambiente, que ha pouco
tempo se restringia a area hospitalar, € uma consequéncia das atividades humanas
relacionadas, principalmente, ao descarte inadequado de residuos, ao
desmatamento, & degradacdo dos solos, além da utilizacdo indiscriminada de
antimicrobianos nas medicinas humana e veterinaria.

A contaminacdo dos recursos hidricos, em consequéncia dessas
atividades, € de especial importancia, devido a necessidade da agua para a
manutencao da vida. Em algumas regides, aguas advindas de fontes naturais, como
as nascentes, sao a Unica op¢do para as populagbes que fazem o seu uso, na
maioria das vezes, sem nenhum tratamento prévio..

Sabe-se que a qualidade das aguas naturais esta diretamente relacionada
as condicdes do ambiente, por isso a preservacdo dos solos e da cobertura vegetal
€ tao indispensavel para a sua manutencao. Existe um fragil equilibrio entre todos os
componentes ambientais e a qualidade da agua, portanto, qualquer alteracdo em um
ou mais desses componentes pode ocasionar sua deterioracao.

Para se avaliar a qualidade da agua utilizada para consumo humano séo
feitos testes fisicos, quimicos e microbiol6gicos, por meio dos quais, avaliam-se
atributos estabelecidos pela Portaria 2914/11 do Ministério da Saude, a qual
estabelece os critérios de potabilidade e de vigilancia sanitaria das aguas destinadas
ao consumo humano. A qualidade microbioldgica, por exemplo, € determinada por
meio da pesquisa de grupos especificos de microrganismos, que sao referenciados
como indicadores da qualidade hidrica, dentre os quais se destacam as bactérias
heterotréficas e a Escherichia coli.
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Bactérias heterotréficas ndo sdo patdgenos potenciais, entretanto em
elevadas concentracdes podem ocasionar doencgas oportunistas, especialmente em
grupos de maior susceptibilidade, como criancas e idosos. A existéncia de bactérias
heterotréficas, com alto grau de resisténcia nos recursos hidricos indica intenso
processo de degradacdo ambiental e oferece risco ainda maior aqueles que fazem
uso desses recursos.

A Escherichia coli, uma das principais representantes do grupo coliforme
total, estd presente em grande quantidade nas fezes de mamiferos e, por isso,
também é utilizada como indicador de qualidade hidrica. A sua presenca na agua
pode ser relacionada a contaminacdo fecal, que a torna o recurso hidrico
contaminado uma fonte de doencas infecciosas, pois 0S principais agentes
causadores destas doencas sdo patégenos fecais, transmitidos por meio da rota
oral-fecal.

Entre diversos outros ensaios, a avaliacdo do perfil de resisténcia de
espécimes presentes na agua, frente a antimicrobianos especificos, ndo tem sido
realizada, apesar de ja ter sido sugerida. Essa avaliacdo, mais minuciosa, € de
simples execucéo e, apesar disso, e de sua importancia para a saude humana, nao
€ estabelecida como critério de controle da qualidade hidrica destinada ao consumo
humanao.

Devido a preocupacdo com a utilizacdo das aguas de nascentes pela
populacdo da microbacia do ribeirdo José Pereira e visando estabelecer uma
relacdo entre a qualidade da agua, o perfil de resisténcia das bactérias heterotréficas
nela presentes e as formas de uso do solo no entorno das nascentes, desenvolveu-

se o presente trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a qualidade de aguas de nascentes da microbacia do Ribeirdo
José Pereira, Itajuba (MG), quanto aos aspectos fisicos, quimicos e microbiologicos,
incluindo o perfil de resisténcia de bactérias heterotréficas a dez antimicrobianos, e

associa-lo as formas de uso do solo no entorno das nascentes.

2.2 Objetivos especificos

* Mapear as principais nascentes da microbacia do ribeirdo José Pereira
guanto a cobertura e uso do solo;

* Analisar os atributos fisico (turbidez), quimicos (condutividade elétrica,
oxigénio dissolvido, pH, carbono orgénico total, acidez, alcalinidade e dureza)
e microbiolégicos (contagem de coliformes totais, Escherichia coli e
densidade de bactérias heterotroficas) das amostras hidricas,
separadamente, e concluir sobre a qualidade;

» Definir as relacdes entre os atributos fisicos, quimicos, microbiolégicos e o
perfil de resisténcia na determinacdo da qualidade hidrica das aguas, por
meio da andlise de componentes principais e associar a qualidade das aguas
as formas de uso do solo;

* Analisar fenotipicamente os isolados bacterianos (cor, formato, aspecto da
borda, brilho e goma) de forma a possibilitar o agrupamento de grupos
dominantes nas aguas;

* Analisar a influéncia da estacdo na qualidade das &guas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Qualidade da 4gua para consumo humano

A &gua, como se sabe, é um recurso natural e um bem essencial a
sobrevivéncia humana e de todos os seres vivos, além de ser indispensavel ao
exercicio de suas atividades. Apesar de sua importancia, a sua utilizacdo mantém
uma relacdo ambigua com o ambiente, pois ao utiliza-la, 0 homem tem degradado
este recurso e a area onde esta inserido, por meio da poluicdo e devastacao dos
mesmos (HELLER; PADUA, 2006).

Somado a crescente deterioracdo deste recurso e ao aumento do seu
consumo, existe também o problema da distribuicdo irregular da agua nas diversas
regides do planeta. Existem areas onde ocorre real escassez, sendo auséncia dela
(CAVALCANTI, 2014).

Em decorréncia desses fatores que dificultam o acesso a agua de
qualidade muitas populacdes fazem uso de fontes alternativas para o0 seu
abastecimento. Isto ocorre especialmente nas zonas rurais, onde se utilizam muito
frequentemente, aguas de nascentes e outras fontes naturais, muitas vezes com
qualidade duvidosa (PERDOMO et al., 2006).

A utilizacdo de 4gua advinda de fontes alternativas é bastante expressiva,
por isso, e pela sabida importancia do consumo de agua com qualidade, para a
manutencdo e preservacdo da saude humana, o controle da qualidade da mesma,
independentemente da fonte, deve ser um objetivo primordial nas sociedades
(PERDOMO et al., 2006).

No trabalho realizado por Amaral et al. (2003), foram avaliadas 180
amostras hidricas utilizadas para consumo humano advindas de fontes localizadas
em 30 propriedades rurais, situadas na regido Nordeste do Estado de S&o Paulo.
Destas, 96,7 % foram consideradas fora dos padrdes microbiologicos de
potabilidade, concluindo-se assim, que a agua consumida a partir de fontes naturais
sem tratamento prévio é considerada um importante fator de risco para a ocorréncia

de doencas por veiculag&o hidrica.
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Para se estabelecer a qualidade hidrica, a portaria 2914/2011 do
Ministério da Saude (MS) dispde sobre os procedimentos de controle e vigilancia da
agua, independentemente da sua origem, além de estabelecer os padrdes de
potabilidade, por meio de valores de referéncia para atributos fisicos, quimicos e
microbioldgicos. Assim, a agua para consumo humano em toda e qualquer situacéao,
incluindo fontes individuais como poc¢os, minas, nascentes, entre outras, deve ser
livre de bactérias do grupo coliforme total e Escherichia coli em 100 mL de amostra e
ndo deve exceder a contagem de bactérias heterotréficas acima de 500 UFC/mL
(BRASIL, 2011).

Nos artigos 2° e 4° do capitulo | da portaria 2914/11 do MS ficam
estabelecidos que:

Art. 2°,

Esta Portaria se aplica a agua destinada ao consumo humano
proveniente de sistema e solucdo alternativa de abastecimento de
agua.

Art. 4°,

Toda agua destinada ao consumo humano proveniente de solugéo
alternativa individual de abastecimento de 4gua, independentemente
da forma de acesso da populacdo, esta sujeita a vigilancia da
qualidade da agua.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2004), as
aguas naturais, como sdo as de nascentes, sdo definidas como aquelas obtidas
diretamente de fontes naturais ou captadas de fontes subterrdneas por extracao,
com conteudo de sais minerais e oligoelementos em quantidade inferior ao minimo
estabelecido para serem classificadas como agua mineral natural. Estas aguas
possuem, naturalmente, uma flora bacteriana em sua composi¢cédo, definida como
microbiota autoctone (DIAS, 2008). Ainda, segundo esse autor, podem também
estar presentes microrganismos aloctones, que sao aqueles que estdo presentes por
contaminacao e ndo sao préprios da fonte.

Conforme Amaral (2007), a populacdo microbiana aquatica reflete as
condicbes do ambiente terrestre circundante e as atividades exercidas nele.
Atividades humanas, agricolas e pecuarias mal exercidas tém causado impactos nos
ecossistemas aquéticos, com consequentes alteracdes em suas comunidades e na

qualidade hidrica.
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3.1.1 Indicadores microbiolégicos da qualidade da agua

Diversos sdo os patdgenos que podem ser veiculados pelos recursos
hidricos, dentre os quais, virus, fungos, protozoarios e bactérias. Para avalia-los séo
feitas analises microbioldgicas em amostras de agua, entretanto, devido aos custos,
nao € viavel que se analisem um numero muito grande de microrganismos, por isso,
priorizam-se grupos que contém agentes, potencialmente, causadores de doengas
(HIRAI, 2013).

A pesquisa de tais agentes é muito importante, pois conforme dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), anualmente, mais de 800 mil pessoas
morrem em todo o mundo em virtude de doencas transmitidas pela agua
contaminada com microrganismos variados, 0 que torna estas doencas uma das
causas mais importantes de mortes mundialmente (WHO, 2014).

Os principais indicadores usados para a avaliacdo da qualidade
microbiologica da &gua, citados na Portaria 2914/11 do MS, sdo as bactérias do
grupo coliforme, sendo a Escherichia coli a principal, e as bactérias heterotroficas.

De acordo com Tortora et al. (2012, p. 781) coliformes séo definidos como
bactérias aerdbicas ou anaerobicas facultativas, Gram negativas, ndo formadoras de
esporos e fermentadoras de lactose com formacdo de gas apOs 48 horas de
incubacdo a 35 °C em caldo lactosado. Ainda, segundo os autores, nem todos 0s
microrganismos pertencentes a este grupo sdo exclusivamente entéricos, muitos
estdo presentes no solo, em plantas e na agua. Conforme Duarte (2011) as
principais bactérias deste grupo pertencem aos géneros Escherichia, Aerobacter,
Citrobacter, Klebsiela e outros que quase nunca estao presentes em fezes, como a
Serratia. Segundo a portaria do MS, aguas destinadas ao consumo humano devem
estar livres de coliformes totais em 100 mL de amostra.

O subgrupo coliforme fecal, também conhecido como termotolerante por
conter bactérias capazes de fermentar a lactose em temperaturas superiores a 40
°C, também ¢é utilizado para se estabelecer a qualidade microbioldgica da agua, e
assim como no grupo dos coliformes, os microrganismos deste subgrupo também
nao sdo exclusivos do trato intestinal, porém se relacionam mais diretamente a
contaminacdo por material fecal, quando presentes. A bactéria Escherichia coli € o
principal microrganismo deste subgrupo e esta presente em fezes humanas e de

animais homeotérmicos, por isso € o principal indicador da qualidade da agua
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potavel e balnearia, indicando, quando presente, contaminacao fecal das mesmas
(CETESB, 2007). Conforme a portaria do MS, 4guas destinadas ao consumo
humano devem estar livres de Escherichia coli em 100 mL de amostra.

Bactérias heterotréficas formam um grupo amplo, composto por bactérias
que utilizam carbono organico como fonte nutricional. A contagem destes
microrganismos fornece informacdes sobre a qualidade microbiolégica de forma
ampla e sO representam riscos se estiverem presentes em altas concentracdes, mas
ainda assim s&o utilizadas como indicadores, pois refletem a agdo antropica no
ambiente (AMARAL, 2007).

Segundo Domingues et al. (2007) a presenca de bactérias heterotroficas
em aguas destinadas ao consumo humano acima do limite estabelecido pela
Portaria do MS (500 UFC por 1 mL de amostra) também favorece o desenvolvimento
de doencas oportunistas que acometem, especialmente, criancas e idosos. Além do
que, o aumento dessas bactérias pode interferir com a contagem de bactérias do
grupo coliforme, resultando em valores subestimados, podendo também, interferir
com as qualidades fisicas, quimicas e organolépticas da agua.

De acordo com Rocha (2007) o fator limitante para o crescimento de
bactérias heterotroficas nos ecossistemas aquaticos € a matéria organica
biodegradavel, que em &guas naturais, apresenta-se em baixas concentragdes.
Essa matéria organica pode ser medida por meio da dosagem de carbono orgéanico
assimilavel (AOC) que contempla uma fracdo de 0,1 a 9 % do carbono orgéanico total
(TOC), correspondendo a porcdo mais facilmente degradavel, com compostos de
baixo peso molecular. Conforme o autor, existe uma significativa relacdo entre o
AOC e a densidade de bactérias heterotroficas presentes na agua. Van der Kooij
(1992 apud ROCHA, 2007) demonstrou que as bactérias heterotroficas néo
aumentam quando a concentracdo de AOC é inferior a 10 pg/L. Ainda, segundo
Kaplan et al. (1993 apud ROCHA, 2007) a concentracdo de AOC pode ser
considerada uma medida da estabilidade biol6gica da agua para crescimento de
microrganismos heterotroficos, sendo que as aguas sdo consideradas estaveis
guando possuem valores de 10 a 50 pg de AOCI/L.

Segundo Ribeiro (2012) legislacao brasileira, ainda € bastante insuficiente
guanto aos indicadores e as exigéncias de medidas sanitarias para o controle da
qualidade hidrica, quando comparada as de outros paises. Os préprios padrdes

utilizados como referéncias ndo sdo nacionais, mas tomados de outras localidades
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que apresentam realidades distintas, com diferentes condigcdes climaticas e
socioecondmicas. Ainda, conforme o mesmo autor, lamenta-se que na atual
legislacdo ndo tenha sido introduzida uma avaliacdo quantitativa de risco
microbiologico de forma mais abrangente, como utilizada em outras normativas
internacionais, o que permitiria uma regulamentacdo focada no processo de
tratamento e remocao de patdgenos e ndo apenas em critérios de qualidade por
meio da utilizagédo de indicadores de contaminacéo, que sao muito frageis.

Dentre outros testes e ensaios que nao séo realizados, a avaliacdo do
perfil de resisténcia bacteriana também é outro, que apesar de importante e de
simples execucao nao € priorizado. Em seus trabalhos Lupo et al. (2012), Baquero
et al. (2008), Lobova et al. (2002) sugerem a pesquisa de tais microrganismos como
mecanismo de controle da qualidade hidrica, pois a presenca de cepas resistentes
na agua em elevadas concentracdes oferece periculosidade as populacdes que as

utiliza, especialmente as que possuem atividade imunolégica deprimida.

3.2 Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana, segundo Santana (2006), pode ser definida
como a capacidade que algumas bactérias possuem de resistir & acdo de um ou
mais antimicrobianos. Esta resisténcia pode ser natural, sendo uma caracteristica
inata de determinados espécimes ou pode ainda, ser adquirida, quando um
microrganismo previamente sensivel a acdo de um antibidtico torna-se resistente a
ele.

A resisténcia natural (intrinseca) € resultado de um processo evolutivo e
representa uma caracteristica fisiolégica ou bioquimica de um organismo, enquanto
a resisténcia adquirida ocorre, geralmente, por um processo de recombinacao
genética (ROWE-MAGNUS; MAZEL, 1999; SALYERS et al., 2004), ou ainda, menos
frequentemente, por um processo de mutagdo, por meio de alteracbes aleatorias
gue permanecem no genoma do microrganismo e sdo transferidas aos seus
descendentes (KUMMERER, 2009). As muta¢cdes muitas vezes sdo ocasionadas por
fatores antropogénicos, relacionados a presenca de agentes quimicos diversos em
contato com os microrganismos (BAQUERO et al., 2008; LUPO et al., 2012).
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Caumo et al. (2010) afirmam que o grande problema associado ao
desenvolvimento da resisténcia bacteriana € a ineficiéncia da acédo dos antibiéticos,
que podera resultar na incapacidade do tratamento de doencas causadas por
bactérias resistentes. Nesse sentido, segundo esses autores, diz-se que a
resisténcia bacteriana podera devolver o mundo para a era pré-antibiotica.

As bactérias, segundo Tortora et al. (2012, p. 574) podem resistir a acao
do farmaco por meio de quatro mecanismos distintos: bloqueio da entrada da droga
na célula; destruicdo ou inativacdo enzimética da droga; alteracdo nos sitios-alvo da
droga e efluxo do antibidtico. Quaisquer desses mecanismos podem ser
desenvolvidos por microrganismos que contenham genes (intrinsecamente, ou
adquiridos) no cromossomo, em plasmideos e/ou em transposons, capazes de
expressa-los.

Plasmideos correspondem a fragmentos de DNA circular, extra e
independentes, que podem ser transferidos de um microrganismo para outro de
diversas formas. Geralmente, os genes que determinam a resisténcia estédo
localizados nesses segmentos de material genético (SCHWARTZ et al., 2002).
Transposons, por sua vez, sdo fragmentos moéveis de DNA capazes de migrar do
cromossomo bacteriano para os plasmideos, ou mesmo para outras por¢ées do
cromossomo, podendo também ser transferidos de um microrganismo para outro
carreando, da mesma forma, genes de resisténcia para outros espécimes
(TORTORA et al., 2012, p. 237).

Segundo Murray et al. (2009, p. 135) a troca de material genético, que
pode ocorrer inter e intraespécies, configura a principal forma de aquisicdo e
disseminagdo de genes de resisténcia bacteriana, refletindo no aumento do nimero
de espécimes resistentes.

Ainda, segundo os autores supracitados, essa troca de material genético
entre as células bacterianas pode ocorrer por meio de trés mecanismos: conjugacao;
transformacdo e transducdo. A conjugacao ocorre por meio do contato entre as
células; a transformacao, por meio da aquisicdo de material genético exdgeno, que é
absorvido do meio pela célula bacteriana; e a transducéo, por meio da transferéncia
de contetudo genético de uma bactéria para outra através de um bacteriofago. A
aguisicao de resisténcia bacteriana pelos mecanismos citados esta exemplificada na

figura 1.
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Figura 1 - Mecanismos genéticos de evolugdo e aquisicdo de resisténcia bacteriana por
meio de conjugacgédo, transducdo e transformacdo. A célula em azul contem plasmideos e
um deles contendo transposon é transferido para outra célula de espécie diferente (rosa),
que o incorpora e o transmite para seus descendentes.

Adaptado de Murray (2010).

Os mecanismos de aquisicdo de genes de resisténcia anteriormente
mencionados ocorrem em diversos meios como por exemplos, aguas, solos, e
animais (BAQUERO et al., 2008). Ainda, conforme esses autores, podem-se
distinguir quatro principais locais onde a resisténcia se desenvolve com frequéncia:
(i) na microbiota contida na pele e no trato intestinal de animais e humanos, onde
estdo presentes mais de 500 espécies bacterianas, que ao serem expostas a
antimicrobianos e agentes quimicos diversos, podem sofrer mutacao e selecao; (ii)
na microbiota presente em hospitais e em locais de criacdo/tratamento de animais,
onde estdo presentes bactérias patogénicas, e contra as quais se utilizam um
arsenal imenso de antibidticos, promovendo uma intensa selecdo de cepas
resistentes; (iii) na microbiota presente em aguas residuais, advindas de fontes
diversas como agricultura, hospitais, residéncias, industrias, contaminadas com as
mais variadas substédncias com efeito mutagénico e seletor sobre os
microrganismos; (iv) nos microrganismos do solo, aguas superficiais e subterraneas,
nos quais as bactérias autoctones estdo sujeitas a interacdo com bactérias

aléctones advindas dos locais i, ii e iii.
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Os genes que conferem a resisténcia aos antimicrobianos sao
considerados poluentes ambientais, pois uma vez que sao introduzidos no ambiente,
dificilmente poderao ser retirados (PRUDEN et al., 2006; ZHANG et al., 2009). Por
esse motivo, a resisténcia de bactérias a antimicrobianos € uma das propriedades
bacterianas que pode ser usada para avaliar o impacto antropogénico nos diversos
compartimentos ambientais (GONI-URRIZA et al., 2000). Ainda, segundo Pruden et
al. (2006) a presenca de genes de resisténcia e de microrganismos resistentes na
agua é maior em ambientes impactados por atividades agricolas e humanas.

Nesse sentido, segundo Lupo et al. (2012) e Baquero et al. (2008),
devem-se fomentar praticas de deteccdo de resisténcia a agentes antimicrobianos
como parametro para se avaliar a qualidade da agua, além de se incentivar o
desenvolvimento de novos métodos para a eliminagdo eficaz de antimicrobianos dos
efluentes e agua nas estacfes onde séo tratados.

Trata-se de um problema de saldde global, pois existem bactérias
resistentes espalhadas em todo o planeta (WORLD HEALTH ORGANIZATION -
WHO, 2014). Ainda segundo a WHO, as préticas de contenc¢édo do desenvolvimento
de resisténcia sdo muito escassas, mal definidas e o0s gastos em saude, em
decorréncia do desenvolvimento de microrganismos resistentes sdo muito elevados.
Conforme a WHO, a era pés-antibiotica, em que infeccbes comuns podem matar,
longe de ser uma fantasia apocaliptica, € uma possibilidade muito real para o século
21, em que existem poucas novas opcles para 0 combate a estes agentes, e 0
futuro para novas drogas ainda é obscuro.

No trabalho realizado por Lobova et al. (2002), avaliou-se a presenca de
bactérias heterotréficas no lago Shira, na Republica Khakasia, RuUssia, nas
diferentes estacBes do ano. Os pesquisadores identificaram grande quantidade de
espécimes resistentes, especialmente no verdo, quando a populacéo tinha contato
recreacional com as aguas do lago e o impacto antropogénico era maior, causando
a contaminacao das aguas do lago com uma flora bacteriana al6ctone. Com base
nos resultados obtidos, os pesquisadores sugeriram que o grau de impacto
ambiental e o monitoramento dos ecossistemas aquaticos fossem realizados por
meio da avaliacdo da propor¢cao de bactérias resistentes a antibioticos em diversos
periodos de coleta. Dessa forma, as propriedades bacterianas que se desenvolvem
em resposta ao impacto humano, como a resisténcia a antibiéticos, podem ser

utilizadas como indicadores de monitorizagdo ecoldgica.
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3.3 Antibioticos

Segundo Tavares (2001, p.10) o termo antibi6tico foi usado por Vuillemin
no final do século XIX, em alusédo a antibiose, processo natural de selecdo, por meio
do qual um ser vivo destréi o outro para assegurar a sua sobrevivéncia. Segundo
Vuillemin, antibiéticos teriam o poder de neutralizar a acdo de microrganismos
causadores de doencas.

Segundo Brunton et al. (2007), moléculas capazes de suprimir o
crescimento de microrganismos sédo conhecidas ha muitos anos, entretanto somente
no final da década de 1930, com a comprovacdo da eficacia da penicilina, droga
natural, descoberta em 1929 por Alexander Fleming, elas passaram a ser
produzidas e utilizadas em larga escala.

Segundo os autores, no entanto, o préprio Alexander Fleming, tdo logo
descobriu a penicilina, constatou também o fendmeno da resisténcia bacteriana a
droga, pois notara que a mesma néo exercia efeito sobre uma pequena populacéo
de microrganismos de uma mesma espécie.

Kirby (1960 apud TAVARES, 2000) observou, em 1944, que algumas
cepas de Staphylococcus aureus, naturalmente sensiveis a penicilina, apresentavam
resisténcia a ela. A partir disso, com a disseminacdo do uso da droga, essas
observacdes foram crescentes. Em 1946, aproximadamente 5 % das cepas de S.
aureus isoladas em pacientes em tratamento, nos Estados Unidos, eram resistentes
a penicilina. Em 1949 esse numero subiu para 29 % e, atualmente, mais de 80 %
das cepas nao respondem a acao da droga.

As décadas entre 1920 e 1980 foram bastante promissoras para a
descoberta e o desenvolvimento de antibiéticos, representando o auge do periodo
de sintese das principais moléculas com acdo antimicrobiana, como pode ser
observado na figura 2. Nos anos subsequentes, entretanto, ndo se observam
grandes descobertas de novas moléculas com acao antibacteriana, por esse motivo,
o arsenal terapéutico contra doengas infecciosas tem se tornado limitado,

especialmente no que se refere as bactérias resistentes.
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Figura 2 — Periodo de desenvolvimento dos principais antimicrobianos.
Fonte: OMS (2014).

Segundo Tavares (2001, p. 11) a grande totalidade das novas substancias
antimicrobianas preparadas ndo tém utilidade pratica, entretanto, elas revelam que a
pesquisa por tais substancias é expressiva, especialmente por se buscarem drogas
capazes de combater os microrganismos resistentes aos antimicrobianos mais
antigos. O quadro 1 apresenta as principais drogas utilizadas no combate aos
microrganismos patogénicos, com 0S Seus respectivos mecanismos de acdo e

classificagoes.
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Quadro 1 - Principais classes de antimicrobianos, com seus respectivos mecanismos de
acao e alguns seus representantes.

CLASSES

SUBCLASSES

ACAO

REPRESENTANTES

B lactamicos

Penicilinas

Benzilpenicilinas

Penicilina*
Pen. G Procaina
Pen. Benzatina

Aminopenicilinas Ampicilina
Bactericidas: Amoxicilina*
P.R. Interferem com a | Oxacilina
penicilinases sintese da parede
P. de amplo bacteriana Carboxipenicilinas
espectro
Cefalosporinas | 12 Geragdo Cefalexina™
Cefalotina
22 Geracgdo Cefoxitina*
Cefaclor
32 Geracdo Ceftriaxona
42 Geragao Cefepima*
Carbapenens Imipenem
Meropenem
Monobactans Aztreonam*
Quinolonas Quinolonas (anos 60) Bactericidas: Ac. Nalidixico

Fluoroquinolonas (anos 80)

Inibicdo da DNA
girasse bacteriana

Ciprofloxacina*

Glicopeptideos

Inibicdo de
sintese proteica,
de RNA m,
alteracdo da
permeabilidade

Vancomicina*
Teicoplanina

MP
Oxazolidinonas Inibicdo da Linezolida
sintese proteica
Aminoglicosideos Sintese de Gentamicina*
proteinas Estreptomicina
anOmalas Amicacina
Macrolideos Inibicdo de Eritromicina
sintese proteica | Claritromicina
Azitromicina
Licosaminas Inibicdo de Lincomicina

sintese proteica

Nitroimidazadlicos

Inativagdo do
DNA

Metronidazol

Cloranfenicol

Inibicdo de
sintese proteica

Cloranfenicol*

Sulfonamidas

Inibe a sintese de
acidos nucleicos
(acido fdlico)

Sulfanilamida
Sulfametoxazol

Tetraciclinas

Inibicdo da
sintese proteica

Tetraciclina
Doxiciclina

FONTE: Adaptado de Anvisa (2007).
* Antimicrobianos utilizados para avaliagdo do perfil de resisténcia das cepas estudadas.
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No inicio de janeiro de 2015, um artigo publicado pela revista Nature,
intitulado A new antibiotic kills pathogens without detectable resistance apresentou o
estudo desenvolvido por cientistas da universidade Northeastern de Boston,
liderados pelo professor Kim Lewis. Trata-se da recente descoberta de um novo
antibiotico, produzido por microrganismos do solo, cuja molécula denominada
teixobactin foi capaz de combater microrganismos resistentes a diversos
antimicrobianos. Segundo 0s cientistas, 0s microrganismos, dificiimente,
desenvolverdo resisténcia a ela devido ao seu mecanismo de agdo que ndo atua
contra as proteinas bacterianas, altamente capazes de sofrerem mutacdo. A nova
droga, primeira descoberta dos udltimos 30 anos, em algumas décadas sera
comercializada e podera ser a esperanca para o combate das cepas resistentes
dispersas em todo o planeta (SAMPLE, 2015).

Diversas razdes justificam a necessidade do desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos, especialmente porque as doencas infecciosas sédo ainda
uma das principais causas de mortalidade em todo o mundo, além disso, as taxas
de resisténcia microbiana tém se elevado substancialmente, ao passo que o nimero
total de novos agentes antimicrobianos aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration) tem sido muito escasso. A necessidade de drogas que atuem por
mecanismos de acao diferentes daqueles associados aos farmacos em uso também
€ outro importante fator que justifica a necessidade de novos antimicrobianos como
arsenal terapéutico (COATES; HU, 2007).

3.3.1 Antibidticos no ambiente

Diversos antibioticos estdo naturalmente presentes no ambiente devido a
producdo por organismos vivos como bactérias, plantas e outros seres. Os principais
antimicrobianos encontrados pertencem as classes dos B-lactamicos e dos
aminoglicosideos, e sdo detectados especialmente, nos solos (KUMMERER, 2009).
A deteccdo ambiental de tais substancias, entretanto, tem sido crescente devido a
contaminagao por drogas produzidas industrialmente. Atualmente, sdo produzidas
cerca de 100000 toneladas de antimicrobianos por processos de quimiossintese
(NIKAIDO, 2010), das quais, um percentual significativo € introduzido, direta ou
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indiretamente, nos compartimentos ambientais, dentre os quais o compartimento
hidrico € o principal.

Segundo Berto et al. (2009), os processos convencionais de tratamento
de aguas residuais ndo sao capazes de eliminar os residuos de antimicrobianos
nelas presentes, sendo que, somente processos avangados, como aqueles que
utilizam oxidacédo, podem fazé-lo. Por isso, conforme Baquero et al. (2008), as aguas
superficiais se encontram bastante poluidas por estes compostos.

Paralelamente a contaminacdo dos recursos hidricos, os antimicrobianos
também sdo disseminados no solo e em sedimentos (KUMMERER, 2009). Segundo
0 autor supracitado, a contaminagao por meio da excre¢cdo humana lidera dentre as
formas de contaminacdo ambiental devido ao expressivo consumo, entretanto outras
formas de disseminagdo contribuem para o aumento da concentracdo de

antimicrobianos no ambiente, como ilustrado na Figura 3.
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Figura 3 - Possiveis rotas de farmacos no ambiente.
FONTE: Billa e Dezoti (2003).

O descarte de efluentes nos cursos d’agua, contendo residuos de
antimicrobianos, € um fator importante relacionado ao desenvolvimento de
resisténcia bacteriana. Esses farmacos em baixas concentragcbes favorecem a
selecdo de cepas resistentes no ambiente, propiciando a sua reprodugdo e o
aumento populacional (ALVARENGA; NICOLETTI, 2010). Segundo Kummerer
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(2003), antimicrobianos tém sido identificados em quantidade da ordem de
microgramas por litro em diversos compartimentos, como nas estagOes de
tratamento de esgoto, aguas superficiais e aguas subterrdneas. Esses autores
reforcam, portanto, que o uso inadvertido desses farmacos promove dois graves
problemas ambientais: a contaminagdo dos recursos hidricos e 0 desenvolvimento
de resisténcia bacteriana.

No trabalho realizado por Watinkson et al. (2008), analisaram-se amostras
de agua de bacias do sudeste da Australia, por meio de cromatografia liquida, para
se investigar a presenca de 28 tipos de antimicrobianos. As aguas analisadas foram
coletadas de quatro fontes diferentes, dentre as quais: efluentes hospitalares, aguas
residuais de estacbes de tratamento, 4guas superficiais de rios e aguas potaveis.
Em 90 % das amostras analisadas foram identificados, pelo menos, um tipo de
antibiotico, exceto nas amostras de agua potavel, nas quais eles ndo foram
identificados. Os autores questionaram esse registro, pois as amostras de agua
potavel advém das aguas superficiais, em que se identificaram varias moléculas de
antimicrobianos.

Tendo em vista a preocupacdo com a qualidade da agua natural
consumida nos diversos contextos socioeconémicos e culturais e a relacdo da
mesma com as condicdes ambientais, além da possivel disseminacdo de
microrganismos resistentes por via aquatica, o estudo desenvolvido objetiva alertar
sobre a importancia da preservacdo ambiental para a manutencdo da qualidade

hidrica e da saude da populacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacdo da Area de Estudo

A éarea de estudo esta localizada na area rural do municipio de Itajuba
(MG), dentro da microbacia hidrogréafica do ribeirdo José Pereira, afluente do rio
Sapucai na sua regido média, localizada entre os meridianos 45° 27’ 31" e 45° 20’
57" W e os paralelos 22° 23’ 18” e 22° 26’ 57” S. A area tem, aproximadamente, 40
km? e é delimitada ao sul pela Serra da Pedra Amarela, a leste pela Serra da Agua
Limpa, a norte pelas serras do Juru e dos Toledos, e a oeste por pequenos divisores
que a separam da bacia do rio Sapucai (LIMA et al., 2013).

A altitude varia entre 840 e 1760 m, sendo que a porgdo oeste da
microbacia apresenta as menores altitudes, local de ocorréncia das planicies fluviais
e do nucleo urbano. As maiores elevacdes sdo observadas a leste, onde estédo
presentes a Serra do Juru e a Serra dos Toledos. O relevo dominante € do tipo Forte
Ondulado, com declividades entre 15 e 45° (FLAUZINO, 2012).

Conforme a classificacdo climatica de Koppen-Geiger, a microbacia
apresenta duas variac6es do Clima Tropical de Altitude, o tipo Cwa, que predomina
em quase toda a area da bacia, e o tipo Cwb, restrito a uma pequena por¢ao a
noroeste da bacia. O clima pode assim, ser definido como mesotérmico (C), em que
a temperatura média do més mais frio permanece entre 3 °C e 18 °C, apresentando
chuvas de verdo (w) e verdes quentes no tipo Cwa, em que o més mais quente
possui média de temperatura igual ou superior a 22 °C, e brando no tipo Cwb, com
temperatura média no més mais quente inferior a 22 °C (KOPPEN; GEIGER, 1928).

A pluviosidade média é de 1490,5 mm durante 0 ano, com 0S maiores
indices entre novembro a marco, caracterizando a estacdo chuvosa. Entre abril e

agosto ocorrem 0s menores indices de precipitacao, isto caracteriza a estacdo seca.

4.2 Metodologia

As atividades desenvolvidas no estudo foram divididas em sete etapas: (1)
mapeamento das nascentes da microbacia hidrografica do ribeirdo José Pereira; (ll)
coleta das amostras hidricas nas nascentes selecionadas para o estudo; (lll) analise

microbiolégica da densidade total de bactérias heterotréficas e determinacdo do
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namero mais provavel de bactérias do grupo coliformes totais e Escherichia coli);
(IV) andlises fisicas (temperatura e turbidez) e quimicas (pH, acidez, alcalinidade,
oxigénio dissolvido, carbono orgéanico, dureza e condutividade); (V) analise
fenotipica das coldnias; (VI) realizacdo do antibiograma; (VII) analises estatisticas e

integracdo dos resultados. As etapas podem ser visualizadas na figura 4.

1* ETAPA
Mapeamento das
nascentes
*
2" ETAPA
Coleta das amostras
hidricas
3"ETAPA 4* ETARPA
Determinag ao da Analises fisicas e

densidade de bactérias quimicas

heterotraficas e NP de
coliformes totais e £ colf

|

5 ETAPA

lsolamento e analise
fenotipica das coldnias

!

L
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Antibiograma Analises estatisticas

i

Figura 4 - Fluxograma das principais etapas do estudo.

4.2.1 Mapeamento das nascentes e caracterizacdo da area de estudo

A primeira etapa da metodologia consistiu do mapeamento das 63
principais nascentes localizadas na microbacia do ribeirdo José Pereira. Para isto,
plotou-se um layer (tipo vetor) referente a hidrografia presente no interior da
microbacia, disponibilizado pela Universidade Federal de Itajuba, a partir do trabalho
realizado por Flauzino (2012), pelo Instituto de Recursos Naturais, IRN.
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Posteriormente, o arquivo vetorial foi plotado sobre uma imagem de
satélite (World View) obtida no ano de 2011, obtendo-se, assim, uma imagem que
possibilitasse a visualizagdo do tipo de uso do solo no entorno das nascentes.
Selecionaram-se, a partir da imagem obtida, doze nascentes para as coletas.

No ato das coletas foram anotadas as coordenadas geograficas, a fim de
permitir a plotagem em mapa. De posse das coordenadas reais, foi feito um ajuste
das coordenadas iniciais, sendo estas corrigidas com os valores obtidos pelo GPS
(Global Positioning System), para tal utilizou-se o software Google Earth. As
coordenadas de latitude e longitude das nascentes selecionadas com as respectivas
formas de uso do solo sao listadas no quadro 2. A imagem da microbacia com as

nascentes pode ser visualizada na figura 5.

Quadro 2- Coordenadas das nascentes de estudo com as respectivas formas de uso do
solo.

Ponto Latitude (S) Longitude (O) Coberturado solo Uso da agua

1 22°2513,4’ 45°24°03,5” Transi¢cdo mata/pasto Dessedentagéo de
com gado animais

2 22°25'08,1’ 45°23'35,1” Mata sem gado Consumo humano

3 22°24’50,1 45°23'13,6” Mata sem gado Producao de energia

4 22°26'11,0’ 45°24°04,4” Pasto degradado com Dessedentacéo de
gado animais

5 22°26'00,6’ 45°24°'49 4" Pasto/cultura, areas de ~ Consumo humano
erosédo do solo e gado

6 22°23'47,2° 45°26'35,0” Pasto, solo degradado Dessedentacéo de
com gado animais

7 22°23'45,0° 45°26'41,4” Transigdo mata/pasto -
sem gado

8 22°24°40,2' 45°26'39,5” Area urbana, pasto com -
gado

9 22°25'04,4’ 45°26°'08,9” Pasto sem gado Consumo humano/

animal

10 22°23'54,1 45°25'12,8” Margem da rodovia sem  Consumo humano
gado

11 22°25'45,9’ 45°22°06,7” Transicdo mata/pasto Consumo humano
com gado

12 22°25'6,11° 45°22'2,98” Reserva Biolégica da -

Serra dos Toledos, com
possivel presenca de
gado
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Figura 5 — Mapa da cobertura do solo e da hidrografia da microbacia do ribeirdo José Pereira. Areas de mata (roxo), areas de pastagem
(verde), nucleo urbano (cinza), areas de cultivo (vermelho), areas de degradacédo do solo (laranja).
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Segundo o mapeamento referente as formas de cobertura do solo
realizado por Flauzino (2012), as pastagens e campos representam a forma
dominante de uso do solo na micro bacia do Ribeirdo José Pereira, responsaveis
por, aproximadamente 50 % do uso. Conforme se identificou por meio das
campanhas de campo, estas areas de pastagem séo, geralmente, utilizadas para a
criacdo de gado, em pequena escala, por meio de técnicas inadequadas, que nao

protegem os solos da eroséao.

Ainda, segundo o mapeamento anteriormente citado, as areas de mata
correspondem a 41 %, sendo metade remanescente da Mata Atlantica. A reserva
bioldgica serra dos Toledos representa a maior area coberta por esta vegetacao.

Existem também algumas pequenas areas de cultura de alimentos, que
foram identificadas, especialmente, no entorno da nascente de niumero 5, onde se
constatou a utilizacdo de agrotoxicos e fertilizantes.

Outras areas correspondem ao solo descoberto e aquelas ocupadas pelo
ndcleo urbano, estradas e pela rodovia estadual MGC-383 que corta a micro bacia.
Segundo Flauzino (2012) ndo sao observadas praticas de manejo conservacionistas
do solo, o que contribui para a degradacdo do ambiente e contaminacdo dos
recursos hidricos.

Durante as campanhas de campo foram obtidas fotos e informagdes, com
a populacao residente proximo as nascentes, por meio de conversas informais, para

gue pudessem auxiliar na interpretacdo dos resultados.

4.2.2 Coleta das amostras hidricas

A segunda etapa consistiu na coleta das amostras hidricas. Foram
realizadas coletas nas estacfes chuvosa e seca. A coleta na estacdo chuvosa foi
realizada nos dias 05, 09 e 16 de dezembro de 2013, e a coleta na estacéo seca,
nos dias 24, 27 e 30 de junho de 2014. No més de dezembro de 2013, de acordo
com informagBes do Boletim Meteoroldgico Ciéncias Atmosféricas-Unifei (2014a),
foram registrados aproximadamente 192,4 mm de precipitacdo no municipio de
Itajuba, e no més de junho de 2014, conforme dados do Boletim Meteoroldgico
Ciéncias Atmosféricas-Unifei (2014b), 30,2 mm, o que configuram, respectivamente,

tipicas estacdes chuvosa e seca.
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Para cada uma das doze nascentes, foram retiradas trés repeticdes de
amostras de 4gua (Figura 6), sendo, no total, obtidas 36 amostras de agua em cada
estacdo. As amostras foram coletadas em frascos estéreis com capacidade para 500
mL e analisadas separadamente, nas respectivas estagoes.

Figura 6 - Amostras hidricas coletadas em trés repeticoes.

Apés as coletas, as amostras foram, devidamente, acondicionadas em
caixa de isopor contendo gelo e transportadas para os laboratérios de Microbiologia
e de Fisico-quimica da Universidade Federal de Itajuba, onde foram processadas
em até 5 horas apos a coleta.

As figuras 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18 representam imagens
dos doze pontos de estudo e os tipos de cobertura do solo, no entono das mesmas.

O ponto 1 (Figura 7) esta localizado nas coordenadas 22°25°13,4” (S) e
45°24°03,5”(0), e correspondente a uma nascente situada em uma area de declive e
de transicdo entre mata e pastagem. A cobertura do solo predominante é do tipo
braquiaria com alguns arbustos, sendo que nas proximidades da nascente essa
cobertura vegetal € mais densa, com a presenca de arvores e arbustos maiores. A
agua corre até a porcdo mais baixa do terreno, onde 0s animais tém acesso, e muito
provavelmente, utilizam-na para dessedentacdo. Nos dias de coleta ndo foram
visualizados animais, entretanto, encontrou-se estrume na por¢cdo mais alta e na
por¢do mais baixa, proxima do curso de agua. Aparentemente, ndo se observaram

alteracdes na area entre os periodos de coleta.
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Figura 7 - Imagens do ponto de coleta 1 localizado a 22°25'13,4” (S) e 45°24'03,5”(0O) no
municipio de Itajuba (MG). Nascente (A), cobertura do solo ao redor area da nascente (B).

O ponto 2 (Figura 8), 22°25’08,1’ (S) 45°23'35,1”(0), corresponde a uma
gruta localizada em uma propriedade patrticular, da qual jorra um pequeno filete de
agua que é consumida pela populacédo dos arredores. Nao se obteve acesso direto a
nascente, mas conforme informacfes do proprietario, a agua nasce numa regiao
imediatamente acima da gruta em um fragmento de mata. Segundo ele, ndo existem
animais préximos da nascente e a agua € de excelente qualidade. Observou-se, a
olho nu, maior presenca de sedimento na 4gua na estacédo seca, periodo em que 0

volume de agua observado também foi menor.

Figura 8 - Imagens do ponto de coleta 2, localizado a 22°25'08,1' (S) 45°23’35,1”(0) no
municipio de Itajubd (MG).

O ponto 3 (Figura 9), 22°24’50,1'(S) e 45°23’13,6”(0), localiza-se dentro
de uma propriedade particular, em uma area com cobertura vegetal densa, e
bastante preservada. Segundo o proprietario nao existem animais nos arredores da
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nascente, e a agua, devido a queda que possui, e ao fluxo mais intenso, € utilizada
para mover uma pequena roda que gera energia na propriedade. A agua nao €
utilizada para consumo humano e apresentou-se com bastante sedimento nas

coletas de verao e inverno.

~ ~ 1

Figura 9 - Imagens do ponto de coleta 3 localizado a 22°24°50,1°(S) e 45°23'13,6”(O), no
municipio de Itajubd (MG) . Cobertura do solo (A), nascente (B).

O ponto 4 (Figura 10), 22°26'11,0’(S) e 45°24°04,4”(0O), localiza-se em
uma propriedade particular. A nascente se situa numa area de pastagem, onde o
solo se encontra visivelmente erodido, e onde existem animais que utilizam a agua
para consumo. Na propriedade a dgua ndo é consumida pelas pessoas. N&o se
observaram alteracdes na area entre os periodos de coleta.

e

_—

Figura 10 - Imagens do ponto de coleta 4 localizado a 22°26’11,0°(S) e 45°24°04,4”(0), no
municipio de Itajuba (MG). Cobertura do solo (A), recurso hidrico (B).

O ponto 5 (Figura 11), 22°26'00,6’ (S) e 45°24'49,4” (O), esta localizado

em uma area particular. A nascente se situa nas proximidades de uma pedreira,
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onde estdo presentes arbustos e uma pastagem do tipo braquiaria. Segundo a
proprietaria, os moradores do sitio utilizam a 4gua com finalidade nutricional, apesar
de ndo protegerem adequadamente a nascente. Observou-se uma area de cultivo
de verduras e legumes muito proxima da nascente e também se visualizou grande
quantidade de estrume pelo pasto nas proximidades do curso d’agua. Foi informado
gue, eventualmente, o gado criado na propriedade tem acesso a nascente. Na coleta
de inverno, observou-se intensa modificagdo da area, com diversos focos de eroséo
do solo. Também se constatou que o volume hidrico, era visivelmente menor que
aguele observado na estacao chuvosa. A proprietaria informou, a época da segunda

coleta, que havia deixado de fazer uso nutricional da agua.

Figura 11 - Imagens do ponto de coleta 5 localizado a 22°26'00,6’ (S) e 45°24°49,4” (O)
municipio de Itajubd (MG). Recurso hidrico (A), cobertura do solo (B).

O ponto 6 (Figura 12), 22°23'47,2’(S) e 45°26’'35,0”(0O), esta localizado
em uma area de declive coberta por pastagem, onde se observou a presenca de
focos de erosdo dos solos, e se pode visualizar a presenga de animais ruminantes
em contato com 0s recursos hidricos. Ndo se observaram alteracdes na area nas

diferentes esta¢cbes de coleta das amostras.
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Figura 12 - Imagens do ponto de coleta 6 localizado a 22°23'47,2’(S) e 45°26’35,0”(0), no
municipio de Itajubd (MG). Cobertura do solo (A), nascente (B).

O ponto 7 (Figura 13), 22°23'45,0°(S) e 45°26'41,4”(0), esta localizado
em uma area de transicao entre mata e pastagem, onde se visualizaram arbustos e
gramineas mais densas, predominantemente braquiaria. N&o foram visualizados

animais no local, nos dias de coleta.

municipio de Itajubd (MG). Cobertura do solo (A), nascente (B).

O ponto 8 (Figura 14) se situa na zona urbana a 22°24'40,2’ (S)
45°26’39,5” (O), nas imediagbes do santuario de Nossa Senhora da Agonia. A
cobertura do solo no entorno da nascente € do tipo pastagem, com predominio de
braquiaria, onde se visualizaram diversos animais ruminantes, em ambas as
estacOes de coleta. A nascente, no entanto, estava bem protegida por uma caixa de

alvenaria.
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Figura 14 - Imagens do ponto de coleta 8, localizado a 22°24'40,2’ (S) e 45°26°39,5” (O), no
municipio de Itajubd (MG). Cobertura do solo (A), nascente (B).

O ponto 9 (Figura 15), 22°25'04,4’ (S) e 45°26°08,9”(0), esta localizado
na zona rural, proximo a uma estrada. A cobertura vegetal na area da nascente é do
tipo braquiéria e, segundo o proprietario, a nascente é bastante preservada e ndo ha
animais nas proximidades. A agua € utilizada para consumo humano e para

dessedentacdo de animais ha muitos anos.

m [5% o ,' 3 - l
Figura 15 - Imagens do ponto de coleta 9 localizado a 22°25°04,4’ (S) e 45°26°08,97(0), no
municipio de Itajuba(MG). Cobertura do solo (A) e (B), recurso hidrico (C).

O ponto 10 (Figura 16), 22°23'54,1°(S) e 45°2512,8”(0) localiza-se as
margens da rodovia Itajuba-Maria da Fé (MGC-383). A agua, segundo o proprietario,
é de boa qualidade e utilizada para consumo. Observou-se que a nascente estava
mais protegida na estacdo seca. Na estacdo chuvosa, havia agua acumulada no
entorno do ponto de captacéo.
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Figura 16 - Imagens do ponto de coleta 10 localizado a 22°23'54,1'(S) e 45°25°'12,8”(0O), no
municipio de Itajubd (MG). Cobertura do solo (A) e (C), nascente (B).

O ponto 11 (Figura 17), 22°25'45,9°(S) e 45°22°06,7”°(0O) esta localizado na
porcao leste da microbacia do ribeirdo José Pereira, proximo a reserva da Serra dos
Toledos. E uma area de transicdo entre pastagem e mata, onde estdo presentes

animais ruminantes. A agua €, normalmente, consumida por visitantes.

Figura 17 - Imagens do ponto de coleta 11, localizado a 22°25’45,9’(S) e 45°22°06,7”(0), no
municipio de Itajubd (MG). Nascente (A), cobertura do solo (B).

O ponto 12 (Figura 18), 22°25’6,11°(S) e 45°22°2,98”(0) esta localizado
no interior da reserva natural da Serra dos Toledos, area de densa cobertura
vegetal, onde néo foram visualizados animais ruminantes, mas puderam-se observar
vestigios da presencga (estrume) e, segundo informacgdes dos moradores da regiéo,
cacadores adentram, clandestinamente, a reserva, montados a cavalo para cacar

pequenos animais.
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Figura 18 - Imagens do ponto de coleta 12, localizado a 22°25'6,11’(S) e 45°22°2,98”(0), no
municipio de Itajubd (MG). Nascente (A), cobertura do solo (B).

4.2.3 Determinacado da densidade total de bactérias heterotréficas e contagem

do namero mais provavel de coliformes totais e Escherichia coli

A terceira etapa consistiu na determinacdo da densidade total de
bactérias heterotréficas e na contagem do numero mais provavel (NMP) de
coliformes totais e Escherichia coli nas amostras hidricas coletadas. Para a
avaliacdo da densidade de bactérias heterotréficas, foi transferida uma aliquota de
0,1 mL de amostra, sem diluicdo, para placas de Petri contendo meio de cultura
Plate Count Agar, por meio do método de cultivo de semeadura ou esgotamento em
placa (APHA, 1999).

Os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar e as
placas foram incubadas em estufa bacterioldgica por 48 + 3 horas a 35 °C + 0,5 °C
(CETESB, 2006). ApoOs o periodo de incubagéo, realizou-se a contagem do total de
colénias formadas nas placas (Figura 19), a fim de se obter uma média do nimero
de unidades formadoras de colbnia de bactérias heterotréficas por mL de amostra

hidrica, para cada ponto de coleta.
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Figura 19 - Placas de Petri com as unidades formadoras de colbnia. Determinagdo da
densidade total de bactérias heterotréficas nas amostras hidricas.

Na sequéncia, a contagem de bactérias do grupo coliforme foi feita pelo
método Colilert® (Figura 20). Para isso, dissolveu-se o contetdo de reagente
Colilert® em 100 mL de cada amostra, transferindo-os, em seguida, individualmente,
para a cartela Quanti-Tray, que foi selada e incubada em estufa bacteriolégica por
48 + 3 horas a 35 °C £+ 0,5 °C (CETESB, 2006). Ap6s o periodo de incubacao,
realizou-se a leitura para determinacdo do numero mais provavel (NMP) de bactérias
do grupo coliforme (coliformes totais e E. coli) em cada uma das trés cartelas
referentes a cada ponto de coleta e se calculou a média aritmética para cada

nascente.

Figura 20 - Determinacdo do numero mais provavel de bactérias do grupo coliformes totais
e Escherichia coli pelo método Colilert®. Preparo das amostras hidricas (A), cartela Quanti-
Tray (B).
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4.2.4 Analises fisicas e quimicas

A quarta etapa do experimento consistiu na realizacdo das analises
fisicas e quimicas, que foram feitas, imediatamente, apds a realizagdo da terceira
etapa, descrita anteriormente. As analises foram realizadas no laboratorio de Fisico-
quimica da Universidade Federal de Itajub4, onde se avaliaram 0s seguintes
atributos: potencial hidrogeniénico (pH); condutividade (uS cm™); oxigénio dissolvido
(mg mL™); turbidez (NTU- Nephelometric Turbidity Units); acidez (mg L* CaCOx)
alcalinidade (mg L™ CaCOs) ; dureza (mg L™ CaCOs) e carbono organico total (mg
L™Y). Foram realizados testes para cada amostra hidrica e, ao final, com os dados
das trés repeticbes por nascente, calculou-se a média de cada atributo analisado,
para cada uma das doze nascentes.

Os trés primeiros atributos foram quantificados por meio do aparelho multi
parametros da marca Inolab. O potencial hidrogeniénico foi analisado pelo método
da potenciometria direta, por meio de um pHmetro acoplado a um eletrodo de vidro;
a condutividade pelo método condutométrico, também por meio da utilizacdo de
eletrodos de vidro. A turbidez foi avaliada pelo método nefelométrico, utilizando
turbidimetro da marca Inolab. A acidez, alcalinidade e dureza foram avaliadas por
método volumétrico de neutralizacdo (Figura 21), por meio da titulacdo das amostras
de agua com solucdes padrdo de NaOH (acidez), HCI (alcalinidade) e EDTA
(dureza), sendo que os resultados das anélises foram expressos em mg L™* CaCOs.
O carbono organico foi quantificado por meio do aparelho analisador de carbono
organico total (TOC) da marca Analytikiena. Estes atributos medidos constam nas
analises recomendadas pela resolucdo CONAMA 357/05 e pela Portaria 2914/11 do
MS, com excecao do carbono organico, que foi analisado como complemento dos
dados e pela possibilidade de relagdo com bactérias heterotréficas nas aguas das

nascentes.
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Figura 21 - Método volumétrico de neutralizacao para determinagéo de atributos quimicos
das amostras hidricas.

4.2.5 Isolamento e analise fenotipica das colbnias

A quinta etapa correspondeu ao isolamento das colonias a serem
testadas frente aos antibioticos e a caracterizacdo fenotipica das mesmas (Figura
22). Esta caracterizacao foi feita para posterior classificacéo e estudo da diversidade
dos isolados. Foram selecionadas quatro colénias de cada uma das placas, em que
se fez a determinacdo da densidade total de bactérias heterotréficas. As colonias
selecionadas foram analisadas quanto ao formato, cor, presenca ou nao de brilho e
goma. Cada uma dessas colonias foi repicada em tubos individuais, contendo o
meio Plate Count Agar, e submetidas ao crescimento em estufa bacteriol6gica por
48 + 3 horas a 35 °C £+ 0,5 °C para isolamento (CETESB, 2006). No total, foram
obtidas 144 cepas referentes a estacdo chuvosa, sendo 12 pertencentes a cada
ponto de coleta, e 98 cepas referentes a estacdo seca. Nao foi possivel isolar 12
colénias de cada ponto nesta estagdo, devido ao menor crescimento bacteriano
obtido.

Figura 22 - Analise fenotipica das col6nias e isolamento das mesmas em tubos inclinados.
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4.2.6 Antibiograma

A sexta etapa consistiu na realizacdo do antibiograma, por meio da
técnica do disco de difusdo, também conhecida como método de Kirby-Bauer
(BAUER, 1966), recomendado pelo National Comitee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS, 2003). Foram testados 10 tipos de antibidticos, selecionados em
funcdo da representacdo das diversas classes de antimicrobianos, priorizando
aqueles mais utilizados na clinica médica. Os antibiéticos escolhidos com os
respectivos valores de referéncia para os halos de inibicdo estdo apresentados no
quadro 3.

Para a realizagdo do antibiograma, as cepas isoladas nos tubos
inclinados foram previamente ressuspensas, uma a uma, em tubos contendo 10 mL
de agua estéril, com o auxilio de uma alca de platina também estéril. Utilizou-se
in6bculo na quantidade suficiente para se atingir o grau de turvacdo 0,5,
comparativamente ao tubo padronizado de acordo com a escala de McFarland
(BIER, 1994). ApGs esse processo, com o auxilio de um swab, espalhou-se o inéculo
em placas de Petri contendo o meio de cultura Plate Count Agar (APHA, 1999).
ApoOs este processo, os 10 discos de antimicrobianos foram distribuidos,
uniformemente, nas placas com auxilio de uma pinca. As placas foram, novamente,
incubadas a 35 °C + 0,5 °C por 48 + 3 horas em estufa bacteriolégica (CETESB,
2006). Todos os procedimentos foram realizados em camara de seguranca

bioldgica, no laboratério de Microbiologia, da Unifei.

Quadro 3 - Antibi6ticos usados no antibiograma com suas respectivas classificacdes e
valores de referéncia para a determinacdo da sensibilidade.

Classificagcéo Resistente  Intermediéario  Sensivel

Antimicrobiano (R) () (S)

Amoxicilina AMO 10ug  Penicilina* <13 14-16 >17
Aztreonam ATM 30 pug Monobactan* <17 18-20 > 21
Cefalexina CFE 30 ug Cefalosporina* 1 G <14 15-17 >18
Cefepime CPM 30 pg Cefalosporina* 4% G <14 15-17 >18
Cefoxitina CFO 30 ug Cefalosporina* 22 G <14 15-17 >18
Ciprofloxacina CIP5pg  Quinolonas <15 16-20 > 21

Cloranfenicol CLO 30 ug  Cloranfenicol <12 13-17 >18
Gentamicina GEN 10 ug  Aminiglicosideo <12 13-14 >15
Penicilna G PEN 10Ul Penicilina* <14 - >15
Vancomicina VAN 30 ug  Clicopeptideo <14 15-16 >17

FONTE: Adaptado de CECON (2012). *Classe dos [ lactamicos
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Apos o periodo de incubacdo, fez-se a medi¢cdo da variavel halo de
inibicdo formado ao redor de cada disco (mm), com o auxilio de um paquimetro
digital (Figura 23). Os diametros obtidos foram comparados aos didmetros de
referéncia, contidos em uma tabela fornecida pelo fabricante (CECON) dos discos
de antibitticos (Quadro 3). Dessa forma, definiu-se o perfil de resisténcia de cada
cepa diante dos 10 antimicrobianos testados, utilizando-se o seguinte cdodigo:

sensivel (S), intermediéria (I) ou resistente (R).

Figura 23 - Antibiograma. Placas de Petri com discos de antibioticos (A), mensuracdo do
diametro do halo de inibigdo do crescimento bacteriano com paquimetro digital (B).

Para facilitar o entendimento, as analises microbioldgicas, incluindo a fase

de realizacéo do antibiograma, estédo representadas na figura 24.

/Eééﬂ.:’
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\ |

Nascente

— -
Coleta em trés S——— feAntéfllse
repetigdes notipica e
¢ heterotréficas selecdo de 4 Antibiograma
coldnias por
placa

Figura 24 - Esquema das analises microbiologicas e do antibiograma.

4.2.7 Andlise estatistica
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Os atributos fisico, quimicos, microbioldgicos e o perfil de resisténcia
bacteriano das amostras de 4gua das nascentes estudadas foram submetidos a
andlise estatistica descritiva, calculando-se a média aritmética e suas respectivas
amplitudes, desvios padrdo e variancias. Utilizou-se a analise multivariada por meio
da técnica de componentes principais, pelo software PC-ORD® (Mc CUNNE;
MEFFORD, 1997), de forma a melhor evidenciar as relagbes entre os pontos de
coleta (e uso do solo) e os atributos estudados.

A andlise dos componentes principais possibilita uma analise conjunta de
todos os atributos medidos, permitindo que se estabeleca uma relacdo entre eles e a
qualidade da a4gua. Por meio desta andlise é possivel que se extraia o0 maximo de
informacdes de todas as variaveis medidas, pois ela explica a estrutura de variancia
e covariancia dos dados originais (JOLLIFFE, 1973).

Com a descricdo morfolégica das colénias das bactérias heterotroficas
isoladas nas estacfes seca e chuvosa, os dados fenotipicos (item 4.2.5) foram
transformados em numeros e submetidos a analise de agrupamento por similaridade
por meio do software STATISTICA (STASOFT, 2005).

Os numeros correspondentes as caracteristicas morfolégicas, de forma a

incorporar no agrupamento, foram:

Formato: Circular (1); oval (2); em cometa (3); estrelada (4); puntiforme (5); meia lua
(6); disco voador (7); filamentosa (8).

Cor:Amarelo queimado (1); incolor (2); salméo (3); leitosa (4); branca (5); amarelo
(6); creme (7); rosada (8); caramelo (9); pink (10); laranjada (11); amarelo claro (12);

amarelo fluorescente (13); castanha (14); roxa (15).

Brilho:Presenca (1), auséncia (2).

Goma: Presenca (1), auséncia (2).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlises fisicas e quimicas

Os resultados das médias aritméticas das varidveis fisicas e quimicas,
referentes as amostras hidricas dos diferentes pontos de coleta medidos nas
estacdes seca (S) e chuvosa (C) estdo apresentados nas tabela 1. Os pontos de
coleta 2, 5, 9, 10 e 11, destacados em cinza, apresentam aguas que sao utilizadas
com finalidade nutricional.

A condutividade estd relacionada a capacidade de conducdo de
eletricidade pela agua. Ela representa uma medida indireta da presenca de
poluentes, sendo que valores préximos ou superiores a 100 pS cm™ podem estar
associados a impactos ambientais expressivos (CETESB). As amostras com
maiores valores médios de condutividade, em ambas as estacdes, sdo aquelas
referentes ao ponto de coleta 5, e as amostras que apresentaram menores valores
correspondem ao ponto 12, na estagdo seca, e aos pontos 2 e 12, na estagdo
chuvosa. Entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma influéncia do periodo de
coleta, pois alguns pontos apresentaram valores maiores na estacao seca e outros,
valores maiores na estacao chuvosa.

O ponto 5, onde se registrou maior condutividade média entre as estacdes
(84,0 pS cm™), corresponde a uma area de pastagem, com solo bastante
degradado (Quadro 2), o que associado a ndo protecdo da nascente, como relatado
pela proprietaria, pode ter influenciado no resultado, haja vista que valores elevados
de condutividade em corpos hidricos se relacionam a presenca de poluentes. O
ligeiro aumento da condutividade média registrado na estacéo seca (86,43 puS cm™),
quando comparado ao valor obtido na estacdo chuvosa (81,57 uS cm™) pode ser
consequéncia da grande mudanca observada na area na estacdo de inverno, pois
conforme citado anteriormente, o solo neste periodo apresentou-se visualmente,

mais erodido.
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Tabeal — Média dos atributos fisicos e quimicos das amostras de agua coletadas na estacdoseca (S) e chuvosa (C).

Acidez

Turbidez 1 Alcalinidade Dureza TOC
.. . As g . pH (mgL™ CaCOs) 1 1 -1
Condutividade Oxigénio dissolvido (NTU) (mgL™ CaCO3) (mgL"CaCO03) (mgL™)
(uS cm™) (mglL?)
Pont
C S C ) C ) C S C S C S C S C
o
N1 26,23 38,87 8,38 7,69 7,12 7,05 2,14 5,9 5,33 13,33 8,00 25,33 19,97 18,43 5,06 0
N2 27,90 12,75 7,87 7,66 7,05 7,75 16,34 2,9 5,33 8,00 5,33 6,67 26,11 13,82 552 0,37
N3 53,43 64,80 9,47 7,28 6,98 7,61 52,76 362,67 6,67 9,33 14,67 41,33 41,47 27,65 3,80 0
N4 37,73 34,70 9,65 6,96 7,64 7,41 2,02 3,93 4,00 6,67 6,67 22,67 32,26 15,36 3,44 0,53
N5 86,43 81,57 9,47 6,34 7,48 6,13 2,37 0,46 8,00 18,67 14,67 49,33 56,83 35,33 2,21 0
N6 42,73 35,70 7,04 8,32 6,99 7,02 0,36 1,77 4,00 10,67 9,33 26,67 12,29 16,90 3,76 0
N7 36,47 46,20 6,90 8,45 7,48 7,62 1,35 1,57 5,33 10,67 8,00 33,33 18,43 19,97 3,87 0
N8 53,83 70,17 5,88 8,18 7,10 6,71 4,08 4,33 5,33 18,67 12,00 38,67 24,58 26,11 0 0
N9 64,50 36,77 5,57 8,13 6,23 6,45 1,35 5,83 10,67 20,00 13,33 25,33 18,43 35,33 2,12 0

N10 49,37 50,40 6,21 8,20 6,18 7,08 1,89 3,53 8,00 10,67 9,33 29,33 3994 29,18 2,86 0
N11 32,60 42,43 6,72 7,64 7,53 7,65 4,12 6,00 4,00 9,33 9,33 29,33 18,43 1690 0,91 1,47

N12 15,72 15,05 6,80 7,50 7,61 6,86 2,87 3,93 5,33 10,67 4,00 12,00 19,97 6,14 0,78 4,51

* Colunas em cinza indicam as pontos em que as dguas sao utilizadas como fonte nutricional por seres humanos.
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O ponto 12, onde se registrou a menor condutividade média entre as
estaces (15,4 uS cm™), corresponde & nascente no interior da reserva Serra dos
Toledos. A &rea €, aparentemente, preservada (apesar de indicios da presenca de
animais de grande porte dentro da reserva devido a presenca de estrume), portanto
o resultado obtido € supostamente coerente com este estado de maior preservacao,
haja vista que menores indices de condutancia na agua indicam menores impactos
no ambiente (CETESB, 2008). O ponto 2, que se refere a uma fonte de expressiva
utilizacdo nutricional por seres humanos, também apresentou um baixo valor médio
de condutividade entre as estacdes (20,3 uS cm™). Foi relatado pelo proprietario que
a nascente sempre foi bem protegida por meio da manutencéo da vegetacdo nativa
ao redor e de cercas para prevenir o contato com animais. A Portaria n. 2.914 e a
Resolucdo Conama n. 357 ndo estabelecem limites para a condutividade elétrica em
aguas destinadas ao consumo humanao.

A determinacdo do oxigénio dissolvido na agua € importante para se
avaliar as condi¢cdes hidricas e identificar possiveis impactos ambientais como
eutrofizacdo e poluicdo organica. Baixos teores de oxigénio dissolvido indicam
decomposicdo de matéria organica por microrganismos aerobios. Além disso, o
oxigénio dissolvido € indicativo da preservacdo da vida aquatica, e segundo a
Resolucdo CONAMA 357/05, o valor minimo de oxigénio para propiciar essa
preservacdo é de 5,0 mg/L. Em condicdes normais, a agua contém oxigénio
dissolvido, cuja concentracdo depende da altitude e temperatura (CETESB). Todas
as amostras analisadas apresentaram boas concentracfes de oxigénio dissolvido,
acima do valor minimo estabelecido pela resolucdo CONAMA 357/05 de 5,0 mg/L,
entretanto, ndo se observou influéncia da estacdo nos valores medidos para este
atributo, apesar de se saber que temperaturas menores favorecem a dissolucéo de
gases na agua. O ponto 3 apresentou o maior valor médio de oxigénio dissolvido na
agua entre as estacdes (8,38 mg/L), o que pode estar associado ao maior fluxo e
queda d’agua desta nascente, que e por esse motivo, era utilizada para mover uma
roda para geracdo de energia elétrica na propriedade. Esses fatores, conforme
descrito por Kubitza (1998) podem favorecer a incorporagdo de oxigénio. Ainda,
segundo Fiorucci e Filho (2005), outros fatores interferem com a solubilizacdo dos
gases ha agua, como a altitude, ja mencionada, e a salinidade que, em baixas

concentracdes, favorece a dissolugcdo do oxigénio nos ambientes aquaticos.
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O potencial hidrogenidnico (pH) representa, em escala antilogaritmica, a
concentracdo de ions hidrogénio presentes em solucdo. Este atributo ndo oferece
grande importancia para o consumo humano nem para 0s organismos aquéticos,
exceto se os valores estiverem extremamente elevados ou reduzidos, pois assim
podem causar irritacdo e queimadura na pele e em 6rgéaos internos. Valores entre 6
e 9 sdo compativeis com o equilibrio e a vida aquatica (CETESB). Valores muito
afastados da neutralidade podem afetar a biologia dos sistemas hidrolégicos,
interferindo com a vida de peixes, e até mesmo de microrganismos. Nenhuma das
amostras analisadas apresentou valor discrepante, todas apresentaram valores de
pH dentro da faixa desejavel, em ambas as estacbes e também n&o se observou
interferéncia do periodo de coleta com os valores deste atributo.

A turbidez indica a presenca de particulas em suspensdo na agua que
oferecem dificuldade a passagem de luz no liqguido e é um atributo de aspecto
estético que condiciona a aceitacdo ou rejeicdo da agua para finalidades diversas. O
valor maximo permitido para agua com finalidade nutricional, segundo a portaria
2419/11 do MS é de 5,0 NTU. Como se pode observar na tabela 1, a estacdo
chuvosa apresentou maior valor médio de turbidez para as amostras analisadas
(33,57 NTU) que a estacédo seca (7,64 NTU). Esta constatacdo esta relacionada ao
periodo de coleta, pois a maior precipitacdo, registrada nesta estacao, proporciona
maior lixiviagdo, com aumento de sedimentos nos corpos aquaticos (CETESB). A
maior erosao dos solos pelas chuvas ocorre devido ao mau uso dos mesmos e a
retirada da cobertura vegetal, que dificulta a fixacdo dos seus componentes pelas
raizes das plantas (CETESB). A amostra (Figura 6) da nascente de numero 3
apresentou o maior valor de turbidez nas duas estacbes, o que pode ser
consequéncia da maior declividade da area, associada a perda de solo no local
(Figura 12). As aguas dos pontos 2 (estacdo seca), 9 e 11 (estacdo chuvosa),
utilizadas para consumo nutricional humano, excederam o valor maximo permitido
de turbidez (5,0 NTU) estabelecido pela portaria 2914/11 do MS. Outras aguas,
entretanto, que nao sao utilizadas com esta finalidade apresentaram valores
suficientemente bons de turbidez, entretanto, isto ndo é suficiente para caracterizar a
agua como potavel.

A dureza, segundo Richter (2009 apud RUBILAR; UEDA, 2013) é a
medida da capacidade da agua em precipitar sabdes, por meio da combinagéo

desses compostos com sais de calcio e magnésio, principalmente, formando
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complexos insoliveis em agua. Ainda segundo o autor, aguas muito duras podem
ocasionar calculos renais, além de problemas cardiacos. De acordo com a portaria
2914/11 do MS, &guas destinadas para consumo humano ndo devem exceder 500
mg/L CaCOg;. Todas as amostras hidricas coletadas apresentaram baixos valores
para este atributo, e podem ser classificadas como aguas brandas ou moles,
conforme o mesmo autor. Observou-se, para este atributo, que a estacao de coleta
nao influenciou nos resultados, pois algumas amostras apresentaram maiores
valores na estacdo seca e outras, maiores valores na estacdo chuvosa, além disso,
os valores médios de dureza, entre os periodos de coleta, foram préximos, sendo
19,20 mg/L CaCOs3 na estacdo chuvosa e 22,27 mg/L CaCO3; na estacao seca. As
amostras analisadas ndo ultrapassaram o valor maximo permitido pela Portaria n.
2.914/2011 do Ministério da Saude que é de 500 mg/L de CaCO3, mesmo valor
também estabelecido pela Resolucdo Conama n. 357.

O carbono organico total, como citado anteriormente, esta relacionado por
meio da sua fracdo assimilavel (AOC), com a concentracdo de microrganismos
heterotréficos nos sistemas aquéaticos (ROCHA, 2007). Para se demonstrar esta
relacdo, determinou-se a concentracdo de carbono organico total (TOC), por meio
do analisador de carbono da marca Analytikjiena. Como se pode observar na Tabela
1, a estacao seca apresentou a maior concentracdo média de carbono organico nas
aguas analisadas (2,86 mg/L) que a estacdo chuvosa (0,57 mg/L), que pode ter
ocorrido como consequéncia da diminuicdo do volume hidrico em decorréncia da
baixa precipitacdo (30,2 mm) registrada no periodo de estiagem, causando uma
concentracédo desse componente.

A relagdo entre a qualidade hidrica e todos estes atributos analisados, com
suas interacoes e influéncias uns sobre os outros, poderédo ser melhor demonstrados
por meio da analise de componentes principais, jaA que essa técnica é suficiente,
capaz e eficiente em analisar todos os atributos de uma sé vez, evidenciando a

relacdo entre eles com a variancia dos componentes.
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5.2 Anélises microbioldgicas

O resultado dos atributos microbiolégicos, com seus valores de amplitude,
desvio padrédo e variancia, referentes as estacbes seca e chuvosa, estdo
apresentados na tabela 2. Novamente, os pontos de coleta 2, 5, 9, 10 e 11
apresentam aguas que sdo utilizadas com finalidade nutricional e, por isto, foram
destacados em cinza na tabela.

A avaliacdo da densidade total de bactérias heterotréficas, conforme ja
citado, € um dos itens estabelecidos pela Portaria 2914/2011 do MS para se
determinar a qualidade microbiolégica de 4guas destinadas ao consumo humano.
Conforme Domingues et al. (2007) a contagem inclui a deteccdo inespecifica de
bactérias e esporos, que requerem carbono organico como fonte de energia, que
podem ser pertencentes a flora natural aquatica ou ao material fecal, e neste ultimo
caso, podem ser potencialmente patogénicos. Microrganismos como Escherichia
coli, Klebsiella sp, Citrobacter sp., Enterobacter sp, Pseudomonas sp. pertencem ao
grupo das bactérias heterotréficas e sdo conhecidos por causarem infec¢cdes nos
tratos respiratorio, urindrio e intestinal. Bactérias pertencentes aos géneros
Pseudomonas, Aeromonas e Klebsiela estdo naturalmente presentes nos solos e
agua e podem ser patdgenos oportunistas, especialmente quando em elevadas
concentracfes nesses ambientes (ALLEN et al., 2004).

Conforme a Portaria 2914/2011, a densidade de bactérias heterotroficas
deve ser inferior a 500 UFC/mL de amostra hidrica. Com base nesse valor
estabelecido, as aguas utilizadas para consumo humano, das nascentes 2, 9 e 10,
referentes a estacdo seca, e as aguas das nascentes 9, 10 e 11, referentes a
estacdo chuvosa, estdo dentro dos limites estabelecidos, sendo que as nascentes 9
e 10 foram as Unicas que mantiveram o0s valores dentro dos limites nas duas

estacoes.
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Tabela 2 - Resultados da avaliacdo da densidade de bactérias heterotréficas obtidos para
as doze nascentes nas estacdes seca (esquerda) e chuvosa (direita).

SECA CHUVOSA

P. | DMH Amplit. Desvio Varian | DMH Amplit. Desvio  Varian

(UFcmL")  (UFCmL?)  padrdo (UFcmL")  (UFCmL?)  padrdo
1 |27 60 31 933 397 930 523 273633
2 |73 210 118 14033 - 19920 15253 232668300
3 |90 50 26 700 15557 39080 21771 473997233
4 |60 30 17 300 16150 24350 12719 161777500
5 - 230 118 13900 - 23850 13767 189528033
6 | 290 80 44 1900 | 2237 5620 3191 10184233
7 |517 30 15 233 953 1300 734 538533
8 |43 30 15 233 673 1060 538 289433
9 |10 20 10 100 107 70 38 1433
10 |40 40 20 400 193 110 57 3233
11 | 1060 290 145 21100 | 383 250 131 17033
12 | 807 310 176 31033 | 237 320 162 26133

* Linhas em cinza indicam os pontos em que as aguas sdo utilizadas como fonte nutricional por seres
humanos. DMH (Densidade média de bactérias heterotréficas).

Na tabela 2 os valores destacados em verde representam as nascentes
utilizadas para consumo humano em que se observaram 0s menores indices de
bactérias heterotréficas. As aguas destas nascentes estdo em conformidade com o
estabelecido pela portaria do ministério da saude, apresentando bactérias
heterotroficas abaixo de 500 UFC/mL de amostra hidrica. Em vermelho estéo
destacadas as nascentes utilizadas para consumo humano que apresentaram
contagem de bactérias heterotréficas muito acima do valor estabelecido pela
portaria. Observam-se que outras nascentes, ndo utilizadas para consumo humano,
apresentaram valores de bactérias heterotroficas dentro do limite estabelecido pela
portaria, entretanto, somente este atributo ndo é suficiente para classificar uma agua
como potavel.

De modo geral, observou-se maior valor médio de densidade de bactérias
heterotréficas na estacdo chuvosa (6874,45 UFC/mL) e menor valor médio, na
estacado seca (294,75 UFC/mL). Com excecéao dos valores obtidos para os pontos 11
e 12 (limite e dentro da reserva, respectivamente), que apresentaram maior valor

médio na estacdo seca o0s demais pontos apresentaram maiores densidades de
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bactérias heterotréficas na estacdo de chuvas. Para esses dois pontos,
possivelmente, em virtude da proximidade da reserva, as condi¢cfes climéaticas nao
variam muito entre seca e chuvosa. No trabalho realizado por Amaral (2003)
resultado semelhante referente a contagem de bactérias heterotréficas em diferentes
periodos de coleta foi encontrado. O autor avaliou 180 amostras de aguas naturais
de 30 propriedades rurais situadas na regido Nordeste de Sdo Paulo, nas estacdes
seca e chuvosa e constatou que o valor médio de bactérias heterotroficas foi maior
nas amostras da estacdo chuvosa. O autor argumenta que esses dados
demonstram a susceptibilidade a contaminacdo que as fontes naturais estdo
expostas, especialmente no periodo de chuvas, em que os microrganismos do solo
atingem rapidamente os recursos hidricos devido a percolacdo da agua. Para o
autor, esses resultados evidenciam o risco que as fontes naturais podem
representar, caso ndo se apliguem medidas que visem a preservacdo da qualidade
hidrica.

Conforme a tabela 2, pode-se constatar que o ponto de coleta de nimero
5 apresentou a maior média de densidade de bactérias heterotroficas observada
entre as duas estacfes (16308,35 UFC/mL) e o ponto 9 apresentou a menor média
(58,33 UFC/mL). O ponto 5 refere-se a uma area de pastagem, em que se
observaram focos de erosdo dos solos, além de se constatar que a nascente nao
era protegida, pois se cultivavam alimentos no entorno, e havia contato de animais
ruminantes com a mesma. O ponto 9 apresentou a menor densidade média de
bactérias heterotrdficas entre as duas coletas (58,33 UFC/mL) e, conforme se
constatou, neste ponto a nascente era bem preservada e mantida fora do contato
com animais. Contrariando o que se é conhecido sobre a relacdo entre bactérias
heterotréficas e a concentracdo de carbono organico dissolvido na agua, relatada
por Amaral (2007), a maior densidade de bactérias heterotréficas nao foi observada
nas amostras de inverno (seca), as quais apresentaram maiores concentracdes de
carbono orgéanico total. A reducdo na densidade de bactérias heterotréficas, neste
periodo de coleta, pode ter outras influéncias, como por exemplo, as baixas
temperaturas registradas nesta estacao, que reduzem o metabolismo bacteriano, e,
consequentemente, inibem o seu crescimento. De acordo com Rocha (2007) a
atividade bacteriana aumenta em 100 % quando a temperatura se eleva em 10 °C.
N&o se pode afirmar ao certo qual fator exerce maior influéncia na concentragédo

bacteriana entre as diferentes estacbes. Se por um lado as temperaturas mais
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elevadas e a lixiviagdo favorecem a maior concentracdo de bactérias heterotréficas
na estacdo chuvosa, por outro, a reducdo do volume hidrico na estacdo seca
também poderia promover uma concentracdo das bactérias na agua, assim como, o
maior volume hidrico na estacdo chuvosa, poderia promover uma diluicdo das
mesmas. Esta analise sera esclarecida por meio da andlise de componentes
principais.

Pode-se observar também, que outras nascentes, que ndo sdo utilizadas
como fonte nutricional (nascentes 1, 3, 4 e 8, na estacao seca e nascentes 1 e 12 na
estacdo chuvosa), apresentaram bons valores de densidade de bactérias
heterotréficas, entretanto, este atributo ndo é suficiente para que a agua seja
considerada potavel.

A maior variabilidade obtida nos dados (Tabela 2) se deve a dindmica
hidrica existente nos ambientes aquaticos, que sofre influéncia de diversos fatores.
No trabalho realizado por Franca e Melloni (2013), no qual se avaliou a densidade
de bactérias heterotréficas em aguas de cachoeiras no sul do estado de Minas
Gerais, resultado semelhante foi obtido com relagdo a maior dispersédo dos dados.

A contagem de coliformes totais, também prevista na Portaria 2914/11 do
MS, faz-se necessaria, pois apesar de nem todos o0s representantes deste grupo
estarem relacionados a contaminacdo fecal, muitos deles fazem parte dos
ecossistemas naturais, e sdo patdgenos potenciais. Como a deteccdo de
microrganismos patogénicos na agua nédo é feita rotineiramente, pesquisam-se, de
maneira mais viavel, grupos de microrganismos especificos, que englobam os
principais patdgenos potencialmente presentes na &gua, como € o caso dos
coliformes totais (CETESB, 2007).

De acordo com os resultados apresentados na tabela 3, a estacdo
chuvosa apresentou valor médio de coliformes totais acima de 2419,2 UFC/mL,valor
superior aquele observado na estacdo seca. Novamente, este resultado pode ser
reflexo do maior indice de precipitacdo na estacdo chuvosa, que provoca
contaminacdo dos recursos hidricos. Os maiores valores médios obtidos entre as
estacOes se referem aos pontos 6 (area de pastagem com presenca de gado e focos
de erosédo no solo), 7 (transicdo entre mata e pasto, sem a presenca de gado), 11
(transicdo entre mata e pasto com a presenca de gado nos arredores) e 12 (reserva
biolégica da serra dos Toledos, com possivel presenca de gado-estrume presente),

com valores médios superiores a 2419,2 UFC/mL e o menor valor médio entre as
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estacdes corresponde ao ponto 9 (area de pastagem com gado presente) com
média de 720,97 UFC/mL de bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes totais.
Na estacdo seca, época em que se observaram os menores indices de coliformes
totais nas amostras hidricas, os pontos 2 (mata sem gado) e 10 (margem da rodovia
sem gado) se apresentaram com contagem inferior a 50 UFC/mL de coliformes
totais. Conforme estabelecido pela Portaria 2419/11 do MS, aguas destinadas ao
consumo humano devem ser isentas de bactérias do grupo coliforme total em 100
mL de amostra, portanto, conforme este atributo, nenhuma das fontes estudadas

apresentou-se adequada para tal uso.

Tabela 3 — Valores médios do nimero mais provavel de bactérias do grupo dos coliformes
totais e Escherichia coli por 100 mL de amostra hidrica, referentes aos doze pontos de
coleta nas estacbes seca e chuvosa.

Coliformes totais E. coli
(NMP/100mL) (NMP/100mL)
PONTO Estacéo Estacdo Chuvosa Estacédo Estacdo Chuvosa
Seca Seca
1 129,8 >2419,2 7,40 2,77
2 19,2 >2419,2 11,00 99,03
3 165,2 >2419,2 6,10 127,80
4 165,2 >2419,2 29,50 151,40
5 165,2 >2419,2 35,90 7,97
6 > 2419,2 >2419,2 2,00 >200,5
7 > 2419,2 >2419,2 11,10 149,57
8 866,4 >2419,2 0,00 44,57
9 104,30 1337,63 0,00 7,27
10 49,50 1986,08 0,00 31,87
12 > 2419,2 >2419,2 129,80 122,93

* Colunas em cinza indicam as nascentes em que as aguas sdo utilizadas como fonte nutricional por
seres humanos.

Na tabela 3 foram destacadas em verde as nascentes utilizadas para

consumo humano que apresentaram 0s menores indices de Coliformes totais e E.
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coli, e em vermelho as que apresentaram maiores valores para estes atributos
microbiolégicos.

A determinacdo de Escherichia coli, conforme ja mencionado, €
importante, pois este € o principal microrganismo associado a presenca de material
fecal na agua. De acordo com a Portaria 2914/11 do MS, a agua destinada ao
consumo humano deve estar ausente de E. coli. em 100 mL de amostra. Conforme
os resultados obtidos, apenas as aguas das nascentes 8 (pasto com gado localizado
em area urbana), 9 (area de pastagem sem gado) e 10 (pasto a margem da rodovia
MGC-383, sem a presenca de gado), referentes a estacdo seca, atendem ao padrao
estabelecido pela portaria do MS. A nascente de numero 8 (pasto com gado
localizado em area urbana), entretanto, ndo € utilizada com finalidade nutricional, e
as nascentes de numero 2 (area de mata sem gado presente), 5 (4rea de pastagem
com gado, com focos de eroséo dos solos e pequena area de cultura de verduras) e
11 (4rea de transicao entre mata e pasto com presenca de gado), que sdo utilizadas,
nao apresentaram conformidade com os valores estabelecidos pela portaria.
Maiores valores médios também foram registrados na estacéo chuvosa.

Nogueira et al. (2003) estudaram a qualidade de &guas naturais de
propriedades rurais no Estado do Parand e constataram que a qualidade
microbiolégica era comprometida em periodos quentes e uUmidos, devido ao
aumento da contaminacdo pelas chuvas. Amaral (2003) também encontrou
resultado semelhante com relacédo a qualidade das aguas naturais e a influéncia da
estacdo. No estudo realizado na regido Nordeste do Estado de S&o Paulo,
constatou-se que 90 % das nascentes analisadas na estacdo chuvosa se
apresentaram fora dos padrdes microbioldgicos estabelecidos, ao passo que para a
estacdo seca, 83,3 % das nascentes ndo estavam em conformidade. O autor
observou maiores valores médios de bactérias heterotroficas, bactérias do grupo
coliforme total e Escherichia coli na estacdo chuvosa.

Pode-se observar que realmente houve influéncia sazonal sobre a
qualidade hidrica das amostras das areas de estudo, especialmente sobre os
indicadores microbiolégicos, mostrando que o estudo da qualidade em diferentes
épocas tem sido recomendado (DONADIO et al., 2005).

Quanto aos atributos microbiologicos: Nascentes 9 e 10 apresentaram a

melhor qualidade na estacdo seca e a nascente 9 a melhor qualidade na estacao
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chuvosa. Nascentes 11 e 12 apresentaram pior qualidade microbiologica na estacao

seca e as Nascente 6 e 11 a pior qualidade microbioldgica na estagcdo chuvosa.

5.3 Teste de resisténcia aos antimicrobianos

Para a avaliacdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foram
isoladas 98 cepas das amostras hidricas coletadas na estacdo seca, sendo quatro
referentes ao ponto 1, sete ao ponto 2, doze ao ponto 3, seis ao ponto 4, nove ao
ponto 5, doze ao ponto 6, dez ao ponto 7, dois ao ponto 8, zero ao ponto 9 e doze
aos pontos 10, 11 e 12. Na estacdo chuvosa, isolaram-se 144 cepas, doze
referentes a cada ponto. Cada uma das cepas foi testada frente a dez
antimicrobianos (Quadro 3). Os resultados obtidos demonstraram que houve baixa
variacdo no percentual de cepas resistentes, sensiveis e com perfil intermediario nas
diferentes estacfes (Figura 25), além de uma uniformidade da acdo dos antibiéticos
nos isolados entre as estacdes (Figura 26). Penicilina, vancomicina aztreonam,
cefalexina, amoxicilina e cefoxitima apresentaram maiores percentuais de cepas
resistentes nas estacdes seca e chuvosa, enquanto cefepime, ciprofloxacino,
gentamicina e cloranfenicol apresentaram baixos percentuais de cepas resistentes
em ambas as estacOes de coleta.
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Figura 25 — Percentual de resisténcia, sensibilidade e de perfil intermediario de isolados de
bactérias heterotroficas identificados nas amostras de agua coletadas nas estacfes seca e
chuvosa em todas as nascentes.
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Entre os antibidticos testados, a penicilina foi 0 que apresentou maior
percentual de resisténcia (Figura 26) o que se deve a intensa e indiscriminada
utilizacdo do mesmo, que promoveu uma selecdo rapida de cepas resistentes nos
diversos ambientes (BRUNTON et al., 2007). Por outro lado, todos os isolados
bacterianos obtidos (242) foram sensiveis ao antimicrobiano ciprofloxacino, em
ambas as estacdes. Segundo Neu (1987 apud LOPES et al, 1998) este
antimicrobiano foi introduzido na pratica clinica na década de 80 quando se mostrou
muito eficiente, inclusive contra diversas bactérias resistentes a outros
antimicrobianos. No entanto, conforme o mesmo autor, atualmente, jA se tem
observado um crescimento de espécimes resistentes a esta droga. Todas as 98
cepas isoladas na estacdo seca foram sensiveis ao antibidtico cloranfenicol e
apenas 3 % das cepas da estacdo chuvosa apresentaram resisténcia a este
antimicrobiano. O cloranfenicol apresenta amplo espectro de atividade e facil
penetracdo na célula bacteriana, tais caracteristicas permitem que o mesmo seja
utilizado, inclusive contra algumas cepas resistentes a outras drogas. Gentamicina
também apresentou baixo percentual de resisténcia, 2 % apenas, na estacdo seca e
3 % na estacdo chuvosa. Essa droga, segundo Virto et al. (2002), pertence a classe
dos aminoglicosideos e apresenta amplo espectro de atividade além de baixa taxa
de resisténcia patogénica. Cefepime também apresentou baixa resisténcia na
estacdo seca (5 %), contra valor mais elevado na estacdo chuvosa (15 %). Os

demais antimicrobianos apresentaram maiores percentuais de cepas resistentes a

eles.
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Figura 26 — Percentual de cepas de bactérias heterotréficas resistentes aos antimicrobianos
testados, em amostras de agua das nascentes, nas estacdes seca e chuvosa.
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A figura 27 ilustra os percentuais de resisténcia para os isolados obtidos
em cada uma das doze nascentes, nas coletas da estacdo seca (esquerda) e
chuvosa (direita). Observa-se que, na estacédo seca, nos pontos 7 (transicao entre
mata e pasto, sem a presenca de gado), 10 (pasto com gado localizado em area
urbana) e 12 (reserva bioldgica da serra dos Toledos, com possivel presenca de
gado-esterco presente), destacados em vermelho, foram obtidos isolados com
maiores percentuais de resisténcia, todos com valores iguais ou superiores a 50 %.
Os pontos 2 (area de mata sem gado presente), 6 (area de pastagem com presenca
de gado e focos de erosdo no solo) e 11 (area de transicdo entre mata e pasto com
presenca de gado), destacados em verde, ao contrario, apresentaram cepas de
elevados percentuais de sensibilidade, com valores superiores a 70 %, o que indica
que o consumo destas aguas, na estacdo seca, pode ser considerado mais seguro
guanto a presenca de microrganismos resistentes potencialmente danosos a saude
humana. Na estacdo chuvosa, apenas o ponto de coleta de niumero 3 (area de mata
sem gado presente), destacado em vermelho, apresentou isolados com percentual
de resisténcia igual a 50 %, os demais pontos apresentaram valores inferiores,
sendo que os pontos 2 (area de mata sem gado presente) e 9 (area de pastagem
sem gado), destacados em verde, apresentaram percentuais de sensibilidade
superiores a 70 %, indicando também que na estacdo chuvosa as aguas destes dois
pontos ofereceram menores riscos quanto a presenca de microrganismos

resistentes.

N&o se observou relacdo entre a estacdo de coleta e o percentual de
resisténcia bacteriana, ou seja, os periodos chuvoso ou seco néo interferiram na
qualidade da dgua em termos de percentual de resisténcia apresentado pelas cepas

isoladas frente aos antimicrobianos testados.
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Figura 27— Percentual de resisténcia, sensibilidade e sensibilidade intermediaria das cepas isoladas na estagdo seca (a esquerda) e na estacio
chuvosa (a direita), frente aos antimicrobianos testados, observado em cada uma das doze nascentes estudadas.
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5.4 Analise de agrupamento dos isolados bacterianos em funcédo de seus
aspectos morfoculturais

As caracteristicas morfoculturais dos isolados de bactérias heterotroficas
das amostras hidricas dos diferentes pontos de coleta referentes as estacdes seca e
chuvosa estdo apresentadas, respectivamente, nos anexos Ill e IV. O resultado do
agrupamento dos isolados estdo nas figuras 29 e 30, respectivamente para as
épocas seca e chuvosa.

Constata-se que a 80 % de similaridade (Figura 28) puderam se identificar
10 grandes grupos fenotipico-culturais representantes das bactérias presentes nas
aguas das doze nascentes avaliadas na microbacia do ribeirdo José Pereira na
estacdo seca e 9 grandes grupos na estacéo chuvosa (Figura 29).

Para a estacdo seca pode se considerar 0 grupo 6 como 0 representante
fenotipico cultural da estacdo, devido ao maior numero de representantes
bacterianos deste grande grupo (26 representantes). Para a estacdo chuvosa
destaca-se esse mesmo grupo, com 48 representantes.

Verifica-se que os isolados bacterianos apresentaram grande similaridade
(superior a 80 %) quanto as caracteristicas morfoculturais, tanto na época seca
(Figura 28) quanto na chuvosa (Figura 29). Tal resultado mostra que, do ponto de
vista de crescimento em meio de cultura, os isolados sdo fenotipicamente muito
semelhantes entre si, independentemente da época de estudo. Esse método,
entretanto, ndo substitui os métodos moleculares de estudo da diversidade, mas
pode ser indicado como uma medida de selecdo de isolados que serdo submetidos
aqueles métodos para fins de analise da diversidade genética (MELLONI et al.,
2004).
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5.5 Anélise de componentes principais

Dos componentes principais que explicaram 72,4 % da variancia total para
os atributos da coleta na estagdo chuvosa, o primeiro (CP1) explicou 39,1 %, o
segundo (CP2), 24,2 % e o terceiro (CP3) 9,1 %. Para a estagado seca, a variancia
total de 68,5 % foi explicada pelo primeiro (30,1 %), segundo (20,3 %) e terceiro
(18,1 %) componente principal.

Para a estacdo seca pode-se observar (Figura 30) que maior resisténcia
aos antibidticos testados foi apresentada pelos isolados bacterianos das amostras
de agua referentes as areas 7, 8, 10, 11 e 12. As areas 1, 2, 3, 5, 6 e 9, ao contrario,
apresentaram pequena relagcdo com a presenca de bactérias resistentes advindas
das aguas de suas respectivas nascentes, além de terem apresentado melhores
qualidades em termos microbiolégicos, pois apresentaram pequena relacdo com a
presenca de bactérias heterotroficas, coliformes totais e Escherichia coli (Figura 30).
Contrariamente, as amostras hidricas referentes as areas 7, 11 e 12 foram as que
apresentaram maior relacdo com a resisténcia bacteriana, presenca de bactérias
heterotréficas, coliformes totais e Escherichia coli. Observa-se, também, que nado
houve relacdo entre o atributo quimico carbono orgéanico total (TOC) e a densidade
de bactérias heterotroficas, contrariando o resultado encontrado por Silva et al.
(2006). No trabalho realizado por esses autores, avaliou-se a correlacdo entre
indices de TOC e contagens de bactérias heterotr6ficas em amostras hidricas de
uso laboratorial, e concluiram que elevadas concentracfes bacterianas estiveram
relacionadas a concentracdes acima de 0,7 mg/L de carbono orgéanico total (TOC).

Para a estacdo chuvosa, observa-se que maior resisténcia bacteriana foi
encontrada nos espécimes bacterianos isolados das amostras hidricas referentes
aos pontos 1, 3, 4, 7 e 11 (Figura 31). Resisténcia bacteriana, bactérias
heterotroficas, Escherichia coli e coliformes totais estiveram mais relacionados com
as amostras dos pontos 11 (igual para a estacao seca), 3 e 4, e portanto foram
classificadas de modo geral com baixa qualidade hidrica. As aguas de melhor
qualidade se referem as nascentes dos pontos 2, 5, 6, 9, 10 e 12, pois nao estiveram
fortemente relacionadas com resisténcia bacteriana, nem com bactérias

heterotroficas, coliformes totais e E. coli.
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Os escores para os atributos analisados nos seus respectivos
componentes principais encontram-se nas tabelas 4 e 5, respectivamente, para a
estacdo seca e chuvosa. Sublinhando os escores iguais ou acima do valor em
modulo 0,2000, simplesmente para facilitar a anélise, verifica-se que ha variacéo da
relacdo entre escores e 0s componentes principais dos diferentes atributos, nas

estacdes seca e chuvosa.

Tabela 4 — Escores dos atributos fisicos, quimicos e microbioldgicos determinados em
amostras de agua de 12 nascentes, ha estacdo seca, nos trés componentes principais.

ATRIBUTOS 1 2 3
Condutividade -0,1918 0,2736 -0,0754
Oxigénio dissolvido -0,0295 0,0487 0,4811
Ph 0,2202 -0,1738 0,2551
Turbidez -0,1181 0,0599 0,2045
TOC -0,1419 -0,0287 0,3142
Acidez -0,2069 0,2350 -0,2526
Alcalinidade -0,2098 0,2415 -0,0687
Dureza -0,0342 0,3013 0,1954
Densidade de heterotréficas 0,2322 -0,2124 -0,1023
Coliformes totais 0,2418 -0,2286 -0,1750
Escherichia coli 0,2517 -0,2083 -0,0557
% Amoxicilina 0,2803 0,2753 -0,1262
% Aztreonam 0,2032 -0,0227 0,1170
% Cfe 0,3205 0,2400 -0,0158
% Com 0,0992 -0,1344 0,1870
% Cfo 0,3120 0,2263 -0,1147
% Gentamicina 0,2239 -0,2528 -0,1421
% Penicilina 0,2766 0,2562 0,1417
% Vancomicina 0,2161 0,3377 0,1397
% Total de Resisténcia 0,3263 0,2513 0,0414
% Total de Sensibilidade 0,0782 -0,1821 0,2941

% Total Intermediéaria -0,0184 -0,0046 0,4246
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Tabela 5 — Escores dos atributos fisicos, quimicos e microbioldégicos determinados em
amostras de agua de 12 nascentes, na estacao chuvosa, nos trés componentes principais.

ATRIBUTOS 1 2 3
Condutividade 0,0565 -0,3718 -0,1111
Oxigénio dissolvido -0,1233 0,1890 -0,5155
Ph 0,2067 0,2594 -0,1522
Turbidez 0,1976 -0,1204 -0,2128
TOC -0,0028 0,1862 0,3221
Acidez -0,2121 -0,2764 -0,0637
Alcalinidade 0,0744 -0,3568 -0,1333
Dureza -0,0982 -0,3402 -0,2026
Densidade de heterotréficas 0,0936 -0,2319 0,4009
Coliformes totais 0,2150 0,0486 0,2396
Escherichia coli 0,1845 0,2463 0,0318
% Amoxicilina 0,2941 -0,1270 0,0773
% Aztreonam 0,2413 -0,0967 -0,2041
% Cfe 0,2848 0,1045 -0,2081
% Com 0,1168 -0,2596 0,0011
% Cfo 0,2513 -0,1777 -0,0812
% Cloranfenicol 0,1582 0,0306 0,1160
% Gentamicina -0,0809 -0,2641 0,3594
% Penicilina 0,3193 0,0131 -0,0353
% Vancomicina 0,2762 -0,0273 0,0287
% Resisténcia 0,3235 -0,1051 -0,0361
% Sensibilidade -0,3290 0,0152 -0,0183
% Intermediaria 0,1592 0,2349 0,1542

Para a seca, o atributo fisico turbidez e os atributos quimicos oxigénio
dissolvido, pH, TOC e acidez apresentaram maior relagdo com o componente
principal 3, enquanto os demais atributos, de modo geral, apresentaram forte relacéo
aos componentes principais 1 e/ou 2.

Para a chuvosa, o atributo fisico turbidez, e os atributos quimicos oxigénio
dissolvido, TOC e dureza apresentaram maior relagdo com o componente principal
3, enquanto os demais atributos, de modo geral, apresentaram forte relagcdo aos
componentes principais 1 e/ou 2, assim como observado para a seca. Tal resultado
evidencia que ha efeito da estagcdo na mudanca da qualidade da agua analisada,

com variagcdo observada em todos os atributos fisico, quimicos e microbiolégicos
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analisados, exceto para as caracteristicas morfoculturais dos isolados de bactérias
heterotréficas (Tabelas 1, 2, 3).

De posse das figuras 30 e 31, os resultados foram compilados e
apresentados de uma forma que evidenciasse a resisténcia das bactérias aos
antimicrobianos e a qualidade microbiologica das amostras de agua, nas duas

épocas de estudo (Quadro 4).

Quadro 4 — Resultados da andlise grafica das componentes principais feita para as
amostras hidricas das nascentes estudadas em suas respectivas areas, nas estacdes seca

e chuvosa.

Estacao seca Estacdo chuvosa
Caracteristica |Area Coberturado solo |Area Cobertura do solo
Maior
resisténcia a
antimicrobianos | A7 Mata/ pasto sem gado | Al Mata/pasto gado
Area urbana, pasto com Mata sem gado
A8 gado A3
A10 Margem dgaa:joodowa Sem A4 Pasto degradado com gado
Transicdo mata/pasto com
All gado A7 Mata/ pasto sem gado
Reserva Biologica da Transicdo mata/pasto com
Serra dos Toledos, com do
Al2 possivel presenca de gado | A1l 92
Melhor Mata sem gado
qualidade geral [Al Mata/pasto gado A2
Pasto/cultura, areas de
Mata sem gado =
A2 A5 erosao do solo e gado
Mata sem gado Pasto, solo degradado com
A3 A6 gado
Pasto/cultura, areas de Pasto sem gado
A5 erosdo dosoloegado |A9
Pasto, solo degradado Margem da :deOV'a Sem
A6 com gado Al10 gado
Reserva Bioldgica da Serra
Pasto sem gado dos Toledos, com possivel
A9 Al2 presenca de gado
Pior qualidade Mata/ pasto sem gado Mata sem gado
geral A7 A3
Transicdo mata/pasto com Transicdo mata/pasto com
All gado All gado
Reserva Biol6gica da
Serra dos Toledos, com
Al12 possivel presenca de gado | A4 Pasto degradado com gado

*Qualidade das nascentes das areas marcadas em cinza se repetiu nas duas estagfes

(seca e chuvosa).
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Observa-se que, no presente estudo, ndo se pode estabelecer relagao
entre as formas de cobertura/uso dos solos com a qualidade hidrica, especialmente
no que se refere ao perfil de resisténcia das cepas isoladas frente aos
antimicrobianos testados. Nota-se que areas com distintas formas de ocupacao/uso
do solo apresentaram resultados semelhantes para a qualidade hidrica geral, como
ocorreu (Quadro 4), por exemplo, entre a area 5, que apresentava uso inadequado
do solo (pasto com areas degradadas e presenca de gado em contato com a
nascente), e a area 2, com bom uso/cobertura do solo (mata sem contato de gado
com a nascente) do solo. Ambas apresentaram qualidade hidrica geral semelhante.
O mesmo ocorreu para o indice de resisténcia bacteriana, 0 qual se apresentou
fortemente relacionado a nascentes de areas com distintas formas de uso/cobertura
dos solos, como o observado paras as areas 12 (Reserva Bioldgica da Serra dos
Toledos, com possivel presenca de gado) e 4 (Pasto degradado com gado).

Apesar de se ter avaliado um grande numero de atributos (11 atributos) e
se ter realizado o estudo das amostras hidricas mediante trés repeticfes, isso nao
foi suficiente para detectar diferencas entre a qualidade microbiol6égica das areas,
mostrando que a incorporacdo de novos atributos como velocidade da agua,
profundidade do curso hidrico, tipo de solo, distancias entre o curso d’agua e as
potenciais fontes de contaminagdo séo recomendados para ampliar o entendimento
dessas relacdes (DELPLA et al., 2011)

Pode-se observar, também, que a analise de componentes principais
forneceu resultado diferente daquele obtido por meio das andlises individuais dos
atributos fisico e quimicos, microbiolégicos e do perfil de resisténcia bacteriana
(Itens 5.1, 5.2 e 5.3). Isso ocorre, pois a analise de componentes principais € uma
técnica de analise estatistica que avalia conjuntamente todos os atributos,
considerando as influéncias que uns exercem sobre outros, 0 que possibilita o

agrupamento de areas com caracteristicas semelhantes (Figuras 30 e 31).



77

CONCLUSOES

v" Observou-se influéncia da estacdo sobre os atributos fisico e quimicos:
turbidez e acidez (maiores indices na estacdo chuvosa), TOC (com maiores

indices na seca);

v" Maior densidade média de bactérias heterotréficas e Escherichia coli foi

observada na estacdo chuvosa,;

v' As aguas utilizadas para consumo humano ndo atenderam, simultaneamente

aos aos critérios de potabilidade avaliados;

v" Nao se observou forte influéncia da estacdo no percentual de resisténcia das

cepas aos antimicrobianos testados;

v' Maior percentual de cepas resistentes a penicilina, nas duas estacdes, e

menor percentual para ciprofloxacino, cloranfenicol e gentamicina;

v' Observou-se pequena variabilidade morfocultural das cepas bacterianas

isoladas das amostras hidricas, em ambas as estacoes;

v' Os resultados sobre a qualidade hidrica obtidos para as analises
microbiologicas, fisicas e quimicas, realizadas individualmente, foram

diferentes daquele obtido por meio da analise de componentes principais;

v Nao se pode relacionar a qualidade hidrica, por meio da avaliacdo dos
atributos estudados, as formas de uso e ocupacdo do solo no entorno das

nascentes estudadas.
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Anexo | - Média, amplitude, desvio padrao e variancia dos atributos fisicos e quimicos das amostras de agua coletadas na estacao chuvosa.
(continua).

Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Condutivi. 38,87 12,75 64,80 34,70 81,57 35,70 46,20 70,17 36,77 50,40 42,43 15,05
(uScm™)
Amplitude 0,80 0,14 0,50 1,20 0,40 0,20 45,30 2,80 0,30 5,10 0,40 1,69
Desvio 0,42 0,08 0,26 0,63 0,21 0,10 1,39 1,42 0,15 2,94 0,23 0,93
padréo
Variancia 0,17 0,01 0,07 0,39 0,04 0,01 1,93 2,01 0,02 8,67 0,05 0,87
O, disolvi. 7,69 7,66 7,28 6,96 6,34 8,32 8,45 8,18 8,13 8,20 7,64 7,50
(mg LY
Amplitude 0,28 0,39 0,24 0,20 0,17 0,10 0,28 0,05 0,34 0,65 0,10 0,12
Desvio 0,14 0,19 0,12 0,11 0,09 0,06 0,16 0,03 0,19 0,36 0,05 0,06
padréo
Variancia 0,02 0,04 0,02 0,01 0,01 0,00 0,02 0,00 0,03 0,13 0,00 0,00
pH 7,05 7,75 7,61 7,41 6,13 7,02 7,62 6,71 6,45 7,08 7,65 6,86
Amplitude 0,26 0,38 0,16 0,19 0,06 0,48 0,05 0,09 0,17 0,03 0,19 0,13
Desvio 0,13 0,19 0,09 0,09 0,03 0,25 0,03 0,05 0,09 0,02 0,09 0,07
padréo
Variancia 0,02 0,04 0,01 0,01 0,01 0,06 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00
Turbidez 5,90 2,90 362,67 3,93 0,46 1,77 1,57 4,33 5,83 3,53 6,00 3,93
(NTU)
Amplitude 1,90 0,40 66,99 0,30 0,07 0,70 0,40 0,70 0,50 2,20 0,30 0,70
Desvio 0,98 0,20 33,49 0,15 0,04 0,38 0,21 0,38 0,25 1,12 0,17 0,35
padréo
Variancia 0,97 0,04 1121,99 0,02 0,00 0,14 0,04 0,14 0,06 1,26 0,03 0,12

* Colunas em cinza indicam as nascentes em que as aguas sdo utilizadas como fonte nutricional por seres humanos.
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Anexo | - Média, amplitude, desvio padréo e variancia dos atributos fisicos e quimicos das amostras de 4gua coletadas na estagdo chuvosa.
(concluséo).

Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Acidez (mg 13,33 8,00 9,33 6,67 18,67 10,67 10,67 18,67 20,00 10,67 9,33 10,67
L™ CaCOs
Amplitude 4,00 0,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 0,00 4,00 4,00 4,00
Desvio 2,31 0,00 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31 0,00 2,31 2,31 2,31
padréo
Variancia 5,33 0,00 5,33 5,33 5,33 5,33 5,33 5,33 0,00 5,33 5,33 5,33
Alcalinidade 25,33 6,67 41,33 22,67 49,33 26,67 33,33 38,67 25,33 29,33 29,33 12,00
(mg L™
CaCOg,
Amplitude 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 12,00 4,00 4,00 8,00
Desvio 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31 6,11 2,31 2,31 4,00
padréo
Variancia 5,33 5,33 5,33 5,33 5,33 5,33 5,33 5,33 37,33 5,33 5,33 16,00
Dureza (mg 18,43 13,82 27,65 15,36 35,33 16,90 19,97 26,11 35,33 29,18 16,90 6,14
L™ CaCOs
Amplitude 9,22 9,22 9,22 4,61 4,61 4,61 4,61 4,61 18,43 4,61 4,61 4,61
Desvio 4,61 4,61 4,61 2,66 2,66 2,66 2,66 2,66 9,59 2,66 2,66 2,66
padréo
Variancia 21,23 21,23 21,23 7,08 7,08 7,08 7,08 7,08 92,01 7,08 7,08 7,08
TOC (mg L™ 0,00 0,37 0,00 0,53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,47 4,51
Amplitude 0,00 1,10 0,00 1,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,41 11,69
Desvio 0,00 0,64 0,00 0,92 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,55 6,29
padréo
Variancia 0,00 0,40 0,00 0,85 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,48 39,51

* Colunas em cinza indicam as nascentes em que as dguas sdo utilizadas como fonte nutricional por seres humanos.
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Anexo Il - Caracterizacdo fenotipica dos isolados bacterianos das amostras de agua da
estacao seca. (continua)

Caracterizacao fenotipica das col6nias selecionadas na estagcdo seca

Isolado Formato Cor Brilho Goma Borda

P1B1 Cometa Leitosa + - Irregular
P1B2 Circular Amarelo queimado + + Regular
P1C1 Circular Amarelo queimado + + Regular
P1C2 Circular Amarelo queimado + + Regular
P2A1 Circular Incolor + - Regular
P2B1 Circular Salméo + - Irregular
P2B2 Circular Salméo + - Irregular
P2B3 Circular Salméo + - Irregular
P2B4 Circular Salméo + - Irregular
P2C1 Circular Branco + + Irregular
P2C2 Circular Branco - - Irregular
P3Al Circular Rosada + - Regular
P3A2 Circular Leitosa + - Regular
P3A3 Circular Branco + - Regular
P3A4 Circular Caramelo + - Regular
P3B1 Cometa Amarelo + + Irregular
P3B2 Circular Leitosa + - Regular
P3B3 Circular Salméo + - Irregular
P3B4 Circular Branco + - Regular
P3C1 Circular Leitosa + - Regular
P3C2 Circular Incolor + + Regular
P3C3 Circular Pink + - Regular
P3C4 Circular Branco + - Regular
P4A1 Circular Leitosa + - Irregular
P4B1 Circular Amarelo + + Regular
P4B2 Cometa Amarelo + - Regular
PAC1 Circular Amarelo + - Regular
PAC2 Cometa Creme + + Irregular
P4C3 Cometa Amarelo + - Regular
P5A1 Oval Amarelo + - Irregular
P5A2 Oval Incolor + - Regular
P5A3 Circular Creme + - Regular
P5A4 Circular Creme - + Regular
P5B1 Circular Creme + - Regular
P5B2 Circular Creme + - Regular
P5B3 Circular Creme + - Regular
P5C1 Oval Amarelo + - Regular
P5C2 Circular Incolor + - Regular
P6A1 Circular Creme + - Regular
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Anexo Il - Caracterizagdo fenotipica dos isolados bacterianos das amostras de agua da
estacao seca. (continuagao)

Caracterizacao fenotipica das col6nias selecionadas na estacédo seca

Isolado Formato Cor Brilho Goma Borda

P6A2 Circular Amarelo + + Regular
P6A3 Circular Incolor + - Regular
P6A4 Circular Amarelo + - Regular
P6B1 Circular Alaranjado - - Regular
P6B2 Circular Amarelo + - Regular
P6B3 Circular Creme + - Regular
P6B4 Circular Amarelo queimado + - Regular
P6C1 Circular Creme + - Regular
P6C2 Circular Leitosa + - Irregular
P6C3 Circular Amarelo queimado + - Regular
P6C4 Circular Incolor + - Regular
P7A1 Cometa Incolor + Irregular
P7A2 Cometa Incolor + Irregular
P7B1 Circular Branco - - Irregular
P7B2 Oval Incolor + - Regular
P7B3 Circular Leitosa + - Irregular
P7B4 Circular Incolor - - Regular
P7C1 Circular Leitosa + - Regular
P7C2 Cometa Incolor - - Irregular
P7C3 Cometa Incolor + - Irregular
P7C4 Cometa Incolor + - Irregular
P8A1 Circular Incolor + + Irregular
P8A2 Circular Incolor + + Irregular
P10Al Oval Amarelo + + Regular
P10A2 Circular Branco - - Regular
P10A3 Circular Branco - - Regular
P10A4 Circular Branco - - Regular
P10B1 Oval Amarelo + + Regular
P10B2 Oval Amarelo + + Regular
P10B3 Oval Amarelo + + Regular
P10B4 Oval Amarelo + + Regular
P10C1 Oval Amarelo + + Regular
P10C2 Oval Amarelo + + Regular
P10C3 Oval Amarelo + + Regular
P10C4 Oval Amarelo + + Regular
P11Al Circular Creme + - Irregular
P11A2 Circular Incolor + - Irregular
P11A3 Oval Leitosa + - Irregular
P11A4 Circular Incolor + - Irregular
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Anexo Il - Caracterizagdo fenotipica dos isolados bacterianos das amostras de agua da
estacao seca. (conclusao)

Caracterizacao fenotipica das col6nias selecionadas na estagcdo seca

Isolado Formato Cor Brilho Goma Borda

P11B1 Circular Amarelo queimado + - Regular
P11B2 Oval Branco + + Irregular
P11B3 Circular Incolor + - Regular
P11B4 Circular Incolor + - Regular
Pl11C1 Estrelada Amarelo queimado + + Irregular
P11C2 Oval Incolor + - Irregular
P11C3 Estrelada Leitosa + - Irregular
P11C4 Circular Leitosa + - Regular
P12A1 Circular Leitosa + - Irregular
P12A2 Circular Incolor + + Irregular
P12A3 Circular Incolor + - Irregular
P12A4 Circular Incolor + - Irregular
P12B1 Oval Incolor + - Irregular
P12B2 Oval Incolor + - Irregular
P12B3 Oval Incolor + - Irregular
P12B4 Oval Incolor + - Irregular
P12C1 Circular Incolor + - Irregular
P12C2 Estrelada Incolor + - Irregular
P12C3 Circular Incolor + - Irregular
P12C4 Circular Incolor + - Irregular

FONTE: Autor



Anexo Il - Caracterizacdo fenotipica dos isolados bacterianos das amostras de agua da
estacao seca. (continua)

Caracterizacdo fenotipica das col6nias selecionadas na estacédo seca

Isolado Formato Cor Brilho Goma  Borda
P1A1 Circular Incolor + - Regular
P1A2 Circular Amarelo claro + - Regular
P1A3 Circular Incolor + - Irregular
P1A4 Oval Caramelo + - Regular
P1B1 Oval Amarelo + - Regular
P1B2 Circular Roxa + - Irregular
P1B3 Circular Rosada + - Regular
P1B4 Circular Incolor + - Regular
P1C1 Oval Branco + + Regular
P1C2 Circular Amarelo + - Regular
P1C3 Circular Branco - - Regular
P1C4 Oval Branco + - Regular
P2A1l Circular Amarelo + + Irregular
P2A2 Circular Rosada + - Regular
P2A3 Circular Incolor + - Regular
P2A4 Oval Amarelo + + Irregular
P2B1 Oval Branco + - Irregular
P2B2 Oval Amarelo + - Regular
P2B3 Circular Branco + - Regular
P2B4 Circular Amarelo + - Regular
P2C1 Circular Caramelo + - Irregular
P2C2 Circular Incolor + - Irregular
P2C3 Circular Leitosa + - Irregular
P2C4 Circular Incolor - - Irregular
P3A1 Circular Branco + - Regular
P3A2 Circular Leitosa + - Irregular
P3A3 Oval Incolor + - Irregular
P3A4 Circular Caramelo + + Regular
P3B1 Circular Alaranjado + - Regular
P3B2 Circular Leitosa + - Irregular
P3B3 Oval Caramelo + - Irregular
P3B4 Oval Caramelo + - Regular
P3C1 Circular Branco + - Regular
P3C2 Circular Incolor + - Regular
P3C3 Oval Caramelo + - Regular
P3C4 Oval Leitosa + - Irregular
P4A1 Circular Alaranjado + + Irregular
P4A2 Oval Caramelo + - Irregular
P4A3 Circular Incolor + - Regular




Anexo Il - Caracterizacdo fenotipica dos isolados bacterianos das amostras de agua da
estacao seca. (continuagao)

Caracterizacdo fenotipica das col6nias selecionadas na estacédo seca

Isolado Formato Cor Brilho Goma  Borda
P4A4 Circular Incolor + - Irregular
P4B1 Circular Pink + + Regular
P4B2 Oval Caramelo + - Regular
P4B3 Circular Incolor + - Regular
P4B4 Circular Leitosa - - Irregular
P4C1 Oval Leitosa + + Irregular
P4C2 Circular Incolor + - Irregular
PAC3 Oval Leitosa + + Irregular
P4C4 Oval Incolor + - Irregular
P5A1 Oval Leitosa + + Irregular
P5A2 Circular Incolor + - Regular
P5A3 Circular Incolor - - Irregular
P5A4 Oval Leitosa + - Irregular
P5B1 Circular Incolor + - Regular
P5B2 Oval Creme + - Regular
P5B3 Circular Leitosa - - Irregular
P5B4 Puntiforme Incolor + - Regular
P5C1 Oval Leitosa + - Irregular
P5C2 Circular Incolor + - Regular
P5C3 Oval Incolor - - Irregular
P5C4 Circular Branco + - Regular
P6A1l Oval Caramelo + - Regular
P6A2 Circular Incolor + - Regular
P6A3 Circular Leitosa + - Irregular
P6A4 Circular Leitosa + + Regular
P6B1 Circular Branco + - Regular
P6B2 Circular Caramelo + - Regular
P6B3 Circular Leitosa + - Regular
P6B4 Circular Amarelo claro + - Regular
P6C1 Oval Leitosa - - Irregular
P6C2 Circular Leitosa + - Regular
P6C3 Circular Branco - - Regular
P6C4 Circular Amarelo claro + - Regular
P7Al Meia lua Castanho + - Regular
P7A2 Circular Branco + - Regular
P7A3 Circular Incolor + - Regular
P7A4 Oval Branco + - Regular
P7B1 Circular Amarelo fluorescente + - Regular
P7B2 Oval Incolor + - Regular




Anexo Il - Caracterizacdo fenotipica dos isolados bacterianos das amostras de agua da
estacao seca. (continuagao)

Caracterizacdo fenotipica das col6nias selecionadas na estacédo seca

Isolado Formato Cor Brilho Goma  Borda
P7B3 Circular Incolor + Regular
P7B4 Circular Leitosa + Regular
P7C1 Meia lua Roxa + Irregular
p7C2 Circular Leitosa + Regular
P7C3 Oval Amarelo fluorescente + Irregular
pP7C4 Circular Incolor + Irregular
P8Al Circular Leitosa + Irregular
P8A2 Circular Amarelo + Irregular
P8A3 Oval Amarelo + Irregular
P8A4 Disco voador Branco - Irregular
P8B1 Circular Leitosa + Regular
P8B2 Circular Amarelo queimado + Regular
P8B3 Oval Amarelo claro + Irregular
P8B4 Circular Leitosa + Irregular
P8C1 Filamentosa Leitosa - Irregular
P8C2 Oval Creme + Irregular
P8C3 Circular Incolor - Irregular
P8C4 Circular Leitosa - Irregular
POA1 Oval Leitosa + Irregular
P9A2 Circular Leitosa + Regular
P9A3 Puntiforme Incolor + Regular
P9A4 Oval Branco - Irregular
P9B1 Circular Amarelo fluorescente + Irregular
P9B2 Circular Incolor + Regular
POB3 Circular Leitosa + Regular
P9B4 Circular Incolor + Regular
POC1 Oval Leitosa + Irregular
PIC2 Circular Amarelo claro + Regular
P9C3 Circular Incolor + Irregular
P9C4 Oval Amarelo claro + Regular
P10A1 Oval Leitosa + Regular
P10A2 Circular Leitosa + Regular
P10A3 Circular Leitosa + Regular
P10A4 Oval Creme + Irregular
P10B1 Circular Amarelo fluorescente + Regular
P10B2 Circular Creme + Regular
P10B3 Filamentosa Branco - Regular
P10B4 Circular Creme Irregular
P10C1 Circular Salméo Regular




Anexo Il - Caracterizacdo fenotipica dos isolados bacterianos das amostras de agua da
estacao seca. (conclusao)

Caracterizacdo fenotipica das col6nias selecionadas na estacédo seca

Isolado Formato Cor Brilho Goma  Borda
P10C2 Circular Incolor + - Regular
P10C3 Circular Creme + Regular
P10C4 Circular Incolor + Regular
P11A1 Oval Rosada + - Regular
P11A2 Oval Creme + - Regular
P11A3 Circular Amarelo queimado + - Regular
P11A4 Oval Branco + - Regular
P11B1 Circular Creme + + Regular
P11B2 Circular Amarelo claro + - Regular
P11B3 Circular Branco + - Regular
P11B4 Oval Amarelo + - Irregular
P11C1 Circular Creme + - Irregular
P11C2 Circular Branco + - Regular
P11C3 Circular Creme + - Regular
P11C4 Oval Amarelo + - Regular
P12A1 Circular Incolor + - Regular
P12A2 Oval Leitosa + - Regular
P12A3 Circular Incolor - - Irregular
P12A4 Oval Creme + - Irregular
P12B1 Circular Leitosa + - Regular
P12B2 Oval Incolor + - Irregular
P12B3 Estrelada Amarelo queimado + - Irregular
P12B4 Circular Branco + - Regular
P12C1 Circular Creme + - Regular
P12C2 Oval Amarelo + - Regular
P12C3 Circular Incolor + - Regular
P12C4 Circular Incolor - - Irregular

FONTE: Autor



