ANALISE MICROBIOLOGICA EM AGUA DE POCOS RASOS NAS )
PROPRIEDADES RURAIS DO MUNICIPIO DE SANTA MARIA DE JETIBA-ES
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RESUMO

A &gua é um recurso natural indispensavel para a sobrevivéncia dos seres humanos
e animais. Nas areas rurais do pais ndo se encontram sistemas de abastecimento de
agua, entdo os agricultores procuram outros métodos de abastecimento para
suprirem suas necessidades hidricas. Em Santa Maria de Jetiba - ES por exemplo,
local de intensa agricultura familiar e extensa zona rural, os proprietarios fazem
escavacoes, pocos rasos que chegam ao lencol freatico com um mecanismo que
leva essa agua subterranea para os reservatérios e sao consumidas sem analise e
nem tratamento prévio. Um dos grandes problemas desses pocos sdo sua
localizacdo, que muitas vezes fica muito proximo das fossas negras, locais de
dejetos de animais ou de cOrregos, e esses podem ser contaminantes para a agua
desses pocos. Dessa forma, foram analisados 9 pocos, com método da membrana
filtrante, com o objetivo de verificar a contaminacdo por coliformes totais e
termotolerantes e verificar a possibilidade da presenca de Escherichia coli, através
das caracteristicas sugestivas das col6nias. Obteve-se como resultado que 88,8%
das amostras estdo contaminadas por coliformes totais, e 77,7% possuem col6nias
sugestivas de E.coli. Apenas 1 dos pocos (11,3%) se apresentou em bom estado
microbioldgico. Em relacdo a termotolerancia, apenas 1 dos pocos obteve resultado
positivo (12,5%). Os resultados refletem riscos no uso dessa agua possivelmente
contaminada e sugere-se que sejam feitos trabalhos futuros mais completos e
intervencdes de orientagdo a populagéo local.
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ABSTRACT

Water is an indispensable natural resource for the survival of humans and animals. In
rural areas of the country there are no water supply systems, so farmers look for
other methods of supply to meet their water needs. In Santa Maria de Jetiba - ES for
example, a place of intense family farming and extensive rural area, the owners
excavate shallow wells that reach the water table with a mechanism that takes this
groundwater to the reservoirs and is consumed without analysis or previous
treatment. One of the big problems with these wells is their location, which is often
very close to black pits, animal waste sites or streams, and these can be
contaminants for the water from these wells. Thus, 9 wells were analyzed, using the
membrane filter method, in order to verify the contamination by total and

Graduanda do Curso de Farmacia do Centro Universitario Salesiano — UNISALES E-mail:
polianavidal07 @gmail.com

2Farmacéutica mestre em doencas infecciosas, professora no Centro Universitario Salesiano —
UNISALES. E-mail: cpereira@unisales.br



thermotolerant coliforms and to verify the possibility of the presence of Escherichia
coli, through the suggestive characteristics of the colonies. It was obtained as a result
that 88.8% of the samples are contaminated by total coliforms, and 77.7% have
colonies suggestive of E.coli. Only 1 of the wells (11.3%) was in good microbiological
condition. Regarding thermotolerance, only 1 of the wells had a positive result
(12.5%). The results reflect risks in the use of this possibly contaminated water and it
Is suggested that more complete future work and interventions be carried out to guide
the local population.

Keywords: Total coliforms, shallow wells, Escherichia coli.
1. INTRODUCAO

A agua é um recurso natural indispensavel para a vida e o bem-estar de uma
populacdo e esta totalmente ligado a disponibilidade e a qualidade da agua. Sendo
assim, ndo basta somente dispor de uma grande oferta do recurso, mas este deve
ser de boa qualidade. Contudo, doencas de veiculacdo hidrica sao facilmente vistas
dentre os individuos, isso porque em algumas situacfes a agua se torna um
facilitador para transmissdo de parasitas e micro-organismos, causando doencas
como Giardiase, Gastroenterites, Febres Tifoide e paratifoide, Hepatite infecciosa,
Coélera, entre outras. Quando se fala do assunto agua tratada, isso ndo se refere
somente aquela agua poluida que volta a ser purificada, mas também as que
provém naturalmente e a analise e o tratamento destas € de extrema importancia
para proporcionar satde e bem-estar populacional (LEAO et al., 2017).

Os pocos rasos do tipo cacimba (nomenclatura comum utilizada pelos agricultores
da regido) sdo uma forma econémica e viavel de captar agua subterranea, método
muito utilizado pela populacdo do meio rural, ja que 0S mesmos nao Sao
contemplados pelo abastecimento de agua tratada por viverem em regifes de dificil
acesso. As cacimbas sdo nada mais que uma perfuracao profunda no solo capaz de
atingir o lencol freético, seguida de uma encanacdo que leva a 4gua diretamente
para os reservatorios situados na moradia dos individuos, sem passar por uma
andlise ou filtracdo prévia (ZAN et al., 2012; SILVA et al., 2014). Fatores cotidianos
propiciam para que ocorra 0 comprometimento da agua desses po¢os, uma vez que
na grande maioria sao escavados proximos de fossas negras, corregos ou areas
habitadas por animais. Isso gera a possibilidade de infiltracdo desses materiais
biol6gicos pelo solo até alcangar a 4gua, possibilitando que bactérias e parasitas
possam infectar as pessoas que a consomem essa agua sem o devido tratamento
(SALES et al., 2017).

Dentre os importantes micro-organismos que podem habitar a agua, podemos
destacar as bactérias, em especial os grupos coliformes termotolerantes e coliformes
totais. Os coliformes totais sdo classificados como bactérias gram-negativas em
formato de bastdo, podendo ou ndo ser aerdbicas, fermentam a lactose e formam
gas de 24 até 48h numa temperatura de 35°C. Existem varias espécies que
compdem este grupo e estas bactérias sdo constituintes da microbiota normal do ser
humano e de alguns animais (TORTORA et al., 2017; SILVA et al., 2014).

Em tempos anteriores, acreditava-se que as aguas subterraneas estavam protegidas
da contaminacdo, em razdo das varias camadas de solo que antecedem o lencol
freatico, porém atualmente esta ideia passa a se tornar equivocada. Estudos ja
realizados em outras regifes contradizem essa afirmacdo, visto que ja foram



constatados tracos de microrganismos patogénicos habitando a agua consumida
pela populacdo. Ademais, a agua subterranea se apresenta com um bom aspecto,
fazendo com que pessoas leigas no assunto acreditem que ela esta totalmente
potavel para o consumo (ZAN et al., 2012; SILVA et al.,, 2014; BURGOS et al.,
2014).

Santa Maria de Jetiba é um municipio com 41.588 de pessoas (IBGE 2021). E
notério que a patogenicidade dos microrganismos presentes na agua consumida por
essas pessoas possa ser um grande problema para a regido perante as caréncias
de agua tratada ja citadas impactando no bem-estar de todos do municipio.
Portanto, o presente estudo prop6s a realizacdo de analises, com intuito de
identificar se ocorre de fato contaminacdo desses poc¢os, e observar o grau de
contaminagcao, bem como identificar se ocorre a presenca de coliformes totais e
termotolerantes indicativos de Escherichia coli.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 IMPORTANCIA DA AGUA

A agua € um recurso finito sem o qual seres humanos ndo podem viver, ela esta
presente em todas as atividades do dia a dia, desde o abastecimento doméstico,
agricola até a geracdo de energia elétrica. Suas caracteristicas principais sdo ser
totalmente incolor e inodora. Tem papel fundamental na saldde dos seres humanos e
animais, esta presente em grande parte das substancias, e na funcionalidade dos
fluidos celulares para manter o organismo em constante trabalho (SOUZA 2014).

A qualidade da agua é discutida por milhares de pessoas, no Brasil por exemplo
existe muita desigualdade no acesso a agua potavel. Algumas regibes sofrem de
seca e néo recebem agua digna para consumo humano (NAHAS 2019).

2.2 CICLO HIDROLOGICO DA AGUA

Além de compreender que a agua € um bem muito importante para todo mundo, é
importante conseguir entender como ocorre toda essa distribuicdo no planeta, e
como ela surge, por isso tem-se o chamado ciclo hidrologico da agua. Pelo caminho
do ciclo, a agua passa por diferentes mudancas de estado (BALBINOT et al., 2007).
Os mares, 0s rios, e até as gotas de orvalho passam pelo processo de evaporacao,
onde a 4gua em forma de vapor atinge a atmosfera, e 14 se condensa formando as
nuvens como pequenos gelos flutuando na atmosfera até chegar ao ponto de que
essas gotas caem formando a chuva, e assim infiltra-se no solo, ou segue pelos
oceanos dando inicio a um novo ciclo hidrolégico (BALBINOT et al., 2007).

2.3 POLUICAO DA AGUA

Com o passar dos anos, a populacdo de todo o territério global vem gerando
problemas para a potabilidade da agua consumida por todos. Além da
disponibilidade ser minima para algumas regides, 0 pouco existente muitas vezes é
extremamente poluido e invidvel de ser consumido, de forma direta ou
indiretamente. Existem alguns poluentes que deixam a agua inutilizavel de todas as
formas, gerando uma grande preocupacdo para a saude mundial bem como para
todas as organizacdes ambientais de todo mundo (JAKUBOSKI, 2009).



Nas regides rurais, a poluicdo dos rios e afluentes também é um agravante, nesses
locais a principal poluicdo que se vé € pelos agrotéxicos, herbicidas, inseticidas,
fungicidas, entre vérias outras classes de agrotoxicos. Essa contaminagdo por
agentes quimicos pode atingir os po¢os e a agua utilizada pela populacao rural,
podendo levar a intoxicacdes e exposicao generalizada aos agentes toxicos. Assim
sendo, a purificacdo da agua de forma que elimine agentes quimicos téxicos seria
de extrema importancia para os individuos que residem e vivem no meio agrario
(DELLAMATRICE, 2014).

Ja no meio urbano, a poluicdo das aguas acontece de forma diferente em relacdo ao
meio rural, nas grandes cidades existem rejeitos de industrias, lixo da populacéo e
produtos quimicos que sado ilegalmente despejados nos rios e esgotos, e no fim
também contaminam muitas fontes de agua. A grande diferenca é que em algumas
cidades existem os tratamentos de agua e esgoto, que a deixam prépria para uso,
passando por varios testes de controle de qualidade antes de chegar até a torneira
dos individuos. Porém, em locais mais carentes ndo existem esses tratamentos, o
Brasil por exemplo € um pais em desenvolvimento onde milhares de pessoas nao
possuem acesso a esse tratamento de agua mesmo morando em cidades grandes,
deixando a mercé a populacao de se contaminarem com parasitas e bactérias ou até
mesmo substancias quimicas que colocam a vida de varias pessoas em risco
(JAKUBOSKI, 2009).

2.4 A AGUA SUBTERRANEA

Durante a antiguidade, o homem passou por muitos desafios, inclusive a procura por
agua para consumo de sua familia, e foi cada vez mais tentando inovar as maneiras
de conseguir acesso a agua potavel. E uma das formas viaveis eram as escavagdes
de pocos, até mesmo dentro das moradias, para suprir as necessidades diarias. E
mesmo naquela época algumas pessoas sofriam com o problema das fossas negras
proximas aos poc¢os e acabavam contaminando a propria fonte de agua, o que
acarretava na disseminacao de doencas naquela época (SILVA 1998).

Com passar dos anos, esse tema foi cada vez mais discutido, e Maia Neto (1997)
apresenta que ja nos anos 90 o Brasil era privilegiado com cerca de 18% da agua do
planeta e grande parte dela era subterranea, uma fonte de agua na qual muitas
pessoas usam atualmente, principalmente nas propriedades do interior (NAHAS et
al., 2001; SILVA 1998).

O territério brasileiro possui um grande numero de pessoas que utilizam de aguas
subterraneas como a principal fonte de captacéo, cerca de 19% das residéncias
nacionais sao abastecidas dessa forma, e essas pessoas em sua maioria julgam ser
o0 método mais facil e econémico para usufruirem da agua em suas propriedades
(FREITAS et al., 2001).

2.5SANTA MARIA DE JETIBA E OS POCOS ARTESIANOS

Santa Maria de Jetiba é um municipio situado no interior do Espirito Santo, é
habitado por descendentes pomeranos e carrega uma cultura extremante
preservada dos imigrantes. Atualmente declarado como maior produtor de ovos do
pais, bem como o mais pomerano e tendo grande producédo de morangos e intensa
atividade da agricultura familiar, possuindo 39.849 habitantes (IBGE 2018)
(BRANDAO 2019).



Por ser um municipio de extremo trabalho no campo, a maioria dos individuos
residem em pequenas propriedades afastadas do centro, e com iSso 0 acesso a
distribuicdo de agua tratada se torna inviavel. Dessa forma, as pessoas destas
regides precisam de alguma alternativa de captacdo de agua para consumo. Uma
das formas mais comuns de captarem agua € por meio de nascentes ou
escavacOes. Essas escavacOes sao conhecidas como pocgos artesianos, ou entao
popularmente chamados na regido de “cacimbas” (LIMA, et al., 2007; AMARAL 2003
et al., DIAS 2007).

As cacimbas sao uma perfuracéo profunda no solo capaz de atingir o lencol freético,
seguida de uma encanacdo que leva a agua diretamente para 0s reservatorios
situados na moradia dos individuos, sem passar por uma analise ou filtracdo prévia
(ZAN et al., 2012; SILVA et al., 2014).

2.6 UTILIZACAO DA AGUA NA AGRICULTURA E EM ATIVIDADES RURAIS

Na agricultura utiliza-se a agua para varios fins. Muitos produtores rurais relatam que
sem a agua em abundancia é extremamente complicado de produzir o alimento. Em
épocas de seca forte, isso pode ocasionar em pouca producdo das verduras e
legumes trazendo grandes prejuizos tanto no comércio quanto para os proprios
agricultores. Quando essas situacfes acontecem impacta nos elevados precos dos
alimentos no supermercado. Assim mais uma vez ressalta-se a importancia do
acesso a agua (BRITO, 2010).

Em meio agricola, a agua € muito utilizada para irrigagdes. Existem produtos que
necessitam de pelo menos trinta minutos de irrigacdo todos os dias. Além disso a
agua € importante para a diluicdo dos agrotoxicos, nos quais também sao
importantes para os produtores conseguirem controlar pragas e doencgas de forma
rapida e eficaz. Todos os tipos de agrotoxicos séo diluidos entre vinte a trinta litros
de 4gua para entdo serem aplicados sobre as plantagfes (CASTRO, 2017).

2.7RISCOS DE CONTAMINACAO DA AGUA

Anteriormente a populacdo possuia 0 costume de que as aguas subterraneas
estavam protegidas da contaminagcdo, em razdo das varias camadas de solo que
antecedem o lencol freatico, porém atualmente esta informacéo passou a se tornar
equivocada. Estudos ja realizados em outras regides contradizem essa afirmacéao,
visto que ja foram constatados tracos de microrganismos e parasitas patogénicos
habitando a agua oriunda dos pocos consumida pela populacdo. Ademais, a agua
subterrdnea se apresenta com um bom aspecto, aparentemente muito cristalina,
fazendo com que pessoas leigas no assunto acreditem que ela esta totalmente
potavel para o consumo (BURGOS et al., 2014).

Fatores cotidianos propiciam para o comprometimento da agua dos pog¢os, uma vez
gue na grande maioria sdo escavados préximos de fossas negras, cOrregos ou areas
habitadas por animais, o que € um grande problema. Isso gera a possibilidade de
infiltracdo desses materiais e dejetos pelo solo até alcancar a agua, possibilitando
que bactérias e parasitas possam contamina-la e em seguida contaminar quem a
consome sem tratamento (CAMARGO, 2009).

O grande problema de se consumir a agua contaminada e sem tratamento prévio,
sao as enfermidades que podem ser causadas. Exemplos comuns sé&o as doencas



diarreicas. Por essa razdo torna-se importante verificar a qualidade microbiol6gica
da agua consumida pela populacdo rural, a fim de evitar as enfermidades que a
contaminagcao da mesma pode causar (NASCIEMENTO et al., 2013).

2.8 MICRORGANISMOS E QUE PODEM CONTAMINAR A AGUA

Dentre o0s importantes microorganismos que podem habitar a agua, pode-se
destacar as bactérias, com foco principal nos grupos coliformes totais e coliformes
termotolerantes. Os coliformes totais s&o classificados como bactérias gram-
negativas em formato de bastdo, podendo ou ndo ser aerbbicas, fermentam a
lactose e formam gas de 24 até 48 h numa temperatura de 35 °C. Existem varias
espécies que compdem este grupo e estas bactérias sao constituintes da microbiota
normal do ser humano e de alguns animais (TORTORA et al., 2017; SILVA et al.,
2014).

Ja os coliformes fecais, também conhecidos como termotolerantes, possuem as
caracteristicas semelhantes, porém fermentam a lactose ente 44,5-455°C,
suportando temperaturas mais elevadas. Dentre elas é possivel citar E. coli e
Enterobacter e Klebsiella, sendo a de maior relevancia a E. coli, pois existem
algumas cepas de Enterocacter e Klebsiella de origem néo fecal, como por exemplo
K. pneumoniae, E.aerogenes, entre outras e por esse motivo sado atualmente
nomeados como termotolerantes. (TORTORA et al., 2017; SILVA et al., 2014).

A Escherichia coli é considerada uma bactéria inofensiva em individuos saldaveis,
ela habita naturalmente o intestino dos seres humanos e animais. Além disso
representa cerca de 96% dos microrganismos presentes nas fezes humanas. E por
esse motivo, sua presenca em qualquer amostra de alimentos ou agua em valores
acima dos considerados normais traz a certeza de que aquele material foi
contaminado por dejetos fecais tornando a espécie um importante marcador de
contaminagao fecal (CAVALCANTE 2014).

Mesmo ndo sendo uma das bactérias mais perigosas, a E.coli pode causar algumas
patologias como doencgas intestinais, meningites, pneumonias, infeccédo urinaria, e
gastroenterites (GOMES et al., 2016). Existem cepas dessa bactéria que causam
muitos problemas diarreicos em regides da Africa e Asia, lugares onde a higiene e
abastecimento de agua séo feitos de forma precaria. Alguns estudos revelam que
existem tipos de patétipos de E.coli diferentes, cada um com seus fatores de
viruléncia especificos

Uma das formas de conseguir distinguir uma agua potavel de uma nao potavel, e
assim compreender se ela pode ser consumida € através da utilizacdo das bactérias
citadas como bioindicadores de qualidade da agua. Visto que para a mesma estar
propria para consumo, deve seguir os padrdes previstos na legislacao vigente onde
conduz a quantidade maxima permitida desses microrganismos nas amostras de
agua (CAVALCANTE 2014).

2.9 CONTAMINACAO DA AGUA POR PARASITAS E PROTOZOARIOS

Além das bactérias, os parasitas também podem representar muitos problemas de
contaminagd@o na agua, trazendo mais riscos a saude dos individuos e se tornando
um grande problema em varios lugares pelo mundo (FRANCO 2007; NETO 2011).



Dos protozodrios que podem contaminar a agua, destacam-se Cryptosporidium spp.
e Giardia spp. Responsaveis por alguns surtos de parasitoses como gastroenterites
em alguns paises. No Brasil, ocorreu uma importante substituicdo das legislaces de
potabilidade de agua, na qual a atual, também implantou os padrées definidos para
os limites desses protozoarios. Alguns estudos ja realizados em algumas cidades do
Brasil apresentaram presenca de parasitas na agua de consumo humano, o que
demonstra a necessidade de pesquisas na area e uma possivel solucdo para
tratamento doméstico da agua que seja viavel de se realizar e evitar a contaminacéo
da agua e infeccdo por parasitoses e protozoarios de veiculagdo hidrica (FRANCO
2007). Dentre esses estudos, pode-se citar Alves et al., (2016) que realizou uma
andlise parasitaria em agua de um hospital publico no estado de Rondénia, e
verificou presenca de parasitas como Entamoeba Coli e Endolimax nana. E além
disso, Barbosa et al., fez uma analise em &gua de abastecimento em Aldeias
Guarani, e constatou como resultado 48% das amostras positivas para helmintos
e/ou protozodarios como G. lamblia, Cryptosporidium spp. e E. histolytica.

2.10 PADROES DE POTABILIDADE DA AGUA

O consumo de uma agua potavel é de extrema importancia, para assim garantir que
nado irdo ocorrer transmissdo de doencas de veiculagdo hidrica, e poder contribuir
com uma vida saudavel. No Brasil atualmente, existe uma legislacdo que conduz
todo o controle de qualidade da agua para consumo humano, a portaria GM/MS N°
888, de 4 de maio de 2021. Ela dita todos os padrdes necessarios para que a agua
seja considerada potavel para o consumo humano. Dente esses padrbes existem
fatores fisico-quimos como pH, cloro ente outros, bem como a quantidade limite de
microrganismos, assim a agua sé é considerada propriamente potavel quando todos
esses padrdes estdo em conformidade (BRASIL 2021).

O indice de qualidade de agua também € um parametro analisado principalmente
nas aguas de abastecimento publica. Foi criado nos Estados Unidos e é utilizado em
véarios paises. E um 6timo indicador de qualidade de &gua. Ressalta-se que este
parametro esta relacionado com o langcamento de esgotos domésticos, ele consegue
distinguir se esse tipo de poluente estd presente nas amostras. Por isso ndo tem
capacidade de verificar metais pesados e matérias de protozoarios, parasitas e
bactérias (SIQUEIRA, 2016)

Para uma analise completa de potabilidade da agua, as avali¢es fisico-quimicas da
mesma sdo extremamente importantes, a agua s6 é considerada como potavel apos
passar por todas as analises. Dentre algumas analises realizadas se encontram a do
pH. O potencial hidrogenidnico € um parametro relativamente simples de realizar e
por sua vez importante, indicativo de uma agua acida ou ndo. Ademais o pH é um
fator importante para alguns outros elementos téxicos que podem estar presentes
por alguma contaminacdo quimica (NOGUEIRA 2015).

A condutividade elétrica é mais uma analise fisico-quimica realizada, ela indica o
quanto certa amostra de agua €& capaz de conduzir eletricidade, e essa
condutividade é determinada pela presenca de ions na agua, entdo a medida que
existem sais, acidos e bases a agua tera uma boa condutividade, o contrario de
dispor de materiais organicos, eles ndo sao bons condutores de eletricidade (VIEIRA
2002).

Outra questao importante é a turbidez da agua, consiste em gquantificar o quanto a
claridade € capaz de transpor pela agua, esse parametro indica se existe alguns



materiais solidos dissolvidos na 4gua como argila ou materiais organicos e também
a turbidez é apresentacédo estética da agua, ao olhar para uma agua turva néo tras a
sensagao de “agua limpa”, (PARRON 2011; NOGUEIRA 2015).

Outro parametro que normalmente entra nas analises é o fésforo total e fosfatos,
esses elementos tém sua importancia para o desenvolvimento de alguns
organismos, porém sua presenca também pode indicar presenca se fertilizantes,
pesticidas, que sdo de uso comum na agricultura (PARRON 2011).

A qualidade da agua que é consumida é fundamental, ndo podendo ser toxica para o
organismo, por isso a avaliacdo da presenca de metais pesados é de extrema
relevancia, visto que esses compostos indicam poluicdo, esgotos entre outros
poluentes, e que se ingeridos podem causar sérios danos a saude (GUEDES 2004).

Em relacdo aos padrdes microbiolégicos, e portaria dispdes em seu anexo | 0s
valores maximos permitididos de coliformes totais, termotolerantes e E. coli. E
regulamenta para agua tratada e solocdes alternativas. No caso das solu¢cdes
alternativas é permitida apenas uma amostra mensal estar contaminada por
coliformes totais como apresenta a figura 1 da tabela oficial da portaria (BRASIL,
2021).

Figura 1: Tabela retirada do anexo 1 da portaria 888 de 4 de maio de 2021.

Formas de
abastecimento

Parametro

VPM (1)

SAl Escherichia Coli Auséncia em 100ml|
SAA | Na saida do Coliformes totais Auséncia em 100ml|
e tratamento
SAC
Sistema de Escherichia Coli Auséncia em 100ml
distribuicao e
pontos de
consumo
Coliformes | Sistema ou solugcbes | Apenas uma amostra entre as
totais alternativas coletivas | amostras examinadas no més pelo

que abastecem
menos de 20.000
habitantes.

responsavel pelo sistema ou por
solugédo alternativa coletiva de
abastecimento de agua podera
apresentar resultado positivo.

Sistema ou solucdes
alternativas coletivas
que abastecem a
partir de 20.000
habitantes.

Auséncia em 100ml em 95% das
amostras examinadas no més pelo
responsavel pelo sistema ou por
solucéo alternativa coletiva de
abastecimento de agua.

Fonte: Ministério da Saude (2021).




2.11 ANALISES MICROBIOLOGICAS
2.11.1 METODO DO NUMERO MAIS PROVAVEL

Dentre os varios métodos existentes para analise de microrganismos na agua
aprovado pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, se
encontra 0 método do numero mais provavel (NMP), considerado um método
simples e pratico que consiste em fazer diluicbes seriadas da amostra e identificar o
namero mais provavel de microrganismos presentes em 100ml de agua, e com o
resultado é possivel comparar com os valores da legislacdo e declarar se
microbiologicamente a 4gua é considerada potavel. Para a agua ser considerada de
boa qualidade, no Brasil, ndo € permitido encontrar coliformes totais ou
termotolerante a cada 100ml de agua para amostras de agua tratadas, e para
Sistemas Alternativos, apenas 1 amostra das coletas mensais podem ter resultado
positivo para termotolerantes. Isso € estabelecido pela portaria GM/MS N° 888, de 4
de maio de 2021, ela que preconiza os padrbes de potabilidade de agua e valores
limites tanto para andlises microbiolégicas quanto fisico-quimicas, como ja citados
acima (BRASIL, 2021; MARQUEZI, 2010; VASCONCELLOS, 2006).

Apoés realizar a coleta das amostras seguindo todo o protocolo previsto no manual, o
primeiro passo para a realizacédo da técnica € fazer o procedimento das diluicbes, e
em seguida cada diluicdo ganhard um tubo contendo caldo lauril sulfato triptose e
serdo incubados a 35°C por 24h para obter o resultado do teste presuntivo. Em
seguida, os tubos positivos para o teste presuntivo serdo encaminhados para a
analise confirmatoria, pegando uma alcada dos mesmos e transferindo para tubos
contendo caldo verde brilhante e novamente encubados por mais 24h desta vez a
45°C para verificacdo de termotolerantes. Apds esses procedimentos, os tubos
serdo comparados com a tabela no NMP para obter o resultado quantitativo
(MARQUEZI, 2010; VASCONCELLOQOS, 2006).

2.11.2 TESTES RAPIDOS DE PRESENCA E AUSENCIA

Uma forma muito pratica para identificar os coliformes na agua € através dos testes
rapidos disponiveis no mercado e aprovados pelo standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater. Eles sdo muito eficazes quando necessita-se
por exemplo de uma analise prévia das amostras antes de realizar outros
procedimentos, ou até mesmo quando necessita-se de um resultado mais rapido
sem precisar incubar por muitas horas cada amostra. Além disso, comparando com
outros métodos, possui um custo menor, pois ndo necessita de grandes quantidades
de meio de cultura ou caldos e nem equipamentos sofisticados de laboratorio.
Atualmente existem testes rapidos no mercado que além de trazer um resultado
qualitativo, mostram resultados semi-quantitativos (LIMA, 2017).

2.11.3 TECNICA MEMBRANA FILTRANTE

A técnica de membrana filtrante € mais sofisticada que as demais citadas. A amostra
de agua passa por uma membrana com poros de 0,454, sendo sugada por um
mecanismo a vacuo. Apés toda a agua passar pela membrana, a mesma é
encaminhada para os meios de cultura apropriados para realizacédo de determinadas
andlises, que por sua vez sdo incubados em estufa sob uma temperatura que
dependendo do meio escolhido pode variar de 35 a 45°C. Para uma analise mais



completa e identificacdo de contaminacao fecal, é interessante fazer a confirmacao
para E. coli. Essa confirmacdo pode ser feita por varios métodos, entre eles testes
rapidos, provas bioquimicas ou semeadura em agar seletivo, a forma de confirmacao
pode variar de acordo com o protocolo a ser seguido (AMARAL, 2011).

3. METODOLOGIA DA PESQUISA

Foi realizado um trabalho experimental, com base em analises laboratoriais
microbiolégicas seguindo os protocolos da 23° edicdo do Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater, um manual internacional de referéncia e
confiavel para realizar analises de agua.

4.1 DELIMITACOES DA REGIAO E ESCOLHA DOS POCOS

Foram analisados 9 pocos, situados em uma pequena comunidade no interior do
Municipio de Santa Maria de Jetiba-ES, no bairro de Sdo Jodo de Garrafdo. Os
pocos em questdo ndo possuem nenhum tipo de tratamento e nem filtros nas saidas,
e foram selecionados de forma aleatéria. Comumente eles se localizam bem nas
proximidades das residéncias dos proprietarios, que autorizaram as coletas. Os
critérios para a escolha dos mesmos foram pocos sem filtros nas saidas, que nao
tinham nenhum tipo de tratamento no poco e além disso 0s pocos deviam possuir
abertura de facil acesso na saida para que a coleta fosse realizada nesta regido sem
interferéncia de rede de encanamento e de maneira que a agua nao saisse
direcionada ao reservatorio para nao influenciar nos resultados.

4.2 ANALISES LABORATORIAIS
4.2.1 COLETA E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas seguindo as instru¢des da 23° Edicdo do Standart
Methods for the Examination of Water and Wastewater. Para iniciar a coleta,
primeiramente, na parte mais proxima possivel da saida do pocgo, realizou-se uma
limpeza na area externa da tubulagdo com solucéo de etanol a 70% concomitante
com uma flambagem utilizando algoddo embebido com o &lcool. Em seguida,
deixou-se fluir a 4gua por 2 a 3 minutos. Posteriormente introduziu-se o frasco
devidamente esterilizado no fluxo de agua corrente até coletar cerca de 100ml.
Entdo o frasco foi devidamente fechado logo apods a coleta.

Imediatamente as amostras foram acondicionadas em caixas de isopor fechadas
contendo bolsas de gelo com a finalidade de manter a temperatura inferior a 10°C e
encaminhadas ao laboratério do Centro Universitario UNISALES em Vitéria-ES, para
prosseguir com as analises. Além disso, garantiu-se que o0 tempo entre a coleta e
andlise ndo ultrapassasse 24 horas, como preconiza o manual.

4.2.2 ANALISES DAS AMOSTRAS
Para avaliagdo das amostras, foi realizado o procedimento previsto no 23° Edi¢céo do

Standart Methods for the Examination of Water and Wastewater, seguindo a técnica
de membrana filtrante.
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Primeiramente foram realizados os procedimentos pré-analise, onde todos os
materiais de laboratério necessarios foram separados e lavados, tanto para coleta
guanto para analise, e tudo foi devidamente esterilizado em autoclave a 121°C por
30min. Depois que os materiais foram esterilizados, iniciou-se o0 processo de preparo
dos meios de cultura, sendo eles o 4gar ENDO-les e o0 Macconkey. O ENDO-les é
um meio de cultura recomendado para analisar coliformes totais em amostras de
agua pelo método da membrana filtrante, nele crescem apenas os coliformes, que
sdo Gram negativos. Além disso sua grande vantagem é a cor, que devido a adicéo
de fucsina basica em seu preparo, permite a observacao de coldénias com brilho
verde metalico quando a bactéria em questao € E. coli. O dgar Macconkey € um dos
meios muito utilizados para cultivo de bactérias gram negativas, ele inibe as gram-
positivas sendo assim um meio seletivo, além de ser diferencial, por apresentar
colénias de cores diferentes, indicando a fermentacédo de lactose. Bactérias como a
E. coli por exemplo formam colénias cor-de-rosa a vermelhas (podem estar cercadas
por uma zona de precipitacdo biliar), com dimensdo média a grande. Todo o preparo
dos meios de cultura foi feito em ambiente que garantisse a esterilidade, através da
utilizacdo de camara de fluxo laminar e Bico de Bunsen.

A filtracdo da agua ocorreu por meio da membrana filtrante, com poros de 0,45my,
através da utilizacdo de bomba de vacuo, conforme demonstrado na imagem 1.
Apos filtracdo de 100 mL de amostra, outros 100 mL de agua destilada estéril foram
passados pela membrana, conforme orientacéo do protocolo original.

Foram feitas duas filtragbes com amostras de cada po¢o seguindo o procedimento
descrito, sendo que uma membrana foi colocada sobre o0 meio ENDO-les e incubada
invertida a 35°C por 24h, para deteccéo de coliformes totais. E a outra membrana foi
aplicada sobre o agar Macconkey e incubada a 45°C por 24h, para deteccdo de
coliformes termotoleranetes, conforme demonstra a imagem 2.

Imagem 1: Kit de filtracdo montado ja iniciando a filtragem.

| I |
| | f f

- 7 g r’ ﬁ

th

Fonte: Elaboragéo propria (2021).
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Imagem 2: Sobreposicdo da membrana sobre o meio de cultura ENDO-les.

.‘»,\__'R/@% 1

Fonte: Elabragéo propria (2021).

Como as atividades praticas em laboratorio foram iniciadas em agosto de 2021
devido a pandemia do Coronavirus e considerando-se também as limitacdes
financeiras do projeto, ndo foi feita a confirmacédo das espécies detectadas e os

resultados s&o considerados presuntivos.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No quadro 1 é possivel observar algumas caracteristicas dos pocos em relacédo a
distancia deles com as fossas negras, dejetos de animais, plantios agricolas e o
corrego de agua que passa na regido. Observa-se que o0 poco 3 teve uma menor
contaminacdo com apenas 11 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) (de acordo
com a tabela 1). O proprietdrio comunicou que ndo possui em seu terreno fossa
negra e relatou que fez ha menos de um ano usa fossa ecoldgica, porém mesmo
assim apresentou crescimento de algumas col6nias bacterianas (imagem 1). As
fossas negras sdo muitos comuns na regido, consistem em uma escavacao grande
gue normalmente fica aos redores da residéncia, essa escavacgao é aberta dos lados
possuindo apenas uma tampa de cimento ou madeira, e todos os dejetos dos vasos
sanitarios sdo direcionados para esse local, dessa forma a agua é absorvida nas
laterais da escavacao. Ja a fossa ecolégica € produzida com 3 etapas, com 3
compartimentos totalmente fechados. O esgoto entra no primeiro compartimento, 0os
dejetos pesados ficam no fundo e a agua segue para o segundo compartimento,
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nele ocorre uma filtracdo da agua acumulada e la ocorrem fermentacfes deste
liquido. Quando ele segue para o terceiro compartimento ele pode ser usado como
fertilizantes orgéanicos para plantios.

Justifica-se o crescimento de coliformes no poc¢o 3 pois 0s vizinhos que moram muito
perto possuem a fossa negra, segundo informacdes relatadas pelo proprietario. Ja o
poco 7, que sO apresentou coldnias rosas bem pequenas, se localiza no quintal da
residéncia e a fossa negra tem uma altitude baixa em relacéo ao poco, o que ajuda a
nao escoar agua contaminada da fossa para o poco. As colonias rosas que crescem
em meio ENDO-les ndo séo indicativas de E.coli. Representam outras espécies de
enterobactérias que podem estar presentes na amostra, para confirmar qual é a
espécie deve-se realizar testes bioquimicos.

Os dejetos de animais estéo relacionados a criacao de suinos e/ou gado, e também
dos insumos de animais utilizados nas lavouras como fonte de nutrientes organicos
para as plantas, mas quando utilizados préximos das escavacdes dos pocos
observa-se a contaminacdo dos mesmos.

Quadro 1: Observacfes e caracteristicas das localizagbes dos pocos.

POCOS | FOSSA NEGRA | DEJETOS DE ANIMAIS | PLANTIO AGRICOLA CORREGO
1 <5m <08m <08m <10m
2 <15m <25m <30m <20m
3 N&o possui N&o possui N&o possui <50m
4 < 10m <15m <10m <10m
5 <10m < 05m <05m < 10m
6 <20m < 10m <10m < 20m
7 < 20m <10m <10m <10m
8 <20m <12m < 05m <10m
9 <10m < 10m <10m <10m

Fonte: Elaborag&o propria (2021).

De acordo com a portaria GM/MS N° 888, de 4 de maio de 2021, nova atualizacéo
dos padrdes de potabilidade de agua para consumo humano, a cada 100ml de agua
deve haver auséncia de coliformes totais, termotolerantes e de E. coli.

Considerando o padrdo de potabilidade estabelecido na portaria, 0 poco 2 se
encontra em bom padrdo no ponto de vista microbiolégico, visto que ndo ocorreu
crescimento em meio ENDO-les, que verifica a presenca de tais coliformes. Isso
provavelmente ocorreu por ser um poc¢o mais isolado, ficando préximo da residéncia
mas nao possui ao seu redor fossa negra muito proxima nem criacdo de animais.

Porém, para garantir que esse poco esteja apto para consumo, novas amostras
devem ser analisadas, além de realizar as analises fisico-quimicas que sao exigidas
pela portaria. Ja as amostras dos pocos 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 apresentaram
crescimento de coliformes totais, portando ndo seguem o padrdo de potabilidade de
agua previsto na legislagao.

Em relacéo a presenca de E.coli, 77,7% (7 pocos) das amostras exibiram colonias
verde metdlico, que é indicativo de E.coli. (imagem 4), o que reforca o problema,
visto que a legislacdo ndo permite presenca de E.coli em agua para consumo
humano. As colonias que cresceram em meio ENDO-les estdo apresentadas na
imagem 3. Macedo et al., (2020) fez uma analise em agua em varias propriedades
rurais de uma regido do Sul do Brasil, eles pesquisaram a presenca de E. coli em 58
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amostras, e constataram que havia a espécie em 36 amostras, equivalente a 62,1%
de amostras contaminadas, o0 que indica que essa contaminacdo vem ocorrendo em
Muitos outros pocos.

pocos 1 a 9 em agar ENDO-les.

Imagem 3: Colbnias dos

Fonte: Elaboracao propria (2021).

Através das analises realizadas, pode-se observar que os poc¢os localizados mais
proximos das fossas negras ou de lugares perto dos plantios de verduras, em que
sdo usados dejetos de animais como fonte de matérias organica para as plantas,
apresentaram maior grau de contaminagdo assim como mostra o quadro 2,
comparando 0S po¢os mais contaminados com a distancias dos mesmos a esses
contaminantes. E isso € possivel perceber qualitativamente ao analisar a quantidade
de colbnias formadas. Isso corrobora com um estudo feito por Capp et al., (2012,)
onde mostrou que grande parte das fossas negras ficavam entre 10m de distancia
dos pocos, deixando mais susceptivel a contaminagdo e além disso Elias (2014), fez
um estudo onde comparou o grau de contaminacdo com a distancia das fossas
negras e obteve o resultado j& esperado, 0s pogos proximos das fossas negras teve
mais contaminacao.



Quadro 2: Relagdo comparativa entre o grau de contaminacao com a distancia de
contaminantes dos pocos em destaque.

PROXIMIDADE COM CONTAMINANTES

AMOSTRA | UFC/100m| | FOSSA NEGRA | DEJETOS | PLANTIO | CORREGO
Poco 1 > 100 UFC | <5m < 8m < 8m < 10m
Poco 5 > 100 UFC | <10m <5m <5m <10m
Poco 8 > 100 UFC | <20m <12m <12m < 10m
Poco 9 > 100 UFC | <10m <10m <10m <10m

Imagem 4. Foto desfocada para visualizagdo do brilho metalico das coldnias
indicativas de E.coli.

v

Fonte: Elaboracao prépria (2021).
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Tabela 1. Contagem de col6nias de Coliformes Totais apds crescimento em agar
ENDO-les em UFC/100ml

POCO CONTAGEM DE CONTAGEM DE
COLONAS VERDE C%(Eg-ll\-lﬁgi%gis COLONAS TOTAL
METALICA VERMELHA/PRETA

1 > 100 UFC 0 UFC 0 UFC > 100 UFC
2 Sem crescimento Sem crescimento Sem crescimento Sem crescimento
3 3 UFC 3 UFC 5 UFC 11 UFC
4 30 UFC 1 UFC 33 UFC 64 UFC
5 > 40 UFC > 30 UFC > 30 UFC > 100 UFC
6 2 UFC 61 UFC 3 UFC 66 UFC
7 0 UFC > 50 UFC 0 UFC > 50 UFC
8 > 30 UFC > 40 UFC > 30 UFC > 100 UFC
9 > 30 UFC > 30 UFC > 40 UFC > 100 UFC

Fonte: Elaboragéo propria (2021).

Apos incubacdo em agar Macconkey foi possivel observar que o po¢o 5 apresentou
crescimento a 45°C, indicando que essa amostra € positiva para coliformes
termotolerantes, provavelmente pelo fato de ser o po¢o mais proximo de dejetos de
animais observado, no qual se encontra criagcdo de suinos muito proximo do poco.
As colbnias apresentadas no agar Macconkey de cor rosa (imagem 5) sdo mais um
indicativo de E.coli. Quando é confirmada a termotolerdncia nas amostras, iSso
sugere que as bactérias sdo mais resistentes a temperaturas mais elevadas, o que
pode corroborar para sua patogenicidade e também os termotolerantes séao
exclusivamente de contaminacao fecal. Além disso implica na maior possibilidade de
se encontrar E.coli, ja que ela é a principal bactéria deste grupo.

Imagem 5: Crescimento bacteriano da amostra do

Fonte: Elaboracao propria (2021).

poco 5 em agar macconkey.

Dos 9 pocos analisados, 88,8% nao apresentou crescimento a 45°C, portanto
consideram-se negativos para termotolerancia (quadro 3). A maioria dos protocolos
recomendam utilizar o meio de cultura MFC para verificacdo de termotolerancia, mas
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nado foi possivel adquirir devido ao maior custo do produto, entdo foi adaptada a
metodologia utilizando-se o0 Macconkey e elevando-se a temperatura.

Segundo Lima e colaboradores (2013), que realizaram uma investigacdo da
potabilidade da agua no Instituto Federal de Goias e realizaram as analises com a
agua do préprio campus, foram identificados coliformes totais na amostra da saida
do poco e na analise de termotolerancia ndo houve crescimento em nenhuma
amostra. 1sso impacta com o trabalho realizado, visto que a maioria das amostras
foram negativas para coliformes termotolerantes.

Quadro 3. Resultado de termotolerancia em agar Macconkey
CRESCIMENTO EM AGAR
AMOSTRA MACCONKEY A 45° C
N&o houve crescimento
Nao houve crescimento
N&o houve crescimento
N&o houve crescimento
26 UFC
N&o houve crescimento
Nao houve crescimento
N&o houve crescimento
Nao houve crescimento
Fonte: Elaboracéo propria 2021.

O ON[OODWIN|F

Através dos resultados, foi possivel notar que dos 9 pocos analisados, 8 (88,8%)
estdo positivos para coliformes totais e perante a legislacdo que permite apenas 1
amostra mensal de cada poc¢o positiva, é possivel que se novas amostras fossem
coletadas também estariam contaminadas, pois observa-se grande grau de
coliformes. Além disso, 0 po¢co 5 possui tanto contaminacdo por coliformes totais
quanto por termotolerantes. Ademais dos 8 poc¢os que apresentaram crescimento
em meio ENDO-les, 7 deles (87,5%) apresentaram colbnias com cor caracteristica
para E.coli . Bastos e outros (2017), verificaram em uma andlise de bebedouros em
unidades de saude do municipio de Porto Velho-Rondbénia, que 85,93% das
amostras analisadas apresentaram contaminagao por coliformes totais, e com teste
de confirmacao verificou-se a presenca de E.coli. em 47% das amostras, resultados
proximos dos encontrados no atual estudo.

E importante chamar atencéo para um estudo realizado por Barcelos et al., (2016)
também em Santa Maria de Jetib4-ES e nas proximidades de Santa Teresa-ES, que
mostrou que em Santa Maria de Jetiba, 80% das amostras de pocos analisados
estavam contaminadas por coliformes, comprometendo a qualidade de &gua
daquela regido. Esses dados estdo proximos aos encontrados no atual estudo,
mostrando uma necessidade de intervencao e orienta¢cdes a populacdo local para
maiores cuidados com a agua que esta sendo consumida. Uma boa alternativa para
melhorar a qualidade da 4gua consumida € a utilizacéo de filtros, como descreve o
estudo feito por Gomes et al., (2017), que analisou os parametros de coliformes
apos a utilizacdo de filtros domésticos, e constatou que os filtros contendo velas de
ceramica com carvao ativado sdo capazes de eliminar tanto coliformes totais como
termotolerantes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Sabendo que as aguas de poc¢os podem estar contaminadas devido sua localizacédo
e aproximacdo de poluentes e considerando que a agua consumida desses pogos
pode ser transmissora de doencas e infeccBes, é importante garantir que o0s
individuos consumam uma agua de boa qualidade a fim de evitar maiores danos
futuros a saude, por isso a importancia de realizar analises e identificar se ocorrem
problemas de contaminacao.

Através das andlises realizadas, nota-se que muitos agricultores ndo possuem
consciéncia dos perigos de contaminacdo da agua, e acabam construindo seus
pocos proximos a locais contaminantes, que s&o a maioria dos casos. E possivel
verificar que este estudo atingiu seus objetivos propostos e que a grande maioria
das 4guas analisadas se encontram com alto teor de contaminacao e provavelmente
mesmo sendo formas alternativas de abastecimento a portaria GM/MS N° 888, de 4
de maio de 2021 permitiria apenas 1 amostra mensal positiva, e pelas quantidades
de colbnias encontradas provavelmente proximas amostras que fossem coletadas
também estariam contaminadas. Além disso ainda ndo pode se descartar a
possibilidade de contaminagdo por E.coli mesmo que ndo foram feitos testes
confirmatorios, pois existem grandes chances de esta bactéria estar presente,
devido a observacédo das col6nias sugestivas.

Ressalta-se a importancia de realizar novas analises em outros pocos da regido, o
que ndo foi possivel devido as limitagBes financeiras e de tempo e também é
necessario prosseguir com metodos que possam confirmar as espécies bacterianas
encontradas.

E relevante para a regido de estudo obter um nimero maior de pogos analisados e
verificar se o problema abrange a regido como um todo. Além disso, sugere-se como
continuacéo deste estudo que a populacao local seja informada e orientada quanto a
importancia de verificar a localizagdo dos pocgos antes de construi-los, para garantir
gue nao sejam feitos proximos de contaminantes que prejudiqguem a qualidade da
agua. Também considera-se o fato de orientar a utilizagdo de filtros domésticos, ja
gue estudos apontam eficiéncia nesse tipo de tratamento.
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