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RESUMO 

 
 

A contaminação de corpos hídricos por material fecal é uma das principais causas 

de doenças entéricas no mundo, além disso, bactérias tolerantes ao cloro  são 

motivo de grande preocupação devido a sua relação com multirresistência aos 

antibióticos. A bacia hidrográfica do rio Guandu, localizada no estado do Rio de 

Janeiro, possui como destino a Estação de Tratamento de Águas (ETA) do Guandu, 

que abastece cerca de 85% da população da região metropolitana do Rio de 

Janeiro. No entanto, as águas dos afluentes dessa bacia vêm sendo poluídas por 

resíduos industriais, esgoto doméstico, entre outros. Atualmente os coliformes totais 

e termotolerantes são utilizados no monitoramento da qualidade microbiológica da 

água, porém estes indicadores não permitem a identificação do organismo-fonte da 

contaminação, o que vem levantando questionamentos sobre sua eficiência. 

Organismos dos domínios Archaea e Bacteria vêm sendo apontados como 

bioindicadores alternativos ao grupo coliforme, uma vez que possuem a capacidade 

de indicar a fonte da contaminação fecal. O tratamento da água destinada ao 

consumo humano é necessário para torná-la potável, ou seja, para eliminar as 

impurezas prejudiciais e nocivas à saúde. Desta forma, no Rio de Janeiro, os 

afluentes chegam à ETA Guandu poluídos e turvos e passam por diversas etapas 

tais como: coagulação química, floculação, decantação, filtração, clarificação, 

desinfecção por cloro e fluoretação. Bactérias tolerantes ao cloro e resistentes aos 

antibióticos vêm sendo descritas como agentes etiológicos de vários processos 

infecciosos. No presente estudo foi realizada a quantificação da contaminação fecal 

hospedeiro-específico e avaliação da tolerância ao cloro e resistência aos 

antimicrobianos em águas destinadas ao abastecimento público, da bacia do rio 

guandu. Para isso, foram realizadas a determinação das concentrações de 

coliformes totais/E. coli, bem como, a quantificação dos biomarcadores em nove 

pontos dessa bacia. Isolados bacterianos dos afluentes identificados pelo 

sequenciamento do gene rrs do 16S rRNA foram analisados em relação a 

susceptibilidade aos antimicrobianos e a determinação da concentração bactericida 

mínima de cloro. As concentrações de contaminação fecal variaram entre os 

biomarcadores, sendo humana (8,59x102 e 1,92x108), equina (5,21x104 e 3,67x109), 

bovina (8,26x107 e 3,33x1012) e suína (4,52x104 e 4,83x1012 cópias/µL), mesmo em 

amostras satisfatórias pela metodologia oficial, demonstrando a limitação da mesma 



na avaliação da qualidade microbiológica das águas. Os isolados de Pseudomonas 

spp. apresentaram resistência ao meropenem e aztreonam e os Ochrobactrum spp. 

foram resistentes a beta-lactâmicos (cefalosporinas), fluoroquinolonas e 

aminoglicosídeo. Oitenta e dois por cento dos isolados foram tolerantes ao cloro 

(2,5mg/L). Nossos resultados revelam que mesmo após o tratamento na ETA, 

bactérias tolerantes ao cloro podem permanecer na água potável e com isso 

aumentar a concentração de micro-organismos e genes de resistência, provocando 

riscos à saúde humana. Estes dados nos levam a concluir que questões 

relacionadas ao tratamento e a qualidade de águas destinadas ao abastecimento 

público, ainda necessitam de muito investimento no desenvolvimento de 

metodologias mais sensíveis e acuradas com a finalidade de proporcionar um 

monitoramento mais eficaz quanto a qualidade das águas. 

 
PALAVRAS CHAVES: Contaminação Fecal. Água. Rastreamento de Fonte 

Microbiana. Tolerância ao Cloro. Resistência a Antibióticos. 



ABSTRACT 

 
 

Contamination of water bodies with fecal material is one of the main causes of 

enteric diseases in the world, in addition, chlorine tolerant bacteria are of great 

concern due to their relationship with multiresistance to antibiotics. The Guandu 

watershed, located in Rio de Janeiro state, has Guandu Water Treatment Plant 

(WTP) as its destination, which supplies about 85% of the population from 

metropolitan region of Rio de Janeiro. However, the affluents of this watershed are 

being polluted by industrial and domestic sewage, among others. Currently, total and 

thermotolerant coliforms are adopted to monitor the microbiological water quality, but 

these indicators do not allow the microbial source tracking, which has raised 

questions about its efficiency. Microorganisms of Archaea and Bacteria domains 

have been identified as alternative bioindicators to the coliform group, since they 

have the capacity to indicate the source of the fecal contamination. The treatment of 

water intended for human consumption is necessary to make it potable. Thus, in Rio 

de Janeiro, the Guandu affluents reach the WTP Guandu polluted and turbid and go 

through several stages such as: chemical coagulation, flocculation, decantation, 

filtration, clarification, chlorine disinfection and fluoridation. Chlorine tolerant and 

antibiotic resistant bacteria have been described as etiological agents of various 

infectious processes. In the present study, the quantification of host-specific fecal 

contamination, the chlorine tolerance and antimicrobial resistance in waters destined 

for public water supply in the Guandu Watershed were performed. For this purpose, 

the determination of total coliforms / E. coli concentrations was done, as well as the 

quantification of the biomarkers in nine points of this watershed. Bacterial isolates 

from the affluents identified by the rrs gene 16 rRNA sequencing, were analyzed for 

antimicrobial susceptibility and determination of minimal bactericidal concentration to 

chlorine. Fecal contamination concentrations varied between the human (8.59x102 

and 1.92x108), equine (5.21x104 and 3.67x109), bovine (8.26x107 and 3.33x1012) and 

swine (4.52x104 and 4.83x1012 copies/μL), even in samples satisfactory by the official 

methodology, demonstrating the limitation of the same in the evaluation of the 

microbiological quality of the waters. The isolates of Pseudomonas spp. showed 

resistance to meropenem and aztreonam and Ochrobactrum spp. were resistant to 

beta-lactams (cephalosporins), fluoroquinolones and aminoglycosides. Eighty-two 

percent of the isolates were chlorine tolerant (2.5mg / L). Our results show that even 



after treatment in WTP, chlorine tolerant and antimicrobial resistant bacteria can 

remain in drinking water, thereby increase the microorganisms and resistance genes 

concentration, leading human health risks. These data lead us to conclude that 

issues related to the treatment and quality of water intended for public supply still 

require great investment in the development of more sensitive and comprehensive 

methodologies in order to provide safer water quality monitoring. 

 
KEYWORDS: Fecal Contamination, Water, Microbial Source Tracking, Chlorine 

Tolerance, Antibiotics Resistance. 



LISTA DE FIGURAS 
 

 
 

Figura 1 - Distribuição da água no mudo .................................................................. 24 

Figura 2 - Mapa da Bacia Hidrográfica dos Rios Guandu, da Guarda, Guandu-Mirim 

– RII ........................................................................................................................... 29 

Figura 3 - Esquema de uma ETA convencional ........................................................ 31 

Figura 4 - Pontos de coleta da bacia do rio Guandu ................................................. 49 

Figura 5 - Percentual de isolados resistentes a concentrações que variam entre 1,0 

e 2,0 mg/L de cloro ativo ........................................................................................... 61 

Figura 6 - Gel representativo da PCR do gene 16S rRNA de Pseudomonas spp. 

(618pb) ...................................................................................................................... 62 

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR dos isolados 

para detecção de P. aeruginosa (956pb) .................................................................. 63 

Figura 8 - Identificação dos isolados através do sequenciamento ............................ 64 



LISTA DE GRÁFICOS 
 

Gráfico 1 - Distribuição de água doce no mundo ...................................................... 25 

Gráfico 2 - Representação gráfica da quantificação do gene nifH de M. smithii 

(Humano), gene nifH de M. ruminantium (Bovino), gene rrs de Bacteriodales de 

origem suína e gene mcrA de M. gottschalkii (Equino) nas amostras de água da 

bacia hidrográfica do rio Guandu............................................................................... 60 

Gráfico 3 - Total de Isolados identificados a partir das amostras de água da bacia 

hidrográfica do rio Guandu ........................................................................................ 64 

Gráfico 4 - Gráfico da suscetibilidade aos antibióticos dos isolados de Pseudomonas 

spp ............................................................................................................................ 65 

Gráfico 5 - Gráfico da suscetibilidade aos antibióticos dos isolados de P. aeruginosa 

..................................................................................................................................66 

Gráfico 6 - Gráfico da suscetibilidade aos antibióticos dos isolados de Ochrobactrum 

spp ............................................................................................................................ 66 

Gráfico 7 - Porcentagem de todas as amostras submetidas ao teste da CIM .......... 67 



LISTA DE TABELAS 
 

 

Tabela 1 - Principais doenças transmitidas pela água, seus agentes patogênicos e 

suas vias de entrada e saída do corpo humano Modificado de D’AGUILA e 

colaboradores (2000) ................................................................................................ 28 

Tabela 2 - Oligonucleotideos, genes alvo e condição da PCR em tempo real .......... 51 

Tabela 3 - Oligonucleotideos, genes alvo e condição da PCR .................................. 53 

Tabela   4   -   Antimicrobianos   empregados   no   teste   de   suscetibilidade   para 

Pseudomonas sp ....................................................................................................... 55 

Tabela 5 - Antimicrobianos empregados no teste de suscetibilidade para P. 

aeruginosa e gênero Ochrobactrum .......................................................................... 55 

Tabela 6 - Parâmetros Físico-químicos e Microbiológicos dos afluentes do rio 

Guandu ..................................................................................................................... 58 



LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 
 

 

 
ABIEC Associação Brasileira das Indústrias Exportadoras de Carnes 

ANA Agência Nacional de Águas 

ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

ATCC American Type Culture Collection 

BFI Bactéria Fecal Indicadora 

BLAST Basic Local Alignment Search Tool 

BSA Albumina Bovina 

CEDAE Companhia Estadual de Águas e Esgotos 

ºC Grau Celsius 

CIM Concentração Inibitória Mínima 

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute 

CONAMA Conselho Nacional do Meio Ambiente 

CRMV Conselho Regional de Medicina Veterinária 

Ct Ciclo threshold 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

dNTPs Deoxinucleotídeo trifosfato 

EDTA Ácido etilenodiaminotetracético 

ETA Estação de Tratamento de Água 

EUA Estados Unidos da America 

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

FIOCRUZ Fundação Oswaldo Cruz 

FUNASA Fundação Nacional de Saúde 

g Grama 

IDEC Instituto Brasileiro de Defesa do Consumidor 

INCQS Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde 

INEA Instituto Nacional do Meio Ambiente 

L Litro 

MEC Ministério da Educação 

mg Miligrama 

MgCl2 Cloreto de magnésio 

mL Mililitro 

mM Milimolar 



 

 

mS MiliSiemens 

MMA Ministério do Meio Ambiente 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

ng Nanograma 

nM Nanomolar 

NMP Número mais Provável 

OD Oxigênio dissolvido 

OMS Organização Mundial da Saúde 

ONU Organização das Nações Unidas 

PBS Phosphate-Buffered Saline 

PCR Reação em Cadeia da Polimerase 

pb Pares de bases 

qPCR Reação em Cadeia da Polimerase Quantitativa 

RFM Rastreamento de Fonte Microbiana 

RNA Ácido ribonucléico 

rpm Rotações por minuto 

rRNA RNA ribossomal 

SDS Dodecil Sulfato de Sódio 

SINVSA Subsistema Nacional de Vigilância em Saúde Ambiental 

STEC Escherichia coli produtora de toxina shiga 

SUS Sistema Único de Saúde 

SVS Secretaria de Vigilância em Saúde 

TAE Tris-Acetato-EDTA 

Tm Temperatura de melting 

TMDL Total Maximum Daily Load 

T-RFLP Polimorfismo de Fragmentos Terminais de Restrição 

UE União Européia 

μL Microlitro 

μM Micromolar 

UN-Water United Nations Water 

VSA Vigilância em Saúde Ambiental 

VTEC Escherichia coli verotoxigênica 

WHO World Health Organization 

± mais ou menos 



 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................ 19 

1.1 Vigilância ambiental em saúde .................................................................... 19 

1.2 Qualidade da água e a saúde pública ......................................................... 20 

1.3 Água destinada ao abastecimento .............................................................. 24 

1.4 Bacia hidrográfica do Rio Guandu .............................................................. 28 

1.5 Desinfecção com cloro em ETA .................................................................. 31 

1.6 Bioindicadores de contaminação fecal ....................................................... 33 

1.7 Rastreamento da fonte microbiana em ambientes aquáticos ................... 35 

1.8 Ordem bacteroidales .................................................................................... 38 

1.9 Domínio Archaea .......................................................................................... 39 

1.10 PCR em tempo real na detecção de biomarcador ...................................... 42 

2 RELEVÂNCIA ...................................................................................................... 44 

3 OBJETIVOS ......................................................................................................... 46 

3.1 Geral ............................................................................................................... 46 

3.2 Específicos .................................................................................................... 46 

4 MATERIAIS E MÉTODOS ................................................................................... 47 

4.1 Coleta de amostras fecais ............................................................................ 47 

4.2 Extração de DNA total de amostras de origem fecal ................................. 47 

4.3 Coleta de amostras de águas superficiais ................................................. 48 

4.4 Parâmetros físico-químicos e microbiológicos ......................................... 49 

4.5 Extração de dna total em amostras de águas superficiais ....................... 49 

4.6 Reação em cadeia da polimerase em tempo real ....................................... 50 

4.7 Curva padrão para o ensaio da qPCR ......................................................... 51 

4.8 Isolamento de micro-organismos na presença ao hipoclorito de sódio .52 

4.9 Reação em cadeia da polimerase – PCR .................................................... 52 

4.10 Sequenciamento ........................................................................................... 54 

4.11 Análise do sequenciamento......................................................................... 54 

4.12 Avaliação da susceptibildade aos antibióticos dos isolados bacterianos54 

4.13 Susceptibilidade dos isolados ambientais ao hipoclorito de sódio ......... 55 

5 RESULTADOS ............................................................................................... 57 

5.1 Parâmetros físico-químicos e microbiológico ........................................... 57 

5.2 Determinação quantitativa da contaminação fecal .................................... 59 

5.3 Isolados ambientais resistentes ao hipoclorito de sódio .......................... 61 



 

5.4 Identificação dos isolados ........................................................................... 61 

5.4.1 Coloração Gram e OF Glicose ....................................................................... 61 

5.4.2 PCR dos isolados de Pseudomonas spp ....................................................... 62 

5.4.3 Sequenciamento ............................................................................................ 63 

5.4.4 Identificação final dos isolados ....................................................................... 64 

5.4.5 Identificação bioquímica de Ochrobactrum .................................................... 65 

5.5 Resistência dos isolados aos antimicrobianos ......................................... 65 

5.6 Concentração inibitória mínima do cloro dos isolados bacterianos ........ 67 

6 DISCUSSÃO ........................................................................................................ 68 

7 CONCLUSÕES .................................................................................................... 73 

8 CONSIDERAÇÔES FINAIS ................................................................................. 74 

REFERÊNCIAS ....................................................................................................... 75 



19 
 

 
 

1 INTRODUÇÃO 

 
 

1.1 Vigilância ambiental em saúde 

 
 

Vigilância sanitária é o resultado de duas vertentes históricas, uma antiga e 

outra moderna, e também o testemunho de duas posturas diante de problemas de 

saúde, uma elitista autoritária, outra democrática e baseada no diálogo da 

população. Surgiu para prevenir ou diminuir riscos provocados por problemas 

sanitários decorrentes do meio ambiente, ou originados de doenças infecto 

contagiosas (BUENO, 2005). Os saberes de práticas de vigilância sanitária são 

multidisciplinares, tem como intuito seu melhor desempenho (COSTA & 

ROZENFELD, 2012). 

A lei 6360, publicada em 1976 e que ficou conhecida justamente pelo nome 

de Lei da Vigilância Sanitária, dispôs sobre a vigilância sanitária de medicamentos, 

drogas, insumos farmacêuticos e saneantes, entre outros produtos. Somente a partir 

dessa lei foi estabelecida a exigência de apresentação de receita médica na venda 

de determinados medicamentos (BRASIL, 1976). A Medida Provisória nº 1.791/98 foi 

aprovada em 13 de janeiro de 1999, originando a Lei nº 9.782/99, de criação da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), promulgada em 26 de janeiro do 

mesmo ano (BRASIL, 1999). 

A Lei Orgânica da Saúde, n°8.080, de 19 de setembro de 1990, definiu a 

Vigilância Sanitária como “um conjunto de ações capaz de eliminar, diminuir, ou 

prevenir riscos à saúde e de intervir nos problemas sanitários decorrentes do meio 

ambiente, da produção e circulação de bens e da prestação de serviços de interesse 

da saúde”. Esta lei inclui no campo de atuação do Sistema Único de Saúde (SUS) a 

"colaboração na proteção do meio ambiente", assim como o controle da água para 

consumo humano e de substâncias tóxicas e radioativas (BARCELLOS & 

QUITÉRIO, 2006; AITH & DALLARI, 2009). Essas ações são de extrema 

importância, pois “atuam sobre fatores de riscos associados a produtos, insumos e 

serviços relacionados com a saúde, com o meio ambiente, com a circulação 

internacional de transportes, cargas e pessoas” (COSTA & ROZENFELD, 2012). 

No Brasil, no setor saúde, tradicionalmente a vigilância sanitária tem se 

incumbido das ações sobre o ambiente, embora tais ações estejam limitadas, via de 

regra, ao saneamento básico, desde sua origem. Assim, a questão ambiental, como 
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parte das condições de saúde e como objeto das políticas públicas, são temas 

inseridos na esfera da vigilância sanitária. De acordo com o Ranking do Saneamento 

do Instituto Trata Brasil (2014), 2,5 bilhões de pessoas (36%) viviam sem 

saneamento adequado, 71% eram de áreas rurais. A cobertura de saneamento 

adequado aumentou de 49% em 1990 para 64% em 2012. Entre 1990 e 2012,  

quase dois bilhões de pessoas ganharam acesso ao saneamento. 

Em junho de 2003 foi criada a Secretaria de Vigilância em Saúde (SVS) no 

âmbito do Ministério da Saúde e dentre as competências inclui-se a Coordenação da 

Gestão do Subsistema Nacional de Vigilância em Saúde Ambiental (SINVSA). Esse 

sistema é definido como um conjunto de ações que proporciona o conhecimento e a 

detecção de qualquer alteração nos fatores determinantes e condicionantes do meio 

ambiente que interferem na saúde humana, com a finalidade de identificar as 

medidas de prevenção e controle dos fatores de risco ambientais relacionados às 

doenças ou outros agravos à saúde (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2002). 

Dentre seus objetivos, está a adoção de ações integradas, de modo a exercer a 

vigilância desses fatores de risco ambientais que possam vir a afetar a saúde da 

população, estabelecendo parâmetros, identificando e intervindo nos fatores que 

levem a doenças e outros agravos, tendo em vista a eliminação do risco, o controle  

e a recuperação do meio ambiente (AUGUSTO, 2003; BRASIL, 2017). 

 
1.2 Qualidade da água e a saúde pública 

 
 

Águas ambientais, incluindo lagos, córregos e marinhas costeiras são 

suscetíveis à contaminação fecal de uma variedade de fontes pontuais e difusas, 

como animais selvagens e domesticados, e/ou humanos. A poluição por animais 

domesticados pode incluir resíduos fecais de animais de estimação e animais de 

fazenda, incluindo o escoamento agrícola (BARCELLOS & QUITÉRIO, 2006). 

A agricultura no Brasil é, historicamente, umas das principais bases da 

economia do país, desde os primórdios da colonização até o século XXI, evoluindo 

das extensas monoculturas para a diversificação da produção. Segundo a 

Associação Brasileira das Indústrias Exportadoras de Carnes (ABIEC), o Brasil é o 

5º maior país do mundo em território com cerca de 20% da sua área (174 milhões de 

hectares) ocupada por pastagens (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DAS INDÚSTRIAS 

EXPORTADORAS DE CARNES, 2011), produzindo atualmente em torno de 10 
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milhões de toneladas de carne bovina (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DAS 

INDÚSTRIAS EXPORTADORAS DE CARNES, 2018). A grande variedade de 

sistemas produtivos em um território tão vasto também reflete na diversificação dos 

produtos. Em 2000, o Brasil foi consolidado como potência na produção e 

exportação de carne bovina, assumindo em 2004 a primeira colocação dentre os 

exportadores (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DAS INDÚSTRIAS EXPORTADORAS 

DE CARNES, 2011). 

No Brasil, a criação de bovinos representa a principal e maior criação de 

ruminantes, que por sua vez proporcionam a produção de 10 a 15 kg/animal/dia de 

dejetos (CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA VETERINÁRIA, 2011). Estudos 

revelam que bovinos saudáveis podem carregar cepas Escherichia coli 

verotoxigênica (VTEC) do sorotipo O157:H7. Cada vez mais, este sorotipo e outros 

VTEC são identificados em animais não ruminantes, incluindo porcos, coelhos, 

gambás e aves aquáticas. Vale ressaltar que no Brasil, a primeira cepa de E. coli 

O157:H7 foi isolada e identificada em Parelheiros, no município de São Paulo, a 

partir de uma amostra de água de poço (UFNAR et al., 2007; BRASIL, 2011). Em 

adição, atualmente, o aumento das concentrações de hormônios em águas vem 

sendo associado ao uso desenfreado de hormônio do crescimento para o aumento 

da produção de leite, gerando um novo risco à saúde humana. 

Outra atividade importante para a economia brasileira, a criação de suínos, 

gera emprego e renda para cerca de 2 milhões de propriedades rurais. A 

produtividade, por animal e por área, aumentou consideravelmente, passando-se a 

produzir grandes quantidades de dejetos em pequenas extensões de terra. A partir 

daí, iniciaram-se os problemas com o destino dos efluentes, além do uso dos 

antibióticos com diferentes finalidades, tais como: promotor de crescimento, 

terapêutica e "profilática" (KONZEN, 1983). No Brasil a suinocultura é uma atividade 

predominantemente de pequenas propriedades rurais, ocorrendo mais de 80% da 

produção em unidades de até 100 hectares (SCHMIDT et al., 2007), porém um dos 

grandes entraves dessa atividade está relacionado a aspectos ambientais, devido à 

grande produção de dejetos pelos suínos - 2 a 3 kg/animal/dia de dejetos - 

principalmente, ao manejo que se dá ao mesmo. A contaminação ambiental causada 

pelos dejetos dos suínos é um problema sério devido ao elevado número de 

contaminantes, causando uma forte degradação do ar, do solo e principalmente dos 

recursos hídricos (águas superficiais e subterrâneas) (SEGANFREDO, 2000). 



22 
 

 
 
 

Dejetos suínos são muito concentrados em matéria orgânica biodegradável 

(aproximadamente 55%), possuem número elevado de micro-organismos 

patogênicos e são ricos em nitrogênio e minerais (cobre, zinco e arsênico) (HOODA 

& EDWARDS, 2000; SCHMIDT et al., 2007; SCANLON et al., 2013). 

A falta de saneamento básico no meio rural, independente da forma de 

ocupação, é um fator preocupante por se tratar de constante lançamento de 

poluentes no meio ambiente (RHEINHEIMER et al., 2003). Os resíduos rurais são a 

principal fonte de poluição fecal em lagos e rios, contribuindo com um terço da 

poluição fecal em estuários. Estes resíduos fecais podem ser transportados pelo 

escoamento durante chuvas afetando as bacias hidrográficas causando a 

eutrofização, o carreamento de sedimentos e a introdução de micro-organismos 

patogênicos. Essa contaminação pode ter origem em animais de criação, animais de 

estimação ou animais silvestres, sendo de grande relevância a contaminação 

proveniente de criações de alto impacto comercial, como por exemplo, bovinos, 

caprinos, equinos, suínos e as avícolas, devido ao grande número de animais 

envolvidos (SIMPSON et al., 2002). Embora os riscos que essa contaminação da 

água por fezes animais em relação à saúde humana não seja muito divulgada, é 

importante a prevenção e remediação dessas fontes poluidoras (FIELD & 

SAMADPOUR, 2007). 

Além disso, em regiões agrícolas e até mesmo regiões urbanas ainda podem 

observar a criação de cavalos, que produz cerca de 7 a 8 kg/animal/dia de dejetos 

(20% urina e 80% material sólido), mais ricas em nitrogênio do que as fezes de 

suínos e bovinos (MATOS, 2005). A infecção de seres humanos por Bacillus 

anthracis, Trichinella spirallis e Salmonella enterica, vêm sendo associada à 

contaminação de fezes de equinos. Além da contaminação fecal bovina, suína e 

equina, a contaminação fecal de humanos é umas das principais carreadoras de 

patógenos como Bacteroides spp., Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter 

spp., Candida spp., E. coli enterohemorrágica. Além de parasitas intestinais, seus 

ovos também carregam grande quantidade de antibióticos, hormônios e outras 

substâncias tóxicas (NOGUEIRA, 2005). 

As doenças veiculadas através da água têm sido apontadas constantemente 

como um problema nos diversos tempos históricos da humanidade. Problemas com 

a poluição fecal são comuns a todas as nações, independentemente de situação 

econômica, embora o nível de poluição e o tipo variem entre os países (STEWART 
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et al., 2007). A água contaminada pode transmitir doenças como diarréia, cólera, 

disenteria, febre tifóide e poliomielite. Calcula-se que a água potável contaminada 

cause 502 000 mortes por diarreia todos os anos. Estimativas globais sugerem que 

844 milhões de pessoas não possuem acesso a serviço básico de água potável, 

incluindo 159 milhões de pessoas que dependem da água de superfície, pelo 

menos, 2 bilhões de pessoas usam uma fonte de água potável contaminada com 

fezes. Calcula-se que cerca de 842 000 pessoas morrem anualmente devido à 

diarreia resultante de água potável insegura, saneamento e higiene das mãos. No 

entanto, a diarreia é amplamente evitável, e as mortes de 361.000 crianças menores 

de 5 anos poderiam ser evitadas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). 

O primeiro relato descrito sobre doença de veiculação hídrica foi no ano de 

1854 em Londres quando se verificou que as áreas de Londres que eram 

abastecidas com água da Companhia Southpark, captação à jusante do lançamento 

de esgoto da cidade, registravam um número de óbitos e uma taxa de mortalidade 

muito superior à daquelas que recebiam a água da concorrente Lambeth com 

captação ao montante do ponto de lançamento de esgoto. O número de casos de 

cólera era elevado, em apenas 10 dias foram registradas mais de 500 mortes. A 

contaminação da água foi claramente comprovada por análises, ficando 

demonstrado então, que a água estava contaminada com fezes humanas e que era 

a origem da infecção por cólera (AGÊNCIA NACIONAL DE ÁGUAS, 2018). No 

Brasil, de maio a julho de 1999, a Agencia Nacional das Águas relatou que em  

Pedra Azul, Minas Gerais, foram contabilizados 25 casos suspeitos e uma morte 

causada pelo vibrião colérico veiculado pela água de consumo sem tratamento 

prévio (CENTRO DE VIGILÂNCIA EPIDEMIOLÓGICA, 2016). 

A atenção das autoridades sanitárias para com os sistemas públicos de 

abastecimento de água, destino de dejetos, tratamento de esgoto, coleta e 

disposição de resíduos sólidos gerados, principalmente nos grandes centros 

urbanos, está tradicionalmente direcionada para as consequências que os 

problemas desse contexto são capazes de causar ao meio ambiente e à Saúde 

Pública. Essa situação tem se agravado nos últimos anos devido à contaminação 

frequente das águas de consumo humano, águas recreacionais e águas de irrigação 

por patógenos emergentes como Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, E. coli 

O157:H7, entre outros (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007; ALVES, 2016). 
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A qualidade da água “in natura” é de grande importância nos sistemas de 

tratamento de águas superficiais, uma vez que uma falha no tratamento pode 

produzir água com risco à saúde dos consumidores. Em 1988 ocorreu um surto de 

doenças de veiculação hídrica, na Suécia, atingindo cerca de 11.000 pessoas em 

decorrência de uma falha na cloração da água. Com isso, podemos concluir que o 

monitoramento da qualidade da água que abastece as estações de tratamento é de 

extrema importância. A falta de estrutura sanitária e principalmente o manejo 

inadequado de dejetos humanos e de outros animais incorporadas ao solo são os 

fatores mais importantes de contaminação dos recursos hídricos (ANDERSSON & 

BOHAN, 2001; SILVA & MATTOS 2001; BIANCO, 2015a). 

 
1.3 Água destinada ao abastecimento 

 
 

A superfície do planeta é constituída por aproximadamente 70% de água, 

sendo 97% de água salinas, e aproximadamente 3% de água doce, sendo 2.5% 

encontradas em geleiras. Dos 0.5% da água doce do planeta a maior parte está 

presa em aquíferos subterrâneos, dificultando o acesso humano. Somente 0.04% da 

água do planeta está disponível na superfície, em rios, lagos, mangues, etc (UN 

Water, 2006) (Figura 1). 

 
Figura 1 - Distribuição da água no mudo. 

 
 

Fonte: (UN Water, 2006). 

 

 
Segundo a Organização das Nações Unidas (ORGANIZAÇÃO DAS NAÇÕES 

UNIDAS, 2018) cerca de um bilhão de pessoas não possuem acesso a um 
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abastecimento suficiente, o acesso é definido como fonte que forneça 20 litros de 

água por pessoa por 1 dia a uma distância que não supere a mil metros. São 

incluídas como fontes as ligações domésticas, fontes públicas, fossos, poços e 

nascentes protegidos e a coleta de águas pluviais. A crise global enfrentada pelas 

Nações Unidas é resultado da crescente demanda mundial de recursos hídricos  

para atender às necessidades agrícolas e comerciais da humanidade, além da 

crescente necessidade de saneamento básico. 

A distribuição de água no mundo não ocorre de maneira igualitária. Apenas 9 

países concentram mais de 60% da água disponível no planeta: Brasil, Rússia, 

China, Canadá, Indonésia, EUA, Índia, Colômbia e a República Democrática do 

Congo, distribuídos em 5 continentes (Gráfico 1) (AGÊNCIA NACONAL DE ÁGUAS, 

2009). 

 

Gráfico 1 - Distribuição de água doce no mundo. 

 
 
 
 

39,6% 

África Américas Ásia Europa Oceania 
 

Fonte: (AGÊNCIA NACIONAL DE ÁGUAS, 2009). 

 

A maior disponibilidade hídrica do mundo se encontra no Brasil, 12% da 

produção hídrica de 182.170 m3/s. No entanto, sua distribuição ocorre de maneira 

irregular entre as regiões. Aproximadamente 70% da água disponível estão 

concentradas no Norte, onde habita 7% da população nacional; enquanto 30% 

restantes são distribuídas desigualmente pelo país, para atender 93% da população 

(GALINDO & FURTADO, 2006; CARVALHO, 2012). Além disso, o Brasil registra um 

elevado desperdício: de 20% a 60% da água tratada para consumo se perde na 

distribuição, dependendo das condições de conservação das redes de 
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abastecimento. Além dessas perdas de água no caminho entre as estações de 

tratamento e o consumidor, o desperdício também é grande nas residências, 

envolvendo, por exemplo, o tempo necessário para se tomar um banho, a própria 

forma de se tomar banho, a utilização de descargas no vaso sanitário que 

consomem muita água, a lavagem da louça com água corrente, no uso da 

mangueira como vassoura na limpeza de calçadas, na lavagem de carros, etc (MMA, 

MEC e IDEC, 2005). O ciclo da água tem sofrido alterações em decorrência das 

ações antrópicas e a escassez de água limpa já é um dos grandes desafios do 

século XXI. Levando em conta que mais de 24% da população mundial não tem 

acesso à água tratada, o tema definitivamente entrou na agenda ambiental mundial 

(CAB AMBIENTAL, 2018). 

Durante séculos, considerou-se que as fontes de água eram inesgotáveis, 

porém com o grande crescimento da população mundial, o desenvolvimento 

industrial e tecnológico, a urbanização e a expansão agrícola, a capacidade de 

autodepuração das águas foi comprometida. Tais fatores contribuem para a poluição 

e contaminação dos recursos hídricos, o que prejudica a qualidade e quantidade de 

água disponível ao consumo humano (BOMFIM et al., 2007). Segundo a Lei n° 

9.443, de 8 de janeiro de 1997, considera-se a água um bem de domínio público, 

sendo um recurso natural limitado, dotado de valor econômico, constituindo seu uso 

prioritário voltado para o consumo humano e a dessedentação de animais em caso 

de escassez (AGÊNCIA NACIONAL DE ÁGUAS, 2007). 

A água é imprescindível para a manutenção da vida, sendo utilizada para 

consumo, alimentação, higiene pessoal, entre outros, desta forma, deve estar 

disponível em quantidade e qualidade adequadas a fim de prevenir danos à saúde e 

favorecer o bem-estar das pessoas (SOUSA, 2002; AMARAL, 2007). Uma das 

preocupações mundiais está vinculada ao uso preponderante da água e à sua 

manutenção. As autoridades sanitárias têm função de agentes fiscalizadores, e 

possuem sua atenção voltada para o abastecimento de água, destino de dejetos, 

tratamento de esgoto, coleta e disposição de resíduos sólidos gerados, 

principalmente nos grandes centros urbanos, tendo como objetivo prever as 

consequências que problemas desse contexto possam gerar ao meio ambiente e a 

Saúde Pública (SÁ et al., 2005). 

Fatos históricos demonstram que algumas das mais generalizadas epidemias 

que já infligiram as populações humanas, com exceção da peste bubônica, tiveram 
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sua origem em sistemas de distribuição de água (ARRIGO, 2005). Como 

consequência, a proteção dos sistemas hídricos da contaminação fecal é um dos 

mais importantes e difíceis desafios para ambientalistas, e o monitoramento dos 

recursos hídricos é essencial como forma de controle da saúde ambiental destes 

ecossistemas. O monitoramento da qualidade da água é um componente essencial 

dos programas de proteção da saúde humana (PONTES & SCHRAMM, 2004). 

 
A cada dia, milhões de toneladas de esgoto tratado inadequadamente e 
resíduos agrícolas e industriais são despejados nas águas de todo o  
mundo. [...] Todos os anos, morrem mais pessoas das consequências de 
água contaminada do que de todas as formas de violência, incluindo a 
guerra. [...] A contaminação da água enfraquece ou destrói os ecossistemas 
naturais que sustentam a saúde humana, a produção alimentar e a 
biodiversidade. [...] A maioria da água doce poluída acaba nos oceanos, 
prejudicando áreas costeiras e a pesca. [...] Há uma necessidade urgente 
para a comunidade global – setores público e privado – de unir-se para 
assumir o desafio de proteger e melhorar a qualidade da água nos nossos 
rios, lagos, aquíferos e torneiras (ORGANIZAÇÃO DAS NAÇÕES UNIDAS, 
2010). 

 

Pesquisas realizadas pelo Instituto Brasileiro de Defesa do Consumidor em 

2007, nas cidades de São Paulo, Rio de Janeiro e Paraná, constataram que a água 

fornecida para estas cidades, principalmente no Rio de Janeiro, tem entre seus 

principais problemas a contaminação por coliformes, o baixo teor de cloro na água e 

alterações de cor. Na cidade do Rio de Janeiro, dentre os locais avaliados, o que 

tem maior grau de contaminação é onde a água é fornecida pela CEDAE 

(Companhia de Águas e Esgotos do Rio de Janeiro). Tais parâmetros avaliados são 

de fundamental importância para a saúde do consumidor, pois alguns patógenos 

podem estar presentes na água podendo provocar surtos de doenças como cólera, 

gastroenterites (Tabela 1) (BRASIL, 2016). 
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Tabela 1 - Principais doenças transmitidas pela água, seus agentes patogênicos e 
suas vias de entrada e saída do corpo humano Modificado de D’AGUILA e 
colaboradores (2000)  

Doença Agente etiológico Via de saída do 
corpo humano 

Via de entrada do 
corpo humano 

 
 

Cólera  Vibrio cholerae Fecal Oral 

Febre tifoide Salmonella typhi Fecal Oral 

Febre paratifoide          Salmonella paratyphi A,B,C Fecal Oral 

Leptospirose Leptospira spp. Fecal Oral 

Giardíase Giardia lamblia Fecal Oral 

Amebíase     Entamoeba spp. Fecal Oral 

Ascaridíase   Ascaris lumbricoides Fecal Oral 

Ancilostomose Ancylostoma duodenale Fecal Oral 

Disenteria bacilar      Shigella spp. Fecal Oral 

Esquitossomose  Schistosoma mansoni Fecal Oral 

Salmonelose    Salmonella entérica Fecal Oral 

Hepatite infecciosa          Vírus da hepatite tipo A Fecal Oral 

Gastroenterite  
Outros tipos de Shigella, 

Salmonella e Proteus spp. 

Diarréia infantil 
Tipos enteropatogênicos de 

Escherichia coli 

Fecal Oral 

 
Fecal Oral 

 

Fonte: (Do autor, 2014). 

 

1.4 Bacia hidrográfica do Rio Guandu 

 
 

Situada no município do Rio de Janeiro, a bacia hidrográfica do rio Guandu 

abarca 15 municípios: Seropédica, Itaguaí, Paracambi, Japeri, Queimados, Miguel 

Pereira, Vassouras, Piraí, Rio Claro, Engenheiro Paulo de Frontin, Nova Iguaçu, Rio 

de Janeiro, Mendes, Mangaratiba e Barra do Piraí. Esta bacia é formada pelos rios 

Guandu, da Guarda e Guandu-Mirim, com uma extensão de 3.600 km², está 

localizada a oeste da Baía da Guanabara (Figura 2) (VETTORAZZI et al., 2012). 
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Figura 2 - Mapa da Bacia Hidrográfica dos Rios Guandu, da Guarda, Guandu-Mirim 
– RII 

 

Fonte: (Comitê Guandu, 2012). 

 

A bacia do Guandu é de fundamental importância, pois é responsável pelo 

abastecimento da região metropolitana do Rio de Janeiro, e também proporciona o 

funcionamento de hidrelétricas, termelétricas e outras indústrias. Sendo considerada 

única para subsistência e desenvolvimento da região, estando sob a proteção das 

legislações federal, estadual e municipal. Apesar da importância da bacia para a 

população, suas águas sofrem com problemas decorrentes e recorrentes, causada 

por lançamento in natura de esgoto doméstico, resíduos industriais e defensivos 

agrícolas, além da extração mineral, principalmente areia, do desmatamento das 

matas ciliares e com raras exceções, também pode se mencionar a frágil ou 

inexistência gestão ambiental por parte dos poderes públicos municipais e da 

população em geral (INSTITUTO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2012). 

O rio Guandu, localizado na região da Baixada Fluminense, Estado do Rio de 

Janeiro com a extensão de 48 km e largura variável (50 a 90m), nasce na 

confluência de Ribeirão das Lajes com rio Santana, possuindo como principais 

afluentes os rios dos Macacos, Santana, São Pedro, Poços/Queimados e Ipiranga. 

Grande parte da água do rio Guandu provém do rio Paraíba do Sul através da 
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transposição que ocorre no Bairro de Barra de Piraí no reservatório de Santa Cecília, 

estação da concessionária de energia elétrica do Estado do Rio de Janeiro. O trecho 

final do rio, que possui 15 km de extensão é denominado Canal de São Francisco 

(SALAMENE, 2011). 

A bacia do Guandu é de grande importância para o Rio de Janeiro, visto que 

nela é realizada a captação de água para a Estação de Tratamento de Água (ETA) 

Guandu, inserida no Guiness Book como a maior estação de tratamento de águas 

em produção contínua, operada pela CEDAE, sendo responsável pelo 

abastecimento de água local e de aproximadamente 85% da população da Região 

Metropolitana do Rio de Janeiro (VIANA, 2009; COMPANHIA ESTADUAL DE 

ÁGUAS E ESGOTO, 2018a). A CEDAE possui grande interesse na qualidade da 

água do Guandu, pois quanto menor for o grau de poluição, menor será o gasto na 

ETA Guandu (SALAMENE, 2007). 

A poluição do rio Guandu está diretamente relacionada com o crescimento 

industrial e populacional nos municípios que compõem a bacia hidrográfica e da 

poluição oriunda do rio Paraíba do Sul. Os rios Poços/Queimados e Cabuçu/Ipiranga 

possuem suas águas com alto índice de poluição, estes se encontram com o rio 

Guandu na lagoa do Guandu que possui baixa taxa de renovação hídrica e por 

vezes encontra-se tomada de macrófitas e apresenta mau cheiro (SALAMENE, 

2007; VIANA, 2009). 

O rio Queimados atravessa a área urbana do município de mesmo nome e o 

Pólo Industrial de Queimados, desembocando no rio dos Poços. Desde a nascente a 

água deste rio é comprometida, pois recebe esgoto sanitário da área de Queimados 

sem qualquer tratamento. Também recebe efluentes industriais que provém das 

atividades realizadas no Pólo industrial. O rio dos Poços recebe rios que drenam a 

região urbana de Queimados. Despejo que são oriundos das áreas urbanas de 

Queimados e Nova Iguaçu são lançados no rio Ipiranga que possui como principal 

afluente o rio Cabuçu (SERBER, 2005). 

A ETA Guandu está situada em nova Iguaçu e atende aos seguintes 

municípios: Nilópolis, Nova Iguaçu, Duque de Caxias, Belford Roxo, São João de 

Meriti, Itaguaí, Queimados e Rio de Janeiro. Segundo a CEDAE (2018b) a água 

chega a ETA Guandu barrenta e turva, e sai pura e cristalina após passar por 

diversas etapas tais como: coagulação química, floculação, decantação, filtração, 

clarificação, desinfecção com cloro e por último fluoretação (Figura 3). 
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Figura 3 - Esquema de uma ETA convencional 
 

Fonte: (SERVIÇOS AUTÔNOMO MUNICIPAL DE ÁGUA E ESGOTO, 2018). 

 

 
1.5 Desinfecção com cloro em ETA 

 
 

Os processos de desinfecção têm como objetivo a destruição ou inativação de 

organismos patogênicos, capazes de produzir doenças, ou de outros organismos 

indesejáveis. O cloro e os agentes que contêm cloro são bastante utilizados com o 

intuito de desinfecção de água. O seu primeiro uso foi relatado em 1850 e, 

atualmente esse tratamento é considerado fator contribuinte para diminuição de 

doenças veiculadas pela água (DANIEL, 2001). 

A adição de cloro à água potável reduz consideravelmente o risco de doenças 

infecciosas transmitidas pela água. Por mais de um século, a segurança do 

abastecimento de água potável foi melhorada pelo tratamento com cloro. E ainda 

permanece como o desinfetante de água potável mais comum. A adição de cloro na 

água potável tem por finalidade reduzir ou eliminar micro-organismos, que podem 

estar presentes na água de abastecimento. Sabe-se que a maioria de estações de 

tratamento de água para abastecimento público utiliza na sua desinfecção o gás 

cloro. Já piscinas, banheiras de hidromassagem, entre outros geralmente são 

clorados com substâncias que contem cloro como hipoclorito de cálcio, hipoclorito 

(alvejante) ou tricloro-triazinetriona (com conhecido como '' tricloro ''). Em todos os 

casos, a eficácia do cloro como germicida é resultado de sua ação oxidante 

(SHRIVASTAVA et al., 2004). 
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A Portaria no 518/04 do Ministério da Saúde estabelece que as águas para 

consumo, devam ser cloradas de forma a alcançar concentração de cloro residual 

final entre 0,5 a 2,0 ppm, em qualquer ponto da rede de distribuição (BRASIL, 2004). 

O hipoclorito de sódio é o agente de cloro mais utilizado. Seu mecanismo de ação 

compreende em aumentar o pH do meio, provocando mudanças na estrutura da 

célula, levando a danos na membrana externa, degeneração ou inibição irreversível 

das proteínas do citoplasma, além de reações de oxidação. Podem ocorrer, também, 

reações de cloraminação e saponificação (ESTRELA, 2000). Registros, na  

literatura, demonstram que um considerável número de bactérias tem a capacidade 

de desenvolver resistência aos diversos agentes usados no tratamento de água, 

incluindo o cloro (LE DANTEC et al., 2002; MEDEIROS et al., 2007). 

A Organização Mundial da Saúde considera a P. aeruginosa um micro- 

organismo moderadamente resistente ao cloro (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2003). Estudos demonstram que bactérias que resistem a cloração parecem 

apresentar mais resistencias, o que indica que o cloro pode ter capacidade de 

selecionar linhagens mais resistentes aos antibióticos assim como anti-sépticos e 

desinfetantes (PELLEGRINO et al., 2002; ORRETT, 2004). Os principais 

mecanismos de resistência de micro-organismos são: diminuição da permeabilidade 

da membrana, mecanismos de efluxo, mudança nos polissacarídeos, modificação de 

DNA-girase e inativação de estruturas de enzimas (MEDEIROS et al., 2007). 

É importante ressaltar que a P. aeruginosa é a espécie mais virulenta do 

gênero Pseudomonas (NGWA et al., 2017). É um patógeno oportunista, encontrado 

em diversos ambientes e podem causar infeções nosocomiais severas e uma série 

de infeções sistémicas humanas, incluindo endocardite, osteomielite, meningite, 

entre outras (STOLER et al., 2015). 

O gênero Ochrobactrum, formado por bactérias Gram-negativas é 

amplamente distribuído no meio ambiente e pode fazer parte da flora normal do 

intestino grosso (APISARNTHANARAK et al, 2005). Espécies do gênero 

Ochrobactrum pertencem a família Brucellaceae e possuem 3 espécies principais, O. 

anthropi, O. intermidium e O. pseudointermidium, isolados de amostras clínicas 

(RASTOGI, 2017). O O. anthropi é cosiderado um patógeno oportunista e 

nosocomial, isolado de vários espécimes clínicos. As infecções nosocomiais por O. 

anthropi, principalmente em pacientes com cateter venoso central residente, 

aumentaram durante a última década, e apresentam resistência múltipla a 
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antibióticos (MÖLLER et al, 1999). O. intermidium, também é considerado um 

patógeno oportunista, mas não é tão comum quanto do O. anthropi. 

APISARNTHANARAK e colaboradores (2005) relataram um caso de bacteremia por 

O. intermedium, inicialmente mal identificada como Shewanella putrefaciens, em 

paciente com câncer de bexiga submetidos a múltiplas cirurgias gastrointestinais. 

 

 
1.6 Bioindicadores de contaminação fecal 

 

 
O conceito de indicador microbiológico, originalmente definido para avaliar a 

qualidade da água, é baseado na presença ou ausência de grupos ou de um único 

micro-organismo indicador em ambientes aquáticos (MACÊDO, 2005). As águas 

destinadas ao abastecimento apresentam o risco de serem poluídas por águas 

residuárias e dejetos de origem animal ou humano, podendo, desta forma, conter 

micro-organismos patogênicos, tornando-se assim um veículo de transmissão de 

doenças. Por isso, há a necessidade de controlar a qualidade dessas águas. 

Coliformes totais, coliformes termotolerantes, enterococos e E. coli vêm sendo 

mundialmente utilizados como indicadores da qualidade microbiológica da água 

(WORLD  HEALTH  ORGANIZATION,  2001; APHA,  AWWA & WEF,  2012),   já que 

são micro-organismos presentes em grande número na microbiota intestinal de 

humanos e outros animais de sangue quente, e são fáceis de serem enumerados 

por métodos simples de cultivo (GRIFFITH et al., 2009). Assim, a qualidade 

microbiológica da água é frequentemente avaliada pela detecção de bactérias fecais 

indicadoras, tais como E. coli e Enterococos. A determinação de níveis elevados 

desses indicadores indica a presença de poluição fecal, o que pode implicar em 

riscos para a saúde pública. Além disso, não é possível vincular essas bactérias 

indicadoras a uma fonte de poluição específica devido à natureza ubíqua desses 

micro-organismos, o que dificulta a avaliação de riscos (GORDON 2001; STEWART 

et al 2007; FIELD & SAMADPOUR, 2007). Além disso, já se sabe que essas 

bactérias fecais indicadoras são capazes de persistirem tanto em sedimentos 

(DESMARAIS et al., 2002; ANDERSON et al., 2005) quanto em macrófitas aquáticas 

submersas (BADGLEY et al., 2010 a, b). Quando ocorre a suspensão destes 

sedimentos via turbulências naturais ou induzidas pelo homem, as concentrações de 

bactérias fecais indicadoras podem ser elevadas e assim superestimar o nível de 
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contaminação fecal em águas (GRACZYK et al., 2007a, b; PHILIP et al., 2009; 

STALEY et al., 2012). 

Os coliformes totais estão presentes no intestino e fezes de animais 

homeotérmicos são representados por Klebsiella, Escherichia, Enterobacter e 

Citrobacter (BETTEGA et al., 2006), porém, o grupo é mais heterogêneo e incluem 

uma ampla variedade de gêneros, tais como Serratia e Hafnia (GUERRA et al., 

2006), além de gêneros não entéricos, como Aeromonas spp. que, por não ser 

específica do trato gastrintestinal, sua enumeração em águas é menos 

representativa em relação a coliformes termotolerantes ou E. coli (MACÊDO, 2005). 

Os coliformes têm sido utilizados como indicadores de poluição fecal em águas há, 

aproximadamente, 90 anos. Durante este tempo, acumulou-se grande número de 

dados que permitem avaliação da sensibilidade e especificidade de tal indicador na 

presença de poluição de origem fecal. Análises nas fezes de animais, incluindo 

bovinos, suínos, ovinos, aves domésticas, cães, gatos e roedores, indicam que os 

coliformes termotolerantes contribuem com 93-98% do total de coliformes 

(GELDREICH, 1974). 

Os coliformes termotolerantes são representados por três gêneros, 

Escherichia, Enterobacter e Klebsiella. A E. coli é considerada o principal indicador 

da qualidade da água e de contaminação fecal (EDBERG et al., 2000). A presença 

dessa bactéria em águas indica contaminação fecal, uma vez que uma série de 

patógenos pode ser veiculada através das fezes e requer ação imediata no que diz 

respeito ao controle de qualidade das águas nos seus mais diversos usos: consumo 

humano, recreação, irrigação, aquicultura e outros (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2004). As legislações canadenses e europeias adotam os 

enterococos e E. coli para avaliação da qualidade de águas recreacionais (HEALTH 

AND WELFARE CANADÁ, 1992, Directive 2006/7/EC). A resolução 357/2005 do 

CONAMA, que dispõe sobre a classificação de corpos de água e diretrizes 

ambientais para seu enquadramento, utiliza os coliformes termotolerantes como 

padrão de qualidade microbiológica, mas permite sua substituição pela E. coli, de 

acordo com critérios estabelecidos pelo órgão ambiental competente (CONSELHO 

NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2005). 

Os coliformes de origem humana ou animal podem indicar a presença de 

patógenos de veiculação hídrica. No entanto, esses indicadores apresentam 

limitações quanto à discriminação da origem dessa contaminação fecal (humana e 
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de animais domésticos, silvestres, aves e outros), o que é considerado um fator 

relevante na implementação de medidas efetivas de gerenciamento e remediação de 

águas superficiais (BLATCHLEY et al., 2007). Outra limitação desses indicadores é  

a sua utilização em ambientes tropicais, onde esses micro-organismos sobrevivem 

em sedimentos e podem ser encontrados em áreas distantes da atividade humana. 

HARDINA e colaboradores (1991) demonstraram que no Havaí, coliformes fecais 

depositados em solos foram capazes de sobreviver e serem transportados para 

corpos de água através de águas subterrâneas. Assim, a sua presença na coluna de 

água poderia não estar associada à contaminação fecal recente. 

O monitoramento de todos os agentes patogênicos em ambientes aquáticos é 

inviável devido à grande diversidade de agentes conhecidos presentes nas fezes 

(incluindo vírus, bactérias e protozoários), no entanto, o monitoramento de um único 

ou um grupo de patógenos pode gerar resultados imprecisos no que se refere à 

qualidade da água. Além disso, muitos agentes patogênicos são difíceis de 

identificar e têm distribuições desiguais ou baixas nas águas (FIELD et al., 2003; 

STOECKEL & HARWOOD, 2007). 

Além disso, muitos estudos epidemiológicos não conseguiram associar os 

níveis de coliformes e os riscos à saúde humana, particularmente pela ausência da 

identificação da origem da contaminação (PRIETO et al., 2001; DWIGHT et al., 

2004; COLFORD et al., 2007). A incapacidade de correlacionar a contaminação a 

um organismo fonte pode ser atribuída, pelo menos em parte, ao fato de que os 

coliformes são eliminados nas fezes de todos os animais homeotérmicos 

(HARWOOD et al., 1999; SOUZA et al., 1999; LECLERC et al., 2001). Compreender 

a origem da poluição fecal é essencial para a avaliação precisa dos riscos para a 

saúde humana, com a contaminação de fontes diferentes os níveis de risco também 

são diferentes. 

 
1.7 Rastreamento da fonte microbiana em ambientes aquáticos 

 
 

Com o intuito de saber a fonte de contaminação fecal de águas ambientais, o 

Rastreamento da Fonte Microbiana (RFM) surgiu no final da década do século XX 

(HARWOOD et al., 2014). Esses métodos baseiam-se em moléculas de assinatura 

(biomarcadores), tais como as sequências de DNA de micro-organismos associadas 

a diferentes espécies animais, permitindo a distinção entre as fontes de 
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contaminações fecais (SCOTT, 2002; MIESZKIN et al., 2009). A utilização de 

biomarcadores hospedeiro-específicos é de grande relevância em sua aplicação em 

águas ambientais, principalmente em água de abastecimento. Segundo BERNHARD 

& FIELD (2000) a persistência da contaminação ocorre em parte pela ausência de 

métodos que indique o agente causador. 

A premissa básica do RFM é que certos micro-organismos fecais são 

fortemente associados a hospedeiros específicos. Os métodos de RFM podem ser 

divididos em dependentes de cultivo e independentes de cultivo. Neste caso em 

particular uma "biblioteca" é uma coleção de micro-organismos de diferentes fontes 

potenciais, bem como do local em estudo. 

A Diretiva 2006/7/CE da União Europeia tem sido um impulso para estudos 

RFM na Europa, e estabeleceu claramente a importância de identificar as fontes de 

contaminação, como parte da gestão moderna medidas necessárias para melhorar a 

qualidade microbiológica de águas (SANTO DOMINGO et al., 2007; UE, 2006). 

Exemplos de atividades recentes do RFM, além dos Estados Unidos estudos vêm 

sendo realizados no Canadá (CIMENTI et al., 2005; MARTELLINI et al., 2005; EDGE 

& HILL, 2007), Austrália (AHMED et al., 2005; BARNES & GORDON, 2004), Nova 

Zelândia (GREGOR et al., 2002; GILPIN et al., 2003), Sudeste e leste da Ásia 

(ISOBE et al., 2002; SAVICHTCHEVA & OKABE, 2006; PENG et al., 2005; OKABE 

et al., 2007), e Europa (SCHONNING et al., 2002; REISCHER et al., 2006; EBDON 

& TAYLOR, 2006; BLANCH et al., 2007). 

Nos Estados Unidos a necessidade do RFM, se tornou uma prioridade, em 

virtude do requerimento federal de desenvolvimento e execução da quantidade 

máxima de poluente (total maximum daily load - TMDL -) que um corpo hídrico pode 

receber mantendo os padrões exigidos de qualidade (SANTO DOMINGO et al., 

2007). A TMDL é também utilizada para verificar as contribuições de fontes pontuais 

e não pontuais de poluição. Em geral, a contribuição das fontes pontuais, como 

estações de tratamento de esgoto ou efluentes industriais, é fixada por legislação 

específica, sendo de mais fácil controle. Por outro lado, as fontes não pontuais, que 

incluem agricultura, reflorestamento, animais silvestres e escoamento do solo 

urbano, são de difícil controle e na maior parte dos casos responsáveis por 

alterações na qualidade da água (SANTO DOMINGO et al., 2007). 

Atualmente, diversos marcadores microbianos humanos têm sido avaliados 

como Bacteroides thetaiotamicron (CARSON et al., 2005), Methanobrevibacter 
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smithii (UFNAR et al., 2007), poliomavírus humano (MCQUAIG et al., 2006) e 

Faecalibacterium (ZHENG et al., 2009). No Brasil, as pesquisas nessa área são 

escassas e, dessa forma, a seleção de bioindicadores e o desenvolvimento de 

metodologias mais acuradas e sensíveis capazes de discriminar as diferentes fontes 

de contaminação fecal são de extrema relevância para assegurar a qualidade das 

águas e consequentemente evitar danos à saúde da população (FIELD & 

SAMADPOUR, 2007). 

Um bioindicador de contaminação fecal adequado, deve possuir as seguintes 

características: (1) deve ser um micro-organismo não patogênico; (2) ser detectado e 

enumerado por técnicas simples e rápidas; (3) apresentar sobrevivência no meio 

ambiente similar aos patógenos. Além de permitir o rastreamento da fonte de 

contaminação microbiana, bioindicadores devem apresentar todas as características 

do indicador clássico e ter poder de discriminar a origem do hospedeiro (SCOTT et 

al., 2002, UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2005). Até 

o momento, não existe um método único e universal para este tipo de análise, 

portanto a obtenção de biomarcadores moleculares que permitam a identificação de 

fontes de contaminação fecal humana e animal poderá ajudar na implantação de 

técnicas que possibilitem rastrear essas fontes de contaminação em águas 

superficiais. O uso desses bioindicadores para identificar a fonte de contaminação 

fecal é imperativo para preservar a integridade dos corpos hídricos e proteger a 

saúde da população. 

Micro-organismos anaeróbicos constituem a maior parte da microbiota das 

fezes de humanos e de outros animais. Sendo assim, atualmente, os anaeróbios 

como Bifidobacterium spp., Clostridium perfringens, a ordem Bacteroidales, e 

Methanobrevibacter spp., vêm sendo apontados como bioindicadores alternativos ao 

grupo coliforme, uma vez que não apresentam capacidade para se adaptar ao meio 

aeróbio, além de correlacionar a contaminação fecal a hospedeiros específicos 

(BERNHARD & FIELD, 2000; BOWER et al. 2005). Ferramentas moleculares têm 

facilitado à detecção e quantificação desses micro-organismos em águas 

contaminadas e, assim expandindo os conhecimentos na área (RECHE et al., 2010). 
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1.8 Ordem bacteroidales 

 
 

O filo Bacteroidetes são representados por bacilos Gram-negativos, e possui 

4 classes: Bacteroidia, Cytophagia, Flavobacteriia e sphingobacteria. A classe 

Bacteroidia possui uma única ordem: Bacteroidales, que por sua vez possui cinco 

famílias: Bacteroidaceae, Rikenellaceae, Porphyromonadaceae, Marinilabiliaceae e 

Prevotellaceae. Esta classificação foi baseada em analises filogenética do gene rrs 

16S rRNA (KRIEG et al., 2010; MERINO, 2012). Micro-organismos da ordem 

Bacteroidales são considerados bons alvos, devido a sua taxa de sobrevida curta 

quando liberados no ambiente natural (devido à sua baixa tolerância ao oxigênio) e 

sua abundância em fezes de animais de sangue quente (FIKSDAL et al., 1985; 

BERNHARD & FIELD, 2000; SAVICHTCHEVA E OKABE, 2006). 

Estudos revelaram que Bacteroidales representam 20-52% da microbiota 

intestinal de humanos. As análises de bibliotecas gênicas (16S rRNA) sugerem 

menor abundância em outros hospedeiros. Outro estudo encontrou 11,2% dos 

filotipos relacionados a Bacteroides e Prevotella em suínos e 18% em equinos. As 

análises de fezes baseadas em sequências do gene rrs também têm revelado altas 

concentrações de Bacteroidales em bovinos (LESER et al., 2001). 

Dentro dessa ordem micro-organismos pertencentes à família Bacteroidaceae 

podem ser encontrados na cavidade oral e na microbiota intestinal de animais 

(LESER, 2001), sendo predominantes entre as bactérias entéricas presente nas 

fezes de animais de sangue quente (KOBAYASHI et al., 2013). Os micro- 

organismos dos gêneros Bacteroides e Prevotella são bacilos, anaeróbicos, gram- 

negativos e estão frequentemente envolvidos em infecções humanas (FALAGAS & 

SIAKAVELLAS, 2000). Vários estudos têm sugerido que alguns micro-organismos 

da ordem Bacteroidales podem ser associados a hospedeiro-específicos 

(KREADER, 1995). BERNHARD & FIELD (2000) usaram a heterogeneidade dos 

produtos da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) ou o polimorfismo de 

fragmentos terminais de restrição (T-RFLP) para identificar sequências específicas, 

do rrs 16S rRNA de ruminantes e humanos como marcador genético da ordem 

Bacteroidales. 
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1.9 Domínio Archaea 

 
 

Há cerca de 25 anos atrás, com base no estudo de sequências do gene 16S 

do RNA ribossomal (16S rRNA) Carl Woese e colaboradores propuseram uma nova 

classificação dos organismos vivos em três domínios: Archaea, Bacteria e Eukarya 

(WOESE, 1990). Acredita-se que esses domínios surgiram através de diferentes vias 

evolutivas pertencentes a um ancestral comum (CARDOSO et al., 2003). O domínio 

Archaea possui aspectos comuns aos encontrados nos domínios Bacteria e 

Eukarya, porém também apresenta muitas características únicas (BEVERIDGE, 

2001) 

O domínio Archaea consiste de quatro filos: Crenarchaeota, que contém as 

archaea hipertermófilas redutoras de enxofre; Euryarchaeota, que compreende uma 

grande diversidade de organismos, incluindo as espécies metanogênicas, as 

halófilicas extremas e espécies hipertermófilas; Korarchaeota, conhecida somente 

de seqüências genéticas do gene rrs do 16S rRNA obtida de amostras de fontes 

hidrotermais; Thaumarchaeota, é um filo proposto recentemente para o domínio 

Archaea (BROCHIER-ARMANET et al., 2008). É composto por organismos 

mesofílicos e desenvolve papel importante nos ciclos geobioquímicos, como o ciclo 

do nitrogênio. O filo foi proposto baseado em dados filogenéticos, como sequência 

de rrs e a presença de uma forma de topoisomerase tipo I, que previamente só era 

encontrada em eucariontes (CARDOSO et al., 2003; AUCHTUNG et al., 2006;). 

O filo Euryarchaeota, é representado principalmente por archaeas 

metanogênicas, porém, também possui um grupo distinto de organismos termo- 

acidófilo associado ao gênero Thermoplasma, que são caracterizados pela ausência 

de parede celular (VAZOLLER et al.,1999). As archaeas metanogênicas são 

organismos obrigatoriamente anaeróbios e liberam gás metano (CH4) como resíduo 

metabólico. São encontradas em ambientes com ausência de oxigênio e abundância 

de matéria orgânica, como brejos, açudes, lagos, sedimentos marinhos e rúmen de 

bovinos. Elas retiram hidrogênio e gás carbônico desses ambientes e os utilizam em 

seu metabolismo. Vivem como simbiontes de uma grande variedade de protozoários 

também anaeróbicos, convertendo produtos finais de fermentação em gás metano 

ou CO2. São de grande importância no ambiente no qual vivem pela alta eficiência 

de sua enzima hidrogenase, que, mantendo uma baixa pressão parcial de H2 – para 

que a metanogênese ocorra – permite que os demais organismos fermentadores 
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façam reoxidação do NADH, o que corresponde a um maior rendimento de ATP e 

um aumento da biomassa. Esse fenômeno é conhecido como “Transferência de 

Hidrogênio Interespecífica” (CARDOSO et al., 2003). 

O gênero Methanobrevibacter é um membro da ordem Methanobacteriales do 

domínio Archaea. Este gênero inclui 14 espécies conhecidas que habitam o trato 

intestinal animal, plantas em decomposição e lodo anaeróbico de estações de 

tratamento de esgoto. As espécies de Methanobrevibacter incluem M. ruminantium 

(intestino de ruminantes); M. boviskoreani e M. millerae (rúmen bovino); M. 

arboriphilus encontrado em material de plantas em decomposição; M. cuticularis, M. 

curvatus e M. filiformis (intestino de cupim); M. oralis (cavidade bucal humana); M. 

gottschalkii e M. thaueri (intestino de cavalo e porco); M. woesei (intestino de rato e 

ganso); M. acididurans e M. wolinii (intestino de carneiro); M. olleyae (rúmen ovino); 

M. smithii (intestino humano) (LAI et al. 2004; LEE et al. 2013). As espécies do 

gênero Methanobrevibacter são consideradas metanogênicas dominantes nestes 

animais e ajudam na digestão da celulose. Poucas espécies ocorrem em mais de  

um organismo e por esse motivo podem ser utilizados como bioindicadores de 

poluição fecal no ambiente. Atualmente, com o auxílio das técnicas de biologia 

molecular vem se investigando as possíveis relações de prevalência de archaea em 

diversas espécies de animais de sangue quente. 

Através do sequenciamento do gene rrs do 16S rRNA, estudos confirmam a 

presença de M. smithii e M. stadtmanae no intestino humano com prevalência 

variável e baixa, enquanto M. Stadtmanae apresenta menor detecção na maioria dos 

casos. Segundo UFNAR et al. (2006), M. smithii é encontrado no trato 

gastrointestinal de aproximadamente um terço dos indivíduos que residem nos 

Estados Unidos e Reino Unido, podendo compreender até 10% de todos os 

anaeróbios encontrados no intestino de adultos saudáveis e altamente prevalente 

em esgoto misto. Entretanto, estudos realizados por DÉBIS et al. (2011) 

demonstraram através de otimizações no protocolo de extração de DNA de fezes 

humanas, a obtenção de resultados satisfatórios, onde a totalidade de indivíduos 

testados apresentaram organismos do domínio Archaea. Dentre os 650 indivíduos 

analisados foi possível detectar uma elevada prevalência de M. smithii (95,5%) e M. 

stadtmanae (29,4%) no intestino humano (DRIDI et al., 2011). Estudos em 

camundongos gnotobioticos (“germe-free”) indicam que o M. smithii afeta a 

especificidade e eficiência da digestão de polissacarídeos, influenciando, dessa 
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maneira, a absorção de calorias e adiposidade do hospedeiro. O processo da 

metanogênese previne o acúmulo de H2 no intestino humano, aumentando a 

eficiência da fermentação microbiana. Estas descobertas conduziram à hipótese de 

que M. smithii pode ser um alvo terapêutico para a redução da absorção de energia 

em humanos obesos (SAMUEL et al., 2007). 

Outras espécies do gênero Methanobrevibacter que vem sendo considerados 

bons alvos de contaminação fecal específicas como o M. ruminantium (M1 ou DSM 

1093), isolada a partir do rúmen de bovinos por BRYANT (1965), o M. thaueri, 

isolada de fezes suínas, por Rolf K. Thauer, M. gottschalkii, isolada de fezes de 

equinos e nomeada em homenagem à Gerhard Gottschalk devido suas significantes 

contribuições na definição bioquímica da metanogênese (KÖNIG, 1986; MILLER et 

al., 1986). 

Assim, uma variedade de micro-organismos anaeróbicos vem sendo 

apontados como alvos promissores, devido a sua maior abundância em comparação 

com indicadores tradicionais (BERNHARD & FIELD, 2000; ECKBURG et al., 2005). 

Membros da ordem Bacteroidales estão presentes em altas concentrações  nas 

fezes (108 - 1011 por grama) e não mantém a viabilidade por muito tempo quando 

liberados em águas doces ou salgadas devido sua intolerância ao oxigênio. Devido a 

estas características estes micro-organismos vêm sendo alvo frequente de ensaios 

de qPCR para o desenvolvimento de marcadores, Bacteroidales humanos- 

específicos, ruminantes-específicos e suínos-específico, baseados em regiões do 

gene rrs do 16S rRNA, (SEURINK et al., 2005; KILDARE et al., 2007; REISCHER et 

al., 2007; REISCHER et al., 2006; OKABE et al., 2007; MIESZKIN, 2009; 

SCHRIEWER, 2010; MIESZKIN et al., 2010). 

Em contrapartida, poucos estudos são relacionados à detecção e 

quantificação de Methanobrevibacter spp. JOHNSTON e colaboradores (2010) 

descreveram o desenvolvimento de qPCR para detectar o gene nifH de M. smithii 

em água. Eles demonstraram alta especificidade, sensibilidade e rapidez na 

detecção do gene nifH, que foi considerado um bioindicador confiável de 

contaminação fecal humana em águas ambientais. Mais recentemente, estudos 

demonstraram a detecção de M. oralis por qPCR e sua correlação com a gravidade 

de periodontite sugerindo seu uso com biomarcador de periodontite e a detecção de 

M. ruminantium em amostras de fezes de ruminantes sugerindo marcador de 

contaminação fecal específica (BRINGUIER et al., 2013; CARBERRY et al., 2013). 
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1.10 PCR em tempo real na detecção de biomarcador 

 
 

O advento dos métodos moleculares foi um dos maiores passos das ciências 

biológicas durante o século XX. Dentre as técnicas baseadas em biologia molecular, 

Polymerase Chain Reaction (PCR) trouxe enormes benefícios e desenvolvimentos 

científicos, como sequenciamento de genoma, a expressão de genes em sistemas 

recombinantes, o estudo de genética molecular, a determinação rápida da 

paternidade e o diagnóstico rápido de doenças infecciosas se mostrando como um 

excelente caminho para a rápida detecção de patógenos, até mesmo aqueles de 

difícil cultivo (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004; VALONES et al., 2009). 

A PCR em tempo real surgiu da necessidade de monitorar simultaneamente a 

quantidade e qualidade do DNA amplificado levando assim ao desenvolvimento de 

uma variante da técnica da PCR convencional, essa variante tem se mostrando uma 

técnica mais rápida e precisa, e é considerada uma inovação tecnológica e tem 

ganhado espaço em laboratórios clínicos e nos laboratórios de pesquisas (NOVAIS 

& PIRES-ALVES, 2004; VALONES et al., 2009; OLIVEIRA, 2010). 

O monitoramento da PCR, em tempo real, revolucionou o processo de 

quantificação de fragmentos de DNA e RNA. A PCR em tempo real permite a 

quantificação destes ácidos nucleicos de maneira precisa e com maior 

reprodutibilidade, uma vez que determina valores de quantificação durante a fase 

exponencial da reação. O acúmulo de produtos da PCR é detectado e monitorado 

diretamente pela leitura do aumento da fluorescência do fluoróforo utilizado, 

enquanto na PCR tradicional os produtos precisam ser posteriormente analisados 

por eletroforese. O principal fundamento na utilização deste método é o chamado 

limiar do ciclo, ou threshold cycle (Ct). O Ct é definido como o ciclo da reação de 

PCR no qual o sinal fluorescente do corante sinalizador atravessa uma linha 

arbitrária denominada limiar. Para apresentar os dados na forma de Ct, deve-se 

certificar que o limiar está delimitado na fase exponencial de amplificação, acima do 

ruído de fundo e abaixo da fase de platô da reação de PCR. O valor numérico do Ct 

é inversamente proporcional à quantidade inicial do transcrito de interesse na 

reação, ou seja, quanto menor o valor de Ct, maior a quantidade inicial do transcrito 

na amostra (SCHMITTGEN & LIVAK, 2008). 

O sucesso da técnica rapidamente levou ao seu aperfeiçoamento. Para tal 

contribuíram, por exemplo, o desenvolvimento de sondas de oligonucleótidos de 
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dupla-hélice e a revelação da atividade exonucleásica da enzimaTaq polimerase. 

Foram criadas e comercializadas muitas plataformas de instrumentação, porém a 

maioria é composta por um termociclador, com sistema óptico para a excitação e 

coleta da emissão da fluorescência e um computador com software próprio para a 

aquisição de dados e análise final da reação (MACKAY et al., 2007). 
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2 RELEVÂNCIA 

 
 

A relação saúde-ambiente vem sendo ressaltada desde os primórdios com 

Hipócrates, na Grécia Antiga, no início do século IV a.C. Sua obra, denominada Dos 

Ares, das Águas e dos Lugares, já trazia preocupações com aspectos ambientais na 

determinação de patologias, destacando a relação entre as doenças, principalmente 

as endêmicas, e suas origens (RIBEIRO, 2004). 

As condições ambientais adversas nos países em desenvolvimento passaram 

a serem identificadas como riscos à saúde, que resultaram na necessidade de 

estudar e intervir sobre novos problemas, bem como abordar antigos problemas em 

uma nova perspectiva. Assim, surgiu a necessidade de superação do modelo de 

Vigilância à Saúde baseado em agravos, incorporando a temática ambiental nas 

práticas da Saúde Pública (BARCELOS & QUITÉRIO, 2006). O sistema de 

Vigilância em Saúde Ambiental (SVSA) começou a ser implantada pela Fundação 

Nacional de Saúde (FUNASA), com base no Decreto nº 3.450/2000, que 

estabeleceu, dentre suas competências, “a gestão do sistema nacional de vigilância 

ambiental”. 

A integração das vigilâncias ganhou respaldo com a publicação da Portaria do 

Ministério da Saúde nº 3252, de 22 de dezembro de 2009, que veio confirmar a 

necessidade de atuação conjunta das vigilâncias: epidemiológica, sanitária, da 

situação de saúde, da saúde ambiental, da saúde do trabalhador, e da promoção da 

saúde, com o objetivo de controlar determinantes, riscos e danos à saúde de 

populações que vivem em determinados territórios, garantindo tanto a abordagem 

individual como coletiva dos problemas de saúde (BRASIL, 2009). 

Em 2009, o Ministério da Saúde iniciou o processo de revisão da Portaria do 

Ministério da Saúde nº 518/2004, que determina o padrão de potabilidade da água e 

estabelece as competências do controle e da vigilância da qualidade da água para 

consumo humano. O processo contínuo e participativo de revisão da norma de 

potabilidade da água permite, a qualquer tempo, devido a novos conhecimentos, a 

adoção de critérios técnicos e científicos que assegurem à população brasileira o 

acesso à água de qualidade. 

Atualmente, encontra-se constituído o Sistema Nacional de Vigilância 

Ambiental em Saúde, SNVA, que “prioriza a informação no campo da vigilância 
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ambiental, de fatores biológicos (vetores, hospedeiros, reservatórios, animais 

peçonhentos), qualidade da água para consumo humano, contaminantes ambientais 

químicos e físicos que possam interferir na qualidade da água, ar e solo, e os riscos 

de correntes de desastres naturais e de acidentes com produtos perigosos” (Decreto 

n° 3.450, de 10 de maio de 2000) (OMS, 1978). 

As doenças veiculadas através da água têm sido apontadas constantemente 

como um problema nos diversos tempos históricos da humanidade. A destinação 

dos resíduos produzidos pelas populações humanas, sejam eles químicos ou 

biológicos, sempre estiveram presentes entre os problemas de saúde pública 

(Barcellos & Quitério, 2006). Segundo a OMS, 80% das doenças causadas em 

países em desenvolvimento estão relacionadas a contaminação de água e falta de 

saneamento básico (VERAS et al, 2017). 

No que se refere à poluição fecal das águas voltadas ao abastecimento, o 

homem e outros animais de sangue quente diferem quanto à composição de suas 

fezes, podendo liberar diferentes patógenos e outras substâncias, como antibióticos 

e hormônios, capazes de provocar danos à saúde da população. Com isso, o 

monitoramento da qualidade microbiológica dessas águas, através da quantificação 

de biomarcadores de contaminação fecal hospedeiro-especifico, vem sendo 

considerada de extrema relevância. 

As metodologias utilizadas atualmente para detecção de contaminantes fecais 

na água apresentam limitações, tais como adaptação ou inibição de micro- 

organismos indicadores, e principalmente a não determinação da fonte da 

contaminação. Ferramentas moleculares, como a PCR em tempo real são uma 

alternativa para contornar essas limitações e gerar dados robustos capazes de 

contribuir para o aprimoramento dos serviços de vigilância em saúde ambiental. 
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3 OBJETIVOS 

 
 

3.1 Geral 

 
 

Quantificação da contaminação fecal hospedeiro-específico e avaliação da 

susceptibilidade de isolados bacterianos dos gêneros Pseudomonas e  

Ochrobactrum ao cloro e resistência aos antimicrobianos em águas destinadas ao 

abastecimento público, da bacia do rio Guandu. 

 
3.2 Específicos 

 
 

 Coletar amostras de água superficial de nove pontos da bacia hidrográfica do 

Rio Guandu. 

 
 Avaliar os parâmetros físicos e químicos como: temperatura, Potencial 

Hidrogeniônico (pH), Oxigênio Dissolvido (OD), salinidade e condutividade 

nas amostras; 

 
 Determinar as concentrações de coliformes totais/E. coli dos pontos de coleta; 

 

 Detectar e quantificar a contaminação fecal humana, suína, equina e bovina 

por meio da qPCR utilizando biomarcadores dos domínios Bacteria e 

Archaea; 

 
 Caracterizar isolados de Pseudomonas spp. e Ochrobactrum spp. e 

determinar a susceptibilidade aos antimicrobianos e as concentrações 

bactericidas mínimas de hipoclorito de sódio em cinco pontos da bacia 

hidrográfica do rio Guandu 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 

4.1 Coleta de amostras fecais 

 
 

A especificidade dos iniciadores foi realizada através da qPCR frente às fezes 

humanas, suínas, equinas e bovinas coletadas de uma fazenda em Mato Grosso do 

Sul em um estudo anteriormente descrito no laboratório. Foram coletadas 100 

gramas de fezes de cada um dos hospedeiros. As amostras foram refrigeradas e 

transportadas ao laboratório, em seguida foram conservadas a -20°C e 

posteriormente foi realizada a extração de DNA, conforme protocolo do item 4.2. 

 
4.2 Extração de DNA total de amostras de origem fecal 

 
 

A extração do DNA das amostras fecais foi realizada utilizando-se protocolo 

adaptado de GROßKOPF et al.,1998 onde um grama de fezes foi colocado em 

Eppendorf de 2 mL, e acrescidos 1 mL de Phosphate-Buffered Saline (PBS) e 

centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos (repetido 3 vezes). Logo após foi realizado o 

Freeze-Thaw, que consiste em colocar as amostras a -70°C por 2 minutos e depois 

a 65°C por 2 minutos, este processo foi repetido 3 vezes. Em seguida foram 

acrescentado 5 mg de Lisozima e as amostras serão incubadas por 1 hora a 37°C. 

Após foi acrescentado 2% de dodecil sulfato de sódio (SDS) e as amostras foram 

incubadas por 15 minutos a 60°C. Em seguida foi adicionado 250 mg de pérolas de 

vidro (0,1mm de diâmetro); as amostras foram agitadas por 3 vezes no equipamento 

Mini-Beadbeater-1 (BIOSPEC) por 80 segundos à velocidade máxima e a seguir as 

amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi 

recolhido para novos tubos de 2 mL e foram acrescentados 150 µL de CTAB/NACL 

(10% CTAB/0,7M NaCL); homogeneizadas em Vortex e incubadas a 65°C por 30 

minutos (Heat Block); e posteriormente armazenadas no freezer a -20°C,  24h. 

Foram acrescentados 60 µL de PBS/BSA (1,5%) e 700 µL de fenol equilibrado com 

TE (pH=7,5) que foi misturado gentilmente com as mãos por 10 minutos. Após foi 

centrifugado a 8.000 rpm por 10 minutos. Após a constatação de lise celular através 

da presença de 3 fases, o sobrenadante foi recolhido para novo tubo de 2 mL e 

foram acrescentados 800 µL de clorofórmio/isoamílico (24:1) e agitado manualmente 

por 10 minutos, centrifugado a 13:000 rpm por 10 minutos a 10°C. O sobrenadante 
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foi recolhido para novo tubo de 2 mL e foram acrescentados 250 µL de acetato de 

amônio (3M a -20°C), e colocado no gelo por 15 minutos. Em seguida foram 

acrescentados 900 µL de isopropanol (-20°C), agitado manualmente e incubado a - 

70°por 10 minutos, ou -20°C por 1 hora ou por 24h. As amostras foram centrifugadas 

a 10.000 rpm por 20 minutos a 4°C; O sobrenadante foi descartado e acrescentados 

800 µL de etanol a 70%, para lavagem do pellet por inversão. As amostras foram 

centrifugadas a 13.000 rpm por 10 min. o sobrenadante foi descartado e ficou 

secando na estante por 10 minutos; logo após o “pellet” foi ressuspendido em 200 

µL de água ultrapura (DNase e RNase – free) Gibco® (INVITROGEN), com pH=7,5 

(ideal para DNA). O produto foi purificado utilizando-se o KIT QIAGEN (DNeasy 

Blood & Tissue Handbook) de acordo com protocolo descrito no manual do 

fabricante. Em seguida o DNA foi quantificado em equipamento Qubit® 2.0 

Fluorometer (INVITROGEN) conforme o manual do fabricante. 

Para verificação da integridade do DNA genômico foi realizada eletroforese 

em gel de agarose após a extração e purificação do DNA. O gel foi preparado com 

1% de agarose (SIGMA-ALDRICH) em tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X e a 

corrida foi realizada a 45 volts por 40 min e posteriormente 60 v por 20 min 

adicionais. A coloração do gel foi realizada com solução de GelRedTM Acid gel Stain 

60x e analisada através do sistema de vídeo documentação ImageQuant 300 (GE 

Healthcare). 

 
4.3 Coleta de amostras de águas superficiais 

 
 

Foram realizadas 2 coletas de 9 pontos da bacia hidrográfica do rio Guandu 

nos anos de 2014 e 2016. Foram coletados 5 litros de amostras de cada ponto 

(Figura 4). 

As amostras foram refrigeradas e transportadas ao laboratório, em seguida 

foram filtradas (Filtros Sterivex-GS de 0,22µm). O material retido nos filtros foi 

conservado a -20°C e posteriormente foi realizada a extração de DNA total, 

conforme protocolo do item 4.2. 
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Figura 4 - Pontos de coleta da bacia do rio Guandu. 
 

Ponto 1: Barragem de Santa Cecília (22°28'56.81"S 43°50'20.45"O); Ponto 2: Rio Piraí 
(22°37'41.90"S 43°53'49.22"O); Ponto 3: Calha de Ribeirão das Lajes (22°41'31.43"S  
43°51'44.38"O); Ponto 4: Rio dos Macacos (22°38'5.99"S 43°42'17.79"O); Ponto 5: Rio Santana 
(22°38'13.87"S 43°40'5.58"O); Ponto 6: Rio Guandu (22°43'40.35"S 43°38'26.18"O); Ponto 7: Rio 
Queimados (22°45'35.33"S 43°36'56.53"O); Ponto 8: lagoa do Guandu (22°47'8.43"S 43°37'48.04"O); 
Ponto 9: Barragem Principal (22°48'31.69"S 43°37'39.44"O). 

Fonte: (Google, 2018). 

 

 

4.4 Parâmetros físico-químicos e microbiológicos 

 
 

Após a coleta foram analisados os seguintes parâmetros físico-químicos das 

amostras: temperatura, pH, condutividade, oxigênio dissolvido e turbidez. As 

dosagens foram realizadas através do equipamento Water Quality Checker U-10 

(HORIBA). A determinação do número mais provável (NMP) para detecção de 

coliformes totais e de E. coli foi realizado através do método do substrato definido 

(COLILERT, IDEXX), conforme protocolo descrito em Standard Methods for the 

Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA & WEF, 2012). 

 
4.5 Extração de dna total em amostras de águas superficiais 

 
 

O DNA total das amostras foi extraído, purificado e quantificado de acordo 

com o protocolo descrito no item 4.2. 
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4.6 Reação em cadeia da polimerase em tempo real 

 

 
O DNA de Methanobrevibacter smithii INCQS A45D (DSM 11975), 

Methanobrevibacter ruminantium INCQS A36D (DSM 1093), Methanobrevibacter 

gottschalkii INCQS A49D (DSM 11977) foram empregados como controles positivos 

da reação de detecção e quantificação de bioindicadores do domínio Archaea. O 

fragmento amplificado na detecção do bioindicador de contaminação fecal suína do 

domínio Bacteria foi sequenciado e após confirmação da identidade, o mesmo foi 

empregado como controle positivo nas reações para tal domínio. Como controle 

negativo, foram utilizadas as cepas de Escherichia coli INCQS 00043/ATCC 23229, 

Klebsiella pneumoniae INCQS 00629 (ATCC BAA-1706), Neisseria gonorrhoeae 

INCQS 00604 (IAL1894 (WHO-D)), Pantoea agglomerans INCQS 00721 (ATCC 

33243), Haloferax volcanii INCQS A1 (DSM 3757) e Halococcus morrhuae INCQS 

A12 (DSM 1307). Além disso, também foi adicionada uma alíquota de água 

deionizada estéril (Gibco®) para avaliar a ausência de DNA contaminante na mistura 

de PCR. A mistura para a reação de PCR em tempo real teve o volume final 20 μL, 

contendo 0,25 μM de cada iniciador e 0,2 μM de sonda (Tabela 2). Também 

compuseram a mistura: 1X de MasterMix QuantiNova Probe (Qiagen®), cerca de 25 

ng de DNA da amostra e água Gibco® completando o volume nas seguintes 

condições: 5 minutos a 95 °C, 45 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C. 

A amplificação foi realizada em termociclador Rotor-Gene Q 5PLEX HRM 

PLATFORM. Para visualização dos resultados e análises dos parâmetros das 

reações, como Threshold Cycle (Ct) e ΔRn foi utilizado o software Rotor-Gene 

ScreenClust HRM Software fornecido pelo fabricante. 
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Tabela 2 - Oligonucleotideos, genes alvo e condição da PCR em tempo real 
 

 

Iniciadores Alvo 
Tamanho do 

produto (pb) 

 

Referência 

 
 

 

qMnif12F nifH/ 

qMnif143R Methanobrevibacter 131 Bianco, 2015b 

qMnifProbe Smithii 

qMru181-F nifH/ 

qMru325-R Methanobrevibacter 145 Bianco, 2015b 

qMru201-P Ruminantium 

qPF191F 16S rRNA/ 

qPF276R Bacteroidales 86 Bianco, 2015b 

qPFProbe Suínos 

qGot23F mcrA/ 

qGot103R Methanobrevibacter 80 Bianco, 2015b 

qGotProbe Gottschalkii 

Fonte: (Do autor, 2018). 

 

4.7 Curva padrão para o ensaio da qPCR 

 
 

As concentrações de DNA foram determinadas pelo Qubit® 2.0 Fluorometer 

quantitates (Life Technologies). Todas as reações foram realizadas em duplicata. A 

inclinação da curva-padrão para cada alvo foi calculada por regressão linear, 

segundo as diluições seriadas, pelo programa incorporado no sistema de detecção 

Rotor-Gene Q 5PLEX HRM PLATFORM (Rotor-Gene Q Series Software v.2.1). As 

curvas-padrão foram construídas para determinar o número de cópias amplificadas 

do gene marcador de cada alvo. O número de cópias foi calculado conforme manual 

do equipamento. 

Foi utilizado também o kit Exogenous Internal Positive Control TaqMan® (IPC) 

(Integrated DNA Technologies) para verificar a presença de inibidores, de acordo 

com instruções do fabricante. Após a construção da curva do IPC, foram realizadas 

reações com o kit do IPC e com uma mistura do DNA das amostras e uma 

concentração conhecida de IPC. Onde foram observados Ct (Cycle threshold) 

diferentes do esperado, foi calculada a inibição de acordo com a seguinte fórmula: 

2(Ct Amostra+IPC – Ct IPC). 
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4.8 Isolamento de micro-organismos na presença ao hipoclorito de sódio 

 

 
Da coleta realizada na bacia hidrográfica do rio guandu em 2016, foram 

selecionados 5 pontos, sendo rio Guandu, barragem de Santa Cecília, rio 

Queimados, rio Macacos e barragem principal. Foram coletados 5 litros de amostra 

adicionais de cada ponto (Figura 4). Para verificar a sobrevivência dos micro- 

organismos na presença de cloro ativo, foram utilizadas 3 concentrações sendo 0,5 

mg/L, 1 mg/L e 2 mg/L em um tempo de contato de 15 minutos, e ainda foi incluído 

uma amostra controle, ou seja, sem a presença do cloro. Após o tempo de contato, 

as amostras foram filtradas em membranas 0,45µm para clarificação e em seguida 

foram concentradas em filtros Sterivex-GS de 0,22µm. No final da filtração, foram 

acrescidos 250mL de PBS para cessar a ação do hipoclorito sobre a amostra. A 

seguir, as membranas foram inoculadas em caldo nutriente incubadas a 37ºC por 

24h e após o período de incubação, foram semeadas em duplicatas em ágar 

cetrimide e MacConkey, incubadas a 37ºC por 24h. 

Após esse período, foram selecionadas as placas com culturas originárias das 

maiores concentrações de cloro. A partir daí foram selecionadas colônias distintas 

que foram repicadas em ágar nutriente (AN) para checar a pureza das mesmas. 

Todos os isolados foram criopreservados em criotubos com 0,5 mL de BHI glicerol 

20% e guardadas em freezer -70°C. Posteriormente, os isolados foram submetidos à 

coloração de Gram e ao OF Glicose. O DNA genômico dos isolados foi extraído com 

Kit Qiagen, protocolo para Gram negativos. Cepas obtidas do ágar cetrimide foram 

identificadas pela PCR com iniciadores específicos para o gênero Pseudomonas e 

posteriormente para P. aeruginosa. Os outros isolados foram identificados pela PCR 

do gene 16S rRNA. 

 
4.9 Reação em cadeia da polimerase – PCR 

 
 

A identificação de Pseudomonas spp e P. aeruginosa foi realizada através da 

PCR convencional. Foi empregado como controle positivo da reação, Pseudomonas 

aeruginosa INCQS 00311 (ATCC 10145) e controle negativo, Klebsiella pneumoniae 

subsp. pneumoniae INCQS 00147 (ATCC 13883). Além disso, também foi 

adicionada uma alíquota de água deionizada estéril (Gibco®) para avaliar a ausência 

de DNA contaminante na mistura de PCR. Foi realizada também a PCR 
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convencional do gene 16S rRNA para identificação de outros isolados bacterianos. A 

mistura para a reação de PCR teve o volume final de 25 μL, contendo 12,5 μL de 

Master Mix, 50 picomoles de cada iniciador e aproximadamente 25-50 ng de DNA da 

amostra e água Gibco® completando o volume. As condições do ciclo consistiram  

no passo inicial de 95°C durante 5 min e 35 ciclos de amplificação a 94°C durante 20 

min, temperatura de anelamento específica para cada par de iniciadores (Tabela 3) 

durante 1 min, 72°C durante 40 seg e alongamento final a 72°C durante 10 min. 

 
Tabela 3 - Oligonucleotideos, genes alvo e condição da PCR 

 
 

 

Iniciadores Sequências (5'-3') Alvo 

Temperatura 
de     

anelamento 
(°C) 

Tamanho 
do  

produto 
(pb) 

 

Referência 

 
 

 

27F 
AGAGTTTGATCCTG 

16SrRNA 50 1464 
Hongoh et, al

 
 

 

GACTT 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
PCR- Reação em Cadeia da polimerase/ pb- Pares de Base 
Fonte: (Do autor, 2018). 

 
Após a PCR, os produtos gerados na amplificação foram visualizados por 

eletroforese. O gel foi preparado a 1,5% de agarose (SIGMA-ALDRICH) em tampão 

TAE 1X, e a corrida foi realizada com 45 volts por 40 min e posteriormente 65V por 

30 min adicionais. Foi utilizado o padrão de peso molecular de 100 bp (DNA Ladder, 

INVITROGEN). A coloração do gel foi realizada com solução de GelRedTM Acid gel 

Stain à 1x e analisada através do sistema de vídeo documentação ImageQuant 300 

(GE Healthcare). Após a confirmação da amplificação, os produtos foram purificados 

utilizando o kit QIAquick® PCR Purification (QIAGEN), de acordo com o manual do 

fabricante. 

GCTCAG 

 

1492R 
GGTTACCTTGTTAC 

   2003 

PA-GS-F 
GACGGGTGAGTAAT Pseudomonas   Spilker et al, 

GCCTA spp. 54 618 2014 

PA-GS-R 
CACTGGTGTTCCTT 

    

CCTATA     

PA-SS-F 
GGGGGATCTTCGG 

ACCTCA 
Pseudomonas 

aeruginosa 
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956 

Spilker et al, 
2014 

PA-SS-R 
TCCTTAGAGTGCCC 

    

ACCCG     
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4.10 Sequenciamento 

 
 

Foi realizado o sequenciamento de todas as amostras que não foram 

sugestivas de Pseudomonas spp. Os produtos da PCR com primer geral para o 16s 

rRNA foram submetidos ao sequenciamento com objetivo de identificar o gênero 

bacteriano dos fragmentos amplificados. Cerca de 200 a 300 ng dos produtos foram 

distribuídos em placa de 96 poços MicroAmp® Optical 96-well Reaction Plate 

(APPLIED BIOSYSTEMS). Em cada poço foi adicionado solução tampão 5X, Big 

Dye, e 3,2 pmol.µL-1 do iniciadores forward (tabela 3). A placa foi submetida a uma 

reação de amplificação em termociclador Mastercycler EP (EPPENDORF), nas 

seguintes condições: 40 ciclos de 94ºC por 10 seg, 50ºC por 5 seg e 60ºC por 4 min. 

A reação de sequenciamento foi realizada por eletroforese capilar em aparelho ABI 

Prism 3730xL DNA Analyzer (APPLIED BIOSYSTEMS) usando o kit Big Dye 

Terminator (Plataforma PDTIS/FIOCRUZ). As sequências com mais de 300 bases 

apresentando “Phred score” maior ou igual a 20 foram consideradas boas e  

incluídas nas análises subsequentes. 

 
4.11 Análise do sequenciamento 

 
 

Os cromatogramas obtidos através do sequenciamento foram convertidos 

para o formato “fasta” através do software Sequencher 3.0 (Gene Codes 

Corporation, Ann Harbor, MI). A análise de similaridade das sequências foi realizada 

pelo programa BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), no GenBank (NCBI). 

 
4.12 Avaliação da susceptibildade aos antibióticos dos isolados bacterianos 

 
 

As análises de resistência aos antimicrobianos foram realizadas empregando- 

se o teste de suscetibilidade aos antibióticos por discos de difusão de acordo com a 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), 2018_ para 

Pseudomonas spp. (Tabela 4) e Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 

2017 - para P. aeruginosa e Ochrobactrum spp. (Tabela 5) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Tabela 4 - Antimicrobianos empregados no teste de suscetibilidade para 
Pseudomonas sp. 

 

Antimicrobiano Concentração 

Piperacilina- 

tazobactam 
30-6 µg 

Ceftazidima 30 µg 

Cefepima 30 µg 

Aztreonam 30 µg 

Imipenem 10 µg 

Meropenem 10 µg 

Gentamicina 10 µg 

Ciprofloxacina 5 µg 

Levofloxacina 5 µg 

Fonte: (Do autor, 2018). 

 
 

Tabela 5 - Antimicrobianos empregados no teste de suscetibilidade para P. 

aeruginosa e gênero Ochrobactrum 

Antimicrobiano Concentração 

Piperacilina- 

tazobactam 
100/10 µg 

Ceftazidima 30 µg 

Cefepima 30 µg 

Aztreonam 30 µg 

Imipenem 10 µg 

Meropenem 10 µg 

Gentamicina 10 µg 

Ciprofloxacina 5 µg 

Levofloxacina 5 µg 

Fonte: (Do autor, 2018). 

 

4.13 Susceptibilidade dos isolados ambientais ao hipoclorito de sódio 

 
 

A susceptibilidade dos isolados ambientais ao hipoclorito de sódio foi avaliada 

através da metodologia da Concentração Inibitória Mínima (CIM). Para determinar a 

CIM foram utilizadas soluções preparadas a partir do hipoclorito de sódio a 2%. 

O ensaio para a determinação da CIM foi realizado segundo o CLSI (2003) e 

MEDEIROS et al. (2007) da seguinte forma: os 23 isolados bacterianos ambientais 

foram cultivadas em meio Ágar Nutriente a 36 ± 1°C por 24h. As concentrações 

finais do hipoclorito de sódio foram 2,5 mg/mL, 2,0 mg/mL, 1 mg/mL e 0,5 mg/mL em 

Caldo Müeller Hinton. 
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A partir do crescimento em meio AN foi preparada uma suspensão em 

solução de cloreto de sódio a 0,85% estéril, cuja turvação foi ajustada para 0,5 da 

Escala MacFarland. Essa suspensão foi diluída também no meio caldo Müeller 

Hinton até a concentração final do inóculo de aproximadamente 104 UFC/mL. 

Foram utilizadas microplacas com 96 poços. Em cada poço, foram 

adicionados 50 µL do hipoclorito de sódio nas diferentes concentrações, entre 2,5 e 

0,5 mg/L, logo após foram adicionados 50 µL do inóculo padronizado em seus 

respectivos poços. As placas foram incubadas por 24 h a 36 ± 1°C. Foi considerada 

como CIM, aquela correspondente a menor concentração do hipoclorito que não 

permitiu crescimento visível. 
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5 RESULTADOS 

 
 

5.1 Parâmetros físico-químicos e microbiológico 

 
 

Os parâmetros físico-químicos apresentaram variações entre os pontos 

analisados. O pH e a turbidez variaram entre 1,83-12,23 e 0-24,8 UNT, 

respectivamente. O nível de oxigênio dissolvido, na maioria dos pontos, se mostrou 

dentro dos valores recomendados pela legislação, apenas os rios Piraí, Macacos e 

Queimados apresentaram valores abaixo do recomendado pela legislação nas duas 

coletas (>5 mg/L), o que pode estar relacionado à presença de descarte de efluentes 

doméstico, hospitalar e rural. A temperatura variou entre 10,7 e 22,8°C na lagoa do 

Guandu e no rio Macacos, respectivamente. O processo de decomposição da 

matéria orgânica provoca o consumo de oxigênio presente no meio, o que é 

acelerado, especialmente em temperaturas acima de 20°C. Os valores de 

condutividade na lagoa do Guandu foram de 0,074 μS/ cm na primeira coleta e 335 

μS/cm na segunda. Quanto a enumeração de E. coli nos afluentes da bacia 

hidrográfica do Guandu, 14 amostras de água apresentaram contagem com limites 

aceitáveis (<1-173 NMP/100mL) de acordo com o padrão brasileiro (CONSELHO 

NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2005). As outras 4 amostras, rios Queimados 

(ambas coletas), Macacos e lagoa do Guandu apresentaram a contagem de E. coli 

acima da recomendada entre 1986,3 e >24196 NMP/100 mL(Tabela 6). 
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Tabela 6 - Parâmetros Físico-químicos e Microbiológicos dos afluentes do rio Guandu 

Condutividade da Turbidez O.Db Temperatura Coliformes totais Escherichia coli 
 
 
 
 

 

Barragem de 
Santa Cecília 

rio Piraí 

Calha de 
Ribeirão da lajes 

Rio Macacos 

Rio Santana 

Rio Guandu 
 

Rio Queimados 
 

Lagoa do 
Guandu 

 
 

Barragem 
principal 

a 
Unidade nefelométrica de turbidez 

b 
Oxigênio dissolvido 

c 
Número mais provável 

* Fora do preconizado pela legislação 
Fonte: (Do autor, 2018). 

 pH 
amostra (µS/cm) (UNTa) (mg/L) (°C) (NMPc/100 mL) (NMP/100 mL) 

Resolução 
CONAMA 357, 

 
6,0 - 9,0 

 
− 

 
Até 100 

 
>5 

 
− 

 
− 

 
1000 

2005        

Coleta 1 6,6 93 2,9 7,1 20,2 9804 120 

Coleta 2 9,2* 107 0 5,15 16,4 6,3 <1 

Coleta 1 6,4 91 2,6 4,8* 20,6 6131 97 

Coleta 2 1,83* 0,83 4 4,72* 12,1 21,1 6,2 

Coleta 1 6,4 33 2,2 8,7 21,7 6488 10 

Coleta 2 11,05* 177 33 6,41 12,56 6,3 <1,0 

Coleta 1 6,7 322 7,1 2,4* 22,8 >24196 >24196* 

Coleta 2 5,74* 122 2 2,82* 13,8 >24196 29,2 

Coleta 1 6,7 60 5,8 9,3 22,6 >24196 426 

Coleta 2 8,42 0,57 2 6,21 16,6 33,6 <1,0 

Coleta 1 6,6 89 2,8 8,8 21,7 2909 52 

Coleta 2 10,23* 113 3 6,04 14 579,4 <1,0 

Coleta 1 6,8 238 13 0* 22,2 >24196 >24196* 

Coleta 2 7,6 327 23 2,98* 11,5 >24196 1986,3* 

Coleta 1 7,8 335 24,8 8,3 21,3 >24196 173 

Coleta 2 12,23* 0,074 3 5,78 10,7 >24196 >24196* 

Coleta 1 7 84 3,6 8,2 21,5 410 31 

Coleta 2 4,4* 0,69 5 5,95 11,6 193 <1 
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5.2 Determinação quantitativa da contaminação fecal 

 
 

O número de cópias do gene nifH de M. smithii quantificadas em 1 grama de 

fezes humanas foi de aproximadamente 1,02x1011 cópias/µL. Este biomarcador foi 

quantificado em todas as amostras (n=18) da bacia, variando entre 8,59x102 e 

1,92x108 cópias/µL, nos rios Guandu e Macacos, respectivamente. O número de 

cópias do gene nifH de M. ruminantium existente em 1 grama de fezes bovinas foi 

quantificado e apresentou concentrações de aproximadamente 4,35x107 cópias/µL. 

Este mesmo biomarcador foi detectado e quantificado em 16 das 18 amostras da 

bacia hidrográfica do rio Guandu analisadas, variando entre 8,26x107 e 3,33x1012 

cópias/µL, na segunda coleta, na barragem principal e no rio Santana, 

respectivamente. O número de cópias do gene rrs de Bacteroidales associado a 

suínos existentes em 1 grama de fezes foi de aproximadamente 3,06x108 cópias/µL. 

Este biomarcador foi detectado e quantificado em todas as 18 amostras analisadas, 

variando entre 4,52x104 e 4,83x1012 cópias/µL, na calha de Ribeirão das Lajes e no 

rio Santana, respectivamente. O número de cópias do gene mcrA de M. gottschalkii 

quantificado em 1 grama de fezes equina foi de aproximadamente 7,79x104 

cópias/µL. Este biomarcador também foi detectado em todas as amostras analisadas 

apresentando 5,21x104 cópias/µL, na barragem principal e 3,67x109 no rio Macacos 

(Gráfico 2). 
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Gráfico 2 - Representação gráfica da quantificação do gene nifH de M. smithii (Humano), gene nifH de M. ruminantium (Bovino), 
gene rrs de Bacteriodales de origem suína e gene mcrA de M. gottschalkii (Equino) nas amostras de água da bacia hidrográfica do 
rio Guandu. 
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Fonte: (Do autor, 2018). 
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5.3 Isolados ambientais resistentes ao hipoclorito de sódio 

 
 

Foi verificado crescimento microbiano nas concentrações de 0,5 mg/L, 1,0 

mg/L e 2,0 mg/L, nas amostras dos rios Guandu, Queimados e Macacos, e na 

barragem principal. Na barragem de Santa Cecília só houve crescimento nas 

concentrações de 0,5 e 1,0 mg/L, não apresentando crescimento na concentração 

de 2,0 mg/L. Foram selecionados os isolados advindos das maiores concentrações 

de cloro, de cada ponto, ou seja, 2,0 mg/L em quatro pontos de coleta que 

apresentaram crescimentos nesta concentração e de 1,0 mg/L na barragem de 

Santa Cecília, resultando em um total de 41 isolados (Figura 5) 

 
Figura 5 - Percentual de isolados resistentes a concentrações que variam de 1,0 à 
2,0 mg/L de cloro ativo. 

 
 
 
 

rio Guandu 

 

rio Macacos 

 

rio Queimados 

 
barragem principal 

 

barragem de Santa Cecília 

 
 
 
 

Fonte: (Do autor, 2018). 

 

5.4 Identificação dos isolados 

 
 

5.4.1 Coloração Gram e OF Glicose 

 
 

Os 41 isolados foram semeados em meios seletivos, ágar Cetrimide, 

comumente adotado para isolar Pseudomonas spp. e ágar MacConkey utilizado  

para enterobactérias. Após o isolamento foi realizada a coloração de Gram e meio 

de oxidação/fermentação de glicose - OF Glicose. Dos 41 isolados 20 apresentaram 

metabolismo oxidativo de glicose, 9 metabolismo fermentador de glicose e 12 inerte. 

10% 

5% 

39% 

29% 

17% 
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5.4.2 PCR dos isolados de Pseudomonas spp. 

 
 

Para a reação de PCR foram utilizados iniciadores específicos para o gene 

16S rRNA de espécies do gênero Pseudomonas, foram selecionadas 20 isolados 

com metabolismo oxidativo de glicose. Todas os isolados apresentaram um 

fragmento de aproximadamente 618 pb, compatível com o fragmento detectado no 

DNA genômico de P. aeruginosa INCQS 00311 (Figura 6). 

 
Figura 6 - Gel representativo da PCR do gene 16S rRNA de Pseudomonas spp. 

(618pb). 

 
Linha (P) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (1) P. aeruginosa INCQS 00311 (ATCC 10145); 
Linhas (2,3,4) representam 20 amostras positivas; Linha (5) Klebsiela pneumoniae subsp. 
pneumoniae INCQS 00147 (ATCC 13883); (6) H2O Gibco®. 

Fonte: (Do autor, 2018). 

 

Dos 20 isolados de Pseudomonas spp., 9 apresentaram fragmento de 

aproximadamente 965 pb, compatível com o fragmento detectado no DNA de 

espécies de P.aeruginosa 0031 INCQS (Figura 7) 
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Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR dos isolados 

para detecção de P. aeruginosa (956pb). 

 
Linha (P) Peso molecular (100 pb Invitrogen); Linha (1) P. aeruginosa INCQS 00311 (ATCC 10145); 
Linhas (2,3,4) representam 9 amostras positivas; Linha (5) Klebsiela pneumoniae subsp. pneumoniae 
INCQS 00147 (ATCC 13883); Linha (6) H2O Gibco®. 
Fonte: (Do autor, 2018). 

 
 

5.4.3 Sequenciamento 

 
 

O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA dos outros 21 isolados (OF GLI 

fermentador e OF GLI inerte) analisados no banco de dados apresentaram 

percentuais de identidade entre 94% a 99% para espécie de Ochrobactrum, 99% 

para Klebisiella pneumoniae, 94% para o gênero de Klebisiella, 98% para 

Achomobacter, 99% para espécies do gênero Pandoreae, 97% para espécie do 

gênero Lysinibabacillus, 97% para espécie de Bacillus, 96% para espécies do 

gênero Pantoea e 99% para espécies do gênero Serratia (Figura 8). 
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Figura 8 - Identificação dos isolados através do sequenciamento 
 

 

 
 

 

Fonte: (Do autor, 2018). 

 

 
5.4.4 Identificação final dos isolados 

 
 

A identificação dos 41 isolados resultou em nove gêneros bacterianos, sendo 

Pseudomonas spp. e Ochrobactrum spp. os mais prevalentes (gráfico 3). 

 
 

Gráfico 3 - Total de Isolados identificados a partir das amostras de água da bacia 
hidrográfica do rio Guandu 
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Fonte: (Do autor, 2018). 
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5.4.5 Identificação bioquímica de Ochrobactrum 

 
 

Os 6 isolados identificados pelo sequenciamento parcial do gene 16S rRNA 

como Ochrobactrum spp. foram confirmados pelas provas bioquímicas 

convencionais, lactose oxidativo, citrato positivo, urease positivo, indol negativo e 

sem produção de gás. 

 
5.5 Resistência dos isolados aos antimicrobianos 

 
 

Os 11 isolados de Pseudomonas spp. foram resistentes ao aztreonam, 

destes, seis apresentaram também resistência a meropenem e um ao meropenem e 

ciprofloxacina (Gráfico 4). 

 
Gráfico 4 - Gráfico da suscetibilidade aos antibióticos dos isolados de Pseudomonas 

spp. 
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Fonte: (Do autor, 2018). 
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Dos nove isolados de P. aeruginosa, seis foram resistentes exclusivamente  

ao meropenem, um resistente ao meropenem e ao aztreonam, e dois foram 

sensíveis a todos antibióticos testados (Gráfico 5). 
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Gráfico 5 - Gráfico da suscetibilidade aos antibióticos dos isolados de P. aeruginosa 
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Fonte: (Do autor, 2018). 

 

 
Cem por cento (6/6) dos isolados de Ochrobactrum spp. foram resistentes a 

gentamicina, ceftazidima, aztreonam, cefepima e piperacilina-tazobactam. A 

resistência à levofloxacina foi observada em apenas 14,28% (1/6) dos isolados e ao 

meropenem em 28,57% (2/6) dos isolados. Todos os isolados foram sensíveis a 

ciprofloxacina (Gráfico 6). 

 
Gráfico 6 - Gráfico da suscetibilidade aos antibióticos dos isolados de Ochrobactrum 

spp. 
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Fonte: (Do autor, 2018). 
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5.6 Concentração inibitória mínima do cloro dos isolados bacterianos 

 
 

Foram selecionados 23 isolados para a determinação da CIM ao cloro, sendo 

Pseudomonas spp. (n=10), P. aeruginosa (n=7) e Ochrobactrum (n=6). Foi 

observado crescimento na concentração máxima de 2,5 mg/L de cloro ativo em 

82,6% (19/23) dos isolados. Treze por cento (3/23) dos isolados de Ochrobactrum 

sp. não apresentaram crescimento em nenhuma das concentrações sugerindo uma 

CIM inferior a 0,5 mg/L. Um único isolado de pseudomonas sp. teve CIM de 1,0 

mg/L. Os três isolados que tiveram CIM inferior a 0,5 mg/L e o que tem o CIM de 1,0 

mg/L foram estriados em AN e apresentaram crescimento bacteriano após 

incubação (Gráfico 7). 

 
Gráfico 7 - Porcentagem de todas as amostras submetidas ao teste da CIM 
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6 DISCUSSÃO 

 
 

A água é um elemento essencial para a sobrevivência básica, pois constitui 

até 60% do corpo humano adulto. No entanto, a água contaminada contendo 

patógenos, como bactérias, vírus e ou parasitas pode promover a disseminação 

desses patógenos, comprometendo a saúde humana. As doenças mais comuns são 

as patologias diarreicas, como cólera, febre tifóide, paratifóide, salmonelose, 

giardíase e criptosporidiose. Além de outros contaminantes que oferecem riscos 

para a saúde humana, como elementos químicos e radioativos na água. Por essas 

razões, a qualidade da água potável é uma preocupação universal, principalmente 

para os países em desenvolvimento (GASANA, 2014). 

O monitoramento da qualidade microbiológica da água através da 

quantificação de coliformes é atualmente a metodologia oficial adotada, porém 

apresenta algumas limitações, a não determinação da fonte de contaminação 

(APHA, AWWA & WEF, 2012). Desta forma, essa quantificação pode ser sub ou 

superestimada por inibição do crescimento ou adaptação das bactérias ao ambiente, 

respectivamente (SCOTT et al., 2002; SAVICHTCHEVA & OKABE, 2006. Desta 

forma, metodologias independentes de cultivo, voltadas para a detecção e 

quantificação de contaminação fecal, vem sendo uma alternativa no controle da 

qualidade microbiológica da água (BIANCO, 2015a). 

A correlação entre marcadores de contaminação fecal hospedeiro-especificos 

e indicadores fecais tradicionais ainda não é bem documentada. Embora, um estudo 

na França revelou uma correlação significativa entre as concentrações de E. coli e 

de marcadores de poluição fecal humana, nenhuma correlação foi observada para 

fezes de outros animais (GOURMELON et al., 2007). Em outro estudo, a qualidade 

da água foi avaliada nas praias de Doheny e Avalon na Califórnia, pela avaliação de 

concentrações de bactérias indicadoras fecais (BIF) e por rastreamento de fontes 

microbianas (RFM), tendo como alvos M. smithii e Bacteroides sp, biomarcadores de 

contaminação fecal humana dos domínios Archaea e Bacteria, respectivamente. 

Foram verificadas correlações entre BIFs e os marcadores humanos com maior 

frequência na praia de Doheny do que em Avalon, demonstrando a importância da 

utilização de ambas metodologias no controle microbiológico das águas (MCQUAIG 

et al., 2012) 
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No presente estudo, a quantificação de E. coli na bacia hidrográfica do rio 

Guandu revelou níveis dentro do preconizado pela legislação na maioria dos pontos 

de coleta, com exceção dos rios Queimados, Macacos e Lagoa do Guandu (Tabela 

6). O monitoramento da qualidade dos afluentes do rio Guandu entre 2003 e 2008 

também demonstrou altas concentrações de E. coli nos rios Queimados e Macacos, 

demonstrando a constante contaminação fecal nos rios que correm para a Estação 

de Tratamento de Água do Guandu (ETA) (SILVA et al., 2009). Assim como no 

estudo de MCQUAIG e colaboradores (2012), nosso estudo também revelou altas 

concentrações de biomarcadores hospedeiro-específicos em amostras que atendiam 

aos padrões regulatórios do BIF, demonstrando que sua utilização isoladamente 

apresenta limitações, o que reafirma a necessidade da combinação de metodologias 

mais sensíveis e seguras. 

A avaliação de parâmetros físico-químicos de um determinado ambiente 

permite traçar um perfil de condições e potencial ecológico do mesmo, visando não 

somente a valorização biológica local, mas também evidenciando aspectos 

ambientais que permitam conduzir investigações e a prevenção de possíveis riscos  

à saúde humana (PEREIRA & GOMES, 2002). 

No presente estudo, alguns parâmetros físico-químicos como, por exemplo, a 

temperatura, não apresentou variações significativas em relação às concentrações 

de E. coli e a presença dos biomarcadores de poluição fecal nos pontos de coleta. 

Por outro lado, embora as concentrações de coliformes totais e E. coli tenham 

apresentado níveis baixos na maiorias dos pontos analisados, todos os marcadores 

de contaminação fecal hospedeiro-específicos foram revelados pela qPCR.  Um 

outro parâmetro relevante foi a concentração de oxigênio dissolvido (OD) que 

apresentou baixos valores nos rios Pirai, Macacos, sendo a menor concentração no 

rio Queimados. Esses dados eram esperados, uma vez que este rio recebe esgoto 

sanitário de todas as áreas urbanas de Queimados, sem qualquer tratamento, 

comprometendo assim, a qualidade de suas águas, desde a nascente  (Serber 

2005). 

Nossos resultados também demonstraram a presença de pelo menos um 

biomarcador de contaminação fecal hospedeiro-especifica em todos os pontos de 

coleta analisados. Segundo REIMANN e colaboradores (2013), o esgoto doméstico 

é a principal fonte de contaminação fecal dos afluentes da bacia hidrográfica do rio 

Guandu. Altas taxas de contaminação nessas águas comprometem o sistema de 
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tratamento, que se torna bastante oneroso e até mesmo improvável, acarretando 

danos à ETA Guandu. Em meados da década de 70, a Companhia Estadual de 

Águas e Esgotos (CEDAE) foi obrigada a desativar duas estações de tratamento de 

água. Uma delas em Santa Cruz, na Zona Oeste, a estação de Santos Malheiros 

que captava água do Rio Guandu-Mirim. Devido à grande quantidade de poluentes, 

não foi possível realizar o tratamento das águas. Já na ETA Guandu, o descarte de 

esgoto bruto diretamente nos afluentes do rio Guandu é compensado pela 

transposição do rio Paraíba do Sul, que promove um aporte extra de água e dilui 

essa poluição e favorece o tratamento dessas águas (SANTOS, 2014). 

Com isso, a CEDAE gasta em média 318 toneladas de produtos químicos 

(cerca 250 toneladas de sulfato de alumínio, 18 toneladas de cloro, 30 a 40 

toneladas de cal, 10 toneladas de flúor), além de 100 quilos de polímeros por dia, 

apenas para tratar a água captada pelo ETA Guandu, nas bacias hidrográficas dos 

rios Guandu e Paraíba do Sul. Esta quantidade poderia ser reduzida em cerca de 20 

a 25%, não fosse o excesso de poluição encontrada naqueles corpos hídricos – que 

representam a única fonte de abastecimento da Região Metropolitana do Rio de 

Janeiro (ASSOCIAÇÃO DOS EMPREGADOS DE NÍVEL UNIVERSITÁRIO DA 

CEDAE, 2018). Os lodos gerados na ETA Guandu classificados como resíduos 

sólidos deveriam ser tratados e dispostos corretamente segundo a norma brasileira 

ABNT 10.004:2004. No entanto, a maior parte desses lodos tem sido lançada nos 

cursos de água próximos sem nenhum tipo de tratamento. Desta maneira, esse lodo 

se torna um material com potencial poluidor sendo cada vez mais prejudicial ao meio 

ambiente e à saúde pública. O mesmo efeito pode ocorrer com seu descarte em 

aterros porque com o acúmulo deste resíduo, as chuvas podem transportá-lo para  

os rios (COSIN et al., 2004). 

A poluição fecal é de fato um grave problema ambiental que afeta muitas 

regiões costeiras no mundo. Patógenos associados à poluição fecal, além de gerar 

danos à saúde humana, podem acarretar perdas econômicas em agricultura e 

indústrias que dependem de recursos hídricos (PANDEY et al., 2014). Apesar dos 

esforços para minimizar a contaminação de recursos hídricos por material fecal, o 

problema persiste, em parte devido a uma incapacidade de se identificar, com 

segurança, fontes não pontuais de contaminação. Essas fontes podem incluir 

estações de tratamento de esgoto ineficientes, vazamento de sistemas sépticos ou 

escoamento agrícola (STRITTHOLT et al., 1998). Conhecer a origem da 
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contaminação fecal é crucial para uma gestão eficaz desses recursos e, em última 

análise, solucionar o problema (BENHARD & FIELD, 2000). 

Dejetos equinos e humanos podem conter esporos de Clostridium tetani, 

oriundos do trato intestinal. Estes esporos quando são introduzidos em ferimentos 

externos através de lesões podem germinar e causar tétano, uma infecção aguda e 

grave que acomete seres humanos (FUNDAÇÃO OSVALDO CRUZ, 2013). Vale 

ressaltar, que dejetos bovinos, podem conter E. coli verotoxigênica, principalmente 

representantes do sorotipo O157:H7 produtoras de toxina Shiga-like (STEC) e outros 

tipos não-verotoxigênicos, comumente relacionadas a doenças entéricas. Estas 

bactérias podem estar associadas a diversos outros hospedeiros, mas o gado  

bovino é seu principal reservatório (STELLA, 2009). De fato, a contaminação fecal 

humana nos corpos hídricos pode conter, além de bactérias, fungos e vírus, cistos 

de Giardia intestinalis, que podem desenvolver um quadro de diarréia crônica, 

esteatorréia, cólicas abdominais, sensação de distensão, perda de peso e 

desidratação (FERREIRA et al., 2008). 

Evidências crescentes sugerem que a água potável é um reservatório para 

bactérias resistentes aos antibióticos (BRA) e genes de resistência aos antibióticos 

(GRA) (ARMSTRONG et al., 1981; SCHWARTZ et al., 2003). Dessa forma, a 

possível ocorrência de problemas de saúde pública vem gerando preocupações 

(RAM et al., 2008). Estudos indicam que a cloração, uma desinfecção comumente 

usada em água potável ou no tratamento de águas residuais pode contribuir para o 

aumento de BRA e de GRA (XI et al., 2009). A resistência cruzada ou co-resistência 

de desinfetantes e genes de resistência pode ser o mecanismo fundamental, 

responsável pela promoção da resistência a antibióticos (DUKAN E TOUATI, 1996; 

GREENBERG et al., 1990; NAKAJIMA et al., 1995). 

Um estudo realizado com diferentes linhagens de P. aeruginosa demonstrou a 

ocorrência de linhagens resistentes ao cloro em águas de diferentes fontes. Os 

autores observaram que as amostras de água da torneira da unidade de terapia 

intensiva de adulto precisaram de maior concentração de cloro (2,0 ppm) e maior 

tempo de contato (entre 10 e 20 min) para a ação bactericida (Medeiros et al., 2007). 

A sensibilidade ao cloro de bactérias isoladas de sistemas de distribuição de água 

potável clorados e não-clorados foram comparadas por dois métodos 

independentes. Um método mediu o efeito tóxico do cloro livre nas bactérias, 

enquanto o outro mediu o efeito do cloro combinado. Isolados do sistema clorado 



72 
 

foram mais resistentes às formas combinadas e livres de cloro do que as do sistema 

não clorado, sugerindo que pode haver seleção de micro-organismos mais  

tolerantes ao cloro em águas cloradas (RIDGWAY & OLSON 1982). 

Segundo SHRIVASTAVA et al. (2004) bactérias que sobrevivem à cloração 

podem apresentar multirresistência, indicando a capacidade do cloro de selecionar 

linhagens resistentes aos antibióticos. Curiosamente, no presente estudo, isolados 

de P. aeruginosa e de Pseudomonas spp tolerantes ao cloro não apresentaram 

perfis de multirresistência. No entanto, nossos isolados de Ochrobactrum spp. 

tolerantes ao cloro, demonstraram resistência aos betalactâmicos de espectro 

extendido analisados, assim como demonstrado em estudos anteriores, que 

atribuíram essa resistência intrínseca a sua capacidade de produzir β-lactamases 

AmpC (HIGGINS et al., 2001; THOMA et al., 2009; ALONSO et al., 2017,). Ainda, 

33% dos Ochrobactrum e 77% de P. aeruginosa foram resistentes ao meropenem, a 

resistência aos antibióticos carbapenêmicos pode surgir em alguns organismos por 

meio de mutações que diminuem o influxo (perda de porina da membrana externa) 

ou elevam o efluxo (ativação da bomba de efluxo) (SHI, 2013; WEBB et al., 2016). 

No presente estudo, os isolados de P. aeruginosa, Pseudomonas spp e 

Ochrobactrum spp sobreviveram a altas concentrações de hipoclorito de sódio, o 

que pode ser atribuído ao lançamento continuo de esgoto sanitário “in natura” nos 

afluentes destinados ao tratamento na ETA Guandu. Este dado é preocupante, pois 

sinaliza a possibilidade da presença de linhagens tolerantes ao cloro e 

possivelmente aos antibióticos em águas tratadas e destinadas ao abastecimento 

público. 
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7 CONCLUSÕES 

 
 

 A contaminação fecal humana, equina e bovina, detectada por marcadores 

dos domínios Archaea e Bacteria mesmo em amostras satisfatórias pelo BIF, 

demonstram a limitação da abordagem convencional na avaliação da 

qualidade microbiológica das águas. 

 
 Bactérias tolerantes ao cloro e resistentes aos antibióticos, mesmo após o 

tratamento, podem permanecer na água potável e com isso aumentar a 

concentração de micro-organismos e genes de resistência o que poderá 

provocar riscos à saúde humana. 

 
 Por fim, concluímos que investigações das fontes de poluição fecal em águas 

destinadas ao abastecimento público, podem contribuir para a implementação 

de estratégias mais eficientes no monitoramento e tratamento destas águas. 
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8 CONSIDERAÇÔES FINAIS 

 
 

 A presença de altas concentrações de matéria orgânica nos afluentes da 

bacia do rio Guandu, principalmente nos rios Queimados e Macacos, pode 

comprometer a eficiência do tratamento das águas destinadas ao 

abastecimento público. 

 
 Questões relacionadas ao tratamento e a qualidade de águas destinadas ao 

abastecimento público, ainda necessitam de muito investimento no 

desenvolvimento tecnológico e científico, uma vez que quase 2,4 bilhões de 

pessoas no mundo não têm acesso a água potável ou instalações de 

gerenciamento de resíduos. 
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