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Resumo

Informacdes especificas sobre as condi¢des das aguas de pogos fazem parte das politicas
publicas nacionais e internacionais de saneamento bésico, que visa garantir a qualidade
da saude de seus consumidores e monitorar as condi¢cdes do ambiente. Em virtude do
sabor residual do cloro nas aguas tratadas da rede distribuicéo, alguns moradores optam
pelo consumo da &gua de pogos particulares como acontece com as cidades de Caarap0 e
Itapord. O presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade das dguas dos pocos e
o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das bactérias isoladas nas amostras de
agua. Os resultados fisico-quimicos apresentaram valores de pH &cido, turbidez abaixo
de 50 NTU, cloro residual livre e flior presente somente em 10,5% e 25,5%,
respectivamente nas amostras. Das 66 amostras analisadas 33,33% foram positivas para
a Escherichia coli, os pocos cavados apresentaram contaminacdo em 66,66% das
amostras para E. coli e 0s pogos tubulares apresentaram apenas 10,25% de contaminacgéo
para a E.coli e foi possivel o isolamento de bactérias resistentes e multirresistentes a
Ampicilina, Ceftazidime, Ceftriaxone, Ciprofloxacina, Colistina, Eritromicina,
Gentamicina, Imipenem, Oxacilina, Penicilina, Piperacilina, Sulbactam e Tazobactam.
As condicbes das aguas dos pogos analisados podem colocar em risco a salde dos
consumidores, uma vez que a contaminacdo por E. coli estd em desacordo com os padrdes
de potabilidade de leis vigentes, ainda que, a presenca de bactérias resistentes no meio
ambiente pode contribuir para uma crise global de resisténcia.

Palavras-chaves: Contaminag&o, Agua Subterranea, Pogos, Bactérias Resistentes.



Abstract

Specific information about the well water conditions are part of national and
international public policies of sanitation, which aims to ensure the quality of the health
of their end user and monitor environmental conditions. Because of the residual chlorine
taste in the water treated in the distribution network, some residents opt for the
consumption of water of private wells as with the towns of Caarap6 and Itapora. This
present study objective to evaluate the quality of water from wells and the profile of
antimicrobial susceptibility of the isolated bacteria in the water samples. The
physicochemical results showed acidic pH values below 5.0 NTU turbidity, free residual
chlorine and present only in 10.5% and 25.5% fluorine, respectively in the samples. Of
the 66 samples analyzed 33.33% were positive for Escherichia coli, the dug wells
contaminated in 66.66% of the samples for E. coli and wells showed only 10.25% of
contamination for E. coli and was possible isolation of resistant and multidrug-resistant
bacteria to Ampicillin, Ceftazidime, Ceftriaxone, Ciprofloxacin, Colistin, Erythromycin,
Gentamicin, Imipenem, Oxacillin, Penicillin, Piperacillin, Sulbactam and Tazobactam.
The conditions of the waters of analyzed wells can endanger the health of consumers,
since the E. coli contamination is at odds with the potability standards of applicable laws,
though, the presence of resistant bacteria in the environment can contribute to a global
crisis resistance.

Keyworks: Contamination, Groundwater, Wells, Resistant bacteria.
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1. INTRODUCAO

A agua compde 3/4 da superficie do planeta, sendo que 97% referem-se a 4gua
dos mares, 2,2% das geleiras e 0,8% a agua doce. Desta porcentagem de dgua doce, 97%
se encontram na forma de aguas subterraneas e 3% como aguas superficiais. Esses dados
ressaltam a grande importancia de preservar os recursos hidricos disponiveis, pois apenas
uma pequena parcela de 0,8% pode ser disponibilizada ao abastecimento publico
(SEMADS, 2001; SPERLING, 1996).

No Brasil a distribuicdo de agua disponivel para a utilizagdo humana é desigual.
Apesar de possuir 15% de toda agua doce do planeta, o equivalente a 17 trilndes de m®
de agua de acordo com Zampieron & Vieira, (2013) e Pontes & Schramm, (2004), uma
consideravel parte dos brasileiros ainda ndo tem acesso a dgua de boa qualidade.

A utilizacdo das aguas subterraneas tem evoluido ao longo dos tempos, devido ao
avanco das técnicas de construcao de pocos e dos métodos de bombeamento, aumentando
a extracdo de agua em volumes e em profundidades cada vez maiores, suprindo as
necessidades de agua em cidades, industrias e projetos de irrigacdo (ABAS, 2014).

O desenvolvimento de tecnologias como bombas elétricas de sucgdo de agua,
aumenta a capacidade de extrair agua dos aquiferos, com maior rapidez que a reposicao
pela chuva (CETESB, 2014a). A extracdo da dgua dos grandes reservatorios, agregado a
aspectos construtivos e péssima utilizacdo dos pocos, podem alterar a qualidade das aguas
subterraneas (MOTTA & FRINHANI, 2012).

Processos humanos e/ou naturais, como a deposicdo de residuos no solo
provenientes dos depdsitos de lixo ao céu aberto, cemitérios, fossas, construcao
inadequada de po¢os ou 0 abandono do mesmo, podem levar a contaminacao dos recursos
hidricos subterrdneos utilizados para consumo, que quando ingeridas pode causar
infeccdes bacterianas, surtos ou sérios danos a saude, alem de custos sociais e econdémicos
(BREITENMOSER et al., 2011; EMMANUEL et al., 2009; MMA, 2007; PELCZAR et
al, 2005).

Agua potavel é aquela destinada ao consumo humano cujos pardmetros
microbiologicos, fisicos, quimicos e radioativos atendam os padrbes estabelecido de
potabilidade e ndo ofereca risco a saude humana ou desequilibrio ecoldgico aquético
(CONAMA, 2008; BRASIL, 2004).
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ContaminacGes microbioldgicas da agua é considerado pela Organizacdo Mundial
da Saude, a principal preocupagéo quando relacionada as doencas vinculadas pela dgua e
ao saneamento, sendo 0 acesso seguro de &gua potavel um direito humano e essencial
para qualidade da saude (BAIN et al., 2014; WHO, 2011).

A presenca de micro-organismos como coliformes totais e Escherichia coli,
indicam & presencga de patdgenos nocivos a salde humana, sendo que a presenga ou
auséncia da E. coli é utilizada como critério de potabilidade (BOUBETRA et al., 2011,
WHO, 2006).

Aguas destinadas ao consumo humano proveniente de qualquer fonte de
abastecimento estdo sujeitas a vigilancia de qualidade com andlise microbioldgica,
corroborando com a investigagdo epidemioldgica e a identificacdo sempre que possivel,
do género ou espécie do micro-organismo encontrado (BRASIL, 2011). A respeito disto,
bactérias com perfil resistente a antimicrobianos ja foram encontradas em &gua
(WAHOME et al., 2014; MACHADO & BORDALDO, 2014; RAMIREZ CASTILLO et
al.,, 2013; DIAS, et al.,, 2012; MUKHOPADHYAY et al., 2012) favorecendo a
transmisséo de genes de resisténcia para a populacdo. Analises e informacdes especificas
sobre as fontes de agua locais sdo importantes para melhoria da condi¢do ambiental e da
comunidade (ARNOLD et al., 2013).

A resisténcia dos consumidores ao tratamento com o cloro, devido ao sabor
residual, gera uma preferéncia de consumo de agua in natura do pogo, como ocorre nas
cidades de Caarap0 e Itapord. No Brasil, 0 monitoramento das aguas de pocos particulares
¢ de responsabilidade do proprietario. A agua do poco pode estar contaminada
proveniente de atividades antrépicas ou por estrutura inadequada. Devido ao uso
excessivo de antimicrobianos, bactérias resistentes podem ser encontradas nas aguas
subterraneas, causa consideravel de disseminacdo de resisténcia no ambiente. Epidemias
provenientes destas bactérias em aguas sdo particularmente um problema para saude
publica, e a presenca de bactérias resistentes no meio ambiente pode contribuir para uma
crise global de resisténcia, dificultando o tratamento de infec¢Bes futuramente. Estudo
como este convém para o conhecimento das condi¢des microbioldgicas atuais das dguas

subterraneas locais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Agua subterranea

Agua subterranea é a agua que se escoa ao subsolo se alojando nos poros, fissuras
ou falhas das rochas, através da forca da adesdo e da gravidade, exercendo a fungéo
essencial na manutencdo dos rios, lagos e na umidade do solo. A area mais proxima ao
solo € nomeada de zona ndo saturada e a regido mais profunda de zona saturada, onde a
agua ndo consegue ultrapassar as rochas formando um tipo de manancial subterraneo
(ABAS, 2014).

Aquifero é um reservatorio subterraneo capaz de armazenar e distribuir agua,
podendo ser classificado como aquifero livre quando permeéavel e parcialmente saturado
por agua. Nesta condicdo a agua se mantém na mesma pressao da atmosfera e ndo sobe,
sendo designada por nivel freatico. Ja o aquifero confinado é permeavel e completamente
saturado por agua e a pressdo da mesma € superior a pressdo atmosférica, pressao esta
que causa emersdo da adgua até a superficie do terreno, designando o furo artesiano como
jorrante (MIDOES et al., 2001).

De acordo com ABAS (2014) aquiferos sdo classificados quanto a sua
constituicdo geologica (Figura 1):

o O aquifero poroso ou sedimentar é formado por rochas sedimentares
consolidadas e inconsolidadas ou solos arenosos, com circulacdo de agua homogénea nos
poros entre 0s graos de areia, constituem os mais importantes devido ao grande volume
de agua que armazena e ocorréncias em grandes areas;

. Aquifero fraturado ou fissural € formado por rochas igneas, metamarficas
ou cristalinas, duras e macicas, com circulacdo de agua nas fraturas e fendas, aberto
devido ao movimento tectonico, fornecendo poucos metros cubicos de agua por hora,
onde a agua s6 flui nos locais em que houver fraturas;

o Aquifero cartico (Karst) constituido de rochas calcareas ou carbonaticas, a

agua circula nas fraturas e outras descontinuidades e possui grandes dimensoes.
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Figura 1. lHustracado dos trés tipos de aquiferos quanto a sua porosidade.

POROSO FISSURAL CARSTICO

/

I |

| g

Fonte: Borghetti et al., (2004).

Quanto a pressao da agua os aquiferos podem ser classificados em aquifero livre,
aquifero confinado e aquifero semi-confinado (Figura 2).

. Aquifero livre ou fredtico, com formacdo geoldgica permeavel e
superficial, emergente e limitado na base por uma camada impermeavel, sua superficie
superior da zona saturada estd em equilibrio com a pressdo atmosférica, com recarga
direta, o nivel da agua varia conforme as quantidades de chuva, sdo normalmente mais
exploradas pela populacdo com maiores problemas de contaminacdo (ABAS, 2014;
BORGHETTI et al., 2004).

o Aquifero confinado ou artesiano tem formacdo geoldgica permeavel,
confinada entre duas camadas impermeaveis ou semipermeaveis, a pressao da agua no
topo da zona saturada é maior do que a pressdo atmosférica naquele ponto possui
reabastecimento através das chuvas, comum nos locais onde aflora a superficie, o nivel
da &gua encontra-se sob pressdo, podendo causar artesianismo Nnos pogos, possuem
recarga indireta e ocorrem nas rochas sedimentares profundas (ABAS, 2014,
BORGHETTI et al., 2004).

o O aquifero semi-confinado esté restrito por camadas cuja permeabilidade
€ menor do que a do aquifero em si, com fluxo ao longo da camada aquifera, através das
camadas semi-confinantes, camada aquifera e as camadas subjacentes ou sobrejacentes.

Em certas circunstancias, um aquifero livre podera ser abastecido por agua provinda de
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camadas semi-confinadas subjacentes, ou vice-versa. Zonas de fraturas ou falhas
geolodgicas poderdo, também, constituir-se em pontos de fuga ou recarga da agua da
camada confinada (ABAS, 2014; BORGHETTI et al., 2004).

Figura 2. Representacéo dos aquiferos segundo sua presséo

NIVEL DE AGUA PERENE

—

CAMADA IMPERMEAVEL
> ST e

Fonte: Borghetti et al. (2004)

O estado do Mato Grosso do Sul, abrange os principais aquiferos: Serra-Geral,
Bauru-Caiua, Furnas. Mais profundamente aos aquiferos Bauru-Caiua e Serra-Geral
encontra-se confinado o Aquifero Guarani (ABAS, 2014) (Figura 3).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA) (2012), o Mato Grosso do Sul
esta entre os oito estados que abrangem a area de 1.087.000 km? do Aquifero Guarani,
com volume de 37.000 km?*do seu corpo hidrico subterraneo. O aquifero chama a atencéo
devido ao grande volume de agua, sendo considerado um dos maiores recursos de agua
doce do mundo (RABELO &WENDLAND, 2009).

Figura 3. Localizagdo dos principais aquiferos

Sarra Geral
I Bauru-Calui

Bl cuarani
- Furnas

Fonte: Borghetti et al., (2004)
Alterado por Maran N. H., (2015)
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2.2. Pogos

O poco é uma abertura feita no solo, com o intuito de captar a agua do subsolo.
Deve ser localizado na area mais alta do terreno, 0 mais distante possivel e em direcéo
contraria a escoamentos subterraneos derivados de outros pogos, fossas ou outras fontes
de contaminacdo (FEITOSA & FILHO, 2014).

Segundo o Sistema de informacdo de &guas subterraneas — SIAGAS (2015), até
maio de 2015 foram registrados 260.066 po¢os em todo o Brasil e 1.909 no Mato Grosso
do Sul, no entanto vale ressaltar que tais dados podem apresentar valores subestimados,
uma vez que algumas perfuragdes ocorrem sem o devido licenciamento e conhecimento
por parte dos 6rgaos ambientais. Os pocos podem atingir aquiferos livres e confinados ou
ndo dependendo da sua profundidade. Podemos classifica-los de acordo com o tipo de

abertura em:

2.2.1. Pogo Cavado

Sé&o conhecidos como cacimba, pogo raso, cisterna ou pogo amazonas. Escavados
manualmente que podem ou ndo serem revestidos com tijolos ou anéis de concreto e
captando agua do subsolo. Quando se deseja retirar a dgua deste tipo de poco, séo
utilizados baldes ou através de bomba de dgua motora (FEITOSA & FILHO, 2014).
Segundo ABAS (2014), ndo é necessaria licenca ou autorizacdo governamental dos

Orgdos gestores e sdo construidos manualmente.

2.2.2. Pogo Tubular

Os pocos podem ser definidos como pogo tubular profundo, perfurado por sonda
mediante perfuragdo vertical com profundidade de até 2000 metros, podendo ser jorrante
ou ndo, conforme a pressao e rocha em que se encontra (ABAS, 2014), onde sédo utilizadas
bombas motoras para a retirada a agua (FEITOSA & FILHO, 2014).
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2.3. Doencas de veiculacéo hidrica

Sistemas de &gua privada ndo sdo monitorados com frequéncia para a
determinacéo da sua qualidade microbioldgica, sendo assim nao se tem conhecimento de
agentes patogénicos presentes nesses sistemas (Richards et al., 2015). Supde-se que a
agua subterranea seja limpa e livre de contaminagdes, porém a propagacdo de efluentes
industriais, esgotos domesticos e despejo de residuos solidos, ocasiona a contaminacao
das aguas subterraneas e crie problemas de salde e doencgas transmitidas pela &gua (Roy
etal., 2014).

Os contaminantes causadores de doengas s&o mais comumente transmitidos por
fonte de &gua através de materiais fecais de animais e/ou humanos, sendo as trés
categorias de contaminantes microbianos na agua potavel: protozoarios, bactérias e virus,
visto que, protozoarios e bactérias sdo contaminantes com impacto mais significativo
(Dore, 2015). Entre as doencas relacionadas com a agua estdo inclusas: a ingestdo de agua
contendo micro-organismos e produtos quimicos; doengas como a esquistossomose (que
tem parte de seu ciclo de vida na agua); doengas como a maléaria com vetores relacionados
a agua; e outros, tais como Legionella transmitida por aerossoéis de dgua contendo certos
micro-organismos (WHOc, 2014).

A doenca mais comum associada a 4gua contaminada é a diarreia. Cerca de 600
mil criancas morrem por diarreia, fortemente associada a falta de agua, saneamento e
higiene (WHODb, 2014). A diarreia normalmente é causada pela ingestdo de patdgenos
principalmente através da via oral-fecal, como a ingestdo de agua contaminada (WHOTc,
2014).

2.4. Contaminacdo de aguas subterraneas.

A contaminagdo da agua subterranea é a transmisséo de quaisquer substancias de
forma planejada, acidental ou até mesmo natural, podendo alterar as caracteristicas
naturais da qualidade de aguas subterraneas e causar impactos negativos e risco no local
ou em seus arredores (CETESB, 2014b). As fontes de contaminagcdo e doencas
relacionadas com a agua intensificam os riscos a saude além de deteriorar o ecossistema
aquatico (WHOa, 2014; FLORKE et al., 2013).
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Desta forma, a avaliacdo da concentracdo de poluentes garante o abastecimento
de 4gua potavel de forma a reduzir ameacas para a saude humana (SABO &
CHRISTOPHER, 2014). Agua contaminada €é influenciada por residuos agricolas,
efluentes domesticos, industriais, assim como construces mal planejadas e manutencédo
inadequada de pocos que degradam a qualidade hidrica, tornando a agua inadequada para
0 consumo (WHOa, 2014; FLORKE et al., 2013).

As contaminacGes das &guas subterr@neas podem estar ligadas a processos
humanos e/ou naturais, como a deposic¢éo de residuos no solo provenientes dos depdsitos
de lixo a céu aberto, cemitérios, fossas, construcdo inadequada de pocos ou o abandono
do mesmo, podendo levar a relevante via de contaminagdo dos recursos hidricos
subterraneos utilizados para consumo, que quando ingerida pode causar infeccdes
bacterianas, surtos ou sérios danos a saude, além de custos sociais e econdmicos
(BREITENMOSER et al., 2011; EMMANUEL & PERRONDIN, 2009; MMA, 2007;
PELCZAR et al., 2005).

Devido a contaminagdo, as bactérias presentes na dgua de pogo podem adquirir
resisténcia a drogas transferindo sua resisténcia para outras bactérias patogénicas,
podendo atuar como fonte de colonizacdo assintomatica e infec¢bes adquiridas na
comunidade (MUKHOPADHYAY et al., 2012).

Outras fontes de contaminagdo sdo as bombas motoras utilizadas para extracéo de
agua, decorrente da adesdo microbiana na superficie interna da bomba, quanto também
ao seu escoamento periodico quando desligado, retornando ao poco as bactérias antes
aderidas a bomba, além disso, a corrosdo do metal pode ser, um potencializador dessa
aderéncia de células bacterianas (FERGUSON et al., 2011; SCHOLL et al., 1990).

Além da contaminacdo microbiol6gica, a &gua subterranea pode ser contaminada
quimicamente, fisicamente ou microbiologicamente (MOSTAFA et al., 2014). Dessa
forma, as analises microbioldgicas e outros testes devem ser realizados com diferentes
parametros fisico-quimicos para determinar a qualidade e pureza, tais como temperatura,
pH, turbidez entre outros (PATIL et al., 2012).

Os recursos hidricos subterraneos profundos sdo menos propicios & contaminacao
em relacdo aos corpos d’agua superficiais, contudo 0S contaminantes dispersos ao solo,
valas ou pocos, ao longo dos anos degradam as aguas subterrdneas que devido a
porosidade do solo, o agente poluidor tem a capacidade de se infiltrar e atingir o primeiro

e mais vulneravel aquifero ou aquifero livre superior, consequentemente migrando para
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0 aquifero maior formando uma pluma de contaminagdo dissolvida (ABAS, 2014;
KEMERICH et al., 2013; MIRLEAN et al., 2005).

Quanto ao estado do Mato Grosso do Sul, KEMERICH et al. (2013), indicaram
que devido a vulnerabilidade extrema do solo e formacdes geoldgicas com alta
permeabilidade préximo a superficie, na formacao do aquifero Serra Geral, localizado

neste estado, deve-se restringir atividades antropicas de carater poluidor.

2.5. Resisténcia Bacteriana

As bactérias atualmente apresentam algum tipo de resisténcia a antimicrobianos
conhecidos. Quando essas bactérias expressam resisténcia a mais de dois tipos de
antimicrobianos sdo denominadas como bactérias multirresistentes (MAR), resultado de
diversas mutacdes da cepa (AMIN et al., 2014). Para a eliminacdo destes micro-
organismos, 0s antimicrobianos sdo utilizados para o tratamento de infeccdes,
subsequentemente os dejetos sdo eliminados no ambiente aquatico através dos efluentes,
corroborando para que patdgenos bacterianos se tornem cada vez mais resistentes a uma
variedade de antibioticos (HUANG et al., 2011; SALYERS & AMABILE-CUEVAS,
1997; MCKEON et al., 1995).

Os antibidticos foram amplamente utilizados para combater as infeccGes
bacterianas durante a Segunda Guerra Mundial. Desde entdo, a sua utilizacdo tem
aumentado gradativamente e ao invés de ocasionar o desaparecimento das bactérias, esta
ocorrendo a difusdo de bactérias multirresistentes em hospitais e no meio ambiente,
podendo contribuir para uma crise global de resisténcia (WELLINGTON et al., 2013;
SALYERS & AMABILE-CUEVAS, 1997; MCKEON et al., 1995).

O influxo de poluentes, tais como agentes antimicrobianos, detergentes,
desinfetantes, metais pesados e residuos de animais, nas bacias hidrograficas podem
contribuir para o surgimento de bactérias resistentes aos antibioticos bem como sua
disseminacdo na &gua (RAMIREZ CASTILLO et al., 2013).

Micro-organismos potencialmente patogénicos na dgua de consumo, quando em
contato com consumidores com baixa imunidade, pode apresentar um risco a saude
(ZINEBA et al., 2015; WINGENDER & FLEMMING, 2011; MORITZ et al., 2010). A

contaminagdo da &gua por micro-organismos, particularmente multirresistentes, é uma
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fonte consideravel de disseminacéo de resisténcia bacteriana (WELLINGTON et al.,
2013).

2.6. Legislacdes de monitoramento de agua de consumo.

A extracdo de &gua, falta de manejo e uso dos recursos naturais faz com que a
escassez de dgua se torne cada vez mais perceptivel desde a ultima metade do século XXI
(CETESB, 2014b).

O codigo das aguas (Lei n® 24.643/34), foi o primeiro documento legal brasileiro
a abordar o dominio das 4guas. Em 1997, foi decretada a Politica Nacional dos Recursos
Hidricos — PNRH, e em 2000, foi criada a Agéncia Nacional de Aguas — ANA com funcéo
de executar a PNRH (AVANZI et al., 2009).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente estabelece diretrizes ambientais para
protecdo, prevencdo e controle da poluicdo das aguas subterraneas (CONAMA, 2008).
No Brasil, em termo juridico a dgua subterranea é considerada de posse do estado,
competindo ao sistema Unico de saude fiscalizar e inspecionar as aguas de consumo
humano, porém poucos estados possuem leis de protecdo para suas aguas subterraneas
(BRASIL, 1988; TOSCANO et al., 2008).

O Estado do Mato Grosso do Sul, disp6e da Lei Estadual n® 3.183/06, que visa a
protecdo e conservacdo, com uso racional, controle de poluicdo e manutencdo do
equilibrio bioldgico e fisico-quimico, estabelecendo que pogos tubulares com
profundidade superior a 50 metros a partir de 4” € obrigatorio obtengdo da licenca da
Secretaria de Estado de Meio Ambiente e Recursos Hidricos (SEMA), e para pogos com
profundidade inferior a 50 metros e didmetro de 6 polegadas € obrigatorio o cadastro na
SEMA, pelo Sistema de Informagbes de Aguas Subterraneas (SIAGAS), e também
decreta que pogos abandonados ou que emitem riscos aos aquiferos serdo tamponados
conforme normas técnicas.

Anteriormente a Portaria MS n° 518/04 (BRASIL, 2004), padronizava a eficiéncia
do processo de tratamento ou desinfeccdo da 4gua na auséncia de coliformes totais. Com
0 estabelecimento da Portaria MS n° 2914/11 (BRASIL, 2011), o critério de auséncia de
Escherichia coli (E. coli) foi incorporado aos padrbes de tratamento de agua no sistema
de distribuicéo, na qual sua presenca significa falha no tratamento ou recontaminagéo no
sistema de distribuicdo (BASTOS et al., 2004; PINTO et al., 2012). Em conjunto com as
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analises microbioldgicas no tratamento de agua, parametros fisico-quimicos, como cloro
e turbidez devem acompanhar os testes realizados (BRASIL, 2011).

Segundo Bastos et al. (2004), a legislacdo brasileira segue bases internacionais
para estabelecer os padrdes de potabilidade, utilizando o termo de auséncia de coliformes
totais e Escherichia coli como parametros microbioldgicos (WHO, 2006; WHO, 2011).
Desta forma, para todas as aguas utilizadas para o consumo humano, incluindo fontes
individuais como pocgos, minas, nascentes, tanto a Portaria MS n° 518/04, quanto a
Portaria MS n° 2914/11, regulamenta como padrdo para potabilidade a auséncia de E.
coli, conforme demonstrado na Tabela 1 (BRASIL, 2004; BRASIL, 2011).

Tabelal- Pardmetros adotados pelo Brasil e pela Organizacdo Mundial da Saude para a avaliagédo
de qualidade de 4gua para consumo humano

Parametros Valores de referéncia *
Escherichia coli Auséncia em 100 mL
Contagem de heterotréficos > 500 UFC/mL

* BRASIL, 2011; WHO 2011; BRASIL, 2004; WHO 2006

2.7. Caracterizacéo dos locais de estudo

2.7.1. Caarap0

A cidade de Caarap6 (Figura 4), esta localizada na latitude de 22°38°02” Sul e
longitude de 54°49'19” Oeste, a 471 m de altitude pertencendo a microrregido de
Dourados, e possui uma area de 2.089,600 km? e populacéo estimada para o ano de 2014,
de 28.001 habitantes (IBGE, 2011; IBGE, 2014).

Este municipio se encontra na bacia hidrografica do Parand, sob o rio Amambai e
inser¢do parcial no rio Ivinhema, sob o aquifero Serra Geral e o aquifero Guarani
(IMASUL, 2010). Caarapé predomina o Latossolos com elevado teor de aluminio, de
textura argilosa e média, apresenta rochas do periodo Jurassico, Grupo Sdo Bento
(Formacéo Serra Geral - dominio de basalto, constituidos por rochas de cores verde e
cinza-escuro. A presenca de arenitos intertrapeados, sugerindo origem edlica, as vezes

subaquosas, sdo evidenciados com certa frequéncia ao longo da faixa de dominio do
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basalto), e periodo Cretaceo, Grupo Bauru (Formacgdo Caiua - representada por uma
caracteristica uniformidade litologica, com espessura ndo superior a 150m, visualizam-se
arenitos bastante porosos e facilmente desagregaveis) (SEMAC, 2011).

De acordo com o Censo demogréafico de 2010, 5.608 domicilios particulares
possuem abastecimento de agua por rede geral e 1.124 domicilios por po¢o ou nascente
na propriedade. Em 2008, em uma pesquisa realizada pelo Programa Nacional de
Saneamento Basico, foi verificado que o volume total de agua tratada e distribuida por
dia foi de 3.190 m® e abasteceu 7.219 domicilios. No entanto, somente 859 domicilios
possuiam rede de esgoto, 786 fossas sépticas e 4.807 domicilios possuiam fossas
rudimentares (IBGE, 2010; IBGE, 2008).

Figura 4. Localizag8o das cidades de Caarap6 e Itapora, MS, Brasil.

Fonte:http://pt.wikipedia.org/wiki/Caarap%C3%B3#/media/File:MatoGrossodoSul_Municip_Ca
arapo.svg. Fonte: Adaptado por MARAN N. H., (2015).

2.7.2. Itapora

A cidade de Itapora (Figura 4) esta situado no sul da regido Centro-Oeste do
Brasil, no Sudoeste de Mato Grosso do Sul (Microrregido de Dourados), latitude
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22°04'44" sul e longitude 54°47'22" oeste. Possui uma area de 1.321,811 km? e tem uma
populagéo estimada de 22.568 habitantes (IBGE, 2011; IBGE, 2014).

O municipio se encontra na bacia hidrogréfica do Parand, sob o rio Ivinhema e
assim como Caarap0, sob o aquifero Serra Geral e o aquifero Guarani (IMASUL, 2010).
O solo predominante € o Latossolo com textura argilosa e carater alico, portanto, baixa
fertilidade natural e gleissolos com baixa fertilidade, apresenta rochas do periodo
Juréssico, Grupo Séo Bento (formagdo Serra Geral - dominio de basalto, constituidos por
rochas de cores verde e cinza-escuro. Presenca de arenitos intertrapeados, sugerindo
origem edlica, as vezes subaquosas, sdo evidenciados com certa frequéncia ao longo da
faixa de dominio do basalto) (SEMAC, 2011).

De acordo com o Censo demogréfico (IBGE, 2010), 4.951 domicilios particulares
possuem sistema de abastecimento de agua por rede de distribuicdo e 1.565 domicilios
utilizam o pogo ou nascente na propriedade. A Pesquisa Nacional de Saneamento Bésico
(IBGE, 2008), encontrou 5.128 domicilios com abastecimento de agua ativas, sendo o
volume de &gua total tratada de 2.486 m?3 distribuida por dia com. Dos domicilios
particulares que possuiam esgotamento sanitario, 688 dispunham de rede de esgoto, 3.971
possuiam fossas rudimentares e 720 fossas sépticas (IBGE, 2010; IBGE, 2008).

A resisténcia dos proprietarios de pocos das cidades de Caarapd e Itapora, ao
consumo de agua tratada é devido ao sabor residual do cloro gerado pelo tratamento
quimico realizado pelas empresas de autarquia, acarretando uma preferéncia de consumo
de agua in natura do poco. Visto que, ndo havendo um monitoramento dos pocos
particulares pelas autoridades publicas, ndo € possivel ter controle da qualidade da agua

de consumo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a qualidade microbiolégica das &guas subterraneas de pocos utilizadas

para 0 consumo humano, nas cidades de Caarap6 e Itapora, MS, Brasil.

3.2. Objetivos Especificos

Pesquisa de Coliformes Totais e presenca de E. coli;
Realizar contagem de heterotroéficos;
Avaliar a presenca de leveduras nos pogos;

Identificar bactérias heterotréficas e verificar seu perfil de susceptibilidade

aos antimicrobianos.
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RESUMO

A utilizacdo de pogos para a extracao de aguas subterrdneas tem aumentado nas Ultimas
décadas devido as novas tecnologias desenvolvidas para a captacdo da agua. A dgua pode
ser um veiculo de disseminacdo de doencas, sendo necessario 0 monitoramento para
assegurar a sua integridade. O objetivo foi avaliar a qualidade das aguas de pocos
utilizadas para o consumo e avaliar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das
bactérias isoladas. As amostras foram coletadas em cidades que possuem populacbes
inferiores a 30 mil habitantes que utilizam pocos de agua como fonte de consumo. As
amostras apresentaram valores de pH &cido, turbidez abaixo de 5,0 NTU, cloro residual
livre e flior somente em 10,5% e 25,5%, respectivamente. Foi constatada a presenca de
Escherichia coli em 33,33% do total de 66 pogos analisados. Pocos cavados apresentaram
66,66% de contaminacdo por E. coli e pogos tubulares apresentaram 10,25% de
contaminacdo. Foram isoladas bactérias resistentes e multirresistentes a Ampicilina,
Ceftazidime, Ceftriaxone, Ciprofloxacina, Colistina, Eritromicina, Gentamicina,
Imipenem, Oxacilina, Penicilina, Piperacilina, Sulbactam e Tazobactam. As condi¢des
das aguas dos pocos analisados acarretam risco a salde publica por apresentarem
contaminag&o por E. coli em desacordo com os padrdes de potabilidade das leis vigentes,
além de ser uma possivel fonte de transmisséo de bacteérias resistentes.

PALAVRAS CHAVES: Coliformes Totais, Escherichia coli, Pogos, Resisténcia

microbiana, Recursos Hidricos.
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1. INTRODUCAO

A 4gua é uma das maiores vias de disseminacdo de doencas, principalmente para
criancas, idosos e pacientes imunocomprometidos (Freeman et al., 2012; Risebro et al.,
2012). Segundo a Organizacdo Mundial da Satude (WHO, 2014) cerca de 748 milhdes de
pessoas ndo tem acesso a dgua adequada para o consumo e por volta de 600 mil criangas
morrem de diarreia associada a falta de agua, saneamento e higiene.

Os recursos hidricos superficiais de abastecimento ficam cada vez mais
vulneraveis aos longos periodos de estiagem e ao impacto das atividades antrépicas
(Padovani, 2013; Pal et al., 2014; Walcher & Bormann, 2015). Em consequéncia as fontes
alternativas de &gua como as aguas subterraneas, tornam se fontes de consumo para
pessoas que residem em areas urbanas ainda ndo planejadas, como também nas areas
rurais (Okotto-Okotto et al., 2015; Das et al., 2010; Jimmy et al., 2013).

O crescente consumo de aguas subterraneas e a perfuracdo de pogos sem critérios
aumentam a vulnerabilidade de contaminagdo, visto que estudos apontam que a
degradacdo e contaminacao das aguas subterraneas estdo ligadas a atividade antropica,
profundidade de pocos, tipos de pocos, distancia entre fossas e 0s po¢os (Odeleye et al.,
2015; Hynds et al., 2014; Jimmy et al., 2013; Da Silva et al., 2013; Emmanuel et al., 2009;
Azizullah 2011; Nabeela et al., 2014).

Caracteristicas fisicas, quimicas e padrdes microbioldgicos determinam a
seguranca da agua para o consumo humano (WHO, 2006). Escherichia coli é padréo de
potabilidade em analise de agua, conforme as normas nacionais e internacionais, a sua
presenca classifica a &gua como imprdpria para o consumo. Bactérias heterotroficas
atuam como um indicador indireto da seguranca e da qualidade da agua para o0 consumo
humano (Freire & Lima, 2012; Brasil, 2011; WHO, 2006).

Exploraces de fontes de aguas subterraneas deve ser monitorada constantemente,
pois o influxo permanente de poluentes, tais como agentes antimicrobianos, desinfetantes,
metais pesados, podem contribuir para o aparecimento de bactérias resistentes e diversos
estudos alertam para o isolamento de bactérias resistentes em agua de consumo (Wahome
et al., 2014; Machado & Bordalo, 2014; Ramirez Castillo et al., 2013; Dias, et al., 2012;
Mukhopadhyay et al., 2012).

Caarap6 e Itapora, MS, Brasil, possuem populacéo inferior a 30 mil habitantes
(IBGE, 2014), sdo abastecidas por sistema de tratamento de agua por empresas de

autarquia, porém residéncias optam por uso da agua do poco, devido ao sabor residual do
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sistema de tratamento. A preocupacdo com qualidade da agua e da disseminacdo de
bactérias resistentes a antibidticos motivou o presente estudo que tem como objetivo
avaliar a qualidade microbioldgica e fisico-quimica das dguas subterraneas utilizadas para
0 consumo, bem como avaliar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das

bactérias isoladas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacdo dos ambientes de estudo

As coletas das amostras de &gua foram realizadas na cidade de Caarapd (Lat: -
22.6298; Long: -54.8253;22° 37 47’ Sul, 54° 49’ 31"’ Oeste) que possui uma populacio
estimada para 2014 de 28.001 habitantes e Itapora (Lat: -22.0821; Long: -54.7889; 22° 4°
56’’Sul, 54°47°20°” Oeste), com 22.568 habitantes estimados para o ano de 2014 (IBGE,
2014: IBGE, 2010), localizadas no estado do Mato Grosso do Sul, Brasil, com distancia
de aproximadamente 70 km entre elas.

A identificacdo das residéncias que utilizam pocos para consumo de agua foi
realizada com o auxilio de agentes de saude das duas cidades. Sendo assim, a amostragem
é considerada intencional. Na cidade de Caarap6, 36 poc¢os foram pesquisados e em
Itapord 30 pocos, entre os meses de Julho a Outubro de 2014. A profundidade do poco e

a sua distancia da fossa foram verificadas.

2.2. Tipos de Pogos e Procedimento de Coleta

Nos domicilios analisados os pocos foram agrupados em dois grupos, pocos
tubulares e cavados.

Pogo cavado: Conhecido popularmente como caipira, cacimba, rudimentar ou
amazonas sao escavados manualmente, com didmetros grandes e com paredes que podem
ser revestidas por tijolos, anéis de concreto ou ndo ter nenhum tipo de revestimento
(Figura 1).

Pogo tubular: Utilizam tubos galvanizados de revestimentos que se apresentam
em forma de furo. Sua perfuragdo é realizada por maquinas ou ferramentas manuais para
aberturas de furo. A agua é retirada do subsolo através de bombas que a levam até a

superficie. (Figura 2).
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Fig. 1- PFig. 2- Poco tubular

Para coleta de amostra foram utilizados frascos de vidro estéreis de 500 mL
contendo 0,5mL de Tiossulfato de sodio a 1,8% (Alfakit®). Nos pocos tubulares, as saidas
de &gua foram previamente desinfetadas com alcool a 70% (v/v), na qual a bomba de agua
foi ligada para escoamento da agua por 5 minutos (APHA, 2005). Nos pocos cavados, a
coleta das amostras foi realizada através da submersao do frasco de vidro (Mukhopadhyay
etal., 2012).

As amostras foram acondicionadas em caixas térmicas contendo gelo e
transportadas sob refrigeracdo (4°C) ao laboratério de Microbiologia Aplicada da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). O tempo maximo entre a coleta da

agua e o inicio das analises microbioldgicas foi de até 8 horas.

2.3. Analises fisico-quimicas

Todas as analises fisico-quimicas foram realizadas in loco. A temperatura e o pH
foram mensurados através da Sonda Multiparametro (YSI Profissional Plus®). Para os
pocos cavados a sonda foi inserida no poco até atingir a &gua sem nenhum contato com
as bordas do poco; para 0s pocos tubulares, a amostra foi coletada em um béquer.

Para a analise de turbidez foi utilizado um turbidimetro portatil (Policontrol®) e
as andlises fisico-quimicas de cloro e fldor foram realizadas pela técnica colorimétrica
Alfakit® (APHA, 2005).
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2.4. Analises microbiologicas

Os coliformes totais e E. coli foram determinados pela técnica de presenca e
auséncia do substrato cromogénico e fluorogénico do Colilert® (IDEXX Laboratories,
Inc, 2012), em que 100 ml de amostra séo adicionados ao substrato no frasco de analise
e incubados a 35 + 0,5°C por 24+ 2 horas. Para critérios de interpretagdo do Colilert®, a
cor amarela indicou a presenca de coliformes totais e a fluorescéncia sob luz ultravioleta
de 360nm, indicou a presenca de E. coli.

Para contagem de heterotréficos foi utilizada a metodologia de Spread Plate. A
amostra pura e a diluicio de 10'em duplicata foram semeadas em agar PCA (Plate Count
Agar; Himedia®), incubadas por 35+ 0,5°C por 48z 2 horas (Silva et al., 2010).

Para pesquisa de leveduras, 100 mL das amostras de adgua foram filtradas em
membrana de Ester de Celulose estéril (Millipore® 0,45um) e disposta na superficie de
agar Sabouraud (Himedia®) contendo 50mg/ml de Clorafenicol e incubadas a 37+ 0,5°C,
examinadas diariamente durante 7 dias (Ishida et al., 2013).

2.5. ldentificacdo das bactérias heterotroficas e teste susceptibilidade aos

antimicrobianos

Trés unidades formadoras de coldnia (UFC) com caracteristicas morfoldgicas
diferentes em placas com meio de PCA foram selecionadas e semeadas em &gar sangue
(Newprov®), incubados a 35+0,5°C. Apoés 24+2 horas foi realizada a coloracdo de Gram
e preparado uma suspensdo bacteriana de acordo com a escala 0,5 de McFarland. Estas
foram submetidas ao sistema automatizado VITEK® 2 COMPACT (BioMérieux®).

Para a identificacdo dos micro-organismos Gram positivos foi utilizado o cartdo
AST-105 e o AST-P585 para perfil de resisténcia. J& para a identificacdo dos Gram
negativos foram utilizados os cartdes AST-GN e 0 AST-N239 para perfil antimicrobiano.
De acordo com a o CLSI (2014), o critério para identificacdo dos micro-organismos foi
aqueles que apresentaram confirmacéo limiar acima de 97%.

Seguindo as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2014), foi analisado o perfil de resisténcia de cada micro-organismo frente a 16
antimicrobianos utilizados na clinica médica.

Para isolados bacterianos Gram negativos foram utilizados os antimicrobianos:

Amicacina, Ampicilina, Ampicilina/Sulbactam, Cefepime, Cefoxitin, Ceftazidime,
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Ceftriaxone, Cefuroxima, Ciprofloxacin, Colistina, Estapenem, Gentamicina, Imipenem,
Meropenem, Piperacilina/Tazobactam e Tigecyclina. Para os Gram positivos:
Ampicilina, Benzilpenincilina, Ciprofloxacin, Clindamicina, Eritromicina, Acido
Fusidico, Gentamicina, Linezolide, Moxifloxacina, Norfloxacina, Oxacilina,
Rifampicina, Teicoplanina, Tigecyclina, Trimetoprim/Sulfametoxazol, Vancomicina. As
bactérias foram caracterizadas como multirresistentes se apresentassem resisténcia a mais

de dois tipos de antimicrobianos.

3. RESULTADOS

De acordo com os parametros fisicos-quimicos (Tabela 1), os valores de
pontencial de hidrogénio (pH) para 61 pogos foram abaixo de 6,5, ou seja de
caracteristicas acidas. Apenas dois pogos apresentaram valores de turbidez acima de 5,0
NTU (Unidades Nefelométricas de Turbidez). O cloro residual livre e fltor foi detectado
em 6 e 7 amostras respectivamente.

Tabela 1 - Paré@metros fisico-quimicos das dguas subterraneas dos poc¢os das cidades de Caarap6 e Itapord

Caarap6 Itapora
Valores de

Parémetros Pogo Cavado Pogo Tubular Pogo Cavado Pogo Tubular referéncia
fisicos/quimicos n=10 n=26 n=17 n=13 WHO*

n % n % N % n %
pH
Abaixo 6,5 7 70 25 96 16 94 12 92 6,5-8,5
6,5-8,5 3 30 1 4 1 6 1 8
Temperatura (°C)
15,1- 24°C 7 70 6 23 5 29 1 8
Acima de 24°C 3 30 20 77 12 71 12 92
Turbidez
Até 5,0 NTU 10 100 26 100 16 94 12 92 Até 5,0 NTU
Acima de 5,0 NTU 0 0 0 0 1 6 1 8
Cloro Residual Livre
0,0 mg/L 8 80 24 92 16 94 12 92 Até 5,0 mg/L
0,1-1,25mg/l 2 20 2 8 1 6 1 8
Flaor
0,0mg/L 7 70 17 65 16 94 9 69 Até 1,5 mg/L
0,1-0,65 mg/L 3 30 9 35 1 6 4 31

*WHO, 2011; WHO, 2006.

Do total de amostras, 61% apresentaram contaminacdo para coliformes totais e
33% para E. coli. Caarap0 apresentou uma menor contaminacdo por E. coli,
possivelmente devido a menor quantidade de pogos cavados nesse local, haja visto que
nesse tipo de poco foi verificado maior contaminagdo em comparagéo aos pogos tubulares
(Tabela 2).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Unidades_Nefelom%C3%A9tricas_de_Turbidez&action=edit&redlink=1
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Tabela 2- Quantidade de pogos positivos para presenca de Coliformes totais e E. coli, na cidade de Caarap6 e Itapord,

Brasil.
Caarap6 Itapora Valores
Cavado Tubular Cavado Tubular totais**
n=10 n=26 n=17 n=13
n % n % n % n % n %
C.r= 10 100 7 27 16 94 7 54 40 61%
E.coli 6 60 1 4 12 71 3 23 22 33%

*Coliformes Totais; **Contaminagéo.

Entre a relacdo de profundidade dos pocos e contaminacéo por Coliformes Totais
e E. coli, os pocos de até 5 metros apresentaram uma maior porcentagem de contaminagao
(90%) para Coliformes e 60% para E. coli. Pogos de 5,5-10 metros, 79% estavam
contaminados por Coliformes totais e 48% de E. coli. Os pocos acima de 16 metros
apresentou 28% de contaminagéo para coliformes totais e 5%, por E. coli (Tabela 3).

A contagem de bactérias heterotréficas superior a 500 UFC/mL, ocorreu em

apenas 8% (5) amostras e foi isolado leveduras em 45% (30) amostras.
*Heterotroficos (>500 UFC/mL).

Tabela 3 — Relagdo entre profundidade dos pogos e a contaminagdo por Coliformes Totais e Escherichia coli, bactérias

heterotroéficas e leveduras.

Profundidade dos n de pocos por Col. Totais E.coli Het* Leveduras
POGos profundidade = % B % B % = %
Até 5m 10 9 90 6 60 2 20 7 70
5,5-10m 19 15 79 9 48 2 11 10 53
10,5-15,5m 16 10 63 6 38 1 6 8 50
Acima de 16m 21 6 28 1 5 - 5 24
Total 66 40 60 22 33 5 8 30 45

56 isolados foram identificados, porém ndo foi possivel realizar o perfil de
sensibilidade de 11 isolados por ndo haver padronizacdo pelo CLSI. Das bactérias
isoladas, 30,35% sdo Gram positivos e 69,55% Gram negativos. Os micro-organismos
mais frequentes neste estudo foram a Serratia marcescens, Micrococcus luteus,

Pseudomonas aeruginosas e Acinetobacter, conforme a Tabela 4.
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Tabela 4. Bactérias heterotréficas Gram Negativas e Gram Positivas isoladas dos pogos.

Microrganismos n %

Gram Positivas

Kocuria kristinae 1 1,72
Leuconostoc mesenteroides spp. Cremoris 1 1,72
Micrococcus luteus 9 15,51
Staphylococcus epidermidis 1 1,72
Staphylococcus hominis spp. 2 3,44
Staphylococcus saprophyticus 1 1,72
Staphylococcus warneri 2 3,44
Gram Negativas

Acinetobacter haemolyticus 4 6,89
Acinetobacterl woffiigt 1 1,72
Aeromonas hydrophila 2 3,44
Chromobacterium violaceum 1 1,72
Citrobacter freundii 2 3,44
Citrobacter sedlakii 1 1,72
Enterobacter asburiae 2 3,44
Enterobacter cloacae complex 2 3,44
Enterobacter gergoviae 1 1,72
Klebsiella oxytoca 1 1,72
Klebsiella pneumoniae spp. 1 1,72
Kluyvera intermédia 1 1,72
Ochrobactrum anthropi 1 1,72
Pantoea spp. 1 1,72
Pseudomonas aeruginosas 5 8,62
Pseudomonas putida 1 1,72
Ralstonia mannitolilytica 1 1,72
Serratia marcescens 10 17,24
Sphingomonas paucimobilis 1 1,72

Apresentaram resisténcia a pelo menos um dos antimicrobianos testados
Staphylococcus hominis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus warneri,
Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosas, Citrobacter sedlakii e Enterobacter
cloacae complex (Apéndice 1).

Quando os isolados apresentaram resisténcia a dois ou mais antimicrobianos, estes
foram classificados como multirresistentes, como o Acinetobacter haemolyticus,
Ochrobactrum anthropi, Ralstonia mannitolilytica, Sphingomonas paucimobilis e
Chromobacterium violaceum.

O Staphylococcus hominis apresentou resisténcia a Penicilina e Eritromicina, o
Staphylococcus saprophyticus apresentou resisténcia a Penicilina e Oxacilina e
Staphylococcus warneri, a Penicilina e Eritromicina.

Um isolado de Acinetobacter spp. apresentou resisténcia a Ampicilina/Sulbactam,
Ceftriaxone, Ciprofloxacina e Piperacilina/Tazobactam. Aeromonas hydrophila,
Chromobacterium violaceum, Kluyvera intermédia, Ochrobactrum anthropi,
Pseudomonas putida, Ralstonia mannitolilytica e Sphingomonas paucimobilis, e Pantoea
spp., apresentaram resisténcia a Ceftazidime, Ceftriaxone, Ciprofloxacina,

Piperacilina/Tazobactam, Gentamicina, Colistina, Imipenem. Quatro isolados de
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Pseudomonas aeruginosas apresentaram resisténcia a Ampicilina/Sulbactam (Apéndice
2).

No grupo das enterobacterias, dois isolados de Serratia marcescens apresentaram
resisténcia a Ampicilina/Sulbactam, Citrobacter sedlakii resisténcia a Cefoxitina e a

Enterobacter cloacae complex resisténcia a Ampicilina/Sulbactam.

4. DISCUSSAO

Os parametros fisico-quimicos sdo essenciais no monitoramento do tratamento da
agua potavel da rede distribuicao (WHO, 2011; WHO, 2006). Alguns desses parametros
ndo sdo encontrados nas dguas dos pogos, apenas em caso de adi¢do dos compostos, como
o cloro. O baixo pH encontrado nas amostras pode ser uma caracteristica do Latossolo,
solo predominante dessas regides com caracteristicas acidas e pH entre 4,0 e 5,5 (Spera
et al., 2000; Pereira et al., 2012). Ja que em outros estudos os valores sdo mais elevados
(Sudheer et al., 2015; Jimmy et al., 2013; Chaves et al., 2012; Emmanuel et al., 2009),
estas condicdes podem levar a corrosao dos tubos condutores de &gua em sistemas de uso
domésticos (WHO, 2011). A elevada temperatura encontrada nas amostras pode aumentar
os problemas relacionados a sabor, odor, cor e favorecer o crescimento de micro-
organismos (Ramirez Castillo et al., 2013; WHO, 2011) e valores aumentados de
turbidez, podem ser causados pela presenca de particulas em suspensdo ou mesmo da
prépria natureza das rochas do solo (Scorsafava et al., 2010).

N&o é comum a deteccdo de cloro residual em &gua proveniente de pogos. No
entanto neste trabalho, foi detectado possivelmente devido a tentativa de alguns
proprietarios realizarem o tratamento do poco, adicionando Hipoclorito de Sodio a 2,5%
sem nenhum critério especifico. A baixa concentracdo de fltor detectada neste trabalho e
em outros como os desenvolvidos por Cazotti et al., (2012) e Ogbu et al., (2012) pode
estar relacionada aos tipos de rochas, pois quando estas apresentam elevadas
concentragdes, elevam a concentracdo na dgua (Gwala et al., 2014).

Problemas de contaminacdo microbiologica na agua podem levar a veiculacao de
doengas (WHO, 2011), a contaminagdo do total de pogos por E. coli, ndo foi acentuada
semelhante ao trabalho de Arnold et al., (2013). Porém, 0s pocos cavados apresentaram
dados alarmantes, onde praticamente todos 0s pogos apresentaram contaminagao por E.

coli, tornando a agua improépria para o consumo conforme WHO (2006).
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Fatores como didmetro de abertura, contato direto com baldes, bombas motoras
submersas e disposicdo direta as atividades antropicas, podem ter favorecido a
contaminagdo dos pogos cavados por micro-organismos, fatores semelhantes a outros
estudos (Hynds et al., 2014; Odeleye et al., 2015). Durante o estudo foi observado que
alguns pocos cavados sdo mais superficiais, ndo apresentaram tampa de protecdo ou
qualquer outro tipo de cobertura, construidos geralmente em contato direto ao solo, sem
nenhuma area de concreto ou azulejo, sem qualquer &rea de protecdo, expostos a chuva,
poeira, consequentemente a maior disponibilidade de contaminacéo. A distancia entre 0s
pocos e a fossa analisados, ndo demostraram possivel interferéncia nas contaminagoes
das aguas.

Aguas subterraneas superficiais podem ser mais contaminadas, por apresentarem
alta porosidade e proximidade com o solo, possibilitando receber através da percolacao,
possiveis contaminantes (Da Silva et al., 2013). Neste estudo foi constatado que quanto
menor a profundidade dos pocos maior foi a presenga de contaminacdo por coliformes
totais, E. coli, heterotréficos e leveduras.

Vaz-Moreira et al., (2012), ressaltaram que a dgua pode propagar a resisténcia
adquirida aos antimicrobianos por transmissdo via oral. A microbiota da agua de pocos
pode variar de acordo com os contaminantes e algumas bactérias como Staphylococcus
aureus, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Citrobacter spp. Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter spp. foram isolados em outros estudos (Odeleye & Idowo, 2015;
Mukhopadhyay et al., 2012).

A obtencdo de resisténcia através da contaminacao pode levar a bactéria a ser um
potencial patdgeno de transmissdo de infec¢cbes na comunidade (Mukhopadhyay et al.,
2012). A presenca de resisténcia antimicrobiana a penicilina de Staphylococcus spp.,
semelhante a isolados de amostras clinicas de hemocultura (Voineagu et al., 2012;
Abdalla et al., 2012) reitera a necessidade de investigacdo para esta problemaética.

Um isolado de Acinetobacter spp. apresentou multirresisténcia a quatro tipos de
antimicrobianos, com resisténcia a drogas de primeira e segunda escolha.

Serratia spp. sdo bactérias de comum isolamento em amostras clinicas
(Montagnani et al., 2015; Liu & Liu, 2015; Gupta et al., 2014) e atualmente tem sido
isolada também em agua (Mukhopadhyay et al., 2012). Enterobacter cloacae complex e
as Pseudomonas spp. sdo bactérias oportunistas que podem causar infec¢des em pessoas
imunocomprometidas, apresentando risco a salde (Zineba et al., 2015; Mezzatesta et al.,

2012; Wingender & Flemming, 2011; Moritz et al., 2010). A Pseudomonas spp. possui a
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capacidade de formar biofilme, comum em agua e apresentam alta incidéncia em
ambientes hospitalares (Santos-Medellin et al., 2014).

Isolados de Ochrobactrum anthropi, Ralstonia mannitolilytica, Sphingomonas
paucimobilis também foram evidenciados em outros estudos para analise de agua
(Machado & Bordalo, 2014; Adesoji et al., 2014; Chen, 2013), porém no presente estudo
os isolados apresentaram multirresisténcia aos antimicrobianos testados, com resisténcia
para antibioticos de primeira e segunda escolha (CLSI, 2014).

Chromobacterium violaceum foi apresentada neste estudo com multirresisténcia,
assemelhando-se a outras pesquisas (Yang & Li, 2011; Bottieau et al., 2015), com
resisténcia a droga de segunda escolha (CLSI, 2014)

No Brasil, Menezes et al., (2015) constataram a presenca desta bactéria em agua
e Dias et al., (2005) comprovaram ébitos através da contaminacédo direta desta bactéria,
presente na agua e no solo de praia brasileira.

Os perfis de resisténcias aos antimicrobianos dos isolados foram similares aos
micro-organismos isolados de amostras clinicas, a disseminacdo ambiente-hospital-
ambiente pode ser considerada.

Segundo Wellington et al., (2013), a atividade antropica pode causar a
disseminagdo de microrganismos resistentes no meio ambiente, e se ndo interrompida,
pode evoluir para difusdo de agentes multirresistentes no hospital, na comunidade e no

meio ambiente, sendo importante problema de saude publica.

5. CONCLUSAO

O estado atual das aguas subterraneas revelou que as contamina¢des dos pocos
cavados estdo diretamente relacionadas a profundidade. Por serem mais rasos, sofrem
maiores influéncias dos fatores de contaminacdo e oferece sérios riscos a salde dos
consumidores, pois ndo sao consideradas adequadas para 0 consumo humano.

As bactérias encontradas demonstram que as aguas de pocos podem ser um
reservatorio de microrganismos resistentes e multirresistentes, alertando para o perfil dos
isolados das aguas subterraneas serem semelhante aos isolados clinicos. Desta forma, a
populacéo que depende de pocos como fonte alternativa de agua, fica exposta ao alto risco

de contaminacéo, além do risco de dispersdo de resisténcia dessas bactérias no ambiente.
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Apéndice 1. CIM (concentragdo inibitdria minima) dos 16 antibioticos testados frente as bactérias Gram positivas isoladas de aguas subterraneas.
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Antibidticos - Valor de CIM (ug/mL)

Micro-organismos P AM CM E FA CIP LNZ MXF GM NOR OoX1 RA TEC TGC SXT VA
*S. epidermidis <003 - <025 <025 <05 <05 1 <025 <05 <025 <025 <05 4 <012 <10 1
*S. hominis ssp? >05 - <025 >8 <05 <05 1 <025 4 1 <025 <05 4 <012 <10 1
*S. hominis ssp2 0,25 - <025 >8 <05 <05 2 <025 <05 <025 <025 <05 <05 <012 <10 <05
*S. saprophyticus 0,25 - <025 <025 <05 <05 2 <025 <05 2 2 <05 <05 <012 <10 < 05
*S. warnerit 0,25 = <025 <025 1 <05 2 <025 <05 0,5 < 0,25 2 16 < 0,12 <10 1
*S. warneri2 > 0,5 = < 0,25 > 8 8 <05 2 <025 <05 05 <025 >05 4 0,25 <10 <05

*Staphylococcus; CIM: Concentragdo Inibitoria Minima; P: Penicilina; AM: Ampicilina; CM: Clindamicina; E: Eritromicina; FA: Fusidic Acid; CIP: Ciprofloxacin; LNZ: Linezolid; MXF:
Moxifloxacin; GM: Gentamicina; NOR: Norfloxacina; OX1: Oxacilina; RA: Rifampicina; TEC: Teicoplanina; TGC: Tigecyclina; SXT: Trimetoprim/Sulfametoxazol; VA: Vancomicina.
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Apéndice 2. CIM (concentragdo inibitéria minima) dos 16 antibioticos testados frente as bactérias Gram negativas isoladas de aguas subterraneas.

Antibidticos - Valor de CIM (ug/mL)

Micro-organismos AN AM SAM FEP FOX CAZ CRO CXM CIP CsS ETP GM IPM MEM  TZP TGC
Serratia marcescenst <2 232 16 <1 16 <1 <1 >64 <025 =>16 <05 <1 2 < 0,25 <4 2
Serratia marcescens? <2 16 16 <1 16 <1 <1 32 <025 >16 <05 <1 1 < 0,25 <4 2
Serratia marcescens? <2 16 8 <1 16 <1 <1 32 <025 >16 <05 <1 0,5 < 0,25 <4 2
Serratia marcescens? <2 16 8 <1 16 <1 <1 32 <025 >16 <05 <1 1 < 0,25 <4 2
Serratia marcescens® <2 16 2 <1 16 <1 <1 32 <025 >16 <05 <1 1 < 0,25 <4 2
Serratia marcescens® <2 16 8 <1 16 <1 <1 32 <025 >16 <05 <1 0,5 < 0,25 <4 2
Serratia marcescens’ <2 16 8 <1 16 <1 <1 32 <025 >16 <05 <1 1 < 0,25 <4 2
Serratia marcescens® <2 16 16 <1 16 <1 <1 32 <025 >16 <05 <1 1 < 0,25 <4 2
Serratia marcescens® <2 8 4 <1 8 <1 <1 16 <025 >16 <05 <1 <025 < 0,25 <4 1
Serratia marcescens*® <2 16 8 <1 16 <1 <1 32 <025 >16 <05 <1 1 <025 <4 2
Acinetobacter haemolyticus® <2 £2 <2 <1 <4 2 8 4 <0,25 2 - <1 <025 <025 - <05
Acinetobacter haemolyticus? 16 >32 >32 8 <4 16 >64 = 64 >4 1 - <1 <025 <025 2>128 <05
Acinetobacter haemolyticus? <2 £2 <2 <1 8 2 8 4 <0,25 2 - <1 <025 <025 <14 <05
Acinetobacter haemolyticus* <2 4 <2 <1 <4 2 8 4 <025 <0,5 - <1 <025 <025 <14 <05
Acinetobacter Iwoffii <2 £2 <2 2 <4 16 <1 <1 £0,25 2 - <1 <025 1 16 <05
Pseudomonas aeroginosast - 16 4 <1 16 - - - <025 <0,5 - - - < 0,25 32 <05
Pseudomonas aeroginosas? <2 232 >32 2 > 64 4 >64 >64 <025 <05 - <1 2 < 0,25 8 > 8
Pseudomonas aeroginosas? <2 232 >32 2 > 64 4 >64 >64 <025 <05 - <1 2 < 0,25 8 > 8
Pseudomonas aeroginosas* <2 232 >32 2 > 64 2 32 >64 <025 <05 - <1 2 < 0,25 8 > 8
Pseudomonas aeroginosas® <2 232 >32 8 > 64 4 >64 >64 <0,25 2 - <1 2 4 16 > 8

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; _AN: Amicacing; _AM: Ampicilina; SAM:Ampicilina/Sulbactam; FEP: Cefepime; FOX: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidime; CRO: Ceftriaxone; CXM:
Cefuroxima; CIP: Ciprofloxacin; CS: Colistina; ETP: Ertapenem; GM: Gentamicina; IPM: Imipenem; MEM: Meropenem; TZP: Piperacilina/Tazobactam; TGC: Tigecyclina
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Apéndice 2. CIM (concentracdo inibitéria minima) dos 16 antibidticos testados frente as bactérias Gram negativas isoladas de aguas subterraneas (continuacao).

Antibiéticos - Valor de CIM (ug/mL)

Micro-organismos AN AM SAM FEP FOX CAZ CRO CXM CIP CS ETP GM IPM MEM TZP TGC
Aeromonas hydrophilat <2 - - <1 - <1 <1 - <0,25 2 - <1 0,5 <0,25 - -
Aeromonas hydrophila2 <2 - - <1 - <1 <1 - <025 <0.,5 - <1 <025 £0,25 <4 -
Ochrobactrum anthropi 16 - - 4 - > 64 >64 - >4 <05 - 8 0,5 <025 >128 -
Pantoea spp. <2 - - <1 - <1 <1 - <025 >0,5 - <1 <025 <0,25 - -
Pseudomonas putida < - - 2 - 4 16 - <025 <0,5 - <1 1 4 32 -
Ralstonia mannitolilytica 8 - - <1 - 8 <1 - <025 > 16 - >16 > 16 8 >128 -
Sphingomonas paucimobilis 8 - - 16 - > 64 16 - >4 =16 - 4 2 4 8 -
Chromobacterium violaceum 16 - - <1 - <1 >64 - <025 >16 - <1 8 - >128 -
Kluyvera intermédia <2 <2 <2 <1 <4 <1 <1 <1 <025 <05 <05 <1 <025 <025 >128 <05
Citrobacter freundiit <2 8 <2 <1 32 <1 <1 4 <025 <05 <05 <1 <025 <025 <4 <05
Citrobacter freundii2 <2 <2 <2 <1 32 <1 <1 4 <025 <05 <05 <1 <025 <025 <4 < 0,5
Citrobacter sedlakii <2 4 <2 <1 =064 <1 <1 4 <025 <05 <05 <1 0,5 <0,25 <4 < 0,5
Enterobacter asburiae! <2 16 4 <1 16 <1 <1 <1 <025 <05 <05 <1 <025 <0,25 <4 <05
Enterobacter asburiae? <2 8 4 <1 > 64 <1 <1 4 <0,25 2 <05 <1 <025 <025 <4 <05
Enterobacter cloacae complext <2 16 <2 <1 <4 <1 <1 <1 <025 <05 <05 <1 <025 <0,25 <4 <05
Enterobacter cloacae complex 2 <2 =232 >32 <1 > 64 <1 <1 32 <025 <05 <05 8 <0,25 <0,25 16 1
Enterobacter gergoviae <2 4 <2 <1 <4 <1 <1 2 <025 >05 <05 < 0,5 <0,25 <4 <05
Klebsiella oxytoca <2 16 <2 <1 <4 <1 <1 < <025 <05 <05 < <025 <0,25 <4 <05
Klebsiella pneumoniae spp. <2 16 4 <1 <4 <1 <1 < <025 >05 <05 < <0,25 <0,25 <4 <05

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; AN: Amicacina; AM: Ampicilina; SAM:Ampicilina/Sulbactam; FEP: Cefepime; FOX: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidime; CRO: Ceftriaxone; CXM:
Cefuroxima; CIP: Ciprofloxacin; CS: Colistina; ETP: Ertapenem; GM: Gentamicina; IPM: Imipenem; MEM: Meropenem; TZP: Piperacilina/Tazobactam; TGC: Tigecyclina.
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Important notice

Multi-pam papers ane nof i be considered. Fapers that ane reguested Oy the edibors e be revised
must be retunned within 4 vk or they will be regarded 22 withadrawn.

‘Water Research has o page charges.

PREPARATION

Lise of word processimg soffwar
]I:I'.:mntmltmmhﬂhﬂlndﬂnm}mtﬂﬂﬂWHmﬂlﬂ T et
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Buthors ane advised o BsT imiporiant imiplications of thelr sork im form of 3 buleted s Condusions
must not condain referemoes to the dibed libsrature.

Aooerdices

IF theesre 5 s Thaaan one apnd =, they Should b identiflied as A, B, et Formidlae and Sguations in
appendices should be given separate numbering: Bg. [4.1], Bg. (A.2), ¢ic.; in a subseguent appendis,
Eq. {2.1) and S cin. Simédarly for tables and figures: Table A.0; Feg. AL, etc

1t is also possible to add supplemantary informatkon oneling {see blow).

Ezsential title page information

'I'.H:ItEI:Ilrh:I:H-IrH.‘I informative. Tk are offen used i information-retrieval syshems. Avold
H:I:Irl:'-‘hl‘.lﬂﬂ: and formidae where possible.
« Author names and affillations. Flease clearly indicate the given name(s] and famiy name{s]
of exch author and check that all names are acourately spelled. Present the authors' affikation
ddresses (where the acbual work was dons) below the names. Indicate all afMiations with 2 loeer-
case supersoript letter immediately after the awthar's name and in front of the appropriate address.
Prowide the full postal address of exch affiiation, incliding the coundry nams and, & avadable, the
e-mall address of each authaor.
» Corresponding author. Oearly indicate who will handle cormespondence at al stages of refereeing
and publication, aiso post-pubbcation. Ensure that the e-mail address is given and that contact
details are kept up to date by the corresponding authior.
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« Presentfpermamnent aodress IT an author has mossd sinoe the work described in the articde was
done, or was visiting at the time, 2 "Present address” (o "Permanent sddress’) may b indicated as
& foobnobe o that ehor's name. The sddress at which the suthor achually dlid the work mosT be
retained 25 the miain, a3Mliation address. Superscript Arabic numerals are uSed for sech fooinoies.
Abstract

A oomcise and factual abstract & required. The absract should state Grefly the purpose of the
resganch, the principal resuls and major mess»de. An abstract i often presented sepaeately from
thiz articks, s B mist b= able o &tand alone. For this reason, Aeforenoes should be oided, Dt if
esnantial, they mist e cibesd B full, without reference T e iefersnoe s, Ak, abhbineviations should
e avobded, Dot I essential they must b defined 2t thaedr st mention im thee abstiract tself.

Graphical abstract

although a graphical absirac & opthonad, B e B enoeuraged as B draws mone atbention bo thae ond ne
artice. The graphikcal abstract showld summarize the contents of the artkcke in 2 condise, plciorial form
designed fo capbune the attention of 2 wide readership. Graphécal absiracs should be submiited 25 a
separate file in the online submission systeme Image sine: Please proside an imae with a2 minioam
of 531 w 1328 pisels [h & w) or proporicnally mone. The imags should be neadable af 3 she of & =
13 cm u=ing 2 regular soneen recclution of 96 dpl. Preferred fike types: TIFF, EP5, FOF or MS Offioe
e, See htp:/ivwaw slsevier oo graphicalabsiracs for examiples

Huthiors can makes use of Bsevier's Mustration and Enhanosment serssoe to orsune the best
presentation of thalir images and in 2ooordance with ol technical repusrements: lustraton Servioe

Highlights

Highlight=z are mandatory for this joumal. They consist of a Short oollecthon of bullet points that
convey the core findings of the articke and should be osbmitied in a sepamabe editabke file in the
cnline: submiisson system. Pleadge use Highdight=' im the file name and indude 3 o 5 Gullet points
i{maximism BS charecters, induding Spaeoes, per bullet podnt). See htpsfwewoekeviecoomhighlights
for examples.

Keyworgs

Immediately after the absiract, provide a maximism of & kepwords, avold general and plaral bemra and
multiphs conoepts {avoid, Tor examphe, "and”, "of™). Be sparing with abbreviations: ondy abireviatons
firmly extablished in the feld may be eligithe. These Keywaonds will be wused for ndesing purposes.
Use Eeywords that maks your paper &2y deteictable for inberested readers in Reratune databases.
Repeating terms n the Cite s wsually not needed.

~HOooraEa : Trelpks

Nomendature must be Bsted at the Beginning of the paper and must conform to the system of Sandand
51 wnis. Aronymis and abbresiations must be speled out in full at thelr irst coosmence in thae fext.
Authors should consult - "Notatkon for Use in the Description of 'Washewatesr Treaiment Prooisses”,
Wabsr Fes 19872132 135-9. In Qguneral, minimize the e of abbneviabons 20 the paper emaing

e2sily umndersiood by the general reader.

Ackmwledgements

Collate acknowladasments in 3 ssparate Sbction a7 the end of the article before the refersnces and do
not, therefore, Rclude them on the titke page, as a fodinote to the tide or othenwice. LSt hene thome
indivicdhuals who prowided help during the reseanch (.. providing Bnguage hielp, witing asskstanoe
or proof reading the articke, etc. ).

Artwork

Electromic anbwork

i=mners points

« Make sure you s unform kettering and sizing of your original artwork.

# Save LT B ilustrations a5 “graphics" oF emclose the font.

« Oinly use the following fonts in your Bustrations: Aral, Courier, Temes, Symbol.

o Mumber the Blustrathong sooonding to thelr segussnce i thed tet.

o Ui 3 ogical naming coirreesntion Tor yousr amwork Tk,

# [Enpure that the fegunes can b understood without resding the test. Mindmise wse of abbreviations.
« Produce images near to the desired sixe of the prnted weerskon.

« For inkial ssbsmission, fgunes can eitber be submitted next fo the relevant tess im the artkcle or sxch
figure can be submitted 22 3 separate M Howeswer, for revision, pleace ensure that you submit &xch
figure as a separaie file s that & can be used for production purpoee iF the manusonpt gets acoepbed.
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A detailed guede on decronic arowork 15 Xvallable on our weDsine:

it v Be ey e oomyf arby ordins ru oo kon s

You are urged to visit this site; some &x cerpts from the detailed information ane given e re.
Foerrmats

Regardiess of the applicatson used, when your lecirons. ariwork & fnalsed, phedie "Sawe 357 OF
convert the smages to ane of the Tollowing fonmats {nobe the resol uthsn regueremants for ine dranings,
haFones, and EnsMialone Combinakons given below]:

EPS: Vedtor drawings. Embed the font of save the text a5 “graphics®.

TIFF: color or grayscale photographs [halftones): always use 2 méndmum of 300 dol.

TIFF: Brmapped ine drawings: use a mensmum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped §mne /Tl -Tome (Color or grayscake): a minsmum of 500 dpi i requined.
COC, XLS, PDF or PPT: [T vour elecironic artwork ks oreated i any of these Mcrosoft Offoe applicabons
plezse supply "as ksm.

Pleass do nok:

Supoly embedded graphics in your wordprocessor [(spreadsheet, presentation] document;

Suppdy ke that are optémised for scresn use (lke GIF, BME PLCT, WPG); the resolistion i too low;
Supoly fike= that are too 1oé in resolution

Submit graphics that ane disproportionately Lange for the conbent.

O Ao

Flease make e that atwork fles are in an acoeptable format {TIFF (or JPEG], EPS (or FOF), or
MS Office M) and with the comrect resobuation If, together with your accepted amice, you submit
umable codor fgunes then Elsevier will ensure, at no acditional charge, that these figures will appsar
im color online (2.9., Scenceldrect and cther sites) regandiess of whethor or not these llustratons
&g reproduced in color i the printed version. For color reproduction in print, you will receive
infoermaticn regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Pleane
imedkcabe vour prefmrence for cobor: i pring o onling only. For furthier information on the pregaration
af glecironic armvaork, please s hitpfives v clseyier comyf artsoridnstnuctkon s

Fiease note: Becxse of technical complications that can arise by converting color fegures o "gray
scale’ {for the printed werskon Should you mot opt for Color in prnt] please submit in addition usable
Blnck amed white versions of all thie color BluEstrathons.

Figure capiion:
Ensure that eadh ilustration has 3 caption. Submit each caption directly below exch fgure. A& cadtion
should comgirise & brief title [not on the figure ell) and & description of the [Bustration. Keep text in
th llusrations themsehes o 3 mandmidm Dot explain al symbols and abbeeviathons used. The figune
caption should b= understandables ndepemdant of the text and abbreviations shoulkd b asodded.

Fiease cubmit tables 2o odiRable text and mot as images. Tabkes can be placed either next o the
redevant tewt in the amide, of on senaabe page(s] at the end. Mumber tables consecutively in
SIroriance wath thslr appearance i the et amd plaie any table notes boliosy thie table Gody. B
sparing im thee uoe of tables and @nowre that the data presented in Thesm do not dJuplicabe neculis
desoribed elsewihere in the artice. Fiease avold wsing vertical rules

Minimise the use of Symibols and abbreviathons in the tables,

"'".'.".'.' ETOEE

Cirshion & fewd

Fiease ensure that every refonence difed in the best 15 also presont im the reference kst {and vice
werea). Ay references cited in the abstracs mist be given im Aol Unpubkshed results and personal
oomimunications are not recommended i thee reference lisE, but may be mentioned in thae test. IT these
references &g incdhuded in the reforemce Bet they should Tollow the standard reference style of the
journal and should indude a substitutkon of the publication date with either 'Unpulblished results’ or
Fersonal communication’. CRatlon of 3 reference as Tm press' implies that the ibem has bben socepted
for publcation

anly cite the original papers and those relevant for the work, mo reed fo glve a full Rerature revies in

the Entrodiscton/diEcusseon. A large fraction of self-ctatkons i general am indicathon that the aubthors
didn't place their work well in the Bterature conbext.

AUTHOR IHFORMATION PACK 21 May 2005 ween. elsevier. comyflocateNwatres q



66

Referenog inks

Increased discowerability of research ard high guality poer review are ensured by cnbline links o
the sources dted. In order to aliow o 0 oreate Enkcs to ab=tracting and indexing services, smech as
Scopius, CrossRel and PubMed, please angure that data pnosddied im thee refsrences e comect. Please
note that incormect sumames, journalfbock titles, pubkcation year and pagination may prevent ink
creation. 'When copying references, please be careful as they may already contain amors. Use of the
OO is encousraged.

Wed references

A5 3 ménamium, the full BRL should be given and the date whon the referencoe was last accessed. Anvy
further information, i onown (OO0, author names, dabes, reference to a sowroe publication, etc ),
should ako b given. Web references can be isted separately (.., after the reference list) under a
different headineg If desired, or can be induded in the reference RS

Referenoes A J SpeO issue
Flease ensune that the wonds "this Eoer” e added to any edfensnoes in the BT {and any diations in
the fext) to cther artkckes in the came Spedal lstue.

Seforeno MAAgeman Sofwane

Most Elsevier jpoumnak have a  standard  template  avadable  in key  referonoe
management packajes. This cCovers packages uwseng the Otaton  Style  Language,
sudh a8 Mendeley [hitp:/feww . mendelry. com/Tesures/reference-manaJjer) and ako others
Bke EndMote (hitp:/fwww.endnoie.com/fsupportfenstvies.acp) and Reference Manager
{httpffrefman. comy'support/rmatyles.asp). Using plug=ins o word prooeccing paciages which ane
awailable from the abowe sites, authars only need to select the approperiate journal template when
preparing their artiche and the st of reforences and citations o these will be fommatted according
o thett journal style 2 desorbed @n this Guide. The process of cluding templates in these pac

i constantly ongoing. If the jowrnal you are looking for does not have a template rvadlable yet,
plexce Soe thee Bot of sample referenoes and dtations provided in this Guide to help you format these
20Cordingg to the jounnal stvie.

If you manage ‘vour research with Menddey Deshcop, youw can easily install the reference style for
thiz jowsmad by dicking the link bedoss -

Nt oEae. meed Ehey. Com fuse -0 b onr-style water-research

‘When preparing yousr mandasonipt, you Wil thesn be abke to select this style wsing the Mendeley plug-
ins for Miorosoft Word or LireCrTice. For mone information abowt the CRatkn Style Language, wisik
http: ffciathonsty s, ong.

Reference formathing

Thene are no SCrct requiremaends on reference formaizing ak submission. References cam be in any style
or format 2< bong as the shyle & consistent. ‘Where apolicable, thons]) name(s), joumal titlef/book
tithe, chapier thlefarticlke tile, year of pubkcation, woleme NUMberbook dhapber and the pagination
must be precent. Use of DO & highly encouraded. The referenos style used Dy the jounnal will be
apokend to the accepted artide by Ekesier at the proof stage. Naote that miscing data will b highdighted
2t prood stage for the auvthor to comect. If you do wish o format the references yoursell they should
be arranged acoording to the following examples:

Reference style

References o publiEhed BEerafure must be cfed i the teat 25 folliows:

U and Gregory (20068) - the date of publication in parentheses after the authors” namaes.
References must be Ested together at the end of each paper and must not be given as Tootnotes. For
otheer than review papesrs authors should aim to give no mane tham 20-30 recent, relevant references.
They maist be Bsted aphabetcally stating with the sumame of the first author, year foliosssd by thae
tithe of thie referenced aDer and e full neeme of the periodical, a5 folkoss:

U, G., Gregory, L, 2005, FAooculation and sedimeesntation of high-turbidity waters. Water Research 25
{9), 1137-1143.

It s particularty requested that (i) awthors” indcials, (il) the titke of the paper, and (] the volume, part
numder and first and st page numbers ane given for cach reference.
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References 0 books, repons and thesss masst be died @0 the narrative. They mast indoede the
autheen{s], date of publication, tile of book, editon(s) name(s) it applicable, page numbsrs, namse of
publisher, and place of publication. The abbreviation ef al. may b used i the text. Howeser, the
names of 2l authors mast be given in the kst of references. Personal communications and other
unpublished works must e imcluded in the reference BT, giving full coniact details [namse and address
of communicator).

Personal commaunications must be dted in the text 2, for examgle, Chamoney [ 2006).

References in kanguages cther than English must be referred to by an English transiation (with the
original language indicated in parentheses).

Citing and ksting of web references. A< 3 minimum, the Tull URL should be Qiven. Any furthser
informatiom, | kmown {2eaifor namess, dabes, references to o sownoe pulbication ofc. ], should also be
Qiwen. Web references cam be likted separabely (@.]., after the reference ) under a different heading
i desired, or can b indudesd in the reforenoe sk,

I|'..-|.'. ¥ '\.-II-': 1

Ekevier accepts video maierial and animation segusEnoes b0 Support and enf@nce your sCEntific
resparch. Authors who hiasse vides or animatkon e that they wikh to submic with thser arscke ane
strongly encourajed o Endude lnkcs to thece within the body of the atide. This can b done in the
EDMeE WYy 25 & figune or tablke by referring to the video or animation conbent and notEng in thee body
fext whire It should be placed. AN submithesd fkes should GE propey labeled S0 that they dinecily
reate to the video fke's oonbeEnt. In Cndesr I Ensiens that your video or anemation material s direcily
usable, please provide the fles in one of our recommanded file formats with & prefemed maxl mrwm
sizz of 150 MBE. Yideo and anemation Mes supplied will b2 pobdishsd online in e slecironic versian
of wour artide in Eleswier Web prodiects, incliding Scienoeldrecs: REbn: s wiwes. soenobd inect. oo,
Flrase supply “stlls” with yvour e pou can chededse any frame from the video or anemation or
make a separabe im2Qe. These will be used insfead of stasndard kKong and will personalize the
ik i yourr whieo data. For mone detailed insructions please visit our video inEructon pages at
hitp: fieeav slseviercomfartsordinstructions. Mobe: since siden and anémation cannot be emibedded
in the print version of the journal, please prowide besd Tor both the electronic and the print version
for ghe postiens of the atide that refer to chis content.

Augiosiides

The jouwrnal encourages authars o create an AudioSkdes presentation with thoer publshed article.
AunfioSkiss are brief, wochinar-style presontations that are shown mext bo e onlins aticle on
Soencelirect. This ghves authors the opportunity fo summanze thesr resesrch in these own words and
o hedp readers understand what the paper ks about. Mone information and examgles are avalabbe at

hitp: ffwew clsovieroomfaudioslices. Authors of this journal will automatically receise am invitation
e-mall to create am AudioS|des presentation after acceptance of thelr paper.

Suppiemeantany materral

Ekovier actepts hbrbronss supplemdEniary mabsrial 7o aapnor and snhanoe your scentific researdh.
Supplementary files offer the author additional possibiliies to pulblich supporting aopkcations, high-
resoltion images, background datasets, sound clips and more. Supolsmentary files supoled will be
published onlire alongsede the ckectronkc version of your atide in Bsevier 'Web products, including
SdenceDirect: htpofwew scercedinsct.com. [n ondesr ©o ensure that youwsr sulbmitied material is
directly wsable, ploste provide the data @& one of oo recommiended e formats. Authors should
submit the material in elecironic format togethesr with the articlke and cupply & concise and descriptive
captien for each file. For more detaiked insructions please vislt owr awork instruction peQes at
hittp F s v plc oy er oomyf arbsordns ructkon s

Dataxbase Iimbing

Ekovier snoounges authors o connect amides with extemad databaces, giving readers 00ess o
relevant databases that hedp b0 bulld 3 Better understanding of the desoribed research. Please refer
i relevant database entifiers using the Tollowing format in your article: Databage: Kxxy (.5, TAIR:
ATIGDIO20: OCDC: T34053: POE: IXFN). See hitposeew clkovieccomdatabaselinking for meone
information amd o full kst of supported databases.
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Google Maps and KML fi'les

KML {Eeyhole Maroup Language] filkes (optional]): You can enrkch your online afides by providing
KML or KHE filles wihsch will be visualized wing Google mans. The KML or KRE fkes can be uploaded
im owr onfine submission Sysmem. KML E an XML schema for expressing gecgraphic amnotation and
wisualizaton withén Intemnet-baced Earth Drowsers. Elsevier will generate Goodhe Maps from the
submkted ML fles and inclisds thete in the arlde whesn pubikshed onling. Submitied KML fles will
aico be dvalkable for downdoaxdeng from your anline arice on Scencelired. For mane infonmathsn see
g e v clee v e oMy g cogl emans.

frteractnre plots

This jounnal encourages you o indude data and quantiRative results as interactive plots with your
ipublicaticn. To make wwe of this feature, please include your data as a CEN {comma-separated values]
e when yvou submit ywour mamnesript. Flease refer to hitp:fiwsseelseviern.ocomfinteact veplots Tor
further detaslis and formatting insruct onds.

Submrssiown checkirst

Thie following kst will be useful dusing the final chacking of an articke prior o sending & o the jourmad
for review. Please consulk this Guide for Suthors Tor further details of any fbsm.
Enswre that the Tollowing items are present:

One author has Dosn desknabed a5 the ovmespanding uthor with contact detasls:

o E=-mail addness

o Fulll postal address

All mecetsary Mk hiares Been wilosded, aaned coartadm:

o KEywords

« All figure Captions

« All tables (including tithe, descripthon, footmotes)

Fusrther considesrations

« Manisoript has been ‘spell-chacked’ and "gammar-checked

* References ane in the comect format for thes jounnal

o Bl references mientioresd in the Reference liEt are ofed i thie teat, and wicE worsa

» Fermizsion has been obtained for use of copyrighted materiad from other sounces {including the
Internet)

Printed wversesn of figures [ applcabike) in color or black-and-whike

o Imedicabe dearly wihethesr or not oolor o Glsck-and=white i print s neguined.

« For reproduction in Dkeck-and-wihine, please supply bDleck-and-white versions of the figures for

ErintinG DUrposEs.

For any further Infomation please visk our custamer support sibe at Feto s/ sunnort eleey ber. com.
AFTER ACCEPTANCE

Lise of the Digital Object Identifier

The DiaRal Object Tdentifer [DOT) may b wmed o cibe and Enk to ekectronic doouments. The Dol
Consists of a unique alphar-numeric character string which s 2csigned o a document by the publisher
upon the inkial elecironic publication. The aEsigned DO never changes. Tharefore, IE i an el
medium for dting a document, partiodarty "Arices in press” DeCause ey haed not yel neoeised e
full biblizgraghic information. Excample of a comectly given OO0 {in UARL fonmat; here an atide in the
journal Physics Letters 5):

hitp: ffd_dol. orgF 0. 1015 | physdets . 501009 059

‘When you use a DOI bo create Enics to documents on the web, the DO are guarantosd never o
change.

Onfine proof correction

Cormesponding authors will receive an e-mail with a ink to our cnline proofing System, allowing
aninotation ard oFTection of rodls nlins. The ennironment & Simlar o HS Word: & additon
wditing text, you can alko comment on figures/Tables and answer questions from the Copy Editor.
‘Web-based proofing provides a faster and less efTor-prone process by allowing you to directly type
your corections, eliminating the potential introduction of ermors.

I prefenread, vaoad cam STl choose D anmeotabe and upload vour SdRs on thes POF version. All instnocthons
for proafing will be given in the e-mall we send fo authors, induding akernatiaoe methods to the onlinge
wirsenin amd POF
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W will o everything possible to get wour article published quickly and acourately. Flease use this
proot only for checking the typesetting, editing, completeness and cormectness of the test, tables and
figures. Significant changes o the aride as acoepied for pubkcation wil only De considered at this
stxJe with permizsion from the Editoec [T s Bmportant to ensone that all oyrections are sent Dack
iz us im one communecation. Flexse check carefully before replying, as inclusion of any sulbgeguent
COmeCtions canmot be guaranteed. Proofreading is solely your responsitelity.

Offpmmis

The comespondined author at no cost, will be provided with 3 personallzad link providing 50
days frsk access to the final pubkched werskon of the atide on ScienceDirect. Thés link can
aisn be used for sharing via emall and socal networks. For an extra charge, paper ofprints
can b ordered wia the offprint order form which & sont once the articke B accepied for
publication. Both comresponding and Co-authors may order offprinks at any e via Elsesier's
‘WebShop (hitp:ffwehshop. elsrvier. oom fmyarticlesendoes/oMprints). Authors requiring primbed coples
of muliphe aticles may we Elsevier ‘WebShop's ‘Creabe Yoiusr Owin Baook® senvics bo collabe mniuliphe
artides within 3 single cover [hitp:/fwebshop. elsevier comymyamideservices/booklets ).

Aurthor's Drscourrt
Condribubors to Bleevier jousmals ane entithed to a 30% diEoount on most Elsevier books, IF ordened
dErecily froim Beoy e

AUTHOR INQUIRIES

Wiis can track yousr submitbed article at hitn: /e, elseviercomirack-submisshon. You can track your
ooepted artlce at hotp: /fevws. clsevien comyirackartiche. You are also weloome o conact Cusbomer
Suppart wia htp:ffsupport. elseyier. oom.

B Cogrereghl 2012 Eldabviir || FlEE s e ww . il dalry il S84



