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RESUMO

A 4gua é o mais importante recurso vital para a humanidade na terra, mas sem tratamento
adequado, apresenta-se como um dos principais veiculos de microrganismos causadores de
doencas, em especial aquelas transmitidas pela via fecal-oral. Bactérias do grupo coliforme
sdo utilizadas como indicadores de contaminacdo fecal, revelando a existéncia de
microrganismos entéricos patogénicos oriundos de excretas humana ou animal. As analises da
qualidade da 4gua € um elemento-chave para avaliar o grau de poluicdo e a qualidade das suas
condicBes sanitérias. Para a realizacdo deste trabalho foram coletadas doze amostras de agua
de bebedouros distribuidos na UniRV-Universidade de Rio Verde, no més de setembro de
2016, utilizando-se o método dos tubos mdaltiplos, tendo como objetivo avaliar a qualidade da
agua dos bebedouros, quanto a presenca microbioldgica de Coliformes totais e fecais. Todas
as amostras avaliadas apresentaram auséncia de Coliformes fecais, porém nove amostras
(75%) estavam contaminadas, respectivamente, por bactérias do grupo Coliformes totais.
Considerando a legislagdo vigente, concluiu-se que, do ponto de vista microbioldgico, essas
nove amostras (75%) dos bebedouros avaliados forneceram agua imprépria para 0 consumo
humano.

Palavras-chave: Agua. Contaminag&o. Coliformes totais e fecais.



ABSTRACT

Water is the most important vital resource for the humanity on earth, but without proper
treatment, introduces itself as one of the main vehicles of microorganisms that cause diseases,
especially those transmitted via the fecal-oral. Bacteria the group of coliform are used as
indicators of fecal contamination, revealing the existence of micro-organisms enteric
pathogens from excretas of human or animal. The analysis of the quality of the water is a key
element to assess the degree of pollution and the quality of their sanitary conditions. For the
realization of this work, we have collected twelve samples of the water of drinking fountains
distributed in the UniRV-the University of Rio Verde, in the month of September 2016, using
the method of multiple tubes, with the purpose to evaluate the quality of water from drinking
fountains, as to the presence of microbiological of total and faecal Coliforms. All of the
samples evaluated showed the absence of faecal Coliforms, but nine samples (75%) were
contaminated, respectively, by bacteria of the group total coliforms. Considering the current
legislation, it was concluded that, from the point of view of the microbiological, these nine
samples (75%) of the drinking fountains assessed provided water unfit for human
consumption.

Key-Words: Water. Contamination. Total and fecal coliforms.
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1. INTRODUCAO

A 4agua é necessidade primordial para a vida, recurso natural indispensavel ao ser
humano e aos demais seres vivos, além de ser suporte essencial aos ecossistemas. Utilizada
para o consumo humano e para as atividades socioeconémicas, € retirada de rios, lagos,
represas e aquiferos, tendo influéncia direta sobre a salde, a qualidade de vida e o

desenvolvimento das populagdes.

A &gua destinada ao consumo humano € a potavel. Esta deve atender a parametros
microbioldgicos, que visam pesquisar e identificar eventuais microrganismos patogénicos e
quantifica-los. O objetivo de atender a estes aspectos é evitar que a agua ofereca risco a saude
humana. Para a 4gua ser considerada potavel, ela deve atender aos padrées estabelecidos pela
Portaria n°® 2.914, de 12 de dezembro de 2011, do Ministério da Salde, que dispde sobre 0s
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade. A agua potavel deve apresentar auséncia de Coliformes
termotolerantes ou Escherichia coli em 100 ml de amostra e auséncia de bactéria do grupo

coliformes totais em 100 ml.

O desenvolvimento da sociedade, a industrializacdo, o crescimento da populacédo, a
agricultura, entre outros, sdo o0s principais responsaveis pelo seu uso e consumo, provocando
assim alteracGes profundas na sua qualidade. A contaminacdo da agua provoca alteracfes
significativas no ecossistema, pois, nem sempre é possivel restabelecer o seu equilibrio por
processos naturais. A auséncia ou precéria protecdo dos recursos hidricos geram problemas de
contaminacdo microbiana das aguas, com a introducdo de uma série de organismos
patogénicos, tornando a agua um veiculo de transmissdo de doencas para 0 homem, deixando-

a imprépria para o0 consumo.

As doencas transmitidas pela dgua originam-se principalmente, a partir dos dejetos.
Muitos microrganismos que causam doengas sdo parasitas do intestino humano e séo
eliminados juntamente com as fezes que posteriormente podem contaminar a agua e o solo se
ndo forem corretamente tratados. Entre as doencas transmitidas por &gua contaminada
podemos citar a Colera, Giardiase, Febre tifoide, Paratifoide, Leptospirose, Amebiase,

Hepatite infecciosa e Ascaridiase.
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A presenca de bactérias do grupo Coliforme em &gua potével tem sido vista como um
indicador de contaminagdo fecal relacionado ao tratamento inadequado ou inabilidade de
manter o desinfetante residual na agua distribuida. O grupo Coliforme € dividido em
Coliformes totais e Coliformes termotolerantes ou fecais. Os Coliformes totais e
termotolerantes sdo os indicadores de contaminagdo mais utilizados para verificar a qualidade
sanitaria da dgua. As analises microbioldgicas irdo apontar a presen¢a ou ndo de Coliformes
totais e Coliformes fecais, que podem ser ou ndo patogénicos. O grupo dos Coliformes inclui
bactérias ndo exclusivamente de origem fecal, podendo ocorrer naturalmente no solo, na dgua
e em plantas. Além disso, principalmente em climas tropicais, onde os Coliformes apresentam

capacidade de se multiplicar na dgua.

Os bebedouros sdo fontes potenciais de contaminacdo de forma direta através da agua
ou indireta a partir do contato com o aparelho, pois sdo utilizados por muitas pessoas com
habitos de higiene desconhecidos. Com base nestas caracteristicas, existe a necessidade de ser
feito exames microbioldgicos nas dguas para monitorar e verificar se as mesmas se encontram

em condicdes de potabilidade de forma que ndo ofereca nenhum risco a satde da populacéo.

Diante do que foi exposto o que levou a realizar esse estudo foi 0 questionamento
sobre a qualidade da &gua distribuida na instituicdo, tendo como objetivos verificar a
qualidade microbioldgica da agua filtrada obtida dos bebedouros da UniRV-Universidade de
Rio Verde, e comparar os resultados obtidos das analises, microbioldgica com os parametros

da portaria niUmero 2.914, de 12 de dezembro de 2011.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A 4gua é um elemento natural indispensavel a todos os seres vivos, constitui 0 insumo
essencial a preservacdo da vida no planeta, alem de ser suporte essencial aos ecossistemas.
Sendo utilizada para o consumo humano e para as atividades socioeconémicas
(SCHAZMANN et al., 2008). De toda a 4gua existente no planeta 97% é salgada, dos oceanos
e mares. Somente 3% ¢é agua doce. Apenas as aguas dos rios, lagos e subsolo estdo
potencialmente disponiveis para uso, mas a dgua potavel ndo estard disponivel infinitamente
(VICTORINO, 2007).

“Atualmente, ha uma preocupagdo geral com o futuro do planeta Terra e com o
abastecimento de &gua para as populacdes, principalmente, com a disponibilidade de
mananciais em condigdes de vazdes disponiveis e com a qualidade da agua” (DANTAS;
MORAES, 2005, p.2). O crescimento desordenado das cidades, com ocupacdo de areas
inadequadas de moradia, sem infraestrutura minima, o avan¢o da agricultura, comprometem a
qualidade da agua dos reservatorios, onde sdo lancados poluentes. Entre as principais fontes
de contaminacdo, esta os esgotos domésticos, que sdo lancados em rios e lagos sem
tratamento, aterros sanitarios que afetam os lencdis freaticos, defensivos agricolas que devido
as chuvas sdo escoados para 0s rios e lagos e as industrias, que geralmente langcam seus
efluentes nos rios. Todos esses fatores citados prejudicam a qualidade e a quantidade de agua
disponivel ao consumo humano, poluindo e destruindo todos os recursos hidricos disponiveis
(MEDEIROS, 2011).

“A qualidade da agua se tornou uma questdo de interesse para a satde publica no final
do século XIX e inicio do século XX, foi quando a qualidade deixou de ser associada apenas a
aspectos estéticos e sensoriais, tais como a cor, o gosto ¢ o odor” (FREITAS; FREITAS 2005,
p.3). Para a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) e seus paises membros, “todas as pessoas,
em quaisquer estagios de desenvolvimento e condi¢fes socioecondmicas tém o direito de ter
acesso a um suprimento adequado de agua potavel e segura”. “Segura”, no que se refere a
uma oferta de agua que ndo represente um risco significativo a satde, com quantidade
suficiente para atender a todas as diversas necessidades domésticas, que esteja disponivel
continuamente e que tenha um custo acessivel (ORGANIZACAO PANAMERICANA DE
SAUDE, 2009, p.1).
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As principais fontes de contaminacdo da &gua podem ser causadas por compostos
organicos, elementos quimicos tdxicos ou nutrientes e microrganismos indesejveis
(RESENDE, 2002). Podendo ser contaminada no ponto de origem, durante a sua distribuicao
e, principalmente, nos reservatorios particulares, sejam eles de empresas ou domiciliares,
sendo que as causas mais frequentes da contaminacdo da agua nesses reservatérios sdo a
vedacdo inadequada das caixas de agua e cisternas, e a caréncia de um programa de limpeza e
desinfeccéo regular e periodica (YAMAGUCHI et al., 2013).

O meio de transmissdo de doencas mais comum estd diretamente relacionado a
qualidade da agua e o da ingestdo, em que um individuo sadio ingere agua que contenha
componente nocivo a saude, e a presenga desse componente no organismo humano, provoca o
aparecimento de doenca. Um segundo meio de transmissao refere-se a quantidade insuficiente
de agua, gerando habitos higiénicos insatisfatorios, com isso gera doencas relacionadas a
inadequada higiene dos utensilios de cozinha, do corpo, do ambiente domiciliar. Outro meio
de transmissdo compreende a situacdo da agua no ambiente fisico, proporcionando condicGes

propicias a vida e a reproducdo de vetores ou reservatdrios de doengas (BRASIL, 2006).

“Uma agua contaminada ¢ capaz de veicular varios agentes infecciosos (bactérias,
virus, larvas de helmintos), ou substincias capazes de agredir a saide humana”
(SCHAZMANN et al., 2008, p.66). Segundo a Organizacdo Mundial de saude (OMS) cerca
de 80% das doencas que ocorrem em paises em desenvolvimento sdo veiculadas através da
agua contaminada (COELHO, 2007), com isso “estima-Se que as doengas transmitidas pela
agua sejam responsaveis por mais de dois milhdes de mortes ao ano” (TORTORA, 2006,

citado por CRUZ et al., 2009, p.22).

A quantidade e a boa qualidade da &gua sdo fatores importantes para o
estabelecimento dos beneficios a salde relacionados a reducdo da incidéncia e prevaléncia de
diversas doencas, como a doenca diarreica (QUEIROZ et al., 2009). Outras doencas
transmitidas por agua contaminada sdao a Codlera, Giardiase, Febre tifoide, Paratifoide,
Leptospirose, Amebiase, Hepatite infecciosa e Ascaridiase (BRASIL, 2006).

No Brasil, a Portaria n® 2.914 de 12 de dezembro de 2011, do Ministério da Saude,
dispdes sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para
consumo humano, onde a agua é considerada potavel, sob o ponto de vista microbiologico,
quando estd de acordo com a seguinte conformidade: auséncia de Coliformes totais,
termotolerantes ou Escherichia coli, em 100 ml de amostra de agua para consumo (BRASIL,
2011).
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“Os sistemas de saneamento basico adequado e agua tratada podem reduzir em 20% a
80% a incidéncia de doencas infecciosas, inibindo a sua geracdo e interrompendo a sua
transmissao” (YAMAGUCHI et al., 2013, p.314). Para assegurar que a agua esteja livre de
microrganismos patogénicos, € necessario passar por um processo de desinfeccdo, sendo a
cloragdo o método de desinfeccdo mais comumente utilizado na maioria dos paises (GRASSI,
2001, citado por YAMAGUCHI et al., 2013).

“Portanto, segundo a OMS o tratamento da dgua ¢ a melhor forma de reduzir a
morbimortalidade de doengas de veiculagdo hidrica” (ORGANIZACION PANAMERICANA
DE LA SALUD, 2000 citado por SCURACCHIO E FILHO, 2011, p. 642). Com base nessas
caracteristicas, existe a preocupacdo de monitorar se as aguas se encontram em condigdes de
potabilidade de acordo com a legislacdo, de forma que ndo ofereca nenhum risco a satde da
populacdo (SCURACCHIO E FILHO, 2011).

2.1. POCOS ARTESIANOS COMO FONTE DE AGUA POTAVEL

Poco artesiano é um pogo perfurado com diametro pequeno, grande profundidade, a
agua jorra do solo naturalmente, onde sua propria pressdo basta para leva-la & superficie.
Quando essa pressdo ndo é suficiente, utiliza uma bomba, dando 0 nome ao pogo de semi-
artesiano. Tanto o artesiano quanto o semi-artesiano sdo chamados tecnicamente de poco
tubular profundo. Ambos sdo escavados por furadeiras gigantes, usando uma broca
desenvolvida pela industria petrolifera (PALUDO, 2010).

As aguas de superficies, geralmente ndo sdo potaveis e necessitam de tratamento
convencional, enquanto as aguas dos lencdis artesianos geralmente sdo potaveis e dispensa
tratamento convencional, podendo ser feito apenas desinfeccdo como medida preventiva e
correcdo de alguns elementos especificos (SOUZA, 2014). Conforme Tundisi (2003), um
poco artesiano perfurado de acordo com as normas técnicas e dentro de uma tecnologia que
possibilite a maior seguranca possivel podera oferecer condicgdes totais de aproveitamento da

agua subterranea, apresentando as seguintes vantagens:

o Abastecimento para todos os fins: cidades, residéncias, hotéis,
industrias, fazendas, hospitais e escolas;
o Suprimento constante de &gua independente das redes gerais de

abastecimentos, livre de defeitos, rompimentos de canalizagdes e corte temporarios;
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. Fim dos problemas de estiagem;

o Custo por m3 inferior a qualquer outra forma de abastecimento.

2.2. PADRAO DE QUALIDADE DA AGUA PARA CONSUMO HUMANO

A portaria do Ministério da satde n° 2914, de 12 de dezembro de 2011 estabelece as
normas de controle e vigilancia da qualidade da &dgua para consumo no Brasil, o padrdo de
potabilidade, e da responsabilidades, sendo o controle de qualidade obrigacdo das empresas
de abastecimento, e a vigilancia da qualidade, dos 6rgdos sanitarios do governo (BRASIL,
2012). De acordo com as normas contidas na portaria n® 2914, a 4gua potavel ndo deve conter
agentes patogénicos de origem fecal, devendo atender a padrbes exigidos, através de alguns

parametros, tais como os descritos no quadro 1:

Quadro 1 - Padrdo Microbiolégico para Agua Potavel

PARAMETRO VALOR MAXIMO PERMITIDO

Agua para consumo humano

Escherichia coli ou Coliformes termotoleraveis Auséncia em 100 mL

Agua na saida do tratamento

Coliformes totais Auséncia em 100 mL

Escherichia coli Auséncia em 100 mL

Agua tratada no sistema de
distribuicao (reservatorio e rede)

Sistemas que abastecem menos de 20 mil
habitantes por més: Apenas uma amostra podera
apresentar mensalmente resultado positivo em

Coliformes totais 100 mL

ou
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Sistemas que abastecem a partir de 20 mil
habitantes por més: Auséncia em 100 mL em
95% das amostras examinadas no més

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2012

2.3. COLIFORMES TOTAIS

A razdo da escolha dos Coliformes como indicadores de contaminacdo da agua deve-

se aos seguintes fatores:

. Estdo presentes nas fezes de animais de sangue quente, inclusive 0s
seres humanos;

. Sua presenca na agua possui uma relacdo direta com o grau de
contaminacéo fecal;

. Sdo facilmente detectaveis e quantificaveis por técnicas simples e
economicamente viaveis, em qualquer tipo de agua;

. S&o mais resistentes & acdo dos agentes desinfetantes do que os germes
patogénicos. (BRASIL, 2006).

O grupo Coliforme é dividido em Coliformes totais e Coliformes termotolerantes ou
fecais. Os Coliformes totais e termotolerantes sdo os indicadores de contaminacdo mais
utilizados para verificar a qualidade sanitaria da agua. As andlises microbiologicas irdo
apontar a presenca ou ndo de Coliformes totais e Coliformes fecais, que podem ser ou nédo
patogénicos (BETTEGA et al., 2006). Entre os principais constituintes do grupo de bactérias
Coliformes podemos citar os seguintes géneros: Escherichia, Citrobacter, Klebsiella e

Enterobacter, embora varios outros géneros e espécies pertencam ao grupo (BRASIL, 2006).

Normalmente, na determinacdo de Coliformes, realiza-se a diferenciacdo entre os de
origem fecal e ndo fecal. Os Coliformes ndo fecais como a Serratia e Aeromonas, Sdo
encontrados no solo e vegetais, possuindo a capacidade de se multiplicarem na agua com
relativa facilidade. No entanto os Coliformes de origem fecal, ndo se multiplicam facilmente
no ambiente externo e sdo capazes de sobreviver de modo semelhante as bactérias patogénicas
(ZULPO et al., 2006).
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Os Coliformes totais sdo definidos como bacilos gram-negativos, aerobios ou
anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos, oxidase-negativos, capazes de
desenvolver na presenca de sais biliares ou agentes tensoativos que fermentam a lactose com
producdo de &cido, gés e aldeido a 35,0 £ 0,5°C em 24-48 horas, e que podem apresentar

atividade da enzima R-galactosidase e 3-glucoronidase (BRASIL, 2004).

Coliformes fecais ou Coliformes termotolerantes sdo bactérias capazes de desenvolver
e/ou fermentar a lactose com producédo de gas a 44°C em 24 horas. A principal espécie dentro
desse grupo é a Escherichia coli. Essa avaliacdo microbioldgica da agua tem um papel
destacado, em visto da grande variedade de microrganismos patogénicos, em sua maioria de

origem fecal, que pode estar presente na agua (BETTEGA,2006).

O grupo dos Coliformes inclui bactérias ndo exclusivamente de origem fecal, podendo
ocorrer naturalmente no solo, na agua e em plantas. Além disso, principalmente em climas
tropicais, onde os Coliformes apresentam capacidade de se multiplicar na 4gua (BRASIL,
2006). “A presenca de bactérias do grupo Coliforme em agua potavel tem sido vista como um
indicador de contaminacdo fecal relacionado ao tratamento inadequado ou inabilidade de
manter o desinfetante residual na agua distribuida” (SCURACCHIO, 1996, P.17).

A &gua potéavel ndo deve conter em hipo6tese alguma microrganismos patogénicos e
deve estar livre de bactérias indicadoras de contaminacdo fecal. Onde os indicadores de
contaminacdo fecal, tradicionalmente aceitos, pertencem a um grupo de bactérias
denominadas Coliformes. Com a Escherichia coli sendo a principal representante desse grupo
de bactérias (BRASIL, 2006).

A Escherichia coli é uma bactéria do grupo coliforme que fermenta a lactose e
manitol, com producdo de &cido e gas a 44,5 + 0,2°C em 24 horas produz indol a partir do
triptofano, oxidase negativa, ndo hidroliza a uréia e apresenta atividade das enzimas R-
galactosidase e RB-glucoronidase sendo considerada o mais especifico indicador de

contaminag&o fecal recente de eventual presenca de organismos patogénicos (BRASIL, 2004).

Para o controle de qualidade da agua sdo feitos exames microbiologicos nas aguas, no
ponto de vista sanitario, pois o que realmente coloca em risco a salde publica € a ocorréncia
de poluicéo fecal. Por isso é realizado as analises das bactérias do grupo Coliformes totais e
Coliformes fecais, que atuam principalmente como indicadores de poluicdo fecal, pois
ocorrem na flora intestinal do homem e de animais de sangue quente (SCHAZMANN et al.,
2008).
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2.4. BACTERIAS HETEROTROFICAS

Bactérias heterotroficas sdo definidas como microrganismos que requerem carbono
organico como fonte de nutrientes para seu crescimento e para a sintese de material celular
(BRASIL, 2004). A maioria das bactérias heterotroficas, geralmente, ndo € patogénica.
Entretanto alguns membros desse grupo, incluindo Legionellaspp.,Micobacteriumspp.,

Pseudomonasspp., Aeromonasspp., podem ser patdgenos oportunistas (QUIROZ, 2002).

E importante, conhecer a densidade de bactérias heterotroficas, tendo em vista que
um aumento considerdvel da populagdo bacteriana pode comprometer a detecgdo de
organismos Coliformes. Embora a maioria dessas bactérias ndo seja patogénica, pode
representar riscos a saude, como também, deteriorar a qualidade da agua, provocando odores
e sabores desagradaveis (BRASIL, 2006). A contagem de bactérias heterotréficas é a
determinacdo da densidade de bactérias que sdo capazes de produzir unidades formadoras de
colénias (UFC), na presenca de compostos organicos contidos em meio de cultura apropriada,
sob condicdes pré-estabelecidas de incubacdo: 35,0 £ 0,5°C por 48 horas (BRASIL, 2004).

A Portaria MS N° 2,914 de 12 de dezembro de 2011 estabelece que alteracbes
bruscas ou acima do usual na contagem de bactérias heterotroficas devem ser investigadas
para identificacho de irregularidade e providéncias devem ser adotadas para o
restabelecimento da integridade do sistema de distribuicdo (reservatério e rede),
recomendando-se que ndo se ultrapasse o limite de 500 UFC/mL(BRASIL, 2011).
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3. OBJETIVO

3.1. GERAL

Investigar a agua filtrada da Uni-RV Universidade de Rio Verde, no seu aspecto

microbioldgico.

3.2. ESPECIFICOS

o Verificar a qualidade microbiolégica da agua filtrada
obtida dos bebedouros da UniRV-Universidade de Rio Verde, pelo
método dos tubos multiplos;

o Comparar 0s resultados obtidos das analises,
microbiologicas com os parametros da portaria nimero 2.914, de 12 de
Dezembro de 2011,
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado nas dependéncias do campus | da UniRV — Universidade
de Rio Verde, utilizando-se da agua filtrada dos seus bebedouros, disponivel para
consumo humano. As analises foram realizadas no laboratério de microbiologia. Todas
as amostras foram coletadas no dia 6 de setembro de 2016, sendo identificadas de

acordo com cada setor.

4.2. AMOSTRA

Foram coletadas 4 amostras de &gua filtrada dos bebedouros do campus | da
Uni-RV Universidade de Rio Verde, selecionadas aleatoriamente por meio de um
sorteio, sendo escolhido assim qual o bebedouro do bloco a ser coletada a agua. Dessa
forma as coletas foram realizadas em um bebedouro de cada bloco utilizado pelos
universitarios na instituicdo, sendo montado um plano de coleta identificando cada

pavilhdo e o bebedouro por ordem de letra e nimero.

A instituicdo foi dividida em 4 setores para coleta, setor A, B, C e D. O setor A
correspondeu ao pavilhdo administrativo, o setor B correspondeu ao pavilhdo do direito,
o setor C correspondeu ao pavilhdo da ESUCARYV e o setor D correspondeu ao pavilhdo
da veterinaria. A coleta foi realizada com total cuidado para a ndo contaminacdo das
amostras, sendo higienizadas as méos do manipulador e utilizando luvas, foi aberto a
torneira, deixando a dgua escoar por cerca de 5 minutos para eliminar a agua estagnada
na tubulacdo, logo em seguida foi ajustado & abertura da torneira em fluxo baixo de
agua e coletado o equivalente a 250 ml de &gua em um frasco esterilizado, que foi
colocado em uma caixa de isopor para ser levado ao laboratorio de microbiologia para
ser armazenado na geladeira, estando protegidos da luz solar e calor até 0 momento da
realizacdo das andlises. As coletas e a realizagdo das analises foram feitas no mesmo
dia. As analises foram realizadas em uma capela de fluxo laminar dentro do laboratério

de microbiologia.
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4.3. ANALISES LABORATORIAIS

As analises foram realizadas no laboratério de microbiologia da UniRV -
Universidade de Rio Verde, onde foi feito a identificacdo de Coliformes total e fecal.
Para tanto foi utilizado o método de tubos multiplos (BRASIL, 2009), cuja técnica
consiste do nimero mais provavel (NMP) que permite calcular o nimero de um
microrganismo especifico numa amostra de agua, utilizando a tabela de probabilidade
no anexo 1. Diluicdes decimais da amostra sdo inoculadas em séries de tubos contendo
meio liquido seletivo. Os tubos sdo positivos quando tém crescimento ou produgdo de
gés de fermentac&o.

Este teste & constituido por trés etapas: o teste presuntivo, que se presume a
presenca de contaminantes na agua, contaminantes estes sendo capazes de produzir gas
através da lactose, incubados a 35° C por 24 horas, que se presume que seja Coliforme,
a segunda etapa é o teste confirmativo, que é utilizado um meio contendo caldo
lactosado, bile verde brilhante, que confirma a presenca de Coliformes totais se houver
a producéo de gas a partir do meio, em que a amostra € retirada dos tubos positivos do
teste presuntivo, retirando-se apenas uma alcada e inoculando em meio Verde Brilhante
(VB) sendo incubado por mais 24 horas a 35° C. O terceiro teste para Escherichia coli
(EC), é o que identifica a presenca de Coliformes fecais, um teste com base na
inoculacdo de uma algcada da amostra dos tubos positivos do teste presuntivo em um
meio EC a uma temperatura superior aos demais testes, a 44,5° C, esse teste é realizado
a fim de identificar a presenca de Coliformes fecais, 0s quais sdo capazes de resistir a
temperaturas citada acima e sendo assim séo capazes de se desenvolver, ocasionando o

crescimento dos Coliformes fecais e a producéo de gas a partir do meio EC.

4.4. TESTE PRESUNTIVO

No teste presuntivo presumiu-se gque 0S microrganismos que cresceram e
produziram gas a partir de lactose sejam Coliformes, porém ndo ha outras informacdes
sobre as demais caracteristicas desses microrganismos, portanto é necessario a

realizacéo de outros testes para confirmagéo.
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O preparo do meio Lauril Sulfato Triptose (LST) para a realizagdo do teste é
baseado no modo de preparo estabelecido pelo fabricante KASVI, que se encontra
fixado no rotulo de cada meio.

Seguindo as orientacdes descritas no frasco, em que 35,69 de Lauril Sulfato
Triptose equivale a 1 litro do meio, sendo assim, utilizada a quantidade de 34,69 sendo
diluido em &gua destilada, para o preparo de 972 mL, logo ap6s foi pipetados 9 mL para
cada um dos 108 tubos de ensaio.

4.4.1. PROCEDIMENTO

Foram preparados trés tubos de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada
(0,1%), identificado conforme sua diluicdo (1071), (1072) e (1073).

Figura 1-Preparo das diluigdes decimais

Diluigao Seriada

ImL ImL
G iR L 3l R
‘ 1 ml_ | =Y = P
;(‘/ gy \_/\
da ; |
Amostra .5}
7 NS NS
9 mL 9 mL 9 mL
10 10-2 1073

Fonte: Arquivo do autor

Da amostra (1:10) foi retirado 1 mL através da pipeta, sendo adicionada ao tubo
de ensaio, que contéem 9 mL de agua peptonada, fazendo a dilui¢do 2 (1:100). Do tubo
de ensaio (1:100), foi retirado novamente 1 mL, fazendo a dilui¢cdo 3 (1:1000), em outro

tubo de ensaio, também contendo 9 mL de dgua peptonada.
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Foram pegos as trés diluicdes (107%), (1072) e (1073) e inoculado distribuindo 1
ml de cada uma das 3 diluicdes, para cada 3 tubos de ensaio LST em concentracao

simples.

Em seguida foram incubados os tubos com meio LST & 35° C por 24 horas. Apds
as 24 horas foi realizado a leitura a olho nu, identificando como positivo os tubos que
apresentaram presenca de gas, detectados atraves de bolhas, que sdo percebidas devido

0 auxilio do tubo de Durham, presentes nos tubos.

Figura 2 — Resultados observados com auxilio do tubo de Durham. Observa-se a formagéo de
gas

ik (T =

s

S -

' -
dicronganisamaos T Tubo de Durhase

I
S

Fresenca e Colilormmes

Fonte: Arquivo do autor

As inoculagdes das amostras que deram positivas foram transferidas através de
alcadas, para meios de cultura de Verde Brilhante (VB) (contagem de Coliformes

totais), e ap0s, para Escherichia coli (EC) (contagem de Coliformes fecais).
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Figura 3 — DiluicBes das amostras no meio LST

‘"'I lmL

e i

LST 10-3

3mL

LST 10-2

Fonte: Arquivo do autor

4.5. TESTE CONFIRMATIVO

A finalidade deste teste € a confirmacdo da presenca de Coliformes na agua
analisada. E para a realizacdo deste teste confirmativo inocula-se uma aliquota de cada
um dos tubos positivos do teste presuntivo juntamente com caldo lactosado com bile e
verde brilhante. A utilizacdo deste teste é para a separacdo dos Coliformes de outras
possiveis bactérias, isso ocorre pela acdo dos sais de bile que tem a funcdo de inibir o
crescimento de bactérias ndo entéricas e o verde brilhante inibe o crescimento de

bactérias Gram-positivos, deste modo selecionando os Coliformes.

O preparo do meio bile verde brilhante (VB) para a realizacdo do teste é baseado
no modo de preparo estabelecido pelo fabricante HIMEDIA, que se encontra fixado no

rotulo de cada meio.

Seguindo as orientagdes descritas no frasco, em que 40g de bile verde brilhante
equivale a 1 litro do meio, sendo assim, utilizada a quantidade de 16,99 sendo diluido
em agua destilada, para o preparo de 414 mL, logo apds foi pipetados 9 mL para cada

um dos 46 tubos de ensaio que apresentaram presenca de gas no teste presuntivo.
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4.5.1. PROCEDIMENTO

Apos realizacdo da leitura a olho nu no teste presuntivo foram encontrados 46
tubos com presenca de gas, sendo assim considerados positivos. Em seguida, utilizando
uma alca de platina transferiu-se uma aliquota de cada tubo com resultado positivo para
os tubos contendo o caldo lactosado bile verde brilhante. Incubou-se os tubos durante
24 horas a 35° C. Realizou-se a leitura a olho nu identificando como positivo os tubos
com producdo de gas no tubo de Durhan. Através da tabela 1 verificou-se o numero

mais provavel (NMP) de coliformes por 100 mL.

4.6. TESTE COMPLEMENTAR (EC)

A finalidade deste teste € avaliar o nimero de Coliformes fecais. Os Coliformes
fecais em seu ambiente natural possuem uma temperatura mais elevada, sendo capazes
de resistir e de crescer em uma temperatura de 44,5° C, possibilitando assim sua
diferenciacéo e podendo ser avaliados separadamente. I1sso acontece porque em muitas
avaliacdes tem a necessidade de distinguir os Coliformes fecais dos demais Coliformes.
O procedimento a seguir utiliza o meio EC (Escherichia coli) inoculado a partir do teste
presuntivo, pois este teste nunca deve ser utilizado a partir da amostra, por necessitar de

enriguecimento.

O preparo do meio Escherichia coli (EC) para a realizacdo do teste é baseado no
modo de preparo estabelecido pelo fabricante Micromed, que se encontra fixado no
rotulo de cada meio.

Seguindo as orientacdes descritas no frasco, em que 37g de EC equivale a 1 litro
do meio, sendo assim, utilizada a quantidade de 15,69 sendo diluido em agua destilada,
para o preparo de 414 mL, logo apo6s foi pipetados 9 mL para cada um dos 46 tubos de
ensaio que apresentaram presenca de gas no teste presuntivo.

4.6.1. PROCEDIMENTO

Ap0s a avaliacdo do teste presuntivo, utilizando uma alca de platina transferiu-se

uma aliquota de cada tubo com resultado positivo para os tubos contendo caldo EC.
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Incubou-se os tubos durante 24 horas a 44,5° C. Realizou-se a leitura a olho nu
identificando como positivo os tubos com produgédo de gas no tubo de Durhan. Através
da tabela do anexo 1 verificou-se o nimero mais provavel (NMP) de Coliformes por
100 mL.

Figura 4 — Diluigdes dos tubos LST positivos nos meios EC e VB
Tubhos LT positivos:
Exemplo
diluscdo 10-1 E E E
3 tubos positrwos
/)-\<,.f’\\
Ve /

Caldo Caldo VEEL
EC
44,5 °C./24-4%h 35-37 “CIA=48h

Fonte: Arquivo do autor
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras foram coletadas no dia 6 de setembro de 2016, sendo
identificadas as amostra do bloco administrativo como Al, A2 e A3. As amostras foram
inoculadas em meio LST. Sendo inoculados 27 tubos contendo 9 mL de LST e 1 mL de
cada uma das 3 dilui¢Ges, para cada 3 tubos de ensaio LST em concentracdo simples, e
apos 24 horas observou-se que ndo houve a necessidade de realizar a etapa
confirmatéria em meios VB devido néo positividade para o teste presuntivo (LST), ou
seja, ndo ocorreu formacdo de gas nos tubos contendo caldo Lauril sulfato de sddio
como demostra a tabela 1.

Tabela 1 — Controle de Tubos das amostras Al, A2 e A3 dos meios LST, VB e EC

Amostra Tubos Tubos Positivos | Tubos Positivos | Tubos Positivos EC
Inoculados LST VB
n % n % N %
Al 9 0 0 - - - -
A2 0 0 - - - -
A3 0 0 - - - -

Fonte: Arquivo do autor

As amostras do bloco do direito foram identificadas por B1l, B2 e B3. Essas
amostras foram inoculadas e incubadas em meios LST, VB e EC. Ao todo foram
inoculados 27 tubos contendo 9 mL de caldo LST e 1 mL de cada uma das 3 diluicdes,
para cada 3 tubos de ensaio LST em concentracdo simples, e apds 24 horas obtivemos
24 tubos positivos identificados com a presenca de gas, os quais foram inoculados uma
pequena aliquota em 24 tubos com meios VB, e 24 tubos no meio EC, em que
obtivemos 23 tubos positivos somente no meio VB, confirmando a presenca de
Coliformes totais na 4gua. No meio EC ndo houve producgéo de gas, sendo negativo para

Coliformes fecais. Sendo demostrado os tubos com resultados positivos na tabela 2.
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Tabela 2 — Controle de Tubos das amostras B1, B2 e B3 dos meios LST, VB e EC

Amostra Tubos Tubos Positivos | Tubos Positivos | Tubos Positivos EC
Inoculados LST VB
n % n % n %
B1 9 6 67 5 55.5 0 0
B2 9 9 100 9 100 0 0
B3 9 9 100 9 100 0 0

Fonte: Arquivo do autor

As amostras do bloco da ESUCARYV foram identificadas como C1, C2 e C3. As
mesmas foram inoculadas e incubadas em meio LST, e ap6s 24 horas foram

identificados 6 tubos com presenca de gas, que foram inoculados e incubados por mais

24 horas em meios VB e EC. Obteve-se 5 tubos positivos no meio BV, dando resultado

positivo para Coliformes totais. No meio EC ndo houve producdo de gas, sendo

negativo para Coliformes fecais. Verificamos os resultados na tabela 3.

Tabela 3 — Controle de Tubos das amostras C1, C2 e C3 dos meios LST, VB e EC

Amostra Tubos Tubos Positivos | Tubos Positivos | Tubos Positivos EC
Inoculados LST VB
n % n % n %
C1 9 2 33 2 33 0 0
C2 9 2 22 1 11 0 0
C3 9 2 22 2 22 0 0

Fonte: Arquivo do autor

As amostras do bloco da veterinaria foram identificadas como D1, D2 e D3. As

mesmas foram inoculadas e incubadas em meio LST, e apds 24 horas foram

identificados 16 tubos com presenca de gas, que foram inoculados e incubados por mais

24 horas em meios VB e EC. Obteve-se 15 tubos positivos no meio BV, dando

resultado positivo para Coliformes totais. No meio EC ndo houve producdo de gas,

sendo negativo para Coliformes fecais. Verificamos os resultados na tabela 4.
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Tabela 4 — Controle de Tubos das amostras D1, D2 e D3 dos meios LST, VB e EC

Amostra Tubos Tubos Positivos | Tubos Positivos | Tubos Positivos EC
Inoculados LST VB
n % n % n %
D1 1 11 1 11 0 0
D2 6 67 6 67 0 0
D3 9 9 100 8 89 0 0

Fonte: Arquivo do autor

Foram analisadas 12 amostras de bebedouros coletadas de cada bloco, onde se
obteve 1 bebedouro que ndo apresentou formagdo de gas em suas amostras. Ja as outras
amostras apresentaram producdo de gas nos tubos contendo meios LST, em que 0s

tubos positivos foram inoculados em nameros iguais nos meios VB e EC.

Ao total foram 108 tubos inoculados em meios LST, sendo retirado o bebedouro
do bloco administrativo que ndo apresentou nenhum tubo positivo, restando 81 tubos
das outras 9 amostras que aprestaram formacéo de gas, destes 81 tubos encontrou-se 46
tubos positivos, sendo os B1, B2, B3, C1, C2, C3, D1, D2 e D3. Esses tubos positivos

foram inoculados em meios VB e EC.

Entre os 46 tubos inoculados em meio VB foram encontrados 43 positivos,
confirmando a presenca de Coliformes totais, sendo eles B1, B2, B3, C1, C2, C3, D1,
D2 e D3. Os tubos inoculados em meios EC ndo houve producdo de gas sendo assim

considerados negativos. A tabela 5 demostra os resultados das analises.

Tabela 5 — Resultado das analises microbiolégicas de acordo com o NMP em 100 mL de agua

Amostra | Teste presuntivo para Teste confirmatorio Teste confirmatorio para
Coliformes totais para Coliformes totais Coliformes termotolerantes
Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado final
parcial final parcial final parcial

Al 0-0-0 <0,3NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/
100 mL 100 mL 100 ml
A2 0-0-0 <0,3NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/
100 mL 100 mL 100 mL
A3 0-0-0 <0,3NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/
100 mL 100 mL 100 mL
B1 3-3-0 240 NMP/ 2-3-0 29 NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/
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100 mL 100 mL 100 mL
B2 3-3-3 >1100NMP/ 3-3-3 >1100NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/
100 mL 100 mL 100 mL
B3 3-3-3 >1100NMP/ 3-3-3 >1100NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/
100 mL 100 mL 100 mL
C1 2-0-0 9.2 NMP/ 2-0-0 9.2 NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/
100 mL 100 mL 100 mL
C2 0-1-1 6.1 NMP/ 0-0-1 3.0 NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/
100 mL 100 mL 100 mL
C3 1-1-0 7,4 NMP/ 1-1-0 7,4 NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/
100 mL 100 mL 100 mL
D1 0-1-0 3.0 NMP/ 0-1-0 3.0 NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/
100 mL 100 mL 100 mL
D2 3-3-0 240 NMP/ 3-3-0 240 NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/
100 mL 100 mL 100 mL
D3 3-3-3 >1100NMP/ 3-3-2 1100NMP/ 0-0-0 <0,3NMP/100 mL
100 mL 100 mL

Fonte: Arquivo do autor

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, verificou-se que, apesar da
auséncia de Coliformes fecais nas 12 amostras (100%) analisadas, 9 amostra (75%)
estavam contaminadas por bactérias do grupo Coliformes totais. A presenca de bactérias
do grupo Coliforme totais estda intimamente ligado a tratamento inadequado ou
inabilidade em manter a desinfeccao residual da gua tratada.

A analise microbioldgica da dgua de bebedouros de instituicdes de ensino ja foi
avaliada por outros estudos, com resultados negativos e positivos para contaminagdo
por Coliformes totais. Em um estudo feito por CUNHA (2010) na mesma instituicao foi
detectado resultado semelhante, em que ndo houve presenca de Coliformes fecais em 13
amostras (100%) analisadas. J& em relacdo h& presenca de Coliformes totais foram
encontradas 7 amostras (53,84%) que apresentaram positividade em meio seletivo VB.
Dados semelhantes foram encontrados por VIEIRA et al.,(2011) com relacdo a pesquisa
de Escherichia coli. De acordo com os autores, nenhuma das 38 amostras de agua,
coletadas em bebedouros de escolas municipais da cidade de Alfenas (MG), apresentou

presenca de Escherichia coli. REIS et al.,(2012) evidenciaram também, auséncia de
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Coliformes totais e de Escherichia coli em quatro (100%) amostras de agua, coletadas

em bebedouros de parques da regido de Curitiba (PR).

Por outro lado, diferentemente do presente estudo, OLIVEIRA et al.,(2012)
avaliaram dez amostras de agua de bebedouros localizados em escolas estaduais do
municipio de Picos (Pl), e observaram que 80% e 40% das amostras estavam
contaminadas, respectivamente, por Coliformes totais e Coliformes termotolerantes.
Segundo Zulpo et al. (2006), ao estudarem a qualidade microbioldgica da agua
consumida nos bebedouros da Universidade Estadual do Centro Oeste, Guarapuava —
PR, concluiram que, dentro das 47 amostras analisadas, 8,5% foram positivas para

Coliformes totais e 2% para Coliformes termotolerantes.
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6. CONCLUSAO

Analisando os resultados obtidos neste trabalho observa-se que, as seguintes
amostras B1, B2, B3, C1, C2, C3, D1, D2 e D3 que representam o0s blocos do direito,
ESUCARYV e veterinaria, dos bebedouros do campus | da UniRV — Universidade de Rio
Verde apresentaram qualidade bacterioldgica insatisfatoria, ndo estando dentro dos
padrdes de potabilidade estabelecidos pela portaria numero 2.914, de 12 de Dezembro
de 2011.

A temperatura, o maior fluxo de pessoas e a higiene inadequada dos bebedouros
podem ser fatores que contribuiram para este resultado negativo, podendo talvez ser
corrigido com uma correta e mais frequente higienizacdo do local. Estes resultados
serdo apresentados a Direcdo da Instituicdo para que as devidas medidas de higienizagédo
sejam tomadas. Novas analises deverao ser realizadas a fim de monitorar a qualidade da
higienizacdo da agua dos bebedouros desta instituicdo para que o risco de contaminacgao
por microrganismos patogénicos seja eliminado, e mantendo assim a boa qualidade da

agua para consumo humano, e consequentemente, evitando riscos a saude.
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Anexo 1- Numero Mais Provavel para séries de 3 tubos com inéculos de 0,1, 0,01 e 0,001 mL e
respectivos intervalos de confianga 95%

NUmero de Tubos Limites de | NUmero de Tubos Limites de

i confianca | Positivos confianca de
Positivos NMP/mL | g 9506 NMP/mL | gsos
0,iml| 0,01ml| 0,001mlI Baixo | Alto | 0,1ml | 0,01ml | 0,001 ml Baixo | Alto
0 0 0 <0,3 - 9512 2 0 21 45 |42
0 0 1 3.0 0,15 |96 | 2 2 1 28 8,7 94
0 1 0 3.0 0,5 |11 |2 2 2 35 8,7 94
0 1 1 6.1 1.2 18 | 2 3 0 29 8,7 94
0 2 0 6.2 1.2 18 | 2 3 1 36 8,7 94
0 3 0 9.4 3.6 38 |3 0 0 23 4.6 94
1 0 0 3.6 0,17 | 18 |3 0 1 38 8,7 110
1 0 1 7.2 1.3 18 | 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3.6 38 |3 1 0 43 9 180
1 1 0 7,4 1.3 20 |3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3.6 38 |3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 3.6 42 |3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 45 42 | 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 45 42 | 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9.2 1.4 38 |3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3,6 42 | 3 2 3 290 37 1.000
2 0 2 20 45 42 | 3 3 0 240 42 1.000
2 1 0 15 3.7 42 |3 3 1 460 90 2.000
2 1 1 20 45 42 | 3 3 2 1100 180 | 4.100
2 1 2 27 8,7 94 | 3 3 3 >1100 420 -

Fonte: Bacteriological Analytical Manual Online, 2001.




