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PESQUISA DE Salmonella spp., Campylobacter spp., COLIFORMES TOTAIS E
Escherichia coli EM AGUAS DE NASCENTES (BICAS) EM PIRACICABA-SP

Autor - INGRID LADWIG DO AMARAL GARBOGGINI
Orientador : Prof. Dr. CLAUDIO ROSA GALLO

RESUMO

Neste trabalho foi feita a analise microbiologica das aguas de oito nascentes -
conhecidas pela populagdo local como “bicas” - da area urbana do municipio de
Piracicaba - SP.

As amostras de agua foram analisadas quanto a presenga de bactérias dos géneros
Salmonella, Campylobacter, de bactérias do grupo coliformes totais, e da espécie
Escherichia coli, em vista das constatagdes de aguas contaminadas por tais bactérias, em
diversos paises.

Os testes foram conduzidos no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutrigdo da ESALQ/USP, no periodo de
fevereiro a julho de 1997, incluindo periodos de seca e de chuvas, possibilitando assim, o
estudo da correlag@o entre contaminagdo das bicas e a época de chuvas.

Apesar de ndo ter sido constatada a presenga de Salmonella e Campylobacter nas
amostras analisadas, ficou comprovada a presenga de coliformes totais e £. coli em todas
as nascentes, o que condena a utilizagdo destas dguas, para consumo humano, sem
tratamento prévio. Relacionou-se, ainda, a época de maior precipitagdo do periodo, com

a contaminagdo por £. coli em trés bicas.



SEARCH OF Salmonella spp., Campylobacter spp., TOTAL COLIFORMS AND
Escherichia coli IN NATURAL FOUNTAINS WATER IN PIRACICABA-SP

Author : INGRID LADWIG DO AMARAL GARBOGGINI
Adviser : Prof. Dr. CLAUDIO ROSA GALLO

SUMMARY

Eight natural water springs of the urban area in Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil
were analysed regarding the presence of bacteria, genus Salmonella, Campylobacter, the
total coliforms group and Escherichia coli species, through a six month period.

The tests were conducted in the Food Microbiology Laboratory of the
Agroindustry, Foods and Nutrition Department, from February to July of 1997, including
the dry and rainy seasons, thus allowing the analysis of correlation between natural
water springs contamination and pluviometrical precipitation.

Although the presence of Salmonella and Campylobacter was not detected
among the samples, the presence of total coliforms was verified as well as F. coli on all
the analysed natural water springs, thus disapproving the use of this waters for human
consumption purpose, without previous treatment. The contamination by £. coli was also

related to the higher pluvial precipitation period, for three natural water springs.
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1 INTRODUCAO

A agua € um elemento essencial para qualquer ser vivo mas o seu consumo,
principalmente por humanos, pode ser a causa de violentos surtos se esta possuir os
agentes patogénicos, que originardo as chamadas doengas hidricas.

O nosso planeta possui % de sua superficie constituidos de agua, entretanto,
apenas 0,8 % deste total € agua doce disponivel ja que 1,8 % esta na forma congelada e
97,4 % ¢ agua salgada. E ainda, da fragdo disponivel ao homem, boa parte da agua doce
encontra-se contaminada (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental -
CETESB, 1991). Ndo € a toa que para muitos estudiosos o proximo milénio sera
considerado como o milénio da conquista da agua.

De toda a populagdo mundial, apenas 30 % tem acesso a agua tratada, enquanto
70 % esta sujeita a adquirir doengas veiculadas pelas aguas de pogos, nascentes, rios e
outras fontes de agua facilmente contaminaveis por diferentes tipos de poluigao.

O tratamento e o fornecimento de agua pura implicam em gastos até bastante
altos, porém o fornecimento de agua impura talvez seja mais oneroso as nagdes, se
forem considerados os gastos relacionados a assisténcia médica e hospitalar. Segundo
dados das organizagdes sanitarias internacionais, 80 % das admissdes hospitalares e das
consultas médicas, sdo devidas a enfermidades diarréicas e a isso somam-se ainda, os
prejuizos indiretos relacionados com a perda da capacidade produtiva (Tratamento da
agua ..., 1999).

Entre os principais patogenos envolvidos em surtos de doengas hidricas, as
bactérias dos géneros Salmonella e Campylobacter, bem como a espécie Escherichia coli
sdo freqiientemente isoladas em diversas partes do mundo, causando desde simples

gastroenterites até quadros mais graves, chegando a matar principalmente criangas e



idosos. Muitos dos surtos relacionam-se com a ingestdo de aguas de um Unico
fornecimento possivel & populagdo, como em aldeias onde a agua utilizada vem de um
lago, rio ou riacho, sem tratamento prévio.

A preservagdo dos recursos naturais torna-se evidentemente necessaria para se
evitar a poluigdo quimica e bacteriologica das aguas do planeta. Porém, uma medida mais
direta e de grande importancia para se prevenir doengas, é a realizagdo de analises
periodicas das aguas de consumo da populagdo, bem como o tratamento destas aguas
como a cloragdo, filtragdo e fervura.

Tendo em vista tais consideragdes, este trabalho teve como objetivo pesquisar as
bactérias dos géneros Salmonella, Campylobacter, além do grupo coliformes totais e
especificamente a bactéria coliforme fecal FEscherichia coli , em aguas de nascentes
(bicas), na cidade de Piracicaba.

Nesta cidade, assim como em outras cidades do interior de estados brasileiros, o
consumo de aguas das chamadas “ bicas > € bastante freqiiente, e geralmente sem um
tratamento prévio adequado. Por se situarem no meio urbano, bastante proximas a
tubulagdes de esgoto, estas nascentes podem ser facilmente contaminadas por material de
origem fecal, caso haja algum rompimento nesta tubulagdo, transformando-se em um
veiculo de agentes patogénicos.

Os géneros Salmonella, Campylobacter e a espécie Iischerichia coli foram o alvo
da analise, em vista do grande niimero de casos de doengas registradas nos ultimos anos,
relacionadas com o consumo de agua contaminada por estes patogenos. O grupo
coliformes totais também foi analisado nesta pesquisa, por se tratar de um importante
indicador das condigdes higiénico-sanitarias de aguas.

Este trabalho objetivou, ainda, alertar os 6rgdos municipais responsaveis por tais
recursos hidricos, para que tomem providéncias, como a instalagdo de tratamento
adequado, o alerta a populagdo consumidora destas dguas ou mesmo a interdigdo das

nascentes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A 4gua como veiculo de doengas

A agua ¢ ingerida pelo homem em maior quantidade que todas as outras
substdncias reunidas, sendo também a principal excre¢do. Um adulto ingere diariamente
mais de dois litros de agua, isto ¢, cerca de 3% do seu proprio peso corporal, que
também é composto por mais de 80% de agua. Este contato tdo grande do homem com a
agua explica a facilidade com que parasitas macro e microscopicos o atingem e nele se
desenvolvem, quando certas condigdes permitem a sua sobrevida, o seu desenvolvimento
ou multiplicagdo (Riedel, 1992).

Camargo (1960) também afirmou que, das inter-relagdes humanas que facilitam a
transmissdo de infecgdes, as conseqiientes do suprimento comum de agua as populagdes
estdo entre as mais importantes. A transmissio de doengas por este meio esta
naturalmente confinada as enfermidades do grupo denominado entérico, ocorrendo via
trato gastrintestinal, e sendo os organismos causais expelidos juntamente com as fezes. A
infec¢do €, dessa forma, o resultado de uma conexdo direta entre a matéria fecal
infecciosa e a boca de uma pessoa susceptivel e, quando o elemento de ligagdo ¢ um
suprimento comum de agua, como geralmente acontece, surtos de colera, disenteria,
febre tifoide, entre outras doengas, sdo frequientes. As epidemias decorrentes da ingestdo
de aguas infectas ou poluidas evidenciam ndo uma falta, mas sim uma falha na utilizagio
do conhecimento existente.

Brum et al. (1977) explicaram que a agua de consumo provém quase que na
totalidade de mananciais de superficie, tendo contato com a mais variada flora de

microrganismos, seja saprofita ou patogénica .



Segundo Hoffman et al. (1995) a principal fonte de polui¢do da agua sdo os
dejetos liquidos e solidos provenientes de conglomeragdes humanas e de regides
industrializadas (esgotos domésticos e industriais). As aguas superficiais de coOrregos,
cursos ou armazenadas em lagos, variam consideravelmente em relagdo ao conteiido
bacteriano. As aguas subterraneas de pogos e fontes, ao atravessarem uma superficie de
rochas e terra até atingirem determinado nivel, perdem grande quantidade de suas
bactérias e de matéria organica em suspensao.

Bergamin (1966) apontou as trés fontes de poluigdo das aguas : a poluiglio
natural, os esgotos e os residuos industriais.

Em relagdo a polui¢do produzida pela natureza, o autor afirma que um certo grau
de polui¢do natural existe em todo curso de agua, mesmo em regides completamente
despovoadas : € a produzida pela matéria organica que cai naturalmente nos rios, ou que
a eles vai ter, carreada pelas enxurradas. Contra este tipo de polui¢gdo o homem s0 pode
agir indiretamente, melhorando a técnica e a tatica de conservagdo do solo. Com o
aumento da pecuaria essa poluigdo natural tende a agravar-se.

Os esgotos municipais ainda constituem o principal agente poluidor dos nossos
rios. Onde houver uma rede de esgoto estara presente a polui¢gdo. Os pequenos cursos
d’agua que recebem os esgotos das cidades, e sdo em grande numero, estdo permanente e
intensamente poluidos. Nestes casos torna-se inutil a eliminagdo dos residuos industriais,
ja que os esgotos sdo suficientes para uma total poluig@o.

Além da poluigdo organica, os esgotos produzem sempre a poluigdo bacteriana,
esta ainda mais temivel se ndo houver tratamento, pois pde em perigo a satde publica. E
frequiente a incidéncia de casos de moléstias do grupo tifo-paratifo nas cidades em que se
distribui a 4gua sem tratamento.

Segundo Mclunkin (1975) o suprimento de dgua tem um papel importante como
veiculo da transmissdo direta de doengas bacterianas e virais, como febre tifoide, colera,
hepatite infecciosa, e gastroenterites. Sob este aspecto a agua, seja pela sua mera
existéncia ou por suas condigdes especificas, tem sempre um importante papel na
epidemiologia das doengas parasiticas. Assim, muitas destas infecg¢des parasiticas sdo

chamadas de doengas relacionadas com a agua.



Jawetz et al. (1984) afirmaram que as aguas contém naturalmente substancias
nutritivas em quantidades suficientes para garantir a presenga de grupos especializados de
microrganismos. E possivel que poucos ou nenhum deste grupos provoquem doengas no
homem. Portanto, a presenga de microrganismos patogénicos para o homem, na dgua,
indica sua contaminagdo a partir do solo ou de descargas intencionais no esgoto.

Segundo os autores, os microrganismos patogénicos que contaminam a agua a
partir do solo sdo originarios de excrementos animais ou humanos, ou liberados de
corpos de animais e de seres humanos mortos por doenga infecciosa. Em relagdo ao
ultimo grupo, apenas os esporos do bacilo do carblanculo (Bacillus anthracis) sido
capazes de sobreviver no solo por um periodo significativo de tempo.

Jawetz et al. (1984) apontam os principais microrganismos patogénicos na agua,
originarios daqueles presentes nas fezes humanas: Salmonella typhi e outras salmonelas,
Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae, Iischerichia e Leptospira entre as bactérias,
numerosos virus entéricos, inclusive o virus da hepatite infecciosa e o poliovirus, e o
protozoario Entamoeba histolytica. A Francisella tularensis, o agente da tularemia,
também pode ser transmitido para a 4gua potavel contaminada por animais infectados.

Em publicagdo de Vertoni & Gallo (1994) sdo citados dois grupos de doengas
relacionadas com a agua :

- Doengas de Transmissdo Hidrica : sdo aquelas em que a dgua atua como veiculo
do agente infeccioso. Os microrganismos patogénicos atingem a agua através das
excretas de pessoas ou animais infectados. Causam problemas principalmente no aparelho
intestinal do homem. Estas doengas podem ser causadas por bactérias, virus,
protozoarios e helmintos.

- Doengas de Origem Hidrica : sdo aquelas causadas por determinadas substancias
quimicas, organicas ou inorganicas, presentes na agua em concentragdes inadequadas, em
geral superiores as especificadas nos padrdes de consumo humano. Essas substancias
podem existir naturalmente no manancial ou resultar da polui¢do. Sdo exemplos de
doengas de origem hidrica : o saturnismo - provocado por excesso de chumbo - , a
metahemoglobinemia em criangas - decorrente da ingestdo de concentragdo excessiva de

nitrato - e outras doengas de efeitos a curto ou longo prazo.



Alguns importantes agentes etiolOgicos implicados em doengas de transmissdo

hidrica sdo apresentados na Tabela |.

Tabela 1. Doengas causadas pelos principais microrganismos que podem estar presentes

em esgotos domésticos.

BACTERIAS

DOENCAS

Salmonella typhi
Salmonella spp
Shigella spp
Vibrio cholerae
Lscherichia coli

Legionella pneumophila

Febre Tifoide

Salmoneloses

Shigeloses (Disenteria Bacilar)
Colera

Gastroenterites

Doenga dos Legionarios

Leptospira Leptospirose (contato)
VIRUS

Enterovirus Poliomielite, Gastroenterites
Rotavirus Gastroenterites

Virus da Hepatite A Hepatite A

Adenovirus Doengas respiratorias, conjuntivites
PROTOZOARIOS

FEntamoeba histolytica Amebiase

Giardia lamblia Giardiase

HELMINTOS

Ascaris lumbricoides

Enterobius vermicularis Verminoses

Strongiloides stercolar

Trichuris trichiura

Schistosoma mansoni Esquistossomose

OBS: Ha uma série de outros microrganismos patogénicos que, se presentes, poderdo ser

veiculados através do esgoto. Fonte: CETESB (1991).



Varios trabalhos ja relataram a ocorréncia de contaminagdo microbiologica dos
recursos hidricos, e varias vezes foi possivel apontar o consumo dessas aguas ndo
tratadas, como a causa de surtos de doengas. Marmo (1965) analisou a agua n3o tratada
que abastecia um ter¢o da populagdo de Rio das Pedras - SP, observando a presenga de
altas concentra¢des de germes coliformes, habitantes normais do trato intestinal, ao lado
dos quais poderdo surgir os patogénicos.

Tsuno et al. (1984) analisaram a qualidade bacteriologica de aguas de pogos
publicos, de industrias de engarrafamento e de gelo, aguas de escolas, de suprimentos de
agua tratada e de reservatorios da agua de chuva, na provincia de Chanthaburi, Taildndia,
observando a presenga de Plesiomonas shigelloides, de Salmonella e Shigella em
amostras de agua tratada, encontrando . shigelloides também em aguas de pogos.

Todd (1989) apresentou dados sobre doengas transmitidas por alimentos e pela
agua, ocorridas no Canada, no ano de 1984. Naquele ano foram documentados 7
incidentes onde o veiculo do patdogeno foi a agua de bebida. A agua contaminada de
pogos foi responsavel por 3 desses incidentes em casas, e por 2 no campo. Em apenas 2
casos desses surtos os patogenos foram identificados, sendo encontradas as bactérias
Campylobacter e Yersinia. Um outro surto no campo ocorreu apds 13 escoteiros terem
consumido agua de uma nascente em Quebec, e um surto de salmonelose envolvendo 76
pessoas teve origem em aguas do suprimento municipal, apesar de n3o se ter conhecido a
razdo da contaminag3o.

Kramer et al. (1996) explicam que as organizagdes norte americanas CDC
(Centers for Disease Control and Prevention), a USEPA ( US Environmental Protection
Agency ) e o Council of State and Territorial Epidemiologists, monitoram dados
estatisticos sobre surtos de doengas transmitidos por agua, desde 1920. O CDC e a
USEPA possuem as seguintes metas : 1) caracterizar a epidemiologia desses surtos ; 2)
identificar o agente causal e as deficiéncias dos sistemas de agua que lhe permitiram
ocorrer ; 3) treinar as pessoas ligadas a saide publica a investigar os surtos ; 4) colaborar
com as agéncias locais, estaduais, federais e internacionais em iniciativas de prevengdo de
doengas transmitidas pela agua. Segundo os autores, entre 1993 e 1994, 17 estados

norte-americanos e um territorio registraram 30 surtos de doengas associados com a gua



de beber, afetando um namero estimado de 405.366 pessoas. Dez dos 25 surtos, onde o
agente etiologico foi identificado, foram causados por Giardia lamblia ou
Cryptosporidium parvum, 8 foram causados por envenenamento quimico, 3 por
Campylobacter jejuni, 2 por Shigella spp., | por Vibrio cholerae e 1 por Salmonella
typhimurium.

No ano de 1979 , segundo Dufour (1982), a USEPA e o CDC registraram 41
surtos de doengas veiculadas pela agua, envolvendo 9720 pessoas, em 20 estados. Craun
(1985) afirma que de 1971 a 1982, foram registrados 399 surtos e 86.050 casos de
doengas veiculadas por agua, envolvendo 3 mortes.

l.evine ¢t al. (1991) citam as mesmas agéncias americanas CIDC e USEPA, ao
apresentarem os dados estatisticos de doengas causadas pela 4gua, entre 1986 ¢ 1988.
Neste periodo, 24 estados norte-americanos e mais Porto Rico registraram 50 surtos que
afetaram 25.846 pessoas. O protozoario parasita Giardia lamblia foi a causa mais
comum desses surtos, e também havia sido a principal causa de surtos dos 10 anos
anteriores.

Segundo Jawetz et al. (1984) as doengas transmitidas pela agua podem ser
adquiridas ao se beber ou lavar a louga ou alimentos com agua contaminada, ou ao se
comer alimentos aquaticos, como por exemplo, os moluscos, que concentram
microrganismos patogénicos quando se alimentam, filtrando agua contaminada.

Youssef et al. (1992) explicam que a flora intestinal bacteriana de peixes também
podem refletir as condigdes da agua, uma vez que esta diretamente ligada com a
contaminagdo desse ambiente. Em diversas pesquisas foram isolados Salmonella spp. ,
Shigella, Escherichia coli enteropatogénica e Streptococcus fecais em peixes, e surtos
de gastroenterites ocorreram em Sidney, Australia, causados pelo consumo de ostras
contaminadas pela enxurrada urbana, que levava material fecal. Pesquisando 101
amostras de peixes provenientes do canal Ibrahemla, no Egito, os autores isolaram
diversos patogenos, entre eles salmonelas e . coli, concluindo que as aguas do canal
estdo provavelmente poluidas por esgoto. O primeiro procedimento indicado pelos

autores foi, obviamente, a prevengdo da polui¢do da agua por material fecal.
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Abramovich et al. (1994) contestam o valor do tratamento de &gua que envolva
apenas uma cloragfo, afirmando que toda comunidade que seja abastecida por 4gua que
tenha reccbido apenas csic tratamento, corre o risco de que através da mesma se
veiculem alguns agentes ctiologicos responséaveis por patologias infecciosas. Os autores
citam alguns trabalhos que comprovam a ineficiéncia desse método em eliminar outros
patogenos, ndo bacterianos. Estudando a qualidade fisico-quimica e microbioldgica de
dguas quc abastccem ntcleos comunitarios ¢ arrcdores da cidade de Santa Fé -
Argentina- csses pesquisadores detectaram a presenga de nematoides de vida livre que
podem, além de patogénicos, ser transmissores de bactérias e virus patogénicos,
protegendo-os da cloragdo.

Entretanto, Brum et al. (1977) afirmam que a cloragdo € o tratamento
convencional utilizado, sempre que houver duvida com relagdo a pureza sanitaria da
agua.

Segundo Hayes (1995), apos as etapas de coagulagdo, floculagdo e filtragdo,
normais em um tratamento de agua, a etapa final de desinfec¢io € absolutamente
essencial no processo de purificagdo de agua, e normalmente se utiliza da cloragdo, que
deve matar qualquer célula remanescente e proporcionar cloro residual por todo o
sistema de distribui¢do de agua.

Pelczar et al. (1981) explicam que a agdo germicida do cloro e de seus derivados
se efetua através do acido hipocloroso, formado pela adigio de cloro livre a agua.
A destruigdo dos germes pelo cloro e pelos seus derivados € devida, em parte, a
combinagdo do cloro com proteinas da membrana citoplasmatica e com enzimas.

Rajkowski et al. (1996) também enfatizam a importancia de se manter teores de
cloro na agua, ao redor de 0,2 mg / L. , quando se faz a reutilizagdo de aguas, nas
industrias de alimentos.

Brum et al. (1977) ressaltam a importancia da avaliagdo microbiologica da agua
de consumo, através de analises periodicas. Tal avaliagdo representa um subsidio

indispensavel ao bom andamento dos 6rgdos de satde publica.
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2.2 Aguas de manancinis

Minervino (1982) cita a Portaria Bsb n® 443, de 03-10-78, do Ministério da Saude
para conceituar e classificar o termo “manancial” , como sendo “todo corpo d’agua
utilizado para o abastecimento publico de 4gua para consumo humano’ , distinguindo-se :

e Manancial subterraneo - ¢ a parte de um manancial que se encontra totalmente
abaixo da superficic terrestre, podendo compreender lengois fredticos e confinados, sendo
sua captagdo feila através de pogos e galerias de infiltragdo, ou pelo aproveitamento de
nascentes.

e Manancial Superficial - ¢ a parte de um manancial que se encontra totalmente
acima da superficie terrestre, compreendendo cursos d’agua, lagos e reservatorios
artificiais. Incluem-se, também, aguas marinhas e metedricas. Minervino (1982) ainda
cita outras portarias que dizem respeito a utilizagdo e protecio desses corpos d’agua, no
ambito municipal, estadual e federal.

Segundo Marmo & Joly (1964) as aguas de profundidade, mais conhecidas como
aguas de nascentes ou de bica, sob o ponto de vista bacteriologico, sdo consideradas com
muita freqiiéncia, como mais puras do que as aguas de superficie (corregos e rios).

Entretanto ndo ¢ raro encontrarem-se aguas desse tipo que se mostram com um
alto grau de contaminagio, pelos motivos os mais diversos, como pode ser observado em
diversos estudos.

Nogueira et al. (1991) explicam que além da contaminagdo natural dos
mananciais, na zona urbana os efluentes domésticos e industriais sdo langados geralmente
sem o minimo de tratamento, causando problemas ambientais e de saide publica. Os
pesquisadores analisaram 70 amostras de aguas da bacia do Ribeirdo Cambezinho,
Londrina - PR, observando que, com exce¢do das amostras da nascente, as amostras
apresentaram /uscherichia coli, além de Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella aerogenes, Klebsiella ozenae, Edwardsiella sp., Hafnia alvei, Serratia sp.,

Yersinia sp., Salmonella sp., Shigella sp., Enterobacter cloacae, FEnterobacter
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aerogenes, Citrobacter freundii, Citrobacter diversus, Providencia retigerii e bactérias
oxidativas.

Vertoni et al. (1992) analisaram aguas de pogos rasos € de nascentes, na zona
rural de Piracicaba - SP. Foram constatados indices de contaminagdo por bactérias dos
grupos coliformes totais e fecais, bastante expressivos, mostrando o risco que o consumo
destas aguas representa, ja que podem transmitir agentes de diversas doengas.

Hoffman et al. (1994) pesquisaram amostras de agua de pogos artesianos na
cidade de Sdo José do Rio Preto - SP, observando que de 36 amostras analisadas, 6 delas
(16,7%) ndo se encontravam dentro dos padrdes microbiologicos, estabelecidos por
legislagdo. Os autores explicam que os resultados podem indicar tanto uma higienizagdo
deficiente dos pogos e reservatorios, como uma ma vedagdo dos mesmos , tornando-se
necessaria uma maior freqiiéncia no tratamento - como cloragdo - € 0o monitoramento
continuo dos pogos.

Em levantamento da qualidade de agua de po¢os, na cidade de Medianeira - PR,
Yamaguchi et al. (1996) analisaram 16 amostras de agua, das quais 15 encontravam-se
fora dos padrdes permitidos para agua de beber, apresentando mais de 36 (NMP)
coliformes totais / 100 ml e 5 amostras com mais de 2,2 (NMP) coliformes fecais/ 100
ml. Ja as amostras de agua de pogos artesianos apresentaram valores de coliformes totais
e fecais inferiores a 2,2 (NMP)/ 100 ml.

Falcdo et al. (1993) analisaram a qualidade de aguas de diversas origens na cidade
de Araraquara - SP, entre elas rios, reservatorios, nascentes, pogos artesianos e nao
artesianos. As maiores contaminagdes, segundo os autores, foram observadas em
amostras de agua de reservatorios e rios, tendo sido isoladas diversas espécies de
salmonelas e linhagens de . coli, nessas amostras. Ja os menores niveis de contaminagdo
foram encontrados em amostras de aguas de pogos artesianos e de aguas tratadas, sendo
que nas amostras dos pogos artesianos ndo constatou-se a presenga de coliformes fecais e
E. coli.

Fonseca et al. (1991) realizaram o monitoramento da qualidade da agua de pogos
da cidade de Nova Floresta - PB, onde a populagdo de 10.000 habitantes ndo possui

agua encanada tratada, e se abastece dessas fontes. Foram constatadas, nas amostras,
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bactérias fecais, sugerindo que a contaminagdo dos pogos tem origem em infiltragdes de
esgotos procedentes de fossas sépticas proximas.

Segundo Hoftman et al. (1994) o solo tem um importante papel na retengdo de
microrganismos, por meio de fatores fisico-quimicos ambientais, que afetam a infiltragdo
e o carreamento de microrganismos em diregdo ao lengol freatico.

Veneziano et al. (1985) estudaram o efeito filtrante de solos, para aguas do Rio
Piracicaba e do Ribeirdo Piracicamirim , utilizando-se como parametro indices de
coliformes totais e fecais, em colunas com 30 cm de solo. Os autores obtiveram uma
eficiéncia de retengdo de 90% para coliformes totais e 99% para coliformes fecais,
refletindo a capacidade dos solos em filtrar os microrganismos ali presentes.

Marmo & Joly (1962) explicam que durante e logo apds as chuvas as aguas de
precipitagdo vao se infiltrando no terreno permeavel, até atingirem uma camada que ndo
podem atravessar. Acumulam-se e elevam o seu nivel e, quando encontram uma
passagem, quase sempre proxima a um desnivel brusco do terreno, vém jorrar na
superficie. Forma-se assim uma nascente, um olho d’agua. Essas aguas sdo quase sempre
mais puras que as de superficie, como as dos corregos, ribeirdes, rios, etc.

As aguas de precipitagdo ou das chuvas geralmente contém poucos germes, mas
deslizando pela superficie do terreno, sob a forma de enxurrada, vdo adquirindo inimeros
detritos, carregados de microrganismos.

Porém, a medida que penetram no solo a procura de uma camada impermeavel
para ali se acumularem, elas vdo sendo filtradas; ao chegarem as profundezas da terra
(cinco, dez, vinte ou mais metros), perdem quase todos os germes - tanto os que podem
ocasionar doengas como os inofensivos. E por isso que as dguas de subsolo, como as das
nascentes sdo, a principio, melhores do que as de superficie, que estdo sempre
carregadas de germes.

Entretanto, Marmo e Joly (1962) explicam que quando as fontes se encontram
dentro do perimetro urbano ou nas suas imediagdes, suas aguas sdo quase tdo
contaminadas como as dos corregos, em virtude de receberem uma grande quantidade de

germes quando afloram a superficie do solo. As enxurradas que se infiltram no canal
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alimentador da fonte contaminam as aguas desses mananciais, as quais, por sua natureza,
seriam desprovidas de microrganismos.

Segundo American Water Works Association (1964) as condi¢des sanitarias nas
vizinhangas da fonte sdo importantes, notadamente onde a poluigdo subsuperficial resulta
de fossas secas, fossas absorventes e vazamento de esgotos. Muito séria é a poluigdo
introduzida no lengol freatico ou abaixo dele. As fontes de poluigdo na superficie do solo,
embora consideradas, sio menos importantes do que as subsuperficiais.

Silveira (1984) também aborda o problema da localizagdo e proximidade das
nascentes com arcas de contaminagio no ambiente rural, como pastos, plantagdes,
habitagdes, fossas e outras arcas dc descargas de dejetos. O autor afirma que de nada
adiantam as freqiientes analises de agua, se o panorama favorece o contato desta agua
com materiais fecais e produtos quimicos, normalmente carregados pela enxurrada.
Nesses casos, € necessaria a construgdo de valetas que recebam a enxurrada a 8 -10
metros da nascente, ou se possivel, mudar a localizagdo dos pastos, lavouras e fossas,
para um local distante da nascente e impedir a presenga de animais e suas fezes nas
proximidades.

Barreto (1962) menciona as distancias minimas que as fontes de abastecimento de
agua devem guardar dos focos de poluigdo. Tomando-se como centro o pogo ou a fonte
de suprimento, ndo devera existir nenhuma fossa seca, tanque séptico ou linha de esgoto
num raio de 15 metros; estabulos ou linhas de irrigagdo em um raio de 30 metros; e
nenhuma fossa negra em um raio de 45 metros.

Marmo (1962) lembra a importancia de se proteger a fonte com tijolo, cimento e
recobrindo-a com laje natural ou de concreto. Na extremidade interna do tubo por onde
jorra a agua, aconselha-se colocar tela de arame para evitar o acesso de pequenos animais
Como sapos, ris, insetos, etc.

Estas fontes, localizando-se em solos arenosos ou argilosos, oferecem mator
segurang¢a do que as existentes em terrenos calcarios, onde com freqiiéncia podem surgir
fissuras, através das quais a agua passa sem sofrer filtrag@o natural, como € necessario.

Observagdes feitas em épocas de chuva (setembro a margo) podem ser de

utilidade para se comprovar a seguranga contra a contaminagdo que a agua oferece.
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Assim, se apds as chuvas pesadas de verfio a agua da fonte se turvar, isto indicard que
essa nascente € perigosa, pois esta havendo infiltracdo de 4gua de lavagem da superficie
do solo na bacia do terreno onde a fonte esta situada.

A cidade de Piracicaba possui 20 nascentes registradas, das quais a populagdo
local faz uso diariamente, ou quando a vazdo do rio Piracicaba diminui, como relata o
artigo Agua de Bica... (1996) do jornal local.

Batista (1996) avaliou, durante dez meses, a qualidade da agua de oito nascentes
em Piracicaba -SP- quanto a presenga de bactérias indicadoras de contaminagdo fecal.
Das oito nascentes analisadas, sete encontravam-se fora dos padrdes de potabilidade

bacteriologica, mostrando-se improprias ao consumo humano.

2.3 Caracteristicas do género Salmonella

A bactéria, antes denominada Bacterium e, posteriormente, I<berthela em honra a
Eberth, atualmente ¢ designada por Salmonella, em homenagem ao Dr. E. Salmon,
bacteriologista americano. As bactérias do género Salmonella pertencem a familia
Fnterobacteriaceae (Evangelista, 1992).

Segundo Doyle & Cliver (1990), das espécies conhecidas de Salmonella, todas
sdo potencialmente patogénicas ao homem.

O habitat natural de Salmonella é o trato intestinal de humanos e outros animais
(Doyle & Cliver, 1990) mas através do contato com fezes ou agua poluida por dejetos, as
salmonelas podem contaminar os alimentos. Através de utensilios, equipamentos e da
propria manipulagdo a bactéria chega a alimentos ja preparados, prontos para consumo
(Felipe et al., 1995). Tanto a 4gua como alimentos de origem animal e vegetal tém sido
identificados como veiculos de transmissdo do organismo, como pode ser observado nos
registros em diferentes paises, envolvendo o consumo de ovos, p}odutos feitos com ovos
crus, leite e produtos lacteos, sorvetes, chocolates e carnes bovina, suina e de aves
(Doyle & Cliver, 1990 ; International Commission on Microbiological Specifications for

Foods of the International Union of Biological Societies - ICMSF, 1996, Trevejo, 1995).
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Os relatos de salmoneloses também sdo também encontrados em outros paises,
como no Libano (Nabutt, 1993), Libia (Ghenghesh et al., 1995c), Australia, Canada,
Inglaterra, Alemanha, Estados Unidos, Poldonia (D’Aoust, 1989) entre outros, através do
consumo de agua e alimentos contaminados.

Leitdo (1979) constatou a presenga de Salmonella spp. em amostras de aguas
fluviais e alimentos de origem animal e vegetal, através de um extenso levantamento

realizado no Estado de Sdo Paulo, conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Positividade para salmonelas em amostras de aguas fluviais e alimentos de

origem animal e vegetal.

Natureza das amostras Numero de amostras Amostras positivas para
examinadas salmonelas
N° %
Aguas fluviais 116 92 79,3
Alimentos ndo processados de 127 0 -

origem vegetal
Alimentos ndo processados de 1.043 68 6,5

origem animal

Alimento processados de origem 451 9 2,0
vegetal
Alimentos processados de origem 181 35 19,3
animal
Alimentos processados de 219 7 3.2

composig¢do variada

Total 2.137 211 9,9
Fonte : Leitdo (1979).

Diversos trabalhos tém registrado a ocorréncia de Salmonella em aguas
consumidas por humanos, assim como a ocorréncia de surtos de salmoneloses causados

pelo consumo de aguas contaminadas, nos ultimos anos.
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De La Rosa et al. (1987) avaliaram a qualidade microbiologica do Rio
Guadarrama, na Espanha. Do total de oito pontos de amostragem, a bactéria Salmonella
arizonae foi detectada em um ponto.

Martins et al. (1988) pesquisaram a presenga de Salmonella em amostras de agua
doce de mananciais que abastecem a cidade de Sdo Paulo, de esgotos da cidade, e de
agua salgada, de praias de Santos e Sdo Vicente. Os autores obtiveram um total de 5430
isolamentos de Salmonelia, estando livres da bactéria e de coliformes, apenas as amostras
dos efluentes finais nasestagdes de tratamento de agua. Observou-se, ainda, uma relagio
praticamente linear entre a porcentagem de isolamento de Salmonella e niveis de
coliformes totais e fecais, indicando que os coliformes sdo realmente bons indicadores de
polui¢do e da presenga de Salmonella.

No ano de 1985, Rodrigues et al. (1989) isolaram Salmonelia spp. em 13,2 % de
53 amostras de agua de praias do Rio de Janeiro, tendo verificado a predominancia de .
typhimurium, S. agona e S. oranienburg.

Scholz & Gorf (1992) descreveram um surto de febre tifdide ocorrido em 1980,
em Jena, na Alemanha, pelo consumo de dgua poluida.

Souza et al. (1992) analisaram amostras de agua de bebedouros de animais, em 60
propriedades rurais de Botucatu - SP , observando que 13,27% das aguas dos
bebedouros amostrados foram positivas para Salmonella. Os autores ressaltam a
importancia de trabalhos desse tipo, uma vez que os animais, ingerindo agua
contaminada, eliminam a bactéria pelas fezes e recontaminam o meio ambiente.

Surruya et al. (1992) detectaram bactérias patogénicas, entre elas Salmonella, em
amostras de agua consumida por 12 povoados, no Paquistdo.

Khalil et al. (1994) constataram Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli e
Shigella em moscas e em reservatorios de agua, no Paquistdo.

Arvanitidou et al. (1995), examinando 86 amostras de agua de rios e lagos da
Grécia, observaram 17 espécies de Salmonella, 14 espécies de Campylobacter e 9
espécies de Yersinia. Al-Qarawi et al. (1995) relatam a ocorréncia de um surto de febre
tifdide, em 1992 na Arabia Saudita, causado pelo consumo de agua contaminada por 5.

typhi.
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Clark et al. (1996) relataram a ocorréncia de um surto de salmonelose transmitida
pela agua de bebida, ocorrido no final de 1993 e inicio de 1994, em Gideon, Missouri
(EUA). A causa do surto foi pesquisada e identificada como sendo a contaminagido do
tanque municipal de armazenamento de agua, ao redor do qual, instalavam-se pombos.

Como pode ser observado, graves surtos de salmoneloses tém ocorrido nos
ultimos anos, em diversos paises, e muitas vezes estdo associados ao consumo de agua
contaminada. Geldreich (1972) explica que a sobrevivéncia das salmonelas no ambiente
aquatico € influenciada pelos mesmos fatores - teores de nutrientes, temperatura, etc. -
que controlam a resisténcia e a morte das bactérias indicadoras de poluigdo.

Segundo f.e Minor (1984) o género Salmonella se apresenta na forma de
bastonetes retos, de dimensdes 0,7 - 1,5 x 2,0 - 5,0 jun , de acordo com a defini¢do geral
da familia Enterobacteriaceae, ¢ Gram negativo, normalmente motil, através de flagelos
peritricos, e facultativamente anaerobio. As salmonelas formam coldnias de 2 a 4 mm de
didmetro mas algumas espécies podem, raramente, formar coldnias menores, em torno de
1 mm de didmetro.

Outras propriedades de Salmownella sdo dadas a seguir (Le Minor, 1984):
¢ reduzem o nitrato a nitrito,

e normalmente produzem gas, a partir da glicose, e H,S (sulfeto de hidrogénio)
cm meio TSI (triple sugar iron),

e 530 indol-negativas, e normalmente utilizam o citrato como unica fonte de
carbono,

* sdo normalmente positivas para a reagdo de lisina e ornitina descarboxilase,

¢ 530 urease negativas,

e ndo fazem a desaminagdo oxidativa de fenilalanina e triptofano,

¢ normalmente ndo fermentam sacarose, salicina, inositol e amigdalina,

e ndo produzem lipase e desoxirribonuclease.

Segundo Evangelista (1992), em meio favoravel, as salmonelas se desenvolvem

em ampla faixa de temperatura, pH e atividade aquosa (aw); a temperatura ambiente ¢é
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propicia ao seu crescimento, porém o ideal esta em torno de 37°C. A faixa minima de aw
para o crescimento de salmonelas é de 0,73 a 0,95, variando de acordo com os tipos de
alimentos. O autor ainda explica que a classificagdo das salmonelas ¢ feita segundo suas
atividades antigénicas.

As doengas causadas pclo género Salmonella vio desde uma gastroenterite, que
pode ser de menor ou maior intensidade, até a febre entérica, podendo chegar a uma
septicemia (ICMSF, 1996).

Na época anterior aos antibioticos, as principais complicagdes da febre entérica
eram a hemorragia e até perfuragdo intestinal. A taxa de mortalidade era de 10 a 15%,
mas o tratamento com cloranfenicol ou ampicilina diminuiu a taxa de mortalidade para
menos de 1%. As S. fyphi ocasionais resistentes a estas drogas respondem a trimetoprim-
sulfametoxazol (Jawetz et al., 1984).

Tauxe (1991) aponta um outro problema de saude relacionado as salmoneloses.
Em pessoas infectadas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), a salmonelose
pode ser uma doenga invasiva bastante severa, e a reincidéncia das infec¢Oes bacterianas,
apoOs terapia apropriada, é comum nesses casos. A bacteremia recorrente por Salmonella
tem sido incluida como uma doenga indicadora da AIDS, desde 1987.

Segundo Doyle & Cliver (1990) o grau de viruléncia da Sa/monella depende da
cepa, e a susceptibilidade do individuo contaminado depende de seu estado de saude.
Aparentemente, para individuos com satde debilitada, contagens baixas de Salmonelia
podem produzir a enfermidade.

Evangelista (1992) aponta também, o nimero ou quantidade em que o germe é
introduzido no organismo, como fator determinante do tempo de duragdo da
salmonelose. O periodo de incubagdo do processo infeccioso ocorre entre 24 horas apods
a ingestdo do alimento contaminado; em certos casos, porém, a eclosio da doenga pode
ser abreviada, ndo passando de 3 horas ou prolongada até 72 horas. A mortalidade por
salmonelose entre diferentes idades atinge indices em redor de 4,1% .

Mitchell et al. (1978) lembraram que criangas e adultos debilitados podem ser

gravemente afetados por Salmonella, podendo evoluir para o obito.
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Muito importante também € o estado de portador assintomatico que o paciente,
recuperado de uma salmonelose, pode apresentar. Fernandes et al. (1991) explicam que
estas pessoas sdo responsaveis pela disseminag¢do da infec¢do e representam uma das
principais dificuldades, em identificar-se a fonte de contaminagdo nos surtos de febre
tifdide.

De qualquer forma, ¢ de grande importéncia a conscientizagio dos individuos
que manipulam e trabalham com alimentos, no que diz respeito a correta higienizagdo de
equipamentos e das maos (Felipe et al., 1995).

Nabutt (1993) explica que a prevengdo e o controle das doengas transmitidas por
alimentos, particularmente salmoneloses, requerem atengio, cooperagdo, e coordenagdo
das atividades de toda a produgdo e processamento de alimentos, das industrias de
servigos de alimentos, dos que trabalham com os alimentos e com a saude publica, dos
veterinarios, técnicos laboratoriais, cozinheiros domésticos, e dos proprios consumidores.
Além disso, um controle eficaz depende muito da identificagdo das diversas fontes e
reservatorios de salmonelas, além da implementagdo das medidas necessarias para se

prevenir a transmissdo destas salmonelas ao homem.

2.4 Caracteristicas do género Campylobacter

Evangelista (1992) descreveu as bactérias do género Campylobacter como
bastonetes espiralados e curvos, de comprimento entre 0,5 e 8,0 .um, por 0,3 de didmetro.
Em circunstancias especiais apresentam formas distintas; podem se apresentar em forma
de S e esférica, em culturas velhas. Possuem flagelos em uma extremidade ou nas duas e
ndo formam esporos. Sdo bactérias moveis e Gram-negativas, microaerdfilas ou
anaerobias.

Segundo ICMSF (1996) as colonias de Campylobacter sio ndo-hemoliticas e
podem ser planas, extensas, com bordo irregular ou entio, podem ser bem distintas,
circulares , convexas, com 1| a 2 mm de didmetro. As coldnias suspeitas sdo examinadas,
em microscopio, quanto as caracteristicas morfologicas e movimento em forma de seta,

tipico de Campylobacter. Os isolados sdo testados em provas para catalase, oxidase,
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redugdo de nitrato, hidrolise do hipurato, crescimento microaer6filo a 25°C e 42°C,
crescimento aerobio a 37°C, reagdes em agar “triple sugar iron” (TSI-A) e sensibilidade
ao acido nalidixico e cefalotina.

Smibert (1984) apresentou as principais caracteristicas para a distingdo das
espécies do género Campylobacter (Tabela 3).

Segundo Smibert (1984) o isolamento Campylobacter exige uma atmosfera
microaerofila contendo 5% de O, , 10% de CO; e 85% de N; , existindo atualmente,
produtos comerciais aptos a desenvolverem especificamente tais condigdes.

The National... (1994) também afirma que Campylobacter cresce otimamente em
uma atmosfera contendo 5% de oxigénio e possui temperatura Otima de crescimento
entre 30° e 45°C. @ organismo sobrevive ao armazenamento em temperaturas de
refrigeragdo, melhor do que a temperatura ambiente, mas é rapidamente inativado no leite
a temperaturas de pasteurizagdo, e em carnes entre 47°C a 60°C. As células sio sensiveis
ao congelamento, a secagem e a concentragdes de NaCl acima de 1 % . O éacido
ascorbico e varios condimentos inibem o crescimento de C. jejuni, mas o hipofosfito de
sodio € ineficaz contra a espécie. Campylobacter é sensivel as concentragdes padrdes de
desinfetantes comuns e atmosferas modificadas tém pouco efeito inibitorio, porém C.
Jejuni é sensivel a outros tratamentos como irradiagdo gama e ultravioleta.

Evangelista (1992) afirma que varios animais constituem o reservatorio do género
Campylobacter, entre eles, aves e cdes domésticos, macacos, porcos e antilopes, mas
segundo Leitdo (1988), as bactérias do género Campylobacter também podem ser
isoladas a partir de diversos alimentos e matérias primas, incluindo a agua, leite, carnes de
suinos e carcagas de frangos e perus. Reinhard et al. (1996) isolaram C. jejuni e C. coli
em amostras de carne fresca de caranguejo, no estado da Virginia - EUA.

Em estudos sobre potenciais fontes de Campylobacter spp., em area rural no
Zimbabwe, Simango & Rukure (1992) observaram que fezes de galinhas eram a principal
fonte de contaminagdo do ambiente doméstico por estas bactérias, e esse material foi

apontado como o principal veiculo de Campylobacter causadora de diarréias infantis.
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Tabela 3. Caracteristicas diferenciais de algumas espécies e subespécies do género

Campylobacter
C. fetus C. sputorum
Caracteristicas subsp.  subsp. C. C. subsp. subsp. subsp. C.

fetus  venerealis jejuni coli  sputorum bubulus mucosalis concisus

Requerimento de
H, para - - - - - - +
crescimento
microaerofilo

+

Catalase + + + + - - - -

Redugio do - - - - + + i T
nitrato

Produ¢ao de H,S - - - - + + + T
(TSI ou SIM)

Crescimento na

presenga de :

1 % de glicina + - + + + + - -
3,5 % de NaCl - - - - - + - -

Crescimento a :
25°C + + - - - d - -
42°C - - + + + - + -

_ Inibida por :
Acido nalidixico - - + + - d d -
Cefalotina + + - - + + +

Hidrolise do - - + - - - -
hipurato

Crescimento
anaerobico com

fumarato na - - - - + + - -
auséncia de H,

ou formiato

Crescimento

anaerobico - - - - - - + +
requer fumarato
e H; ou formiato

Col6nias sio de
coloragdo - - - - - - + -
amarelo turvo

Mol % G+ C do 33-36 33-36 31 32-34 29-31 29-31 34 34-38
DNA

Fonte : Smibert (1984)
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Em dois anos de estudos sobre a distribui¢do de campilobacter termofilica em
amostras ambientais, de alimentos e de fezes humanas, Fricker & Park (1989)
encontraram as seguintes porcentagens de amostras contaminadas pela bactéria , na area
de Reading , Reino Unido : esgoto - 96,6% de amostras contaminadas ; agua de rio -
30,4 % ; carne de aves - 55.5% ; carne de vaca - 23,6 % ; carne suina - 18,4 % ; carne de
cordeiro - 15,5% ; miudos (figado, rim, coragdo ) - 47,0% ; alimentos cozidos - 2,3% ;
frutos do mar - 14,6%. Das amostras de fezes humanas foram identificadas 921 cepas de
Campylobacter , em diferentes pacientes, sendo a espécie C. jejuni a mais freqiiente,
neste material.

Oliveira et al. (1995) avaliaram a participagdo do género Campylobacter na
etiologia da diarréia aguda, em criangas com menos de dois anos, em Teresina - PI.
Campylobacter jejuni foi isolada em 12,5 % das criangas com diarréia e em 3,5% do
grupo controle, de criangas sadias.

Outros estudos apontaram o isolamento da espécie em fezes de cdes (Modolo et
al., 1991), suinos (Scarcelli et al., 1991), animais silvestres de zooldgicos e circos
(Scarcelli et al., 1995), roedores e até mesmo em amostras de lodo do leito de riachos
(Pacha et al., 1987).

Stern & Kazmi (1989) também comprovam que varios estudos indicaram
Campylobacter jejuni como sendo a causa bacteriana mais comum de infecgdes
gastrintestinais agudas em humanos, excedendo o numero de doengas causadas por
Salmonella e Shigella, como mostra a Tabela 4.

Os sintomas de enterites por Campylobacter nao sdo prontamente diferenciados
das causadas por outros patogenos, variando desde uma enterite fraca e passageira até
uma enfermidade fulminante na forma de colite ulcerativa, com fezes sanguinolentas. Os
sintomas predominantes observados incluem dor abdominal, mal-estar, febre, nausea e
vOomito (Doyle, 1990).

Como complicagdes decorrentes da infecgdo por Campylobacter podem surgir,
no homem, febre prolongada e até septicemia, na mulher, a sintomatologia da doenga se

traduz também por febre de longa duragdo, diarréia e, em casos de gestagdo, aborto e
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parto prematuro. Em criangas normais e prematuras a infec¢do pode provocar diarréia
profusa, ictericia e meningite, podendo levar a morte (Evangelista, 1992).

Entretanto, o Obito em pacientes acometidos por espécies do género
Campylobacter é bastante raro. Geralmente o periodo de incubagio da enfermidade é de

2 a 5 dias (Evangelista, 1992).

Tabela 4. Freqiiéncia de enterites bacterianas (porcentagem isolada de amostras
de fezes diarréicas) atribuidas a enteropatogenos conhecidos, isolados de casos de

gastroenterites, na América do Norte e Europa.

Pais
Enteropatdgeno EUA Canada Canada Suécia  Escocia Inglaterra
(25) (62) (104) (267) (48) (46)
Campylobacter 4,6 2,1 4.3 10,9 8,7 13,9
Salmonella 2,3 1,8 5,1 7,2 2,5 43
Shigella 1,0 1,0 1,4 3,5 6,7 3,9
Y. enterocolitica - - 2,8 0,7 - -

Fonte : Stern & Kazmi (1989)

Na maioria dos casos as enterites por Campylobacter ndo sdo severas e se
resolvem por si proprias, em poucos dias, desde o inicio dos sintomas. Por esta razio
uma terapia € desnecessaria. Entretanto, quando os sintomas se prolongam ou quando se
tem febre alta, talvez seja necessario o tratamento com antibioticos, como eritromicina
(Doyle, 1990).

Assim como Salmonella, o género Campylobacter tem sido amplamente
envolvido em doengas transmitidas pela agua contaminada, em varias partes do mundo.

Briesman (1987) relata um surto de doenga causada por Campylobacter na Nova
Zelandia, em margo de 1986. A fonte de contaminagio foi constatada como sendo agua

de consumo ndo clorada.
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Aho et al. (1989) relacionaram o surto de enterites por Campylobacter em
soldados, na Finldndia, com a ingestdo de aguas de superficies ndo tratadas. No Canada,
em 1984, Todd (1989) identificou bactérias dos géneros Campylobacter, Salmonella e
Yersinia como os agentes causais de doengas associadas com o consumo de agua.

Filgueiras & Holfer (1991) destacam a necessidade de se analisar a sobrevivéncia
do género Campylobacter em estagdes de tratamento de esgoto, ja que seus efluentes
tém um importante papel no mecanismo de propagagido desta bactéria no meio ambiente.
Os autores analisaram 228 amostras de aguas residuais do afluente e do efluente de trés
estagOes de tratamento de esgoto, na cidade do Rio de Janeiro - RJ. Foram isoladas 82
cepas de Campylobacter, sendo 55 (67%) oriundas dos afluentes , e 27 (32,9%) dos
efluentes. Os biotipos identificados nos afluentes ( C. jejuni biotipo 1 e C. jejuni biotipo
II ; C. coli biotipo I e C. coli biotipo 1l ) sdo, segundo os autores, os envolvidos com
processos entéricos humanos.

Melby et al. (1991) descreveram um surto com aproximadamente 680 casos
humanos de campilobacteriose, ocorridos nos méses de junho e julho de 1984, em
Alsvag, uma pequena comunidade ao norte da Noruega, com quase 1000 habitantes. A
maior parte dos pacientes apresentavam diarréia e dor abdominal, e mais de 40 %
tiveram febre. Foram isoladas dos pacientes, 22 cepas de Campylobacter jejuni. Os
pesquisadores observaram que um dos reservatorios de agua que abasteciam a populagio,
recebia a contaminagio de aguas vindas de uma area de pastagem de ovelhas, durante o
periodo de degelo e fortes chuvas.

Kramer et al. (1996) apresentaram dados de 1993 a 1994, quando em 17 estados
americanos e em um territorio foram detectados 30 surtos de doengas associados com a
agua de consumo, afetando um nimero estimado de 405.366 pessoas. Dos 30 surtos, em
25 o agente causal foi identificado, sendo que 3 surtos foram causados por
Campylobacter jejuni.

Jones et al. (1990) analisaram amostras de aguas de rios, mares, canais, estuarios
e reservatorios da regido de Lancaster, Reino Unido, quanto a presenga de
Campylobacter termofilica, e encontraram a bactéria em alguns destes ambientes

aquaticos. Os autores ainda compararam o grau de sobrevivéncia de Campylobacter
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termofilicas em efluentes de esgotos, na luz do dia e no escuro. Os resultados indicaram
que no ambiente escuro, uma parte da populagdo sobreviveu por 24 h , enquanto na luz
solar as Campylobacter foram eliminadas em uma hora ou menos.

Bolton et al. (1987) também sugerem que durante o verdo baixos nimeros de
Campylobacter termofilicas ocorrem em rios, devido aos efeitos biocidas da luz solar.
Fujioka & Narikawa (1982) ja haviam observado que coliformes presuntivos e fecais,
presentes em efluentes de esgotos, eram inativados em 30 minutos , quando expostos a
luz solar, mas ndo eram inativados no escuro.

Blaser et al. (1986) lembram da importancia do tratamento da agua de bebida,
para se evitar surtos de campilobacteriose. Os autores estudaram os efeitos da cloragdo
sobre Campylobacter jejuni e luscherichia coli , concluindo que os procedimentos de
clorag@o que inativam a I=. coli da agua sdo também eficazes contra C. jejuni . Como o
reservatorio natural de C. jejuni sdo as fezes, em aguas contaminadas por estes materiais
a auséncia de F. coli , ap6s a desinfecgdo pelo cloro , indica também a auséncia de C.
Jjejuni.

The National... (1994) cita algumas medidas de controle de Campylobacter para
consumidores, afirmando que existe um risco associado ao consumo de alimentos de
origem animal crus, e que este risco pode ser evitado consumindo-se apenas leite
pasteurizado, carnes vermelhas totalmente cozidas, aves, alimentos marinhos e aguas de

fontes confiaveis.

2.5 O grupo coliforme

Segundo CETESB (1991) a Organizagdo Mundial de Saude inclui, no grupo
coliforme, todos os bacilos Gram-negativos, aerobios ou anaerobios facultativos, ndo
formadores de esporos, oxidase-negativos, capazes de crescer na presenga de sais biliares
ou outros compostos ativos de superficie, com propriedades similares de inibigdo de
crescimento, e que fermentam a lactose com produgdo de aldeido , acido e gas a 35°C

em 24-48 horas.
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Jay (1992) aponta os quatro géneros da familia Fnterobacteriaceae que
representam o grupo dos coliformes: Cirrobacter , Iinterobacter, Iischerichia e
Klebsiella e afirma que algumas cepas de Arizona hainshawii e de Hajfnia alvei
fermentam acidentalmente a lactose, porém geralmente ndao em 48 horas, e algumas cepas
de Pantoea agglomerans sdo lactose positivas em 48 horas.

Jawetz et al. (1984) explicam que os coliformes se estabelecem no intestino
normalmente poucos dias apos o nascimento e, a partir dai, constituem uma fragdo
importante da flora microbiana aerdbia normal do corpo. A E. coli é o melhor exemplo
disso .

CETESB (1991) também afirma que uma porcentagem elevadissima - cerca de
95%- dos coliformes existentes nas fezes humanas e de outros animais ¢ de Escherichia
coli . De estudos realizados ficou estabelecido que as fezes do homem e dos animais de
sangue quente sdo riquissimas em coliformes e que estas bactérias usualmente ndo
existem em aguas ndo poluidas. Alguns membros do grupo coliforme podem ocorrer, as
vezes com relativa abundancia, no solo e mesmo em plantas, mas, ainda assim, as aguas
ndo poluidas praticamente ndo apresentam estas bactérias.

Os coliformes encontrados no leite e na agua sdo aceitos como evidéncias de
contaminagdo fecal (Jawetz et al., 1984), e freqiientemente tem-se encontrado relatos de
aguas contaminadas por coliformes, inclusive os fecais (Ennayat et al., 1988 ; Sandiford
et al., 1989 ; Vertoni et al,, 1992 ; Yamaguchi et al.,, 1996). Aragjo et al. (1991)
analisaram amostras de agua do riacho de Bodocongo, afluente do Rio Paraiba, quanto a
presenga de coliformes fecais, algas e fungos. Segundo os autores, os coliformes fecais
evidenciaram um alta contaminagio fecal em todo o riacho, sendo que nos primeiros
trechos, valores em torno de 10°-107 coliformes fecais/ 100 ml eram conseqiiéncia de
descargas do matadouro municipal e dos residuos de uma vila proxima.

A presenga de espécies de Iuscherichia ou de Fnterobacter em grande nimero na

agua, sugere contaminagdo de superficie (Jawetz et al., 1984).
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2.5.1 A espécie Escherichia coli

Segundo Dias et al. (1991) as cepas de I. coli da flora normal do intestino
humano consideradas patdgenas oportunistas podem contaminar, colonizar e causar
infec¢des extraintestinais, sendo a maior causa de septicemias, meningites, peritonites,
abcessos e infecgdes do trato urinario.

Ghenghesh et al. (1995a) explicam que I. coli é a principal causa de infecgdes do
trato urinario. Segundo os autores, de 2209 amostras de urina coletadas entre 1993 e
1994, num hospital em Tripoli, Libia, 538 amostras foram positivas para F. coli, muitas
delas com alta resisténcia a antibioticos. Provavelmente os altos indices de resisténcia a
antibioticos, entre os isolados de £. coli sejam devido ao abuso destas drogas na
comunidade.

Miguel et al. (1995) realizaram 1786 urinoculturas de pacientes ambulatoriais no
Rio de Janeiro - RJ, encontrando positividade para . coli em 45,9% das culturas. Os
autores também se referem a pratica do uso abusivo de antimicrobianos em hospitais e
ambulatorios, como a principal causa de elevada resisténcia a antibioticos mostrada pela
maioria das cepas de F. coli testadas.

As cepas de F. coli que causam doengas diarréicas em humanos e animais, e estdo
envolvidas em doengas de origem alimentar s3o classificadas como £. coli
enteropatogénica (EPEC); E. coli enterotoxigénica (ETEC); E. coli enteroinvasiva
(EIEC) e E. coli enterohemorragica causada pela . coli O157:H7 (EHEC) (ICMSF,
1996 ; Jay, 1992) e sdo descritas a seguir :

e /. coli enteropatogénica (EPEC) : causa uma lesdo patoldgica caracteristica no
intestino, que em alguns aspectos, assemelha-se a lesdo produzida pela F. coli O157:H7,
mas € causada por outras linhagens. A adesdo da . coli enteropatogénica a enterocitos,
destruindo as microvilosidades intestinais, ¢ apontada como o principal mecanismo de
viruléncia da bactéria (Barros et. al., 1991; ICMSF, 1996). Geralmente ndo produzem

enterotoxinas (Jay, 1992).
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Nunes et al. (1995) realizaram uma pesquisa no estado do Piaui, para avaliar a
ocorréncia de /v. coli enteropatogénica em criangas de zero a dois anos, que
apresentavam diarréia aguda. Pela ocorréncia dos tipos A, B e C de EPEC tanto em
criangas com diarréia, como em criangas do grupo controle (sem diarréia) , os autores
concluiram ser muito dificil esclarecer-se a etiologia das doengas diarréicas, no

municipio, pelos altos niveis de portadores assintomaticos.

e Ji. coli enterotoxigénica (ITEC) : é a maior causa da diarréia infantil em paises
em desenvolvimento e a principal causa da chamada diarréia dos viajantes, em paises
desenvolvidos. Diferente da EPEC, que coloniza o intestino todo, a ETEC limita-se as
por¢des proximais do intestino delgado. Produz duas principais enterotoxinas, termolabil
(LT) e termoestavel (ST), que além da diferenga quanto a estabilidade ao calor,
distinguem-se quanto a peso molecular e modo de a¢do (ICMSF, 1996 ; Jay, 1992). As
ETEC ja foram associadas a doengas veiculadas por agua nos Estados Unidos, Caribe,
Alemanha e tém sido isoladas em amostras de agua doce e salgada, no estado de Sdo

Paulo (Sato, 1988).

e [5. coli enteroinvasiva (EIEC) : ndo produz enterotoxinas e assemelha-se a
Shigella quanto a patologia, atividades bioquimicas e antigenicidade. Difere da maioria
das /<. coli por fermentar lentamente ou ndo fermentar a lactose, podendo ser
anaerogénica, e nio é motil. Ataca especificamente a mucosa do colon, invadindo células
epiteliais, multiplicando-se e eventualmente causando ulceragdes no intestino (ICMSF,
1996). Em um estudo sobre a freqiiéncia de EIEC em amostras de fezes de criangas em
Sdo Paulo - SP, Toledo & Trabulsi (1990) isolaram a bactéria em 15,9% de 107 casos de
diarréia aguda em criangas de favelas. Em criangas com diarréia, acima de 2 anos, a

EIEC foi o enteropatogeno mais freqiientemente isolado, nesse grupo de criangas.

e F. coli enterohemorragica (EHEC) : representada pela linhagem de E. coli

0157:H7, a EHEC tem sido relacionada com surtos de infec¢des alimentares bastante
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graves, causados pelo consumo de carnes, leites, vegetais contaminados e mal cozidos e
aguas contaminadas por material fecal, causando colites hemorrigicas e podendo levar a
morte (Lior, 1994 ; Neill, 1994 ; Tarr, 1994 b; Trevejo, 1995). Faith et al. (1996)
isolaram /<. coli sorotipo O157:117 em amostras de fezes de gado leiteiro e na agua de
bebida dos animais, em fazendas em Wisconsin, USA, mostrando possiveis origens da
contaminagdo de produtos como carnes e leite. Geldreich et al. (1992) relataram um surto
de doenga causada por /.. coli O157:H7 veiculada por agua ndo clorada, causando 243
casos de diarréia, com 32 hospitalizagdes e 4 mortes, no Missouri, USA. Com a
implanta¢ido de um sistema de cloragdo, o surto cessou.

Neill (1994) analisou a evolugdo dos conhecimentos sobre /... coli O157:H7 desde
o registro dos primeiros surtos em 1982-1983, até 10 anos apos, em 1993, destacando
que, em épocas mais recentes, as caracteristicas do patdgeno, da doenga, e os modos de
prevencgdo e controle, ainda ndo estdo bem esclarecidos.

Varios trabalhos continuam tentando elucidar tais caracteristicas, tendo estudado
o modo de agdo da bactéria, suas caracteristicas bioquimicas, epidemiologia,
patogenicidade, produgdo de toxinas, temperatura de sobrevivéncia, tolerancia a acidos e
sais, meios, técnicas e freqiéncias de isolamento, entre outros (Cheville et al., 1996 ;
Gomes et al., 1991, Padhye & Doyle, 1992 ; Rajkowski & Marmer, 1995 ; Rice et al_,
1992 ; Tarr, 1994a ; Weagant et al., 1995).

2.6 Analises de Aguas

Soares (1966) explica que para se determinar se uma amostra de dgua € potavel
ou ndo, sdo realizados dois exames laboratoriais : a analise quimica e a andlise
bacteriologica. A coleta das amostras € uma tarefa especializada e deve ser feita por um
técnico qualificado, na nascente, pogo, reservatorio ou corrego suspeito. Para o exame
quimico, em geral coleta-se uma amostra de 2 litros, e para o exame bacteriologico é

colhida uma amostra de no minimo 100 ml, num frasco especial previamente esterilizado.
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A analise quimica fornece uma parte dos elementos que permitem julgar se a agua
€ ou ndo potavel; a amostra de agua € analisada quanto a turbidez, cor, teor de residuo
seco, pH, alcalinidade, dureza, teores de nitrogénio, ferro, cloretos, etc.

A analise bacteriologica, segundo o autor, visa determinar na agua a presenga de
germes do grupo coliforme, que em sua maioria sdo saprofitas intestinais, indicando que
houve infiltragdo de aguas servidas de esgotos, fossas ou dejetos animais. Sc¢ a andlise de
laboratorio indica que uma fonte de suprimento de agua est4 contaminada e nio se dispde
de nenhuma outra, a solugdo sera provavelmente filtrar e tratar essa agua com cloro,
tornando-a entdo, potavel.

Segundo Pelczar et al. (1981) pode-se aceitar que o objetivo dos exames
rotineiros de agua seja a busca de microrganismos patogénicos. Isto, contudo, ndo ¢
verdadeiro em face das seguintes razdes :

1- Os agentes patogénicos tém acesso esporadico ao ambiente hidrico, nio
demonstrando sobrevivéncia durante muito tempo; conseqiientemente, sua presenga pode
ser perdida numa amostra levada a exames laboratoriais.

2- Estando presentes em pequeno niimero, os germes patogénicos podem escapar
ao diagnostico feito pelos métodos laboratoriais.

3- Exige-se um periodo médio de 24 horas para a obtengdo de resultados
laboratoriais. Ocorrendo a presenga de microrganismos patogénicos, muitos individuos ja
teriam ingerido a agua contaminada e teriam sido expostos a infec¢do.

Sabe-se que os germes dotados de potencial patogénico chegam as extensdes de
agua través das excregdes intestinais do homem e de outros animais. Além disso, certas
espécies bacterianas, particularmente a [scherichia coli e outros coliformes, os
estreptococos fecais (como o Fnterococcus faecalis) e o Clostridium perfringens sdo
habitantes normais do intestino grosso do homem e dos animais, estando presentes, por
isso mesmo, na matéria fecal. Assim, a presenga de qualquer uma dessas bactérias na
agua torna-se evidéncia de poluigdo fecal, de origem humana ou animal. Se tais germes
estdo presentes na agua, o acesso esta aberto, também, para os agentes patogénicos,
encontrados igualmente nas fezes. Considerando as desvantagens apontadas para as

técnicas de evidenciagdo de agentes patogénicos, foram idealizados processos para a
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demonstragio de espécies de reconhecida origem fecal, especialmente os organismos do
grupo coliforme, Tais processos (ém, na priitica, as seguintes vantagens :

1. Os organismos coliformes, especialmente a lischerichia coli, tém presenga
constante no intestino humano, em grandes nimeros. Calcula-se que bilhdes desses
germes sdo eliminados, cm média, por uma pessoa no espago de 24 horas.

2. Tais microrganismos vivem durante mais tempo na dgua do que as espécies
enteropatogénicas.

3. Uma pessoa sadia, portanto, ndo deveria eliminar naturalmente, organismos
patogénicos, o que o faria a0 desenvolver uma infecgdo intestinal. Assim, a presenca de
coliformes na agua é encarada como um sinal de alarme : a dgua estd sujeita a uma
polui¢do potencialmente perigosa (Pelczar et al., 1981).

Riedel (1992) explica que eliminando-se a possibilidade da contaminagio da agua
por fezes de qualquer origem, o que €é controlado pelo indice coliforme, veta-se
concomitantemente a entrada de ovos, larvas ou virus veiculados pelas mesmas fezes. A
introdugdo desses seres por outras vias, como por exemplo as leptospiras, pela urina de
diversos animais, é praticamente controlada por trés fatores : se a agua é contaminada
por urina, muito provavelmente também o sera por fezes, o que sera indicado pela
pesquisa de coliformes; ndo ocorrendo esta hipotese , as leptospiras (ou outros agentes
contaminantes) tém pouca possibilidade de sobrevida na auséncia de matéria orgénica que
dificilmente estara presente sem as fezes, e finalmente, a agua potavel distribuida as
comunidades, além de obedecer a todas as caracteristicas da norma, ainda ¢ clorada, o
que impede a sobrevida dos agentes em questao.

Segundo Brezenski & Russomano (1969) os fatores que determinam a densidade
de patogenos presentes no ambiente aquatico sdo : o tipo e o grau de tratamento sofrido
pelos esgotos; a capacidade dos microrganismos em sobreviver as agdes de antibiose,
predagdo e contamina¢do quimica da 4gua; os habitos alimentares e as condigdes socio-
econdmicas da comunidade; a prevaléncia de docngas especilicas na comunidade; as
condigdes epidemiologicas da populagio humana e animal e a proporg¢do de portadores
na populagdo. Conseqiientemente, introdugdo de patogenos especificos na agua, via

excretas, ndo € constante, mas tende a ser intermitente.
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Como pode ser observado, as analises das aguas sem tratamento, ou em certos
casos, até mesmo das aguas tratadas, normalmente consumidas pela populagdo, vém
adquirindo cada vez mais importancia, no sentido de se evitarem tantos surtos de doengas
causadas por agentes patogénicos ali presentes. E importante lembrar que ndo existe um
padrdo bacteriologico para a presen¢a de patogenos na agua, uma vez que este € um
substrato nutricionalmente pobre, ou seja, ndo possui carboidratos, proteinas e outras
substancias que mantenham o microrganismo, e além disso, os microrganismos saprofitos
e bacteriofagos, também presentcs, mascaram ou eliminam tais patogenos. Assim, estes
normalmente ocorrem em pequeno numero, mas pelo fato de causarem doengas, mesmo
quando ingeridos em pequenas quantidades, acabam por condenar a 4gua que os contém
(CETESB, 1991 ; Jawctz ct al., 1984; Pelczar et al., 1981).

E de fundamental importancia, portanto, que as aguas provenientes das nascentes
(“bicas”) ndo contenham patogenos, ja que estas sdo ingeridas sem tratamento prévio e
em grandes quantidades por dia (Agua de Bica..., 1996 ; Batista, 1996 ; Marmo, 1962 ;
Riedel, 1992).

2.6.1 Padrdes de contaminacgio para a agua

Segundo CETESB (1991) os padrdes que determinam a qualidade da agua variam
conforme as condi¢des de cada pais, e , dentro de um mesmo pais, as autoridades
competentes modificam os padrdes e parimetros conforme as condigdes regionais.
Dentre os padrdes bacteriologicos utilizados, para a avaliagdo da qualidade das aguas,
destacam-se os seguintes :

- “Normas Técnicas de Alimentos e Bebidas” - NTA 60 - decreto n°® 12. 486de
20 de outubro de 1978 - Estado de Sdo Paulo, que estabelece a auséncia de bactérias do
grupo coliforme em 100 ml de agua para consumo alimentar;

- “Resolugdo N° 20 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)” de
18 de junho de 1986, que estabelece auséncia de coliformes totais em qualquer amostra

para agua destinada ao abastecimento doméstico, sem prévia desinfec¢io,
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- “Portaria N° 36 do Ministério da Saude” de 19 de janeiro de 1990 - Brasil, que
estipula que, para aguas de nascentes, 95% das amostras coletadas devem apresentar
auséncia de coliformes totais em 100 ml e nos 5% das amostras restantes analisadas,
tolera-se até 10 coliformes totais em 100 ml, desde que essa contaminagdo ndo ocorra em
duas amostras consecutivas analisadas;

- “Padrdes internacionais da OMS para Aguas Potaveis” que se referem a
qualidade bacteriologica de aguas ndo canalisadas (pogos, fontes) e estabelecem auséncia
de coliformes fecais em 100 ml, ndio devendo ocorrer freqiientemente, mais de 10

coliformes totais em 100 ml de agua.

2.7 Técnicas de isolamento e identificacdao de bactérias

Existem diversas técnicas para se avaliar a qualidade microbioldgica de aguas
(CETESB, 1991; Martins, 1988) e alimentos, mas atualmente ha uma tendéncia de se
utilizar meios mais praticos, eficientes e rapidos, como os kits de detecgdo, especificos
para cada bactéria (Berger, 1991 ; Covert et al, 1989 ; Holbrook et al., 1989a ; Shieh et
al., 1996 ; Stratman, 1988). Novos estudos sdo realizados para se criar técnicas de
isolamento mais simples, de menor custo, rapidas e seguras. Qutras pesquisas tentam
algumas modificagdes em técnicas ja existentes, como alteragdes na composigdo de
meios, no tempo e na temperatura de incubagdo, também com o mesmo objetivo

(D’Aoust, 1989 ; Peterz et al., 1989 ; Roth et al., 1994).

2.7.1 Detecgdo de coliformes

Existem dois métodos padrées que sdo normalmente usados para o teste de
coliformes em agua.

Stratman (1988) apresenta, de maneira simplificada, o principal método de
detecgdo de coliformes. O teste de fermentagdo em tubos multiplos consiste em inocular
amostras de agua em séries de tubos com caldo lauril triptose, incubando-os e

observando se ha fermentagdo do conteudo dos tubos. Uma amostra € presuntivamente
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positiva para coliformes totais se houver a produgdo de gas e acido, em qualquer tubo,
apos 24 h. O conteudo dos tubos presuntivamente positivos €, entdo, cultivado em outros
meios seletivos, e incubados por mais 24 h até que a amostra possa ser confirmada como
positiva para coliformes. O nivel de coliformes presentes pode ser estimado pelo nimero
mais provavel (NMP) de coliformes por 100 ml de agua, obtido em tabelas especificas.

Outro método padrdo para detecgdo de coliformes, a filtragio por membrana
nucleoporo, envolve a passagem da amostra de agua através de filtro 0,45um que retém
qualquer bactéria presente. O filtro é incubado em meio seletivo (M-Endo) e apos 24 h
faz-se a contagem das coldnias. Qualquer coldnia brilhante é tida presuntivamente como
coliforme, e deve ser cultivada em outro meio seletivo e incubada até a identificagdo
confirmativa de coliformes.

Stratman (1988) apresenta as principais desvantagens dos métodos padrdes para
detecgdo de coliformes :

- o tempo requerido para se confirmar resultados positivos (acima de 5 dias) ;

- a subjetividade da interpretagdo dos resultados

- os procedimentos complicados, demorados e trabalhosos, como a lavagem e
esterilizagdo de materiais, preparagdo dos meios, controle de qualidade, etc. ;

- a suscetibilidade a interferéncia de bactérias heterotroficas, ndo coliformes.

Park et al. (1995) também afirmam que os métodos tradicionais de detecgdo de
coliformes requerem um longo tempo, acima de 96 horas, além de procedimentos
complicados. Recentemente, desenvolveu-se um método rapido e simples para a detecg¢do
de coliformes em alimentos e aguas de diferentes origens, utilizando-se substratos
fluorogénicos.

Venkateswaran et al. (1996) citam uma metodologia comercialmente chamada de
Colilert, utilizada na detecgdo de coliformes totais e £. coli em amostras de agua. Os
autores explicam que este método se utiliza de substratos fluorogénicos, onde dois

substratos ativos, o o-nitrofenil-f-D-galactopiranosideo (ONPG) e o 4-metilumbeliferil-

f3-D-glucuronideo (MUG), estdo combinados para detectar, respectivamente, coliformes
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totais e L. coli. Os coliformes totais produzem a enzima [3-galactosidase, que hidrolisa o
ONPG e libera o o-nitrofenol, que confere uma coloragdo amarela a agua. A E. coli
produz a enzima -glucuronidase que hidrolisa o MUG, formando um composto
fluorescente , 0 4-metilumbeliferona, sob luz UV de 365 nm.

Segundo Rice et al. (1990) nesse método de detecgdo de coliformes e E. coli | o
pH ¢ controlado, otimizando a produgdo de fluorescéncia no substrato e Stratman (1988)
explica que as bactérias heterotroficas, ndo coliformes, sio quimicamente reprimidas.

Stratman (1988) explica que o produto comercial Colilert contém na sua
formulagdo uma mistura de reagentes desidratados, onde se encontram sais, nitrogénio,
uma fonte de carbono, e os nutrientes indicadores especificos para a detecgdo,
identificagdo e confirmagdo de coliformes totais e /. coli. Esta metodologia pode ser
encontrada no formato de tubos multiplos para determinagdo do NMP - semelhante a
técnica de tubos multiplos convencional - e no formato P/A (presenga / auséncia) onde
simplesmente se faz a adi¢gdo de 100 ml da amostra de agua, agitando-se levemente o
conteudo, e levando o recipiente a incubagdo a 35°-37°C por 24 h. A coloragdo amarela
denota a presenga de coliformes totais na amostra, e a fluorescéncia sob luz UV 365 nm,
indica a positividade para F. coli.

Varios trabalhos ja foram realizados com a técnica de substratos fluorogénicos, e
especificamente com o método Colilert, para testarem a sua validade como um método
rapido de detec¢do de coliformes totais e £. coli em agua, inclusive sendo feitas
comparagdes com os métodos convencionais existentes. Os resultados apontam este
método como sendo de alta eficiéncia e sensibilidade, tornando-se uma importante analise
alternativa no monitoramento da qualidade da agua (Berger, 1991 ; Cowburn et al., 1994,
Edberg et al., 1989 ; Edberg et al., 1990 ; Rice et al., 1990 ; Rice et al., 1991 ; Shadix &
Rice, 1991 ; Stratman, 1988).

Motes & Peeler (1991) acreditam que a metodologia utilizando-se do MUG possa

ser util também na avaliagdo microbioldgica de ostras e agua do mar.
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Edberg et al. (1988) compararam a metodologia do substrato definido com a
técnica de tubos multiplos - técnica tradicionalmente usada para analise de coliformes - |
apontando as principais vantagens do primeiro método :

e apresentou-se tao sensivel quanto a técnica de tubos multiplos;

e enumerou, especificamente, |1 coliforme total por 100 ml de 4gua, num maximo de 24h ;

e enumerou, simultaneamente, na mesma analise, 1 F. coli por 100 ml

e n3o foi sujeito a resultados falso-positivos ou falso-negativos por bactérias
heterotroficas ;

® n30 necessitou testes confirmatorios |

e recuperou células injuriadas ;

o foi de facil inoculag@o e interpretagio.

Apesar dessas vantagens, Doyle & Schoeni (1984) explicam que a linhagem
patogénica F. coli O157:H7 ndo hidrolisa o indicador MUG e, portanto, esta bactéria ndo
pode ser detectada por esse método. Mas Venkateswaran et al. (1996) afirmam que em
1990 a técnica de detecgdo de coliformes e E. coli através de substratos fluorogénicos foi
promulgada nos Estados Unidos' e posteriormente adotada para agua potavel, pelo
governo japonés. A 19* edigdo do Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (Eaton et al., 1995) também traz publicada esta metodologia, como oficial.

Berger (1994) ainda aponta uma outra vantagem da metodologia Colilert, que se
utiliza da tecnologia do substrato definido. O autor observou que o método consegue
detectar bactérias do género Shigella onde se encontra uma alta freqiiéncia de
positividade para a enzima [-glucuronidase. O método, portanto, aponta outro
importante patogeno responsavel por doengas transmitidas via agua, condenando a
amostra contaminada, com isso, o Colilert apresenta uma prote¢do a mais a saude

publica.

! DRINKING water: national primary drinking water regulations; analytical techniques coliform bacteria
proposed rule. Federal Register, v.55, p.22752-22756, 1990.
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2.7.2 Beteccio de Salmonella

Para o isolamento e detecgdo de Salmonella, a partir de diferentes tipos de
amostras, existe uma grande diversidade de meios de cultura e técnicas (Allen et al.,
1993; D’Aoust, 1989 ; Eckner et al., 1992 ; Poppe & Duncan, 1996) mas nos ultimos
anos a procura por métodos rapidos fez com que uma série de inovagdes fossem
desenvolvidas (Chen & Griffiths, 1996 ; D’ Aoust ; 1989 ; D’Aoust et al., 1991; Entis et
al., 1982 ; Oggel et al., 1995 ; Pless et al., 1994).

Para uma analise convencional de Salmonella cinco etapas sdo normais & maioria
dos métodos conhecidos (Doyle & Cliver, 1990 ; Holbrook et al. , 1989a):

1) Pré-enriquecimento da amostra em meio nutritivo, ndo seletivo , para a
recuperagdo de células injuriadas |

2) Enriquecimento seletivo, em meio que permite o crescimento de Salmonella a
niveis detectaveis, mas impede o crescimento de bactéria competidoras ;

3) isolamento de Salmonella por plaqueamento em agar seletivo ;

4) caracterizagdo bioquimica dos isolados ;

5) confirmag@o soroldgica dos isolados, bioquimicamente separados.

Holbrook et al. (1989a) lembram que o tempo de uma anlise completa para
Salmonella pode chegar a 5 dias; os autores citam , ainda , um método rapido de
isolamento da bactéria. Tal método, o Teste Rapido para Salmonella da Oxoid (OSRT)
detecta salmonelas em menos de 2 dias e se baseia na migragdo da bactéria de um meio
eletivo, para tubos contendo meios semi-solidos, seletivos e indicadores.

O método consiste de um recipiente de cultura contendo dois tubos, os quais
contém diferentes meios de enriquecimento seletivo, desidratados, no compartimento
inferior e meios seletivos e indicadores, desidratados, no compartimento superior. Os
meios sdo reidratados com a adigdo de agua destilada esterilizada, e um meio eletivo para
salmonelas é adicionado no recipiente, externamente aos tubos, juntamente com um disco
do antibiotico novobiocina. Inocula-se, entdo, 1 ml da amostra pré-enriquecida no

recipiente, e este € levado a incubagdo a 41°C (£ 0,5°C) por 24 h. A interpretagdo
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presuntiva ¢é feita pela observagdo da cor do meio indicador, e a confirmagio final € feita
por testes bioquimicos e sorologicos (Holbrook et al., 1989a).

Segundo o guia do usuario, fornecido pela Unipath (1994) juntamente com o kit,
qualquer grau de enegrecimento no tubo A , avermelhamento e/ou enegrecimento no
tubo B, indica um resultado presuntivo positivo para Salmonella. Os meios presentes
nos tubos sdo os seguintes :

Tubo A : meio seletivo : Rappaport Vassiliadis (modificado)

meio indicador ; Lisina Ferro Cistina Vermelho Neutro

Tubo B : meio seletivo : Lisina Ferro Desoxicolato (modificado)

meio indicador : Verde Brilhante

Estes sio meios normalmenie utilizados em analises de alimentos e outros
materiais, para a bactéria Salmonella. D’ Aoust (1989) cita o meio Rappaport-Vassiliadis
e suas modificagdes em estudos de seletividade para Salmonella. O meio original de
verde malaquita e MgCl,.

Peterz et al. (1989) afirmam que o meio Rappaport-Vassiliadis € superior a outros
meios de isolamento de salmonelas a partir de alimentos e da agua, e explicam que sua
eficacia baseia-se na habilidade das salmonelas multiplicarem-se a uma alta pressdo
osmotica e a baixos valores de pH, além da resisténcia das bactérias, ao verde malaquita.

Vassiliadis et al. (1991) compararam a eficacia do meio Rappaport-Vassiliadis em
relagdo ao caldo verde brilhante tetrationato, para a detecgdo de Salmonella typhimurium
em leite artificialmente contaminado. Os autores observaram maior sensibilidade e
especificidade do meio Rapapport-Vassiliadis, até mesmo com um nivel de microflora
substancialmente baixo, no produto analisado. Poppe & Duncan (1996) também
apontam a eficacia do meio, modificado, em relagdo a outros meios de isolamento da
bactéria.

Prescott et al. (1950) apontam outros meios utilizados no isolamento da bactéria

tifdide e de organismos a ela relacionados. Os autores citam o desoxicolato - também
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presente no OSRT- que, com ou sem citrato, € um meio que restringe os coliformes e
favorece o desenvolvimento das bactérias tifoide, paratifdide e disentéricas. Entre os
meios diferenciais, propostos para o plaqueamento direto, em analises dessas bactérias, os
autores ainda citam o agar verde brilhante cujo modo de agdo se baseia no fato do bacilo
tifoide ser mais resistente que a -. coli aos componentes do meio.

A décima edigdo do manual da Difco (1984) também indica o meio verde
brilhante para o isolamento de Salmonella | explicando que o crescimento de outras
bactérias € quase que totalmente inibido pela presenga de verde brilhante.

O meio ndo seletivo lisina ferro cistina vermelho neutro apresentou bons
resultados na detecgdo rapida (24 h) de Salmonella em produtos lacteos, em estudo
realizado por Hargrove et al. (1971). Neste teste a Salmonella H,S positiva enegreceu o
meio em 18 h apos inoculagdo com leite em po contaminado e, segundo os autores, o
desenvolvimento de condigGes alcalinas em incubagdo prolongada (48 h) da suspensdo,
permitiu a identificagdo de cepas H,S negativas. Reamer et al. (1974) realizaram estudos
com 0 mesmo meio, porém com pequenas modificagdes, para que fosse usado em
plaqueamentos. Neste segundo estudo, o meio lisina ferro cistina agar apresentou-se
suficientemente sensivel e seletivo, para permitir a detec¢do de 1 a 2 salmonelas por
grama de alimento artificialmente contaminado.

Segundo Hargrove et al. (1971) a caracteristica bioquimica que a maioria das
salmonelas tém em descarboxilar a lisina e produzir sulfeto de hidrogénio é um
importante fator no desenvolvimento de testes presuntivos rapidos, para detec¢do de
salmonelas.

Le Minor (1984) também explica que as salmonelas normalmente produzem H,S
em meio TSI agar, um meio que contém ferro, e Smibert & Krieg (1981) explicam que a
produgdo de H,S ¢ indicada pelo enegrecimento do meio, devido a reagdo deste sulfeto
de hidrogénio com o sulfato aménio ferroso, formando o sulfeto ferroso, de cor negra.
As salmonelas possuem a enzima cistina desulfohidrase que quebra a cistina, liberando o
H,S que reage com o Fe do meio. Este ¢ um dos principios da mudanga de coloragio dos

meios do OSRT, quando se tem positividade para Salmonella.
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Outra reagdo quimica que causa mudangas na coloragdo dos meios do OSRT se
deve a presenga do verde brilhante. Este é um meio que contém lactose, vermelho de
fenol, além do agente seletivo verde brilhante (Le Minor, 1984). Como a salmonela ndo
fermenta a lactose, ela se utiliza das peptonas do meio, como fonte de energia, liberando
substancias alcalinas e portanto, elevando o pH do meio. Em pH maior que 7,0 o
indicador vermelho de fenol manifesta-se, conferindo ao meio a coloragdo vermelha,
tipica da positividade para Salmonella.

O antibidtico novobiocina, também utilizado no kit OSRT, foi usado por Reamer
et al. (1974) como agente seletivo, inibindo o crescimento de representantes dos géneros
Proteus, Shigella e [FEscherichia, mas sendo mais efetivo contra Bacillus, e sem
apresentar qualquer efeito de inibigdo sobre Salmonella.

O Teste Rapido para Salmonella, da Oxoid (OSRT) tem sido utilizado, avaliado e
bem aceito em pesquisas. Holbrook et al. (1989b) compararam o OSRT com outros
métodos de detecgdo de Salmonella (método ELISA e métodos propostos pelo BAM -
Bacteriological Analitycal Manual- e recomendados pela AOAC - Association of Official
Analytical Chemists - ), observando uma baixa incidéncia de resultados falso-positivos,
além da rapidez com que os resultados sdo obtidos, e mostrando uma performance igual
ou melhor que a dos outros métodos .

Bersani et al. (1992) compararam o OSRT com outros dois métodos de detecgdo
de Salmonella em alimentos de origem animal, o método de cultura classico, e o “Bac
Trace Microwell ELISA (KPL)” , um método imunoenzimatico que se utiliza de
anticorpos conjugados a peroxidase, para revelar a presenga do antigeno Salmonella. Os
autores afirmaram que o OSRT revelou-se o0 método mais sensivel, além de permitir o
isolamento de cepas de Salmonella e de ser mais rapido que o método convencional.

Pedroso et al. (1995) utilizaram o kit OSRT em amostras de ostras e destacaram
sua sensibilidade em relagdo aos métodos convencionais, além da vantagem de
proporcionar respostas rapidas e confiaveis, tdo desejadas nas industrias, atualmente.

Dogan et al. (1994) também afirmam que o OSRT ¢ superior aos métodos
BAM/AOAC na detecgdo de salmonelas em alimentos, em vista do pouco tempo

utilizado, da facilidade de uso e da redugio de possiveis erros de laboratdrio.
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Holbrook et al. (1989a) apontam as principais vantagens que o OSRT leva em
relagdo a outros métodos rapidos :

- ¢ simples e higi€nico, ndo necessitando preparo de meios, nem de equipamentos
especiais ;

- pode ser guardado a temperatura ambiente e preparado para uso imediato, em 5
minutos ;

- funciona bem com varios alimentos ja testados, e qualquer tubo positivo pode

ser rapidamente checado por testes soroldgicos.
2.7.3 Detecgao de Campylobacter

O isolamento de espécies de Campylobacter pode ser feito por dois métodos,
segundo Smibert (1984). O primeiro envolve a filtragdo de células por membrana filtrante
com poros de 0,45 , 0,65 ou 0,8 um. O filtrado € estriado em agar proprio ao
crescimento ou inoculado em meio de cultura liquido. As placas com agar ou os tubos de
cultura sdo incubados em atmosfera microaerofila contendo 5% de O, , 10% de CO, e 85
% de N, , existindo produtos comerciais que proporcionam tais condigGes de
microaerofilia.

O segundo método para isolamento de Campylobacter citado por Smibert (1984),
consiste no uso de meios seletivos em agar. Campylobacter fetus subsp. fetus e C. fetus
subsp. venerealis podem ser isoladas usando-se agar sangue ou brucella agar, contendo
antibidticos como bacitracina (2 U/ml) e novobiocina (2 pg/ml).

O isolamento de C. jejuni e C. coli tem sido realizado com sucesso em meios
seletivos comerciais proprios para o isolamento desses microrganismos, tais como o0 meio
de Skirrow, o meio de Butzler, o meio de Blaser, o meio base Brucella (Oxoid), o meio
de Lander e Gill, o Preston, e o Columbia (Oxoid), entre outros ( Bolton & Coates,
1983).

Segundo Smibert (1984) esses meios seletivos devem ser incubados a 42-43°C em

atmosfera microaerofila. As taxas de isolamento , com incubagdo a 42-43°C sdo maiores
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do que com incubagdo a 37°C. Os meios seletivos ndo eliminam todos os outros
microrganismos intestinais, mas apenas limitam o crescimento destes organismos, a favor
do isolamento de Campylobacter. Porém, o meio comercial proprio para C. jejuni e C.
coli ndo pode ser usado para o isolamento de C. fetus. A cefazolina e a cefalotina inibem
o crescimento de (. fetus subsp. fetus e de (. fetus subsp. venerealis. A incubagdo a 42-
43°C , ideal para o isolamento de (. jejuni e C. coli , ndo permitira o crescimento de C.

fetus, que exige um meio especial e incubagdo a 37°C.

Bolton & Coates (1983) realizaram um cstudo sobre o descnvolvimento de um
meio isento de sangue, para o isolamento de Campylobacter, e a influéncia de varios
suplementos na aerotolerancia da bactéria. Os pesquisadores concluem em seu trabalho
que, dos meios testados, o Meio Nutritivo n°® 2 (Oxoid) solidificado com agar resultou
em maiores contagens do organismo inoculado, e o sangue foi o melhor suplemento para
meios de Campylobacter, em relagdo aos outros suplementos alternativos testados. Os
autores também explicam que os meios seletivos normalmente utilizados para o
isolamento das principais espécies de Campylobacter consistem de um meio basal, sangue
e uma mistura de antibidticos.

Entre os diferentes meios, a propor¢do de sangue varia : o meio de Skirrow
contémde 5 a 7 % de sangue lisado de cavalo, o Campy-BAP (BBL), 5 % de eritrocitos
de carneiro, o Columbia agar base possui de 5 a 7% de sangue lisado de cavalo, o de
Butzler contém de 5 a 7 % de sangue de carneiro, o meio de Blaser, possui 10% de
sangue de carneiro, o meio de Lander e Gill contém 7% de sangue lisado de cavalo e o
meio Preston, 5% de sangue lisado de cavalo (Bolton & Coates, 1983; Smibert, 1984).

A fungdo do sangue nos meios para Campylobacter nio € esclarecida, (Bolton &
Coates, 1983) mas este contém enzimas como catalase, peroxidase e superdxido
dismutase que decompdem derivados toxicos do oxigénio (Fridovich, 1974).

Hoffman et al. (1979) sugerem a hipoOtese de que bactérias microaerdfilas como
Campylobacter sejam mais sensiveis que outras bactérias aerobias, as formas toxicas do
oxigénio - como anions de superoxido e o peroxido de hidrogénio, que se formam em

meios de cultura armazenados em condi¢Oes aerObias - e que os compostos que
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aumentam a aerotolerdncia de bactérias microaerofilas o fazem, suprimindo essas formas
toxicas de oxigénio.

Outras pesquisas tém sido desenvolvidas, para se avaliar metodologias e obter-se
meios alternativos de isolamentos de Campylobacter spp. , buscando-se maior
seletividade, praticidade e menores custos (Baggerman & Koster, 1992; Fioratti &
Franco, 1991, Ghenghesh et al., 1995b ; Pinheiro et al., 1991; Stern et al., 1992,
Uyttendaele & Debevere , 1996 ; Uyttendaele et al. , 1996).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Os materiais utilizados nas coletas e analises das amostras foram :

- Erlenmeyers Pyrex de 500 ml para coleta de amostras, esterilizagdo dos meios
de cultura e enriquecimento das amostras.

- Frascos para esterilizagdo de agua destilada ( vidro neutro com tampa de rosca,
com capacidade de 160 ml, com graduagio de 90 a 99 ml)

- Pipetas tipo Mohr de 1 ml, 5 ml, 10 ml

- Porta pipetas de ago inoxidavel

- Beckers de 200 ml e 1000 ml

- Provetas de 100 ml, 250 ml e 2000 ml

- Placas de Petri de 10 x 100 mm

- Algas de inoculagdo ( de niquel - cromo, com 7 cm de comprimento e 0,5 cm
de didmetro , apresentando um aro de 3 mm de didmetro na extremidade ,
colocadas em cabo de metal (cabo de Kolle)

- Algas de Drigalsky

- Bico de Bunsen

- Tripé

- Tela de amianto

- Jarra de anaerobiose com gerador de microaerofilia

- Laminas para microscopia

- Algodio hidrofilo
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Equipamentos:

- Microscopio CARLZEISS - JENA

- Balanga MICRONAL B600

- Estufa incubadora FANEM mod. 002

- Estufa para esterilizagio FANEM mod. 315-SE

- Autoclave FABBE mod. 103

- Agitador de tubos BIOMATIC

- Forno microondas PHILCO PMW-1000

- Luz UV de 365 nm SPECTROLINE mod. EA-160

Para a pesquisa de Salmonella :

- Kit para detecgido de Salmonella “Oxoid Salmonella Rapid Test” - FT 201A

- Meio eletivo “Salmonella Rapid Test Elective Medium”- Oxoid CM857

- Agua peptonada tamponada Oxoid-CM509, para o enriquecimento das amostras
de agua

- Salmonella Latex Test Oxoid FT 203

Para a pesquisa de Campylobacter :

- Meio basal para Campylobacter “Columbia Agar Base - Oxoid CM331”
- Suplemento seletivo para Campylobacter “Skirrow- Oxoid SR69”

- Sangue de cavalo desfibrinado (Oxoid SR48)

- Gerador de gas para atmosfera microaerofila - Oxoid - BR56

- catalisador Oxoid - BR42

Para a pesquisa de coliformes totais e Escherichia coli :

- Kit de provas Colilert WP 020 - Idexx (Idexx Laboratories, Inc.)

Outros:

- Solugdo de tiossulfato de sodio a 1% para neutralizagdo de cloro das amostras
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de agua
- Solugdo de cristal violeta para coloragdao de Gram
- Solugdo de lugol a 20% para coloragdo de Gram
- Solugdo de safranina para coloragdo de Gram

- Alcool etilico a 95% para coloragdo de Gram

3.2 Metodologia

3.2.1 Coleta de amostras

As nascentes amostradas foram as 8 mais utilizadas pela populagio local, e que se
encontram na regidao mais central da cidade de Piracicaba, como mostra o mapa da Figura
1.

As amostras de agua foram coletadas quinzenalmente, durante o periodo de
fevereiro a julho de 1997, totalizando 12 amostras de cada nascente. Neste periodo, foi
possivel coletar-se amostras de agua em é€pocas de chuva e de seca, o que permitiu
avaliar a possivel existéncia de uma correlagdo entre a contaminagdo das nascentes e
periodos de maior precipitagdo.

Antes de cada coleta de amostra, o cano ou torneira de saida de agua foi limpo
com agua e detergente, e flambado, através de um bastdo com algodio embebido em
alcool. As amostras foram, entdo, coletadas em erlenmeyers de S00 ml esterilizados, com
4 ml de solugdo 1% de tiossulfato de sodio (para neutralizagdo de um eventual residuo de
cloro) e encaminhadas imediatamente ao I.aboratorio de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Agroindastria, Alimentos e Nutrigdo da ESALQ/USP, comintervalo de

tempo entre coleta e analise inferior a 2 horas.



AGRONOMIA

DISTRITO DE
TUPI
PLANTA DA CIDADE
COM ABAIRRAMENTO
DISTRITO DE | —
IBITIRUNA

Figura 1. Mapa com a localizag@o das 8 nascentes (bicas) na cidade de Piracicaba - SP.
Fonte : PREFEITURA MUNICIPAL DE PIRACICABA (s.d.).
Extraido de Batista (1996).

LY
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3.2.2 Pesquisa de Salmonella

A analise visando a detecg¢do presuntiva de Salmonella nas amostras de agua, foi
feita utilizando-se de metodologia rapida através do kit “Oxoid Salmonella Rapid Test”-
FT201A.

Em cada erlenmeyer com 225 ml de agua peptonada esterilizada, foram
colocados 25 ml de cada amostra de agua, realizando dessa forma, o enriquecimento
destas, numa dilui¢do 1 : 10. Cada frasco foi identificado e incubado a 37°C por 18-24
horas.

Os meios de cultivo dos kits foram hidratados com agua destilada esterilizada,
agitados, e deixados em repouso por 2 horas, para uma total homogeniezagdao dos meios
contidos nos tubos.

Foram adicionados, entdo, o meio eletivo para Salmonella , um disco do
antibiotico Novobiocina e 1 ml da amostra pré enriquecida. Os tubos foram destampados,
o copo do kit fechado, identificado e incubado a 41° C £0,5° C por 24 horas. Apds este
periodo, fez-se a leitura e a interpreta¢do dos resultados.

Para a confirmagdo da negatividade ou auséncia de Salmonella, quando
resultados duvidosos foram obtidos nas leituras, utilizou-se o “Salmonella Latex Test

“(Ox01d-FT203), um teste soroldgico baseado em reagGes de aglutinagio.

3.2.3 Pesquisa de Campylobacter

Para o isolamento de Campylobacter utilizou-se o meio basal Columbia (Oxoid
CM331) adicionado de sangue de cavalo desfibrinado (Oxoid SR48) e suplemento
seletivo para Campylobacter “Skirrow- Oxoid SR69”. Este meio foi vertido em placas de
Petri, e apds solidificagdo, 0,1 ml de cada amostra de agua foi inoculado e espalhado com
al¢a de Drigalsky.

As placas, devidamente identificadas, foram incubadas invertidas em jarra de

anaerobiose, juntamente com um gerador (Oxoid BR-56) de atmosfera microaerofila
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(com 5% de O,, 10% de CO, , e 85 % de N;) e um saché de catalisador (Oxoid BR-42).
A temperatura de incubagdo utilizada foi de 42 °C , durante um periodo de 48 horas,

apos o que se procedia a verificagio do desenvolvimento ou ndo de colOnias nas placas.

3.2.4 Pesquisa de coliformes e Escherichia coli

A analise de coliformes totais e de Ischerichia coli foi realizada utilizando-se a
metodologia Colilert (Idexx [.aboratorics).

As amostras de agua foram colocadas nas bolsas plasticas esterilizadas indicadas
para a metodologia, até a marca de 100 ml; em seguida, adicionou-se o meio desidratado,
agitou-se e procedeu-se a incubagio a 37 °C por 24 horas.

A interpreta¢do dos resultados foi feita visualmente, tendo-se resultado positivo
para coliformes totais, quando a agua apresentasse coloragdo amarela, e positividade para
Escherichia coli , quando, sob luz UV de 365nm , a agua apresentasse coloragdo azul

fluorescente.

3.2.5 Correlacao entre a contamina¢ao das bicas e a precipitacio no periodo de

coleta

Utilizando-se os dados de precipitagio do municipio de Piracicaba - SP,
fornecidos pelo Departamento de Meteorologia da ESALQ/USP fez-se, ainda, uma
correlagdo entre as maiores precipitagdes do periodo de coleta de amostras, e a

positividade para a analise de F. coli.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Contaminacio por coliformes totais e E. coli

Os percentuais de contaminagdo das aguas das nascentes, por coliformes totais e

E. coli em 12 coletas, podem ser observados nas Figurasde 2 a 9.

Contaminacio por Coliformes Totais -
Nascentes 1,2,4,5,6,7 ¢ 8

Nommal
0%

Contaminada
100%

Figura 2. Percentuais de contaminag¢do por coliformes totais nas amostras de agua das

nascentes de 1 a 8 (exceto nascente 3).
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Contaminagio por Coliformes Totais -
Nascente 3

Contaminada
33%

Figura 3. Percentuais de contaminagio por coliformes totais nas amostras de agua da

nascente 3.

Com excecdo da nascente 3, na verdade um pogo artesiano, todas as nascentes
apresentaram uma frequiente contaminagio por coliformes totais, colocando a agua das
mesmas como ndo potavel para consumo humano. Qutros trabalhos (Falcio et al., 1993 ;
Yamaguchi et al., 1996) ja constataram uma menor contaminag¢@o das aguas de pogos
artesianos, quando comparada a contaminag¢do de outros ambientes hidricos, como rios,
pogos ndo artesianos e nascentes. Entretanto, neste ponto de coleta foi constatada a
positividade para coliformes totais, em 4 das 12 amostragens realizadas, além da
constatacdo de E. coli em uma amostragem, o que ja condena o uso desta agua, para
consumo humano, sem tratamento prévio.

Analisando-se a freqiiéncia de contaminagdo das nascentes, por E. coli , observa-

se que as nascentes 1 e 2 foram as mais freqlientemente contaminadas (Figura 4).
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Contaminacio por E. coli -
Nascentes 1 e 2

Contaminada
100%

Figura 4. Percentuais de contaminagéo por F. coli nas amostras de dgua das nascentes 1

e2.

A nascente numero 1 esta situada dentro de uma favela, a apenas alguns metros
do corrego que recebe diretamente a descarga do esgoto deste povoado. Ao redor da
nascente encontram-se, ainda, as fossas das casas que ndo possuem as tubulagées normais
de recolhimento de esgoto, e nota-se a presenca de animais no terreno. Muito
provavelmente esta situa¢do faz com que haja uma contaminagdo direta da agua por
matéria fecal, justificando a positividade para coliformes totais e £. coli , em todas as
amostragens.

Apesar de estar em um bairro que possui calgamento, asfalto e saneamento
basico, a nascente numero 2 também apresentou positividade para E. coli em todas as
analises realizadas. Segundo informagdes de alguns moradores mais antigos do local, as

tubulagdes de esgoto daquela regido possuem mais de 40 anos, além de apresentarem
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rachaduras e problemas de escoamento, na descarga dos dejetos domésticos. Também
aqui, esse panorama favorece a contaminagdo da agua por matéria fecal.

As demais nascentes também se encontram em regides proximas a residéncias,
normalmente em baixadas, o que talvez favorega o contato da agua com material
contaminante. A nascente 7 ainda tem o agravante de se localizar as margens do Rio

Piracicaba, de aguas comprovadamente poluidas.

Contaminacio por FE. coli -
Nascente 3

Contaminada
8%

Figura S. Percentuais de contaminagdo por E. coli nas amostras de agua da nascente 3.
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Contaminacio por E. coli -
Nascente 4

Contaminada
25%

Figura 6. Percentuais de contaminagdo por £. coli nas amostras de agua da nascente 4.

Contaminacgio por E. coli -
Nascentes S e 7

Contaminada
58%

Figura 7. Percentuais de contaminagdo por £. coli nas amostras de agua das nascentes 5
e’
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Contaminacgéo por E. coli -
Nascente 6

Contaminada
67%

Figura 8. Percentuais de contaminag@o por £. coli nas amostras de 4gua danascente 6.

Contaminacdo por E. coli -
Nascente 8

Contaminada
33%

Figura 9. Percentuais de contaminagéo por £. coli nas amostras de agua da nascente 8.
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Todos estes resultados estdo de acordo com uma pesquisa realizada nos anos de
1993 e 1994, nestas mesmas bicas (Batista, 1996). Na época foi feita uma quantificagdo
de coliformes totais, fecais e Enterococcus, utilizando-se a técnica de tubos multiplos,
para determinagdo do numero mais provavel (NMP) em 100 m! de amostra destas
mesmas aguas. O autor aponta numeros que ultrapassam os padrdes bacteriologicos
permitidos para a agua de consumo humano.

Apesar de ndo ter sido feita uma quantificagdo das bactérias contaminantes, o
presente trabalho se baseou nos padrdes bacteriologicos citados anteriormente, para
condenar o uso das aguas, sem tratamento prévio, ja que tais normas estabelecem a
auséncia de coliformes totais ¢ fecais nestas aguas, e muitas vezes tais contaminantes

foram encontrados em amostras consecutivas, das nascentes.

4.2 Pesquisa de Salmonella e Campylobacter

Em nenhuma das amostras de agua analisadas ficou comprovada a existéncia de
bactérias dos géneros Salmonella e Campylobacter, como se observa na Figura 10, que
representa todas as nascentes avaliadas no periodo.

Muitas vezes a detec¢do de certos patogenos em agua torna-se um problema, ja
que se trata de um meio nutritivamente pobre, e também, a presenca de outros patdgenos
- bactérias ou virus - pode mascarar a presenga destas bactérias, principalmente se elas
estiverem presentes em pequenos numeros. Jones et al. (1990) e Bolton et al. (1987)
ainda referem-se aos efeitos biocidas da luz solar em Campylobacter, principalmente no
verdo, o que também pode ter impedido a detecc¢do destas bactérias.

Porém, pelo fato de terem sido constatadas bactérias oriundas de matéria fecal,
com grande freqiiéncia, ndo pode ser descartada a possibilidade das aguas das nascentes
analisadas apresentarem, a qualquer momento, os géneros Salmonella e Campylobacter,
bem como outros patdgenos intestinais.

O teste sorologico para Salmonella utilizado (Oxoid FT 203) confirmou os
resultados negativos e também negativou os resultados duvidosos do teste presuntivo,

mostrando que de fato este género bacteriano nio se encontrava nas amostras analisadas.
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Em relagdo a Campylobacter, ndo se observou desenvolvimento de colGnias em
placas com meio de cultivo apropriado, nas amostras utilizadas para analise neste

trabalho.

Contaminagio por Salmonella e Campylobacter -
Nascentes 1a 8

Contaminada
0%

Figura 10. Percentuais de contaminagdo por Salmonella e Campylobacter nas amostras

de agua das nascentes de 1 a 8.

4.3 A contaminacio das bicas e a precipitacdo no periodo de coleta

Como as aguas de sete nascentes foram positivas para coliformes totais, em todas
as coletas, ndo foi possivel relacionar uma maior precipitagio com este tipo de
contaminagdo. As nascentes 1 e 2 também ndo puderam ser avaliadas quanto a este
parametro, e nem quanto a positividade para E. coli, uma vez que apresentaram resultado
positivo em todas as amostras, como pode ser observado na Figura 4.

A Tabela 5 e as Figuras de 11 a 17 relacionam a precipitagdo acumulada dos sete

dias anteriores a cada coleta, e a contaminag@o por E. coli nas oito nascentes analisadas.



A nascente 3 apresentou apenas uma amostra positiva para [. coli , no ponto de
precipitagdo acumulada de 60,5 mm. Entretanto, quando a precipitagdo foi superior, com
71,1 mm, ela foi negativa para a bactéria, mostrando que provavelmente este pogo ndo
sofreu maior contaminagdo em épocas de chuva, ao menos durante o periodo deste
trabalho.

Ja as nascentes 4, 5 e 6 mostraram claramente estar sofrendo contaminagdo de
origem fecal, por ocasido de maiores precipitagdes . A partir de 57,6 mm de precipitagdo
acumulada a nascente 4 apresenta positividade para /. coli e continua positiva com
valores maiores de precipitagdo.

As nascentes 5 e 6 parecem ser ainda mais sensiveis ‘a chuva, j& que a valores
menores de precipitagdo (8 mm e 3,2 mm , respectivamente) foram positivas para £. coli,
e continuaram positivas, com precipitagdes acumuladas maiores.

A nascente 7 apresentou-se positiva para F. coli nos maiores valores de
precipitagdo acumulada, entretanto esteve negativa quando a precipitag@o foi de 51,5 mm
ao mesmo tempo em que foi positiva com precipitagdo O mm. Talvez maiores valores de
precipitacdo tenham alguma influéncia sobre a contaminagdo da agua desta nascente,
carreando o conteudo de esgotos proximos, por exemplo, mas pelos resultados obtidos

ndo se pode afirmar que tenha uma correlagdo direta com a contaminagdo da mesma.
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Tabela S- Precipitagio durante o periodo de coleta e positividade das aguas das

nascentes para [-.coli.

Positividade das nascentes para . coli

COLETA PRECIPITACAO 112]3[4]5]6([7]8
ACUMULADA (mm)
DOS 7 DIAS ANTERIORES A
COLETA
16/04 0 +l+-]-]-|-]-1+
29/04 0 {4+ -]-1-1-]-1-
14/05 0 +l+]--1-1-1-1-
08/07 0 R IR I I R U PR Y
04/03 3,2 +l+]--]-1+]-]-
24/06 8 + |+ - -|++]|+]-
02/04 20,1 + [+ - -[+[+[+][+
19/03 29 + |+ --[+]+[+[-
28/05 51,1 -+ [+]-]-
06/02 57,6 +l+-+[+]|+]+]-
19/02 60,5 +l+ |+ [+ [+]+]+]+
11/06 71,1 +l+]| -+ |+ ]|+ +]-
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Nascentes 1 e 2
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Figura 11. Relagdo entre a positividade para £. coli e a precipitagdo acumulada em mm

dos 7 dias anteriores a coleta, nas nascentes 1 e 2.
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Figura 12. Relagdo entre a positividade para E. coli e a precipitagdo acumulada em mm

dos 7 dias anteriores a coleta, na nascente 3.
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Nascente 4
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Figura 13. Relac@o entre a positividade para E. coli e a precipita¢do acumulada em mm

dos 7 dias anteriores a coleta, na nascente 4.

Nascente 5

= . ’ . ’ ’ . 'MW“,Qmmm’«m;mw
S +
(&
m 1
©
g 1
o
o &
©
8
3 =
[72}
(0]
X — 22

0 80 29,0 71,1

Precipitacdo acumulada (mm)

Figura 14. Relacdo entre a positividade para E. coli e a precipitagdo acumulada em mm

dos 7 dias anteriores a coleta, na nascente 5.
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Nascente 6
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Figura 15. Relagio entre a positividade para E. coli e a precipitagio acumulada em mm

dos 7 dias anteriores a coleta, na nascente 6.

Nascente 7
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Figura 16. Relagdo entre a positividade para . coli e a precipitagio acumulada em mm

dos 7 dias anteriores a coleta, na nascente 7.
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Nascente 8
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Figura 17. Relagdo entre a positividade para E. coli e a precipitagdo acumulada em mm

dos 7 dias anteriores a coleta, na nascente 8.

A nascente 8 também apresenta um comportamento irregular, no que diz respeito
a contaminag@o por F. coli e valores de precipitagdo acumulada, indicando que outros
fatores podem estar determinando sua contaminagio.

Outros estudos ja constataram que, durante o periodo chuvoso, as fontes naturais
de agua podem sofrer uma maior contaminagdo (Batista, 1996 ; Marmo, 1962).
Dependendo do tipo de terreno e do tipo de solo a agua da chuva pode se infiltrar no
terreno, sem sofrer o processo natural de filtragdo pelo solo, e levar consigo impurezas da
superficie, ou ainda, carregar o conteudo de alguma fossa mais préxima ou mesmo do
esgoto doméstico, vertido de tubulagdes rompidas.

Por se tratar da segunda pesquisa ja realizada nessas nascentes, e por ter sido
confirmada a ndo potabilidade de tais aguas, fica evidente a necessidade de interdigdo
das nascentes, ou a instalagio de um sistema de tratamento das mesmas, uma vez que
parte da populagdo local tem preferido o uso destas aguas, sem tratamento prévio, ao uso

da agua tratada pelo Servigo Municipal de Agua e Esgoto - SEMAE - da cidade.



5 CONCLUSOES

- De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que a agua de todas as
nascentes analisadas - conhecidas pela populagdo como “bicas”- estdo contaminadas por
coliformes totais em niveis acima dos permitidos pela legislagdo, além de ter sido

constatada a presenga de L. coli, em todas as nascentes .

- As aguas analisadas encontram-se improprias para o consumo humano, sem um

tratamento prévio como cloragao, filtragio e fervura.

- No que diz respeito a nio potabilidade bacteriologica das aguas, os resultados
da pesquisa anteriormente realizada nas mesmas bicas, com metodologias analiticas

diferentes, repetiram-se neste trabalho.

- Além das mas condig¢Ges higi€nico-sanitarias em que se encontram as aguas de
todas as nascentes, as nascentes 4, 5 e 6 apresentaram uma certa correlagdo entre as
épocas de maior precipitagdo e resultado positivo para E. coli, bem como negatividade
em épocas sem chuva, o que leva a crer que estas nascentes provavelmente estejam

sofrendo contaminagdo por intermédio das aguas das chuvas..

- A interdigdo destas nascentes seria a medida mais cabivel, a ser tomada pelos
orgdos competentes do municipio, ou pelo menos a instalagdo de tratamento da agua das
mesmas (clorag@o), a fim de ndo deixar a populagdo que consome agua dessas nascentes,

exposta a riscos de doengas veiculadas pela mesma.
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