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INTRODUCAO

Resumo

Obijetivo: Avaliar a qualidade microbiolégica da agua de bebedouros destinada ao consumo
humano de uma instituicao de ensino superior em Caxias do Sul-RS. Métodos: O método
utilizado para bactérias heterotréficas foi o spread plate, e, para coliformes totais, Escherichia
colie Pseudomonas aeruginosa sendo que o método é a auséncia ou presenga com substrato
enzimatico. Foram coletadas oito amostras, cada uma com aproximadamente 150 mL de
agua em frascos esterilizados apés desinfecgdo dos bicos dos bebedouros com alcool
70%. Resultados: Na primeira coleta, o bebedouro 4 foi o Unico que apresentou alteragdes,
com presencga de 4,5 x 10" de bactérias heterotréficas, no entanto, este nivel estava de
acordo com a quantidade permitida. Na segunda coleta, todas as amostras apresentaram
positividade para bactérias heterotréficas, porém a amostra de nimero 3 estava no limite
aceito pela legislacéo, e as demais mostraram resultados superiores a 500 UFC/mL. Todas
as amostras foram negativas para as analises de Pseudomonas aeruginosa, coliformes
totais e Escherichia coli. Conclusao: Apesar de os resultados terem sido negativos para
Pseudomonas aeruginosa, coliformes totais e Escherichia coli, trés amostras apresenta-
ram valores superiores ao aceito pela portaria para bactérias heterotréficas, expondo nime-
ros superiores a 500 UFC/mL. Conclui-se que esta dgua é considerada inadequada para
consumo humano, baseando-se nos padrées de potabilidade estabelecidos pela portaria
vigente.
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doencas. Ha dois mecanismos principais de transmissao
de doencas por via hidrica: através de agentes biolégicos

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS),"
pelo menos dois bilhdes de pessoas no mundo usufruem
de uma fonte de agua contaminada com fezes. Estima-se
que a agua potavel contaminada ocasione 502 mil mortes
diarreicas por ano. Para padronizar e regulamentar a quali-
dade da agua, a OMS aponta diretrizes internacionais para
serem usadas como base em todo o mundo, com a inten-
¢éo de proporcionar a protegéo da saude publica.

A partir do século XIX, com os conhecimentos de
Pasteur e Koch que deram origem a microbiologia, foi pos-
sivel compreender como a transmisséo de doencas infecci-
osas se processa e hoje é viavel a identificacdo de micror-
ganismos para confirmar a acéo dos agentes biolégicos,
de sua presencga na agua e de seu papel na transmisséao de

patogénicos, como ingestdo da agua contaminada, e por
meio da transmiss&o que ocorre pela insuficiéncia da quan-
tidade de agua, ocasionando uma higiene deficiente.

Desta forma, é realizada analise de bactérias do gru-
po coliforme, que se localizam no trato intestinal dos ani-
mais de sangue quente e servem como parametro de con-
taminacdo da agua por fezes. Além disso, estdo pre-
sentes em baixa ocorréncia no solo e na vegetacéo. A prin-
cipal bactéria deste grupo é a E. coli, que apresenta tem-
pos variaveis de sobrevivéncia no meio ambiente e pode
causar graves problemas intestinais (E. coli 0157:H7).®

A portaria n® 2.914/2011 do Ministério da Saude®
determina que seja analisada na agua disponivel para
consumo humano a auséncia de coliformes totais e
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Escherichia coli em100mL de amostra e que seja deter-
minada a contagem de bactérias heterotroficas. Esta por-
taria define que a contagem de bactérias heterotréficas
deve ser realizada como um parametro para avaliar a inte-
gridade do sistema de distribuicdo (reservatorio e rede), e
recomenda ndo exceder a 500 unidades formadoras de
coldnia por 1 mL de amostra (500 UFC/mL).

A Pseudomonas aeruginosa é caracterizada pelo for-
mato de bacilo, Gram-negativa, produtora de catalase e
oxidase. S&do bactérias patégenas oportunistas, ou seja,
causam doengas em pessoas que estdo com o sistema
imune debilitado, podendo resultar em uma sepse fatal.®
Para isso, a Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria® di-
vulgou a resolugao RDC n° 275/2005, que, ao analisar cin-
co unidades de amostras individualmente, determinou que
s6 poderia haver um resultado positivo, ndo devendo ex-
ceder duas unidades formadora de coldnia.

Sem a analise destes parametros microbiolégicos, a
verossimilhanca de transmissao de doencas por via hidrica,
como gastroenterites, se torna sobressalente, uma vez que
a agua constitui um elemento fundamental para a manuten-
¢do davida.”” Compreende-se aimportancia da agua pota-
vel para o consumo humano, a qual, se nao tratada, tem ca-
pacidade de propagar diversos contaminantes microbiol6-
gicos. Portanto, é valoroso saber se a agua consumida esta
adequada aos padrdes de potabilidade mencionados na
legislagao.®

Assim sendo, o propésito do presente trabalho foi ava-
liar a qualidade microbiolégica da agua disponivel em be-
bedouros de uma instituicdo de ensino superior localizada
em Caxias do Sul-RS.

MATERIAL E METODOS

A instituicdo de ensino superior a ser estudada locali-
za-se na cidade de Caxias do Sul, Rio Grande do Sul e com-
preende um total de seis prédios nos quais estdo matricula-
dos alunos para vinte cursos de graduagédo como: adminis-
tracdo, arquitetura e urbanismo, biomedicina, ciéncias
contabeis, design, direito, educacéo fisica bacharelado,
educacao fisica licenciatura, enfermagem, engenharia de
producéo, engenharia civil, fisioterapia, nutricdo, odontolo-
gia, psicologia e terapia ocupacional, engenharia ambiental,
engenharia mecanica, engenharia elétrica e engenharia de
computacdo, além de disponibilizar diversas especializa-
¢cdes como MBAs, P6s-MBAs, extensdes e projetos
corporativos nas areas de negécios, design, engenharia,
direito, saude e educacéo.

Foram analisadas duas amostras de cada um dos
quatro bebedouros escolhidos nos prédios que apresenta-
vam maior circulagdo de estudantes em periodos diferen-
tes, inicio das aulas (mar¢o/2018) e metade do semestre
(maio/2018).
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Antes de comecar a coleta do material para anélise, foi
realizada a desinfecgéo das torneiras dos bebedouros com
alcool a 70°. Apés a coleta de aproximadamente 150 mL de
agua, as amostras foram encaminhadas a um laboratério
externo com certificado de reconhecimento ISSO/17025. Os
frascos estéreis foram identificados de acordo com o nime-
ro do prédio e a data da coleta. Para todas as amostras, foi
adicionado 0,1 mL de um agente redutor, o Na2S203 —
tiossulfato de sé6dio. O tiossulfato de sédio neutraliza o cloro
residual presente na agua e impede a continuacédo da agéo
bactericida durante o deslocamento da amostra.

Os métodos usados para bactérias heterotréficas,
coliformes totais e Escherichia coli visam atender as
especificagdes do Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater, publicacdo da American Public
Health Association (APHA), American Water Works
Association (AVWWVA) e Water Environment Federation
(WEF),® e para Pseudomonas aeruginosa o método utili-
zado é o Pseudalert da Idexx.®

Ao escolher o periodo de coleta das amostras, consi-
derou-se a época em que as aulas haviam comecado re-
centemente, visando a escassa circulagéo de estudantes e
o periodo da metade do semestre, quando a circulagéo en-
contra-se frequente e intensa.

O método empregado para analise de coliformes to-
tais e Escherichia coli denomina-se Presencga-Auséncia
com substrato enzimatico e consiste em uma reagéo enzima-
substrato, resultando a liberagcdo de uma substéancia
cromogénica e fluorgénica com presenca de cor amarela
(coliformes totais) e fluorescéncia (Escherichia coli). A
amostra deve ser analisada a temperatura ambiente, e apés
identificar-se um frasco estéril e transparente com o nime-
ro da amostra medem-se 100 mL de amostra e vertem-se
no frasco, adiciona-se o contetido de um flaconete de Colilert
e homogeneiza-se o frasco com movimentos circulares até
completa dissolucdo do reagente. Incubar em estufaa 35 +
0,5°C por 24-28 horas.® Aleitura se faz conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Leitura de determinagao de crescimento microbiano para
Coliformes Totais e Escherichia coli.

Parametro verificado Coliformes Totais Escherichia coli

Coloragao Incolor Ausente Ausente
Amarelo Presente Comprovar com
luminescéncia
Luminescéncia Ausente  Constatar coloragdo Ausente
(confirmar com amarela
a luz uttravioleta)  presente Presente Presente

Fonte: (APHA, AWWA, WEF, 2012)

O método utilizado para andlise de bactérias hetero-
troficas é o spread plate, por meio do espalhamento unifor-
me da solugéo, pois esta técnica facilita a contagem de bac-
térias na placa. A amostra deve ser analisada a temperatu-
ra ambiente. Separar duas placas de petri contendo agar
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padrao para contagem a cada diluicdo. Na diluicdo
homogeneiza-se a amostra 25 vezes por inversao e proxi-
mo ao bico de Bunsen pipeta-se 1 mL para um tubo estéril
contendo 9 mL de agua autoclavada. Homogeneizar o tubo
em vértex e continuar a diluigéo seriada até atingir a solu-
céo desejada. Para a inoculacédo, aproximar-se do bico de
Bunsen e pipetar 100 uL da amostra no centro de cada pla-
ca. Espalhar a amostra movimentando o bastao (embebido
em alcool a 96° e flambado) em circulos de dentro para fora
da placa. Para cada andlise, faz-se um branco, incubando
uma placa sem amostra e um controle negativo. Incubam-
se as placas invertidas em estufa monitorada a 35 £ 0,5°C
por 48 horas. Passado o tempo de incubagéo, conta-se o
namero de coldnias presentes nas placas. A auséncia de
crescimento na placa de branco valida as analises.®

O método aplicado para andlise de Pseudomonas
aeruginosa nomeia-se Presenga-Auséncia com substrato
enzimatico e consiste em uma reagéo enzima-substrato. As
cepas de Pseudomonas aeruginosa em crescimento tém
uma enzima que cliva o substrato no reagente produzindo
florescéncia azul sob luz ultravioleta. Aamostra deve ser ana-
lisada a temperatura ambiente, e ap6s identificar um frasco
estéril e transparente com o nimero da amostra medem-se
100 mL de amostra e vertem-se no frasco, adiciona-se o
conteudo de um flaconete de Pseudalert e homogeneiza-se
o frasco com movimentos circulares até completa dissolu-
cao doreagente. Incubar em estufa a 35 + 0,5°C por 24-28
horas. Qualquer fluorescéncia em azul indica que a amostra
é positiva para Pseudomonas aeruginosa.®

RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo foram compara-
dos com a legislagéo brasileira vigente para agua potavel.
As coletas foram efetuadas em duas etapas estruturadas
nas Tabelas 2 e 3.

Na primeira coleta ndo foram identificados resulta-
dos fora do limite, porém, mesmo que dentro dos para-
metros permitidos e em pouca quantidade, a amostra nu-
mero 4 apresentou contagens para bactérias heterotréficas
com 4,5x10" UFC/mL. Nas quatro amostras ndo foram de-
tectadas Pseudomonas aeruginosa e nao foram consta-
tadas presencas para coliformes totais e Escherichia coli
(Tabela 2).

Na segunda etapa, a amostra nimero 3 revelou bac-
térias heterotroficas, sem exceder o limite (4,0x102 UFC/mL)
e as outras trés amostras exibiram contagens de bactérias
heterotréficas acima do valor permitido por legislacao, sen-
do a amostra 1 com 1,3x10%® UFC/mL, amostra 2 com
1,4x10% UFC/mL e amostra 4 com 2,0x10% UFC/mL; nesta
coleta também nao foi identificada a presenca dos micror-
ganismos Pseudomonas aeruginosa, coliformes totais e
Escherichia coli (Tabela 3).

Portanto, a analise microbiolégica da agua dos bebe-
douros de uma instituicdo de ensino superior de Caxias do
Sul apontou que das oito amostras coletadas, trés delas mos-
traram-se alteradas conforme os padrdes de potabilidade
estabelecidos pela portaria 2914/2011 do Ministério da
Saude.

Tabela 2 - Primeira andlise microbiolégica da agua em bebedouros de uma instituicdo de ensino superior de

Caxias do Sul-RS

Bebedouro Bactérias Heterotréficas Coliformes Totais Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
1 Nao detectado Ausente Ausente Néo detectado
2 Nao detectado Ausente Ausente Néo detectado
3 Nao detectado Ausente Ausente Néo detectado
4 4,5 x 10" UFC/mL Ausente Ausente Nao detectado

Fonte: A autora

Tabela 3 - Segunda analise microbioldgica da agua em bebedouros de uma instituicdo de ensino superior de

Caxias do Sul/RS

Bebedouro Bactérias Heterotroficas Coliformes Totais Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
1 1,3 x10° UFC/mL Ausente Ausente Nao detectado
2 1,4 x 10° UFC/mL Ausente Ausente Nao detectado
3 4,0 x 102 UFC/mL Ausente Ausente Nao detectado
4 2,0 x 10° UFC/mL Ausente Ausente Nao detectado

Fonte: A autora
DISCUSSAO

No estudo de Freitas et al.,('” 90% das amostras tive-
ram crescimento de coliformes totais, apresentando um va-
lor médio de 54 UFCs/cm?, sendo considerado o valor de
referéncia divulgado pela APHA de no maximo 50 UFC/cm?.
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O estudo de Rocha et al.('"" apresentou grande quantidade
de coliformes totais em dois bebedouros destinados ao uso
dos alunos, tendo obtido presenga em respectivamente 80%
e 60% das amostras; ja a andlise de Escherichia coli apre-
sentou resultados idénticos ao deste estudo, os quais mos-
traram-se negativos para a presencga deste microrganismo.
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Os resultados obtidos por Mello e Resende,'? Cas-
tro et al."™® e Seco et al."¥ corroboram com os resultados
contidos neste estudo, onde 100% das amostras tiveram
resultados negativos para coliformes totais e Escherichia
coli.

Segundo a OMS,"® o0 aumento da concentragdo de
bactérias heterotréficas indica uma falha no tratamento da
agua, contaminacgéo pés-tratamento, presenca de deposi-
tos, biofilmes ou corroséo na tubulacao. Esses dados forta-
lecem um estudo que analisou a qualidade da agua utiliza-
da na desinfec¢cé@o do ubere de animais, equipamentos e
utensilios de ordenha em propriedades leiteiras, onde, em
51% das amostras, foram encontradas contagens de
Escherichia coli, sugerindo descuido na manutengéo das
caixas d'agua, considerando-as possiveis veiculos de trans-
misséo de doengas para os animais e até irregularidade na
qualidade do leite.(®

No estudo de Almeida et al.,('”) os resultados foram
analogos a este estudo. Trés de seis amostras excederam
o maximo permitido para bactérias heterotroficas, ou seja,
valores acima de 500 UFC/mL, e os autores explicam ain-
da que devido a falta de tratamento correto, esse fato cons-
pira com a hipétese da influéncia inibidora que essas bac-
térias tém sobre outros organismos e sobre o grupo dos
coliformes.

E de conhecimento que todos os bebedouros possu-
em um filtro de carvéao ativado localizado em seu interior.
Este tipo de filtro favorece a formagéo de biofilmes,'® uma
vez que ele retém o cloro presente na agua, a proliferacédo
de microrganismos se torna elevada, resultando em acu-
mulo de matéria organica depositada no filtro, corres-
pondendo potencialmente a nutricdo das bactérias hetero-
troficas.

Em um estudo realizado para analisar bactérias hete-
rotréficas na dgua de um caminhao-pipa, foram coletadas
amostras que apresentaram resultados relativamente seme-
Ihantes em dois horarios de coleta, manha e tarde, mas em
ambas as contagens excederam o limite de 500 UFC/mL.
Isso justifica o favorecimento da temperatura na multiplica-
¢éo destes microrganismos e também a falta de manuten-
¢éo e higiene; além disso, 90% das amostras apresenta-
ram presenca de coliformes totais, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa em incompatibilidade com os
padrdes estabelecidos pela legislagéo.('®

Quiroz® diz que a maioria das bactérias hetero-
tréficas geralmente nédo sé@o patogénicas, mas algumas tém
sido responsaveis por infecgdes oportunistas (como
Legionella spp., Micobacterium spp., Pseudomonas spp.,
Aeromonas spp.) em pacientes hospitalizados, sendo os
de maior risco aqueles em uso de antibiéticos e em imuno-
deprimidos.

Uma pesquisa feita por Reis et al.?") mostrou quanti-
dades aumentadas de contagens de bactérias heterotréficas
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em relagdo a primeira e segunda coletas realizadas em be-
bedouros de parques de Curitiba/PR, em conjunto com o
estudo presente, atribuindo-se para esta multiplicacéo de
microrganismos fatores como a limpeza inadequada do lo-
cal e aumento do numero de alunos que utilizam estes be-
bedouros, visto que na metade do semestre a circulagéo se
torna mais frequente e intensa.

De acordo com a portaria 2914/2011 do Ministério da
Saude,®a qual menciona que a agua potavel deve ter au-
séncia de coliformes totais e Escherichia coli em 100 mL
de amostra, sendo que a presencga da Ultima é indicadora
de contaminacéo fecal, é legitimo desconsiderar este tipo
de contaminagéo nas amostras coletadas conforme dados
da Tabela 2 e 3.

Aresolugdo RDC n° 275/2005 da Agéncia Nacional
da Vigilancia Sanitaria® menciona que, ao se analisarem
cinco unidades de amostras individualmente, sé podera
haver um resultado positivo, o qual ndo deve exceder duas
unidades formadora de coldnia. Este estudo apresentou
auséncia de Pseudomonas aeruginosa em todas as amos-
tras, porém, no trabalho realizado por Santos e Colombo,®
21 amostras positivaram para Pseudomonas aeruginosa.
Este resultado é extremamente preocupante, pois enten-
de-se que existe a possibilidade de propagacéo de infec-
¢des atingindo principalmente pessoas imunocompro-
metidas.®

CONCLUSAO

Esta pesquisa de parametros microbiolégicos apre-
sentou a presenga exclusivamente de bactérias hetero-
tréficas nas aguas dos bebedouros. Segundo os resultados
obtidos neste estudo e baseado nos padrées de potabili-
dade estabelecidos pela portaria vigente 2.914/2011 do
Ministério da Salde, das segundas amostras de agua
coletadas dos quatro bebedouros, % apresentaram quanti-
dades de bactérias heterotroficas superiores ao aceitavel
pela legislacdo, na qual se adverte que a contagem néo ex-
ceda o limite de 500 UFC/mL; portanto, é possivel compre-
ender que a dgua destes bebedouros estava impropria para
0 consumo humano.

Apesar dos resultados terem sido negativos para
Pseudomonas aeruginosa, coliformes totais e Escherichia
coli, que é o principal indicador da qualidade da agua, é
indispensavel a necessidade constante de higienizacao, as-
sim como a conservacgao, limpeza e manutencgdo da agua e
destes bebedouros para que sejam eliminados os micror-
ganismos presentes.

Logo, as andlises microbiol6gicas foram fundamen-
tais para se averiguar a qualidade da agua disponibilizada
neste periodo para alunos, professores e funcionarios desta
instituicdo, tendo em mente que é neste ambiente que eles
passam o maior tempo do seu dia.
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Abstract

Objective: To evaluate the microbiological quality of drinking water from
drinking fountains intended for human consumption at a higher education
institution in Caxias do Sul-RS. Methods: The method used for
heterotrophic bacteria was spread plate and for total coliforms,
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa the method is absence
or presence with enzyme-substrate. Eight samples were collected, each
with approximately 150mL of water in sterilized bottles, after disinfection
of the drinking nozzles with 70%. Results: In the first collection, the
drinker 4 was the only one that presented alterations, with a presence of
4,5 x 107 of heterotrophic bacteria, however this level was in agreement
with the quantity allowed. In the second sample, all samples were positive
for heterotrophic bacteria, but the number 3 sample was within the limit
accepted by the legislation, the others showed results higher than 500
CFU/mL. All Samples were negative for the analyzes of Pseudomonas
aeruginosa, total coliforms and Escherichia coli. Conclusion: Although
the results were negative for Pseudomonas aeruginosa, fotal coliforms
and for Escherichia coli, three samples presented higher values than
those accepted by Ministry of Health Ordinance 2914/2011 for
heterotrophic bacteria. It is concluded that this water is considered
inadequate for human consumption, based on the potability standards
established by the aforementioned ordinance.

Keywords
Pseudomonas aeruginosa; Escherichia coli; heterotrophic bacteria;
drinking water
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