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1. INTRODUCAO

A 4gua ¢ essencial em todos os segmentos da vida, sendo considerada um recurso
insubstituivel e indispensavel para a vida de qualquer ser vivo (PORTO et al., 2011). A sua
importancia para a saude publica ¢ largamente reconhecida, visto que a garantia da sua
potabilidade é essencial para a populacao (VOLKWEIS et al., 2015). Portanto, o contato cotidiano
com uma agua contaminada pode acarretar problemas a saude de qualquer individuo.

Segundo a Organizagdo Mundial de Satude (OMS), estima-se que 80% das doencas
causadas por micro-organismos patogénicos sdo ocasionados por aguas contaminadas (COELHO
et al., 2007). De acordo com a portaria n°. 2914/2011 do Ministério da Saude entende-se por agua
potavel, a 4dgua de consumo humano cujos pardmetros microbioldgicos, fisicos, quimicos e
radioativos atendam ao padrdo de potabilidade que ndo oferega riscos a saide (BRASIL, 2004;
BRASIL, 2011).

Os parametros que a agua deve apresentar para ser considerada potavel sdo: auséncia de
coliformes totais e termotolerantes (Escherichia coli) em 100 mL de amostra (SECO et al., 2012).

Na analise ou monitoramento da qualidade da 4gua sdo empregados indicadores bioldgicos
especificos como as bactérias do grupo coliforme. Os coliformes sdo bactérias Gram-negativas,
incapazes de formar endosporos, na forma de bastonetes, que fermentam a lactose com produgao
de acido formagdo de gas em 48 horas a 35°C (TORTORA et al., 2017). Esta defini¢do abrange
um numero de espécies de Enterobacterales. Geralmente, na determinacdo de coliformes,
realiza-se a diferenciacdo entre os de origem fecal e ndo-fecal (DAUTON et al., 2006).

O principal representante dos coliformes € a bactéria Escherichia coli. Segundo Pelczar e



colaboradores (1996, apud YAMAGUCHI, 2013), o termo “indicadores bioldgicos especificos”
refere-se a um tipo de micro-organismo, cuja presenca na agua ¢ uma evidéncia de que ela esta
contaminada com material fecal de origem humana ou de outros animais. As aguas de
abastecimento, tais como caixas d’agua, reservatdrios de dgua e de bebedouros, acabam se
tornando uma ferramenta crucial na propagacao bacteriologica (YAMAGUCHI et al., 2013).

Os bebedouros podem ser uma importante fonte de contaminagdo da agua potavel,
destinada ao consumo. Sendo assim, os micro-organismos indicadores sdo rotineiramente
empregados para avaliar a qualidade da higiene empregada em seu processamento (FREITAS et
al., 2013).

Nas escolas publicas ou privadas podem ser utilizados diferentes tipos de bebedouros,
dentre eles, o de galdo. Essa 4gua que ¢ consumida pelos alunos, docentes e demais funcionarios
deve apresentar os parametros de qualidade definidos pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2017).
Essa qualidade deve ser garantida nas escolas, para que ndo haja comprometimento da saude dos
funcionarios e nem dos estudantes, considerando a grande acessibilidade desses individuos durante

expediente escolar.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Grupo coliforme

Um grupo bacteriano considerado como um importante indicador da qualidade da 4gua é o
grupo dos coliformes. Este grupo ¢ dividido entre os coliformes totais e coliformes
termotolerantes (JUNIOR et al 2012).

Os coliformes totais englobam enterobactérias capazes de fermentar a lactose com
producao de gases a 35°C. Esse grupo ¢ constituido, principalmente, pelos géneros Serratia spp,
Citrobacter spp, Klebsiella spp e Enterobacter spp. A presenga destes microrganismos ¢ utilizada
para avaliar a eficiéncia do tratamento e a integridade do sistema de distribui¢do de dgua (PINTO
et al.,, 2010; PONTELO et al.,2013 ).

Os coliformes termotolerantes sdo um subgrupo do grupo coliforme totais restrito as
bactérias capazes de fermentar a lactose a 44,5-45,5°C com producdo de gas. A principal
representante desse subgrupo ¢ a Escherichia coli, uma bactéria de origem exclusivamente fecal.
Porém, hoje se sabe, que esse grupo inclui membros de origem nao fecal (cepas de Klebsiella
pneumoniae, Pantoea agglomerans, Enterobacter cloacae e Citrobacter freundii) (PONTELO et
al., 2013). Este grupo era comumente denominados como coliformes fecais, mas este parametro
ndo ¢ mais utilizado, visto que o Unico coliforme de origem fecal ¢ a Escherichia coli. Esses
coliformes termotolerantes comprometeram a especificidade deste subgrupo para a finalidade
proposta. Em decorréncia disto, as tendéncias atuais se direcionam para a detecg¢@o especifica de

Escherichia coli, que ¢ o tinico componente do grupo coliforme de origem exclusivamente fecal
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(CETESB, 2018). Consequentemente, a presenca de coliformes termotolerantes ndo quer dizer

necessariamente que exista contaminacao de origem fecal (SILVA et al., 2017).

2.2. Contaminacido microbioldgica da agua de consumo

O consumo de uma agua nao potavel pode impedir as pessoas de beberem o suficiente para
suprirem as suas necessidades vitais, podendo comprometer a saude das pessoas que a consomem
(RAMOS et al., 2018). Os coliformes termotolerantes sao um subgrupo dos coliformes totais,
sendo Escherichia coli, como ja mencionado, o principal indicador de contaminagao fecal, por ser
um habitante exclusivo do trato intestinal de homens e animais. Além disso, por ser amplamente
distribuidos na natureza, esses micro-organismos se propagam com maior frequéncia na agua,

recebendo, portanto, grande atengdo da satde publica (SILVEIRA et al., 2017).

Segundo a Fundagdo Nacional de Saude a E. coli tem sido tradicionalmente usada para
monitorar a qualidade da agua potavel. A razdo da escolha desse grupo de bactérias como
indicadoras de contamina¢do da 4gua deve-se a sua constante presenca nas fezes de animais de
sangue quente, incluindo os seres humanos. Sdo facilmente detectaveis e quantificaveis por
técnicas simples e economicamente viaveis, em qualquer tipo de dgua e também conseguem se
manter vivas mais tempo na agua que as bactérias patogénicas intestinais, j4& que sd0 menos

exigentes em termos nutricionais (FUNASA, 2013).

2.3. Bebedouros como uma importante fonte de contaminacao da agua potavel
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Os bebedouros sdo fontes potenciais de contaminagdo de forma direta através da dgua ou
indireta a partir do contato com o equipamento, pois sao utilizados por muitas pessoas com habitos

de higiene desconhecidos (ARAUJO et al., 2014).

Os bebedouros de galdo, precisam ser higienizados com frequéncia, pois como o uso ¢
feito por um grande nimero de pessoas, o risco de sujidade e de contaminag¢do podem ser maiores.
Sendo assim, os bebedouros de galdo podem ser uma importante fonte na disseminagdo de
doengas se ndo forem bem higienizados. A contamina¢do da dgua destes reservatorios por
micro-organismos, pode ocorrer através de diferentes fontes, podendo estar relacionada ao
material de armazenamento (YAMAGUCHI, 2013), manipulagdo inadequada e/ou a ma
higienizacdo dos mesmos . Essa possibilidade estard associada a forma como a agua foi envasada,
o galdo transportado ou até como foi instalado no bebedouro no qual apresenta normalmente

bactérias do grupo coliforme (FREITAS et al., 2013).

Em virtude disso, ¢ de suma importancia a vigilancia dessa atividade, sendo a higienizagao
adequada e perioddica dos bebedouros de galdo fundamental, j& que durante o processo de troca ou
manutengdo dos galdes, micro-organismos, poderdo acessar a fonte de agua ou torneira de
abastecimento, acarretando contamina¢d@o microbiologica e influenciando a qualidade da agua a

ser consumida (LIESENBERG et al., 2017).

2.4. Analise bacteriologica da agua

Para a andlise microbioldgica das amostras de dgua, diferentes metodologias

convencionais ou rapidas, podem ser empregadas com maior ou menor nivel de dificuldade para o
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realizador. Segundo Fernandes e Gois (2015), os métodos rdpidos minimizam os erros e reduzem

o tempo de analise, ndo necessitando de etapas confirmatdrias.

A detecgao de coliformes pode ser realizada por diferentes técnicas convencionais como
filtragdo por membrana e fermentagdo em tubos multiplos. A maior desvantagem das técnicas
convencionais ¢ o grande tempo exigido e complexidade das metodologias, por esse motivo
durante os ultimos anos diferentes técnicas tém sido desenvolvidas (PINTO et al.; 2010). Dentre
as novas metodologias para pesquisa de coliformes na dgua o COLItest® ¢ um kit comercial ja
validado e tem sido indicado para esse tipo de pesquisa, ja& que € composto por um substrato
cromogénico e fluorogénico para detec¢do simultanea de coliformes totais e Escherichia coli. O

método ¢ baseado nas atividades enzimaticas especificas dos coliformes (B galactosidase) e E. coli

(B glucoronidase) (JUNIOR et al 2012).

Os coliformes totais utilizam a enzima [-galactosidase para metabolizar o indicador de
nutriente ONPG (orto nitrofenil-beta-galacto-piranosideo) de forma que o meio adquire a cor
amarela. A Escherichia coli utiliza a enzima MUG (methyl-umbeliferil-glucuronide) produzindo
fluorescéncia sobre a luz UV, fazendo a diferenciagdo desta bactéria das demais o que permitira
em caso de fluorescéncia positiva afirmarmos a presenga de Escherichia coli na agua (FUNASA,

2013).

No caso de resultado positivo para coliformes totais ¢ analisada a presenga de coliformes
termotolerantes (E. coli) através do teste de fluorescéncia. As amostras sdo expostas a luz UV de

365 nm. A amostra considerada positiva para E. coli apresenta fluorescéncia azul. A confirmagao
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da presenga de E.coli pode ser realizada também através do teste de produgdo do indol,

confirmando sua presenca apds adi¢ao do reativo de Kovacs (Fig.1) (LKP Diagnosticos, 2019).

Figura 1- Interpretacao dos resultados do teste de deteccao de coliformes COLItest®

INTERPRETAGAD DE RESULTADO
PURPURA = NEGATIVD
AMARELO = POSITIVO PARA COLIFORMES TOTAIS
FLUORESCENCIA = POSITIVO PARA ESCHERICHIA COLI

TESTE DE INDOL (FORMACAQ DE AREOLA AVERMELHADA)
POSITIVO PARA ESCHERICHIA COLI

Fonte: https://images.tcdn.com.br/img/editor/up/613826/ilustracaocolitest.jpg

Para auxiliar na identificagdo do género bacteriano podem ser utilizados meios
indicadores (KONEMAN et al., 2008). O meio indicador Uriselect Chromogenic Agar (Fig.2), ¢
bastante utilizado atualmente, apesar de ser indicado inicialmente para cultura de urina, este meio
de cultura foi escolhido por ndo ser seletivo, possibilita isolar, identificar e contar as bactérias
presentes no material semeado, tornando-se um excelente aliado na identificagdo presuntiva de
diferentes géneros bacterianos (BIO-RAD, 2019). A mistura cromogénica ¢ composta por
substratos artificiais, que liberam compostos de varias cores na sequéncia da degradacdo por
enzimas microbianas especificas, diferenciando diretamente determinadas espécies ou

determinados grupos de organismos (BD, 2011).
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Figura 2 - Meio Uriselect Chromogenic Agar

Fonte: https://www.bio-rad.com/pt-br/product/saselect-medium?ID=M4TOBFK G4

Esse meio pode ser usado para a identificagdo direta de Escherichia coli (coldnia rosa),
Enterococcus spp (colonia azul), Klebsiella spp (colonia lilas), bem como identificagao presuntiva
de outras espécies.

No entanto, sdo necessarios testes bioquimicos complementares para confirmar a

identificacdo j4 que para cada suspeita devera ser escolhida uma prova elucidadora diferente

(NOGUEIRA & MIGUEL, 2013).

2.5. Provas bioquimicas complementares
2.5.1. Teste de indol

Determina a capacidade de certas bactérias que possuem a enzima triptofanase de degradar
o triptofano, produzindo indol, dcido piravico e amonia. A presencga de indol pode ser detectada

pela adi¢ao do Reativo de Kovacs, ocorrendo a formacdo de um anel de coloracdo vermelho na
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superficie do meio, indicando uma reagdo positiva. A auséncia de mudanga de cor indica que o

triptofano nao foi hidrolisado e, portanto, a reagdo ¢ negativa (SOUTO et al., 2017).

2.5.2. Prova de sulfeto de hidrogénio (H2S)

Permite determinar a capacidade das bactérias de produzir H2S. O sulfeto de hidrogénio ¢
sintetizado pela hidrogenagdo (redug@o) do enxofre organico presente no aminoacido cisteina. A
presenga deste composto ocorre ao longo da linha de inoculagdo e indica que houve produgdo de

sulfeto de hidrogénio (reacdo positiva). A auséncia do precipitado negro evidencia uma reagao

negativa (NOGUEIRA & MIGUEL, 2013).

2.5.3. Teste do citrato

Aplicado para verificar a capacidade da bactéria de utilizar o citrato de s6dio como sua
unica fonte de carbono, juntamente com os sais de amonia, alcalinizando o meio. A cor inicial do
meio ¢ verde. No caso de teste positivo a cor do meio se altera para verde azulado, indicando pH
alcalino. E negativo quando a cor se mantém verde sem nenhuma mudanga de cor, indicando meio

neutro (SOUTO et al., 2017).
2.5.4. Teste da urease

Usado para determinar a habilidade da bactéria de degradar a uréia em duas moléculas de
amonia pela agdo da enzima urease, resultando na alcalinizagao do meio. A cor inicial do meio ¢
amarelo palha. O resultado é positivo quando ha alteragdo do meio para a cor rosa e negativo

quando nao ha mudanca de cor (amarelo) (SOUTO et al., 2017).
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2.5.5. Teste de motilidade

E aplicado para determinar se o micro-organismo ¢ movel ou ndo, pois os flagelos
ocorrem em bacilos Gram-negativos e poucas formas de cocos sdo méveis. A bactéria pode conter
um ou mais flagelos e sua localizagdo varia com a espécie da bactéria e as condigdes de cultura

(SOUTO et al., 2017).

2.5.6. Teste da lisina

E utilizado para verificar a habilidade enzimatica de um micro-organismo em degradar a
lisina, formando uma amina e resultando na alcalinizagdo do meio de cultura. A lisina pode ser
degradada por bactérias que produzem a enzima lisina-descarboxilase, que transformam o
aminoacido na amina cadaverina. Isto produz uma viragem a violeta do indicador de pH purpura
de bromocresol indicando reagdo positiva a formagdo de aminas a partir da reagdo de

descarboxilagdo, e em caso de reagdo e amarelo para reagdo negativa (SOUTO et al., 2017).

Os resultados obtidos através dessas provas bioquimicas sdo comparados a uma tabela
padronizada seguindo as recomendagdes de Nogueira e Souza-Miguel (2013) para confiabilidade
dos achados (Tabela 1),visto que qualquer modificacdo do resultado esperado significa uma ndo

conformidade no teste.
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Tabela 1 - Provas bioquimicas confirmatorias propostas por NOGUEIRA e SOUZA-MIGUEL
(2013).

BACTERIAS IND H2S URE MOT LIS CIT
Escherichia 4 _ _ +(V) +(V) _
coli

Citrobacter _ + Vw _ _ +
freundii

Citrobacter + _ Vw + _ +
diversus

Citrobacter + _ \% + _ +
amalonaticus

Klebsiella _ _ + _ + u
pneumoniae

Klebsiella + _ + _ + u
oxytoca

Enterobacter _ _ Vw + _ +
cloacae

Enterobacter _ _ _ + + +
aerogenes

Enterobacter A% _ Vw A% _ +
agglomerans

Enterobacter Vv _ _ + _ +
sakazakii

Enterobacter _ _ + + \% +
gergoviae

Serratia _ _ Vw + + +
marcescens

Serratia _ _ Vw + \% +
liquefaciens

Serratia _ _ Vw \% \% +
rubidaea

Fonte: https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/15170/2/cap3.pdf/
V - 10% para 89,9% de positividade em 48 horas / w - reagdo fraca



https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/15170/2/cap3.pdf

3.0BJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Analisar a 4gua mineral natural proveniente de bebedouros de galdo em uma escola técnica

federal do Rio de Janeiro, quanto a presenga de coliformes.

3.2. Objetivos especificos:
e Identificar os géneros bacterianos dos coliformes totais;

e Verificar a presenca de coliformes totais e/ou termotolerantes na dgua consumida na

instituicao de ensino;

e Analisar a possivel contaminacao da agua decorrente da torneira do bebedouro de galdo.
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4. METODOLOGIA

Os bebedouros da instituicdo de ensino avaliada encontravam-se dispostos proximos aos
banheiros e em areas cobertas (corredores). As coletas foram realizadas entre os dias cinco e sete
de agosto, sempre em duplicata, cinco bebedouros de galdo presentes nos corredores da instituicao
de ensino. Em todas as coletas foram utilizados equipamentos de prote¢do individual (EPIs) como
luvas, jaleco, sapato fechado e calca comprida seguindo as recomendagdes de Borba e

colaboradores (2009).

Antes da coleta das amostras, foi observado o procedimento de higienizagao realizado pelo
funcionario responsavel pela troca dos galdes e todos os passos realizados pelo mesmo, foram
anotados para posterior analise. Os bebedouros foram identificados como bebedouro A, B e C para

os que constavam no segundo andar; e bebedouro D e E para os que ficavam no primeiro andar.

Para cada bebedouro, foram realizadas trés coletas de 100 mL cada, em frascos estéreis

com tampas a prova de vazamento seguindo a recomendag¢do de Simedo e colaboradores (2011).

Antes da colocagdo do galdo no bebedouro, foi realizada a primeira coleta, diretamente no

galdo de 4gua mineral, empregando uma pipeta graduada estéril (Fig.3).
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Figura 3 - Primeira coleta direto do galdo de agua mineral

Foto: Flavia Coelho

A segunda coleta foi realizada a partir da saida de dgua da torneira do bebedouro, apos
acoplamento do galdo no reservatorio refrigerado. Para este procedimento foi dispensado o

primeiro jato de dgua e coletado os 100mL provenientes do segundo jato.

A partir do consumo médio do galdo de 20 litros, foi efetuada a terceira coleta, onde foi

retirado 100mL diretamente da saida de 4gua do bebedouro (Fig.4).
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Figura 4 — Procedimento da segunda e terceira coleta

Foto: Flavia Coelho

Para avaliar as condi¢des internas das duas torneiras do bebedouro, as primeiras amostras
foram coletadas da torneira esquerda do bebedouro, onde provinha dgua refrigerada e as duplicatas
da torneira direita, onde emanava agua a temperatura ambiente. Este processo foi empregado tanto

na segunda coleta, quanto na terceira.

Foram coletadas um total de 30 amostras no periodo ja determinado. Sendo 16 amostras da
torneira direita do bebedouro e 14 amostras da torneira esquerda, visto que, como um bebedouro

ndo possuia a torneira esquerda (bebedouro C), todas as coletas nesse bebedouro foram realizadas
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somente da torneira direita. Apds o procedimento de coleta todas as amostras foram armazenadas

dentro de uma caixa de isopor nova e previamente higienizada com alcool 70%.

Sempre no mesmo dia da coleta, o material era levado ao Laboratorio Multidisciplinar da

EPSJV onde era iniciada a analise microbiologica, utilizando o kit comercial da marca COLItest®.

Nas instalagdes do Laboratorio foi adicionado assepticamente o meio de cultura
COLltest® em cada frasco de 100 ml de amostra de agua, havendo a homogeneizacdo até a
dissolugdo completa do contetdo. Em seguida, os frascos foram incubados em estufa

bacteriologica por 18-48 horas a (35+£2°C), segundo as recomendagdes do fabricante (LPK, 2019).

A partir de 18 horas de incubacdo, ja foi possivel interpretar os resultados positivos. Para
os frascos negativos, a incubacdo foi mantida até 48 horas. As amostras que apresentaram
mudanca de cor de purpura para amarelo, foram expostas a luz ultravioleta de 365 nm para

analisar a presenga de Escherichia coli. Um esquema deste teste ¢ apresentado na (Fig.5).
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Figura 5 - Esquema do método para determinacdo de Escherichia coli
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Fonte: Autoral
As amostras positivas para coliformes totais, foram semeadas com alg¢a bacteriologica
estéril por esgotamento em meio Uriselect Chromogenic Agar (Fig.6) e mantidas, para
crescimento microbiano, em estufa bacteriologica a (35+2°C) durante 24 horas para a identificacao
dos géneros bacterianos.
Dependendo do resultado presuntivo sugerido pelo meio diferencial, realizamos provas
bioquimicas confirmatdrias, seguindo as sugestdes de Nogueira e Souza-Miguel (2013) e do

Manual de detecgdo e identificagdo de bactérias de importancia médica (BRASIL, 2013).



Figura 6 - Semeadura em meio Uriselect Chromogenic Agar

Foto: Autoral
Apb6s o kit COLIltest ser empregado e os resultados qualitativos interpretados. Os

bebedouros cujo amostras indicaram presenca de coliformes totais, foram analisados para se

verificar a possivel contaminacdo referente a saida de 4gua (torneira) dos bebedouros de galdo,

principalmente na segunda e terceira coleta.

Para a coleta do material foram utilizados EPIs. Um swab estéril foi introduzido na
torneira de dgua dos bebedouros (Fig.7), e logo apds, o swab foi colocado em um tubo de ensaio
estéril para evitar contaminacdes externas. O material assim como as amostras de agua, foram
semeadas imediatamente em meio Uriselect Chromogenic Agar para a identificagdo dos géneros

bacterianos.
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Figura 7 - Procedimento de analise dos bocais dos bebedouros A B e C

Foto: Flavia Coelho

As colonias encontradas no crescimento microbiano das semeaduras dos swabs das
torneiras dos bebedouros que apresentaram crescimento bacteriano, foram isolados para a

realizacdo da técnica de Gram seguindo as orienta¢des de Koneman et al (2008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o teste de presenca ou auséncia de coliformes totais, dos cinco bebedouros

testados, trés apresentaram resultado positivo, como ¢ ilustrado no grafico a seguir.

Gréfico 1 - Bebedouros que apresentaram contaminagao por coliformes totais.

NAO
40,0%

SIM
60,0%

Fonte: autoral

Na analise qualitativa do kit COLItest nas 30 amostras de agua, somente quatro indicaram
presenga de coliformes totais, sendo elas provenientes dos bebedouros A B e C que se encontram
no segundo andar, onde ha uma maior demanda de alunos. Nenhuma das quatro amostras

emitiram fluorescéncia ao serem expostas a luz ultravioleta, evidenciando a auséncia de
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coliformes termotolerantes e precisamente a auséncia de Escherichia coli, como pode ser visto na

(Fig.8), ao serem comparadas com um controle positivo (Amostra X).

Figura 8 — Teste de fluorescéncia com as amostras de agua dos bebedouros A Be C

Foto: Jaime Abrantes

Nas Tabelas 2, 3 e 4 estdo distribuidos os resultados relativos as analises realizadas. O
bebedouro A evidenciou presenca de coliformes na terceira coleta, indicando que a dgua apos
passar determinado tempo no interior do bebedouro apresentou contaminacdo por coliformes
totais somente na duplicata. Como a contaminacdo da agua s6 foi observada na duplicata ¢é
possivel concluir que esse resultado estd diretamente relacionado a torneira direita do bebedouro
ou at¢ mesmo a sujidade da mangueira onde a agua refrigerada ¢ contida até ser dispensada,

devido a falta de higienizacdo.Visto que na analise interna da torneira direita foi constatado a
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presenga de diversos tipos bacterianos indicando que a higienizacdo desde bebedouro ndo esta

satisfatoria.

Tabela 2 - Analise qualitativa do bebedouro A

Amostra 1 Negativo Negativo Nao efetuado
(1° coleta)
Amostra 2 Negativo Negativo Nao efetuado
(2° coleta)
Amostra 3 Negativo Negativo Nao efetuado
(3° coleta)

C.T - Coliformes totais/ Fonte: Autoral

Segundo Rosenberg et al (2003), se a agua ¢ estocada em temperatura ambiente, como ¢
comum em bebedouros de galdo, em apenas alguns dias as contagens bacterianas atingem
concentragdes altas. Devido a essa forma de armazenamento, mesmo uma agua contendo poucos
organismos quando engarrafada pode apresentar um crescimento logaritmico no nimero de
bactérias em um tempo relativamente pequeno. Esse aumento continua em curva de crescimento
tipica até a matéria organica da agua ser esgotada, e isso pode explicar a inadequacao do resultado

da terceira coleta.
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O bebedouro B apenas apresentou contaminacdo na duplicata da segunda coleta, e assim
como o bebedouro A, apenas a torneira direita do bebedouro constatou irregularidade. Salientando
que, como o primeiro jato foi desprezado, visando a eliminar as impurezas e a 4gua acumulada na
canalizagdo, a inadequagdo no resultado encontrado pode estar relacionada a sujidade interna do
bebedouro que acaba corrompendo a qualidade da 4gua mineral engarrafada no galdo. O swab
deste bebedouro apresentou diversos tipos bacterianos, por exemplo, bactérias Gram-positivas

confirmadas com a técnica de Gram.

Tabela 3 - Analise qualitativa do bebedouro B

Amostra 1 Negativo Negativo Nao efetuado
(1° coleta)
Amostra 2 Negativo Negativo Nao efetuado
(2° coleta)
Amostra 3 Negativo Negativo Nao efetuado
(3° coleta)

C.T - Coliformes totais/ Fonte: Autoral

O bebedouro C explicitou presenca de coliformes totais tanto na segunda coleta, quanto na
terceira, compreendendo um maior indice de contaminag¢do que os demais (Tabela 4). Visto que,

este bebedouro s6 possuia uma torneira, sendo ela a direita, é explicito dizer que a insatisfacio
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encontrada nos resultados estd ligada a falta de manutencdo interna deste bebedouro ou da

mangueira que conduz agua gelada até a saida de 4gua.

Tabela 4 - Analise qualitativa do bebedouro C

Amostra 1 Nao efetuado

(1° coleta) Negativo Negativo

Amostra 2 Levedura e diversos tipos
(2° coleta) Positivo Negativo bacterianos

Amostra 3 Nao efetuado

(3° coleta) Positivo Negativo

C.T - Coliformes totais/ Fonte: Autoral

No swab obtido a partir da torneira direita do bebedouro C, foi observado uma maior

diversidade de espécies bacterianas, bem como a presenca de levedura, como pode ser ilustrado na

(Fig.9).
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Figura 9- Meio de cultura apresentando crescimento bacteriano obtidos a partir do swab da

torneira do bebedouro C

Foto: Autoral

De acordo com Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2016), a melhor forma de evitar
a proliferacdo de sujidades no interior dos bebedouros ¢ a manutencdo semestral e a limpeza
semanal dos bebedouros de galdo ou de acordo com a necessidade, seguindo a regulamentagdo e
os procedimentos de higiene. Portanto, os resultados encontrados nas andlises qualitativas dos
bebedouros utilizados pela instituicio de ensino demonstram uma caréncia no processo de
higienizagdo. Considerando que, por esses bebedouros (A B e C) estarem no segundo andar

proximos as salas de aula, deve-se ter uma maior atengao.

De acordo com os resultados obtidos, nenhum bebedouro indicou contaminagdo na

primeira coleta, e isto comprova que a 4gua engarrafada nos galdes se encontra de acordo com o
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padrdo de potabilidade disponibilizado pela a legislacdo e a contaminagdo da 4gua ocorrem apds
contato com o interior do bebedouro. Esses resultados também foram obtidos nos estudos de
Mello e Resende (2015) que analisaram os bebedouros da PUC de Minas pela mesma metodologia
aplicada neste estudo.

O procedimento de higienizagdo realizado pelo funcionario responsavel pela troca dos
galdes foi avaliado na primeira coleta. Observou-se a limpeza superficial do gargalo do galao com
alcool 70% e subsequentemente abertura do lacre com o auxilio de uma faca nao estéril.
Infelizmente, a manutencdo do bebedouro nio ¢é realizada por estes profissionais, ndo havendo
também uma defini¢do de periodicidade para este procedimento.

Os resultados das analises das torneiras dos bebedouros A B e C, nao indicaram presenca
de coliformes totais, sendo assim, € possivel afirmar que a contaminagdo da dgua por coliformes
totais ndo ¢ decorrente da saida de agua do bebedouro. Entretanto, foi possivel determinar
qualitativamente uma quantidade significativa de bactérias meséfilas nos meios semeados, como
também leveduras, no caso do bebedouro C. A identificagdo foi feita a partir da técnica de Gram

das colonias presentes nas semeaduras no meio Uriselect Chromogenic agar.

Os resultados das semeaduras das amostras de 4gua dos bebedouros A B e C em meio
Uriselect Chromogenic agar foram interpretados apos o periodo de incubagdo com base nas
descrigdes do manual disponibilizado pelo fabricante e a Tabela 5 de cores sugestivas (BIO-RAD,

2019).
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Tabela 5 — Interpretacdo dos resultados de Uriselect Chromogenic agar

COR DAS COLONIAS NO URISELECT CHROMOGENIC AGAR
E.coli Cor-de-rosa
Klebsiella spp Roxo- azulado
Enterobacter spp Azul- esverdeado
Proteus mirabilis Castanho alaranjado

Fonte:http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/inserts/CDG/pt/63726 2013 11 PT.pdf

No meio semeado das amostras de agua do bebedouro A apareceram coldnias de cor
roxas-azuladas (Fig.10), algumas coldnias de colora¢do rosa apareceram, mas as suspeitas de
Escherichia coli findaram-se ap0s a realizagdo de testes bioquimicos e a coloragdo destas coldnias,

sugere que se trata do género Klebsiella.

Figura 10- Coldnias roxas-azuladas em meio Uriselect Chromogenic Agar, caracteristicas

de coliformes do género Klebsiella isoladas de uma amostra de 4gua de bebedouro A

Fonte: Autoral
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O bebedouro C apresentou crescimento semelhante (Fig.11). Porém, o resultado da
semeadura da 4gua do bebedouro B apresentou colonias azul-esverdeado, indicando ser
presuntivamente um coliforme do género Enterobacter spp (Fig. 12); de acordo com as

orientacdes de BIO-RAD (2019).

Figura 11- Colonias roxas azuladas em meio Uriselect Chromogenic Agar, caracteristicas

de coliformes do género Klebsiella isoladas de uma amostra de agua de bebedouro C

Fonte: Autoral
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Figura 12 - Colonias azul-esverdeado em meio Uriselect Chromogenic Agar,
caracteristicas de coliformes do género FEnterobacter isoladas de uma amostra de 4gua de

bebedouro B

Fonte: Autoral

Para a identificagdo dos isolados bacterianos, os resultados obtidos foram comparados

com a Tabela 1 para testes bioquimicos proposta por NOGUEIRA e SOUZA-MIGUEL (2013).

A partir das colonias obtidas, foi possivel identificar dois diferentes géneros bacterianos
que apresentaram morfologia celular de bastonetes Gram-negativos. As caracteristicas
bioquimicas permitiram caracterizar os isolados dos bebedouros A e C como Klebsiella

pneumoniae, € no bebedouro B como Enterobacter aerogenes, como demonstrado na Tabela 6.
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Tabela 6 - Resultados das provas bioquimicas confirmatdrias

Indol Negativo Negativo Negativo Negativo

I N N N

Urease Positivo Negativo Positivo Positivo

I N A N

Lisina Positivo Positivo Positivo Positivo

I N N N

BACTERIAS Klebsiella Enterobacter Klebsiella Klebsiella
pneumoniae aerogenes pneumoniae pneumoniae

Fonte: Autoral/ D- Duplicata

A identificagdo de Klebsiella pneumoniae foi baseada na observagdo das caracteristicas
bioquimicas. Sendo ela um bastonete Gram-negativo, ndo mével, com presenga da enzima urease,

teste de lisina e citrato positivos, sem ocorréncia da producao de H2S e indol.

A identificacdo de Enterobacter aerogenes também foi baseada nas caracteristicas
bioquimicas apresentadas apds incubacdo. Foi possivel determinar que se tratava de um bastonete
Gram-negativo, com motilidade positiva, negativo para enzima urease, sem produc¢do de HoS e
Indol, e que respondeu positivamente as provas de lisina e utilizagdo de citrato como Unica fonte

de carbono.

A presenca de Klebsiella pneumoniae e Enterobacter aerogenes na dgua que ¢ consumida
por alunos e trabalhadores da instituicdo contradizem aos parametros estabelecidos pela portaria

n°.2914/2011 do Ministério da Saude. Visto que, para uma agua ser considerada potavel, deve
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apresentar auséncia de coliformes totais e fecais em 100 mL de todas as amostras (BRASIL,
2011). Isso também evidencia falhas no processo de higienizagao dos bebedouros.

Os resultados obtidos nesse estudo corroboram com os achados anteriores de autores que
avaliaram a contaminacdo de dgua de bebedouros de galdo de escolas. Varios estudos apontam
resultados semelhantes, evidenciando a inadequacao da 4gua utilizada em escolas com diferentes
niveis de ensino (FARIA et al., 2013; CAMPOS et al., 2017). Esses autores evidenciaram a
presenca de coliformes totais em parte das amostras analisadas e a auséncia de coliformes fecais
em todas a amostras.

Segundo Freitas e colaboradores (2013), a contamina¢do detectada em estudos baseados
na coleta de bebedouros, pode estar associada nao a qualidade da agua fornecida, mas a ma
higienizacdo dos bebedouros. Essa opinido corrobora com o que foi observado neste estudo, ja que
nenhuma das amostras coletadas diretamente dos galdes indicaram presenca de coliformes através
do teste Colitest e nem crescimento de unidades formadoras de colonia em placa.

Em um estudo realizado na cidade de Ceres, Goias, os autores correlacionam o resultado
positivo a presenga de aves que sobrevoam o local e fezes de pombos que foi observado em dois
bebedouros (SILVA et al., 2017). Apesar de haverem passaros que frequentam as instalagdes da
escola onde foi realizada esta pesquisa, sua presenca ndo ¢ significativa para se determinar
qualquer contaminagao cruzada entre aves e bebedouros contaminados.

Ainda seguindo a linha das possiveis contaminagdes externas, um estudo realizado em
Recife, onde analisaram amostras de d4gua de consumo em 40 unidades de alimentacao localizadas
entorno da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e da Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE), evidenciou que 62,5% das amostras estudadas, apresentavam coliformes
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totais e 42.5% coliformes termotolerantes, sugerindo condigdes higi€énico-sanitarias precarias
nestes estabelecimentos (SIQUEIRA et al., 2010). Estes autores consideraram que a agua de
abastecimento que chega a essas unidades ndo estdo em conformidade com os padroes
microbiologicos estabelecidos pela legislacdo. Entretanto, concluem que como os resultados
obtidos indicaram contaminacdo de origem fecal, esse fato provavelmente deve ser decorrente de
uma nao adogao de boas praticas fisico-sanitarias nos reservatorios de dgua, levando a um fator de
risco aos consumidores.

Uma matéria publicada este ano no Jornal Estaddo de Sao Paulo revelou que analises de
agua realizadas em um campus universitario da Vila Mariana atestaram contaminagdo bacteriana
apos estudantes e funciondrios relatarem vomitos e diarreia, a pesquisa revelou a presenca de
Escherichia coli (FELIX, 2019).

A agua consumida nessas instituigdes pode expor a comunidade escolar a riscos para a
saude, por meio de doengas de veiculagdo hidrica; por isso faz-se necessario um sistematico
acompanhamento para manuten¢do da higiene e controle microbioldgico nos reservatdrios de dgua
desses estabelecimentos (ROCHA et al., 2011).

Os resultados encontrados neste trabalho demonstraram que apesar de nao ter sido
detectada a presenca de Escherichia coli, a 4gua que ¢ consumida pelos alunos e funcionarios da
instituicdo ndo estd de acordo com os pardmetros de potabilidade, pois grande parte dos
bebedouros de galdo instalados na escola estudada apresentaram contaminagdo por coliformes.
Esta ocorréncia em fontes de 4gua tratada ¢ a mais comum causa de violacdo dos padrdes de

potabilidade. De acordo com o Ministério da Saude (2006) os coliformes totais ndo sdo
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indicadores adequados da qualidade sanitaria de aguas in natura, prestando-se, porém, como um
indicador adequado e suficiente da qualidade bacteriologica da qualidade da 4gua tratada. A
simples presenca de coliformes totais no sistema de distribuicdo serve como alerta para o

desencadeamento de medidas corretivas.
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6.CONCLUSAO

O estudo evidenciou contaminagdo por Klebsiella pneumoniae ¢ Enterobacter aerogenes
na agua proveniente dos bebedouros da instituicao analisada. Tal resultado ndo estd de acordo com
os padrdes de potabilidade disponibilizados pela ANVISA (2016). Posto que, uma porcentagem
das amostras de agua analisadas neste trabalho indicaram contaminagdo por coliformes totais,
sendo isso, possivelmente atribuido a falta de higieniza¢ao adequada dos bebedouros, visto que
60% dos bebedouros desta institui¢do constatou irregularidade na 4gua disponibilizada aos alunos
e funcionarios.

Por isso, torna-se importante capacitar, conscientizar e educar os funciondrios que realizam
a limpeza dos bebedouros de galao, bem como realizar o0 monitoramento e manutencao constante
da agua e dos bebedouros em relacdo ao controle microbiologico, para que se possa assim,
garantir uma agua de qualidade a todos que utilizem os bebedouros desta instituicdo de ensino.
Como também, torna-se necessario que gestores e educadores adotem medidas efetivas de

controle ¢ monitoramento da dgua no intuito de reverter a situacao verificada.
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