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RESUMO

A é&gua € um recurso natural que tem enorme importancia para a vida de todos os seres
vivos. Atualmente, a poluicdo deste € um problema mundial enfrentado por todos. A poluigdo
de mares e rios pode afetar diretamente a vida de banhistas, sendo os chuveiros disponiveis em
barracas nas praias para o uso dos banhistas, agentes subjetivos desse processo. A contaminagéo
bacteriana da agua desses chuveiros pode causar diversos males a satde dos que utilizam. O
objetivo desse projeto foi analisar a contaminacdo por coliformes totais e/ou fecais,
especificamente Escherichia coli, na &gua dos chuveiros de quatro praias cariocas escolhidas
em funcdo da balneabilidade e se pertencem a uma baia fechada ou se sdo oceénicas, nos
periodos de julho de 2017 e dezembro de 2017. A metodologia para o desenvolvimento do
projeto foi realizada nos Laboratérios de Microbiologia do DCB/ENSP-Fiocruz e
DSSA/ENSP-Fiocruz, e consistiu ndo s6é no levantamento bibliografico, mas também em

técnicas de coleta de agua, transporte, cultivo e deteccdo de coliformes.
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1 INTRODUCAO

A agua tem fundamental importancia para a existéncia do planeta. E vital para a manutencéo
dos ciclos geoldgicos, bioldgicos e quimicos, sendo também, essencial para a producéo
industrial e para a economia mundial. E um recurso natural de valor inestiméavel e fundamental
para todos 0s seres vivos. Sendo assim, 0 uso desse elemento deve ser feito com consciéncia
para que problemas ambientais, sociais e econdmicos ndo ocorram, ja que, apesar de seu grande
valor, muitas sdo as formas de como ela pode se tornar poluida, gerando na atualidade um
grande problema mundial (HORTA, 2009).

As fontes de poluicdo podem ser divididas em duas categorias: as fontes pontuais e as
fontes ndo pontuais. Nas fontes pontuais, a poluicdo é cometida por fontes facilmente
identificadas e conhecidas, ou seja, especificas, como por exemplo, o despejo de dejetos
quimicos e poluentes feito por fabricas, em rios e oceanos. Ja nas fontes ndo pontuais, a poluicéo
causada esta relacionada a fontes ndo especificas, sendo essa poluicdo proveniente de diferentes
pontos de langamento, tornando-se de dificil controle. Alguns exemplos da poluicdo geradas
por essas fontes, sdo, infiltracdo de agrotoxicos no solo, o despejo de lixo e também de esgoto
ndo tratado em corregos e rios que, frequentemente, terminam nos oceanos (SALEMI, 2015).

Com a liberacdo de esgotos ndo tratados, ocorre a contaminacdo da agua por micro-
organismos e parasitos, que podem levar a ocorréncia de doengas, como, esquistossomose
(causada pelo Schistosoma mansoni), hepatite A (uma infeccdo viral oro-fecal), leptospirose
(infeccdo bacteriana causada pela bactéria Leptospira interrogans) e também diarreias de
diferentes etiologias (OLIVEIRA, 2013). Além de serem agentes causadores de doencas de
veiculacdo hidrica, algumas bactérias, podem ser usadas como indicadores de poluicdo, como
no caso do grupo dos coliformes totais e fecais. Segundo Cardoso, 2001, os coliformes totais
sdo um grupo de bactérias que contém bastonetes Gram-negativos, aerobios ou anaerdébios
facultativos, ndo esporulantes, oxidase-negativos, capazes de crescer na presenca de sais
biliares, fermentam a lactose com producdo de acidos, aldeidos e gas a 35°C em 24-48 horas.
Este grupo contém os seguintes géneros: Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebisiela.
Os coliformes termotolerantes ou coliformes fecais sdo capazes de fermentar a lactose com
producdo de gas a 44°C em 24 horas, sendo a principal espécie dentro desse grupo a Escherichia
coli (BETTEGA, 2006).

No municipio do Rio de Janeiro, uma quantidade significativa de esgoto ndo tratado desagua
na Baia de Guanabara todos os dias (MERGULHAO, CLAVERY, 2015). Isso é alarmante

quando se pensa no meio ambiente e na Saude Publica, pois a grande maioria das praias que
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recebem &gua da baia é contaminada pelo esgoto e, consequentemente, pelos micro-organismos
presentes nessas aguas.

A facilidade dos banhistas em acessar as praias da regido da zona sul do Rio de Janeiro,
algumas sendo banhadas pela Baia de Guanabara, aumenta a preocupacédo de infecgdo destes
por micro-organismos, ja que as praias banhadas pela Baia tendem a ser mais poluidas. A
presenca de chuveiros nas praias € assegurada por lei para os banhistas cariocas que possuem a
necessidade de utiliza-los (ALERJ, 2015), todavia ndo sao facilmente encontrados registros de
fiscalizagdo dos mesmos. Chuveiros adjacentes aos que sdo disponibilizados pela prefeitura,
estdo dispostos na areia e estdo ligados a barraqueiros. Os fatores de preocupacdo sdo o fato
desses chuveiros ndo terem regulamentacdo exemplar e, consequentemente, nenhum tipo de
fiscalizacdo, apesar de serem os mais utilizados pelos banhistas, por serem mais praticos e
gratuitos. Diferentemente dos que s&o disponibilizados pela prefeitura, que cobra uma taxa para
utilizacdo dos chuveiros dos postos. A falta de fiscaliza¢do ndo garante a qualidade da dgua dos
chuveiros utilizados pelos banhistas, podendo assim, esses ficarem expostos a agua

contaminada.



2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, assim como em diversos paises, ha, dentre outros, um grande problema
ambiental que é a poluicdo da &gua, tanto de rios quanto de mares. No Rio de Janeiro, uma
grande quantidade de esgoto é despejada diariamente na Baia de Guanabara, levando a
contaminacdo de praias adjacentes. Essa contaminacdo € um fator de risco para os banhistas,
pois devemos considerar que mesmo sem fazer uso direto da agua do mar, os usuarios das praias
também podem estar correndo um possivel risco, uma vez que a maior parte utiliza os chuveiros
de barraqueiros para se refrescar.

Com base nessas afirmacdes, é de relevante importancia analisar os niveis de
contaminacdo e qualidade das aguas desses chuveiros; a fim de contribuir para o maior
conhecimento sobre os fatores de risco da poluicdo destas aguas por micro-organismos

potencialmente patogénicos para a satde do ser humano.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:
Analisar a contaminagdo por coliformes totais e fecais, especificamente Escherichia
coli, na &gua dos chuveiros de praias cariocas e a importancia do controle da qualidade dessa

agua para a Saude Publica.

3.2 Objetivos especificos:

e Descrever os coliformes totais e fecais, e a importancia dos coliformes fecais como
indicadores de poluicao.

e Descrever 0s aspectos gerais da Escherichia coli, e sua importancia como indicador de
contaminag&o fecal.

e Diagnosticar a presenca de coliformes totais e fecais (anélise bacteriologica) na dgua
dos chuveiros de quatro praias (trés oceanicas e uma banhada pela Baia de Guanabara)
através de duas metodologias, a técnica da membrana filtrante e 0 método do substrato
cromogénico.

e Discutir a importancia para a Saude Pablica do risco da contaminagdo por coliformes
totais e fecais na 4gua dos chuveiros analisados.

e Comparar a eficicia das metodologias aplicadas na deteccéo de coliformes na agua.



4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Analise microbioldgica da dgua

A presenca de micro-organismos e de substancias quimicas na agua pode afetar a sua
potabilidade, tornando-a inapropriada para o consumo. Logo, o exame microbiolégico da dgua
tem extrema importancia para o ser humano. Seja a dgua utilizada para higiene, para o lazer ou
para a alimentacdo, em ambos 0s casos, verificar a qualidade dessa dgua previne que a mesma
seja prejudicial a satde do individuo que a consome (VALENTE, 2013).

O objetivo do exame microbioldgico da agua é verificar os niveis de contaminagdo e,
consequentemente, a potabilidade da mesma. Desta forma, busca esclarecer a auséncia ou a
presenca de risco para a saude do ser humano a partir do seu consumo, através de analises
qualitativas e quantitativas da presenca de micro-organismos (VALENTE, 2013). O método
leva em consideracdo os padrdes de potabilidade da agua estabelecidos na Portaria 36/90 do
Ministério da Saude (BRASIL, 1990)

A poluicdo da dgua geralmente é proveniente da contaminacao por fezes humanas ou de
outros animais. Um exemplo claro, ja citado na introducédo, € a enorme quantidade de esgoto
despejada na Baia de Guanabara todos os dias (MERGULHAO, CLAVERY, 2015). A
contaminacdo da agua por esgotos torna-se um fator preocupante, pois diversos tipos de
organismos potencialmente patogénicos se desenvolvem nesse meio, como é o caso dos
coliformes totais.

O grupo dos coliformes totais engloba os principais patdgenos que causam doencas
transmitidas pela agua, dentre eles as bactérias do grupo coliformes incluem os géneros:
Klebsiella, Escherichia, Enterobacter e Citrobacter (BETTEGA et al., 2006).

A presenca de bactérias do grupo coliforme em agua potavel tem sido vista como um
indicador de contaminacdo fecal relacionado ao tratamento inadequado ou inabilidade de
manter o0 desinfetante residual na agua distribuida (LECHAVALLIER, WELCH, SMITH,
1996). O outro subgrupo dos coliformes sdo os coliformes termotolerantes ou fecais, que, séo
capazes de fermentar a lactose a 44 - 45°C (£0,2) em 24 horas, produzir indol a partir do
triptofano, ndo possuem a enzima oxidase, ndo hidrolisam a uréia e apresentam atividade das
enzimas B-galactosidase e B-glucoronidase (GUERRA et al., 2006). Atualmente sabe-se,
entretanto, que o grupo dos coliformes fecais inclui pelo menos trés géneros, Escherichia,
Enterobacter e Klebsiella (MOURA, ASSUMPCAO, BISCHOFF, 2009), dos quais dois

géneros (Enterobacter e Klebsiella) incluem cepas de origem ndo fecal (SILVA et al., 2005).
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Por esse motivo, a presenca de coliformes termotolerantes em agua e alimentos é menos
representativa, como indicagdo de contaminagdo fecal, do que a enumeracéo direta de E. coli,
porém, muito mais significativa do que a presenca de coliformes totais, dada a alta incidéncia
de E. coli dentro do grupo fecal. (SILVA et al., 2005). Por estas razbes, a Escherichia coli é o
microrganismo mais estudado em todo o mundo, considerado o principal representante do
grupo (ZIESE et al., 1996). A ocorréncia de E. coli é considerada um indicador especifico de
contaminacdo fecal e indica a possibilidade da presenca de patdgenos entéricos (GUERRA et
al., 2006)

A contaminacdo da agua, pode ocorrer pelo despejo de residuos quimicos por industrias,
infiltracdo do chorume no solo em grandes aterros de lixo e também pelo despejo de esgotos
ndo tratados. A verificacdo da presenca dos coliformes totais, na dgua, possibilita a medicao de
sua potabilidade e ainda, indica a fonte de poluigdo (FREITAS, 2001).



4.2 Coliformes fecais na satde Publica

Como ja explicado, os coliformes fecais ou termotolerantes sdo um subgrupo dos
coliformes totais. Tem como caracteristicas suportar altas temperaturas (acima de 40°C (graus
Celsius)), por isso o termo "termotolerantes”, vivem em estado de simbiose com o0s seres
humanos, bois, gatos, porcos e outros animais de sangue quente e séo excretados nas fezes em
grande quantidade (CARLONI, 2014).

Quando se trata de Salde Publica, os coliformes termotolerantes sdo os principais
indicadores de poluicdo utilizados como pardmetro para medir a qualidade da agua
(ALMEIDA, 2004). Essa preferéncia tem como explicacdo o fato de que o despejo de esgotos
ndo tratados € a maior fonte de poluicdo de &guas naturais, aumentando a concentracdo de
coliformes fecais, principalmente em metropoles, como o Rio de Janeiro. A poluicdo da agua
por esgotos ndo tratados € um problema de Saude Publica, pois acarreta nimeros problemas
durante todo o percurso gque a agua contaminada faz, atingindo a natureza e consequentemente,
os seres humanos (REDONDO, 2015)

Dentro do subgrupo de coliformes fecais existem diversas espécies, entretanto, a mais
frequente e responsavel pelo maior nimero de doencas causadas pela contaminagéo da agua é
a espécie Escherichia coli. Essa espécie pode ser encontrada no organismo dos seres humanos
mantendo uma relacdo de simbiose, sem causar nenhum tipo de disturbio, entretanto, quando
presente na dgua, indica contaminacéo fecal. Ao ingerir alimentos ou agua contaminadas com
E. coli, os individuos estdo susceptiveis a desenvolver varios tipos de doencas, como por
exemplo, gastrenterite, infeccdo urinaria, cistite, diarreias entre outras doencas gastro-
intestinais (FRAZAOQ, 2016).



4.3 A poluicao da 4gua por micro-organismos e 0s riscos para a Saude Publica.

A 4gua tem fundamental importancia na vida dos seres humanos, porém a poluicao de
rios e mares é cada vez mais frequente. Essa poluicdo tem diversas causas, sendo a falta de
saneamento basico a mais frequente e decorrente do processo de urbanizacdo crescente nas
grandes metropoles, como é o caso do Rio de janeiro. Os impactos ambientais causados pelo
processo de globalizacdo acabam sendo prejudiciais ndo sé para 0 meio ambiente, mas também
para a salde do ser humano que esta inserido no processo (MIRANDA, 2008). O aumento
desordenado da ocupacdo do solo, tem como consequéncia a compactacdo do solo e
impossibilita a infiltracdo e a recarga de cursos de agua nos solos, contribuindo para a poluicdo
(GODOI et al, 2014).

A poluicdo da agua torna-se um problema alarmante para a Saude Publica, pois a
transmissé@o de doencas de veiculacdo hidrica aumenta. Segundo Godoi e colaboradores (2014),
a relacdo da contaminacdo de aguas naturais e o0 desenvolvimento de enfermidades nas
populacdes é muito proxima, principalmente nas populacdes que ndo possuem o atendimento
necessario de saneamento basico .

Como ja dito anteriormente, essa poluicdo acarreta problemas alarmantes, ndo so para o
meio ambiente, mas também para a salde da populacéo, pois a agua se torna um veiculo da
disseminacéo de diversas doengas (MS, 2006), como por exemplo, as doencas gastrointestinais
como, diarreias sanguinolentas, diarreias coleriformes e outros varios agravos, causadas
diretamente pelos coliformes fecais (NOGUEIRA; MIGUEL, 2010).

Essas doengas atingem a populacdo no geral, mas principalmente a populacéo que entra
em contato direto com a agua contaminada e, por consequéncia, com 0s agentes infecciosos.
Esse contato pode ocorrer de diversas maneiras, seja durante a higiene pessoal ou higiene dos
alimentos, ou até mesmo, durante o lazer, como por exemplo nos banhos de chuveiro que sao
disponibilizados por barraqueiros nas praias cariocas.

A contaminacdo das aguas subterrdneas também é preocupante, pois além de ser
prejudicial a natureza, pode vir a atingir diretamente o ser humano (GODOI et al, 2014). Ao
utilizarem os chuveiros disponibilizados por barragueiros, 0s banhistas passam a estar expostos
a uma possivel infeccdo, pelo fato desses chuveiros serem abastecidos através do bombeamento

de &guas subterraneas e possivelmente salobras.

Os chuveiros tém um papel fundamental para os frequentadores da praia, tornando-se
veiculos da disseminacdo dessa contaminagéo, pois a fiscalizacdo e controle de qualidade das

aguas que os abastecem deveriam ser feitas com periodicidade, entretanto ndo ocorrem e a
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confiabilidade de que a dgua € realmente prépria para o uso humano é duvidosa (CARLONI,
2014).

O contato direto com a agua dos chuveiros pode ser potencialmente infeccioso para o
ser humano, ja que a contaminacdo das aguas por coliformes fecais e totais chega diretamente
aos banhistas, podendo causar diversos danos a satde, como ja foi citado. A importancia da
fiscalizacdo para a prevencdo da disseminacgdo das doencas de veiculacdo hidrica, para o melhor
aproveitamento da agua usada pelos banhistas para o lazer ainda est4 em processo de discussdo
pelo poder publico desde 2012 (BRITO, 2012) e precisa de deliberacdo imediata, ja que as
pessoas que utilizam os chuveiros ndo possuem qualquer orientagcdo sobre o risco a que estdo

expostas.



4.4 Métodos de deteccdo de coliformes em agua

Os procedimentos convencionais comumente usados para enumeragdo de coliformes
sdo a Técnica de Multiplos Tubos e Técnica de Membrana Filtrante. Onde o primeiro método
é trabalhoso, exigindo grande nimero de vidrarias e meios de cultivo. A Técnica de Filtracdo
em Membrana, embora mais simples utiliza material de custo elevado e ndo € indicado para
aguas com alto indices de turbidez, pois dificulta o processo de filtragdo. Os métodos rapidos
como o método do substrato cromogénico, apareceram para abreviar 0 tempo necessario para
a obtengdo dos resultados, simplificando o trabalho do pesquisador (FERNANDES; GOIS,
2015).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Levantamento da literatura sobre o tema:

Foi realizado o levantamento bibliografico sobre o tema exposto, com pesquisas em
artigos cientificos de periddicos indexados, dissertacdes e teses sobre esse tema, nas linguas
portuguesa, inglesa e espanhola, publicados no periodo de 1980-2017, por meio da busca nas
bases de dados Google Scholar, Lilacs e Scielo. Foram utilizadas as seguintes palavras-chave
nesta busca: Agua, Escherichia coli, Poluigéo, coliformes, chuveiro de praia.

5.2 Pesquisa pratica

Além do levantamento teorico, realizamos neste trabalho, uma pesquisa pratica para
evidenciacdo da presenca de coliformes totais e fecais seguindo os objetivos ja descritos no
item 3.

5.3 Locais de coleta:

A escolha das praias para coleta da dgua, foi realizada com base em trés parametros, o
primeiro considerou a disponibilidade de chuveiros para utilizacdo por banhistas e 0 outros
consideraram a localizacdo da praia, com base em um gradiente de proximidade da baia de
Guanabara e também a facilidade de acesso para a coleta. Os pontos escolhidos foram definidos

de acordo com 0 mapa abaixo e estdo descritos por prioridade:

Figura 1: Mapa ilustrativo das praias de onde serdo coletadas as amostras das quatro
praias, uma de baia e trés oceénicas. Fonte: (REDONDO, 2015).

Niter6i

0SMOS

O Praiade Grumari
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As praias de onde foram coletadas as amostras séo, a praia do Flamengo, na altura do
posto trés, sendo a Unica banhada pela baia, a praia do Leblon, na altura do posto doze, também
situada na Zona Sul do Rio do Janeiro, a praia da Barra da Tijuca, na altura do posto oito, na
Zona Oeste do Rio de Janeiro e a praia do Recreio dos Bandeirantes, na altura do posto dez,

também localizada na Zona Oeste.

5.4 Coleta do material.

Os materiais utilizados para a realizacdo da coleta foram: caixa térmica com
capacidade de 5L; Gelo em gel, para a refrigeracdo das amostras; Fracos shot; estéreis para o
armazenamento da agua; Caneta pilot, para a identificacdo das amostras, ainda no local de
coleta; Gaze; Acool 70%.

As coletas iniciais do material de estudo, foram realizadas no més de Julho de 2017
(Quadro 1).

Nos casos das praias com fluxo de &gua ndo continuo dos chuveiros, a agua foi coletada
ap0os uma higienizacdo prévia, do local de saida, com alcool 70%. Apos esse procedimento foi
aberto o registro deixando a agua escorrer durante 1 ou 2 minutos. As coletas das amostras de
agua foram realizadas em frasco estéril com tampa de rosca, que foi completado com pelo
menos 3/4 de seu volume e imediatamente tampado, 0 mesmo foi identificado com o ponto de
coleta, hora da coleta, e 0 nUmero da amostra.

O frasco foi colocado na caixa de isopor com gelo e levado ao laboratério no mesmo dia para

analises.
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Quadro 1: data, hora e local das coletas realizadas.

AMOSTRAS

DATA

HORARIO

LOCAL

24/07/2017

10h03min

chuveiro na praia do
Leblon, Posto 12, na
altura da rua Jodo
Lira, Rio de Janeiro,
RJ.

24/07/2017

11h13min

chuveiro na praia do
Flamengo, Posto 3,
Rio de Janeiro, RJ.

31/07/2017

09h30min

chuveiro na praia do
Recreio, posto 10,
Rio de Janeiro, RJ.

31/07/2017

10h10min

chuveiro na praia da
Barra da tijuca,
posto 8, Rio de
janeiro, RJ.

Os pontos de coleta situados no Leblon, e no Flamengo tiveram que ser repetidos em

dezembro para confirmacéo de resultados suspeitos de contaminagdo (Quadro 7).
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5.5 Anélise do material coletado.

As anélises das aguas dos chuveiros foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia
do Departamento de Ciéncias Bioldgicas (DCB) e no Departamento de Saneamento e Salde
Ambiental (DSSA) da Escola Nacional de Satde Publica Sérgio Arouca — ENSP/ FIOCRUZ,
no mesmo dia em que as amostras foram coletadas. Realizou-se ndo s6 a deteccéo de coliformes
totais e fecais, especialmente a bactéria Escherichia coli, mas também uma comparacao de duas
técnicas de deteccdo destes micro-organismos, considerando a eficacia na deteccdo e a
sensibilidade das duas técnicas através da comparacdo dos resultados.

As técnicas utilizadas compreenderam as seguintes etapas:

Técnica de membrana filtrante: Essa técnica consiste na passagem da agua por um filtro que
contém uma membrana estéril com porosidade de 0.47mm (Figura 2), com o intuito de reter as
bactérias na mesma e semea-las em um meio de cultura para observar o crescimento bacteriano
ou a auséncia dele.

Os materiais utilizados para a realizacdo da técnica foram: Bico de Bunsen; filtro
autoclavavel Millipore®; Membranas Millipore® 0.47mm; Pincas estéreis; Seringas
descartaveis estéreis de 60mL; meio de cultura CHROMagar distribuido em placas de Petri;
Becker de 100mL para descarte de material; EPI'S necessarios: jaleco e luvas.

O passo a passo foi realizado de acordo com o estabelecido pelo Manual Préatico de
Anélise da Agua, Funasa, 2013 (VALENTE, 2013).

A passagem integral desse material por um filtro Millipore, de membrana 0.47mm, ja

em laboratorio foi realizada no Bico de Bunsen, respeitando o perimetro de protecéo.
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Figura 2: membranas de 0.47 mm do filtro Millipore. Fonte: (RAMOS, 2017).

A retirada da membrana 0.47mm do filtro, foi feita assepticamente no Bico de Bunsen
e colocada, com o auxilio de uma pinca estéril, no meio de cultura indicador Difco®
CHROMagar Orientation.

O meio foi incubado por aproximadamente 48 horas, a aproximadamente 36°C, em
estufas B.O.D

Figura 3: meios de cultura semeados ap0s as incubacdes. Fonte: (RAMOS, 2017).

Foram realizadas as andlises de 24 e 48 horas para verificacdo do crescimento ou a

auséncia do crescimento bacteriano.
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5.6 Método de identificacdo das bactérias.

A identificacdo inicial das bactérias que cresceram nas placas foi feita a partir da coloragdo
de Gram e posteriormente cada colonia isolada foi crescida em caldo BHI.

O método da coloracdo consiste em um esfregaco proveniente de uma colbnia isolada, de
preferéncia, e uma gota de salina em uma lamina. Apos isso, a ldmina é corada em diferentes
etapas, respeitando o tempo necessario para cada reagente. O objetivo da coloracgdo € identificar,
microscopicamente as estruturas das bactérias e seu potencial no Gram, separando assim, tais
bactérias em grupos, como por exemplo, bacilos Gram negativos ou cocos Gram positivos. Essa
técnica foi realizada seguindo as recomendagdes de Nogueira e Souza Miguel (2010).

Apos a informagdo morfo-tintorial, uma nova semeadura foi realizada em meio de cultura
CHROMagar para confirmagdo da pureza, cada isolado foi submetido as provas bioquimicas

constantes no Quadro 2:
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Quadro 2: provas bioquimicas utilizadas para identificagdo e seus principios.

Meio de crescimento MILI Verificar motilidade, Indol (com auxilio
do reativo de kovacs) e L-lisina
descarboxilase.

Meio de crescimento SIM Verificar H2S, Indol (com auxilio do

reativo de kovacs) e motilidade.

Meio de crescimento Citrato Verificar se 0 micro-organismo ¢€ citrato

positivo ou negativo.

Meio de crescimento Glicose Verificar se 0 micro-organismo fermenta

ou ndo a glicose.

Método do Substrato Cromogénico: Essa técnica consiste em verificar a presenca de
coliformes totais e E. coli nas amostras de agua. A verificacdo é possivel ao adicionar-se 0
substrato cromogénico a amostra e considerar uma mudanca de coloracdo do liquido, podendo
ser amarela como positiva para coliformes totais e, se positiva para coliformes totais, em camara

de luz UV, tornar-se azul fluorescente, sendo positiva também para E. coli.

O passo a passo foi realizado de acordo com o estabelecido pelo Manual Préatico de
Anélise da Agua, Funasa, 2013 e realiza-se de acordo com 0 seguinte passo a passo
(VALENTE, 2013):

Todo o processo foi realizado na cabine de seguranca biologica e foram utilizados os
seguintes materiais estéreis: vidrarias para dissolucdo; provetas de 100mL; agua deionizada;
pipeta automatica de 200uL; Controle positivo (Escherichia coli) e controle negativo
(Staphylococcus aureus), que foram preparados durante o processamento de amostras. Além
disso foram utilizadas ponteiras estéreis e becker de 100mL para descarte (Figura 5). Os EPI
(Equipamento de protecdo individual) utilizados para realizacdo dessa pesquisa foram jaleco

descartaveis, luvas descartaveis, 6culos de seguranca e touca descartaveis.
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Figura 5: materiais utilizados para a realizacdo do método do substrato cromogénico. Fonte:
(RAMOS, 2017)
Antes do processamento das amostras, foram feitos os controles positivo e negativo,
ambos sdo norteadores no momento de leitura dos resultados, sendo indispensaveis.
A passagem do material do frasco de coleta para o frasco de dissolucao foi realizada
com o auxilio de uma proveta de 100 mL e de uma vidraria de dissolu¢éo.
Na vidraria de dissolucdo foi adicionado o contetdo de um frasco contendo o Substrato
Cromogénico Colilert®.
Agitou-se a vidraria com cautela, até que todo o substrato estivesse dissolvido,
obtenho coloracdo transparente (Figura 6).
Incubou-se a 35°C durante 24 horas, em estufa B. O. D. (Figura 6).
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Figura 6: Estufas B.O.D., local de incubacdo das dissolu¢des durante 24 horas. Fonte:
(RAMOS, 2017)

Observou-se a mudanca de coloracdo do liquido, com o parametro de comparacdo de
controles positivo e negativo. Sendo amarela como positiva para coliformes totais e, em alguns
casos de positiva para Coliformes totais, observou-se em camara de luz UV, para verificacdo
da presenca de E.coli, com coloracdo azul fluorescente (Figura 8).

Figura 7: Amostras apés a incubacédo de 24 horas a 35°C. Fonte: (RAMOS, 2017).
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6. RESULTADQOS

O Quadro 3 contempla os resultados obtidos nas duas técnicas:

Quadro 3: Resultados obtidos a partir da leitura das metodologias realizadas para verificacdo

da presenca ou auséncia e coliformes totais e fecais nas amostras de agua.

AMOSTRAS

METODO DO
SUBSTRATO

MEMBRANA
FILTRANTE 24
HORAS

MEMBRANA
FILTRANTE 48
HORAS

Amostra 1 e Amostra

1/duplicata

Positivo para
coliformes totais e
negativa para
E. coli.

Crescimento de
colbnias azuis

escuras e brancas

Permaneceram os
dois tipos de
bactérias

Amostra 2 e Amostra

2/duplicata

Negativo para

ambos.

Nao houve

crescimento

Crescimento de

col6nias azuis

escuras e amarelas.

Amostra 3 e Amostra

3 duplicata

Negativo para

ambos.

N&o houve

crescimento.

Nao houve

crescimento.

Amostra 4 Amostra

4 duplicata

Negativo para

ambos.

Né&o houve

crescimento.

Néao houve

crescimento.
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Figura 4: meios de cultura apds incubagdo em estufas B.O.D. Fonte: (RAMOS, 2017).

Quadro 4: Resultados da analise quantitativa das placas com a membrana semeada. Os

resultados estdo em ordem de coleta e de processamento das técnicas.

Amostra 1 INCONTAVEL
Amostra 1/d INCONTAVEL
Amostra 2 221 UFC/ 100 mL
Amostra 2/d 58 UFC/ 100 mL
Amostra 3 NAO HOUVE CRESCIMENTO
Amostra 3/d NAO HOUVE CRESCIMENTO
Amostra 4 NAO HOUVE CRESCIMENTO
Amostra 4/d NAO HOUVE CRESCIMENTO

6.1 Identificacdo das bactérias que foram encontradas.
Os resultados das provas bioquimicas utilizadas para identificacdo, estdo dispostos no

quadro abaixo e foram lidos com 24 horas de incubagdo dos meios de crescimento.
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Quadro 5: Resultados obtidos a partir da leitura das provas bioquimicas.

Meios
MILI SIM CITRATO GLICOSE
Amostras
Amostra 1: Indol: - H2S: - Citrato: + Né&o
colonias azuis Lisina: - Indol: - fermentador
escuras. Motilidade: + Lisina: -

Amostra 1: Indol: - H2S: - Citrato: + Né&o
colonias Lisina: + Indol: - fermentador
brancas. Motilidade: - Lisina: +

Amostra 2: Indol: - H2S: - Citrato: - Né&o

colonias azuis Lisina: + Indol: - fermentador
escuras. Motilidade: - Lisina: +

Amostra 2: Indol: - H2S: - Citrato: - Né&o
colbnias Lisina: + Indol: - fermentador

amarelas. Motilidade: - Lisina: +

Os resultados analisados na microscopia Optica das amostras 1 e 2 estdo ordenados no
quadro abaixo.
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Quadro 6: resultados obtidos através da coloragdo de Gram.

AMOSTRAS GRAM

Amostra 1: coldnia azul escuro. Bacilos Gram -
Amostra 1: coldnia branca. Bacilos Gram -
Amostra 2: coldnia azul escuro. Bacilos Gram -
Amostra 2: colonia amarela; Bacilos Gram -

Apods a realizacdo das analises, por meio das duas metodologias, foi verificada a
presenca de bactérias nas amostras de agua do chuveiro disponibilizado por barraqueiros, na
altura do posto 12 na praia do Leblon, e nas amostras coletadas em outro chuveiro de
barraqueiro na altura do posto trés da praia do Flamengo. Ambas as amostras foram coletadas
e enviadas no mesmo dia para a analise do material.

A fim de confirmar esses resultados positivos identificados, foi realizada uma nova
coleta dessas amostras, nos mesmos locais de coleta no dia sete de dezembro de 2017 e, um
novo processamento das amostras 1 e 2, mantendo suas duplicatas (amostra 1/d e amostra 2/d).
Dessa forma, realizou-se novamente 0 mesmo processamento, para ambas as amostras, porem
com novos frascos estereis, lacrados de forma a ndo permitir a contaminacdo durante o

transporte para o laboratorio.

A data, horario e local das novas coletas e os resultados obtidos no novo processamento

de amostras seguem respectivamente, nas tabelas abaixo:
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Quadro 7: Data, horéario e local de coleta das amostras para confirmacdo da hipotese de

contaminagé&o.

AMOSTRAS

DATA

HORARIO

LOCAL

lel/d

07/12/2017

08h30min

chuveiro na praia do
Leblon, Posto 12, na
altura da rua Jodo
Lira, Rio de Janeiro,
RJ.

2e?2/d

07/12/2017

09h15min

chuveiro na praia do
Flamengo, Posto 3,
Rio de Janeiro, RJ.

Quadro 8: resultados obtidos ap6s o processamento das amostras para confirmacao da hipdtese

de contaminagao.

amostra 2/duplicata

AMOSTRAS METODO DO MEMBRANA MEMBRANA
SUBSTRATO FILTRANTE 24 FILTRANTE 48
HORAS HORAS
Amostra le Negativo N&o houve N&o houve
amostra 1/duplicata crescimento. crescimento.
Amostra 2 e Negativo N&o houve N&o houve

crescimento

crescimento.

Deste modo os resultados obtidos confirmam a hipotese de contaminacdo dos frascos

durante o transporte para o laboratério, obtendo leitura negativa nas duas técnicas realizadas
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apos o periodo de incubacgdo indicado, diferentemente da primeira leva de amostras coletadas

que se contaminaram no transporte.
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7 DISCUSSAO

De acordo com nossos resultados, ambas as metodologias escolhidas para este projeto
foram efetivas em possibilitar a qualificacdo da dgua dos chuveiros como contaminada ou ndo
por coliformes totais ou fecais, especialmente Escherichia coli. Esses achados, corroboram com
Lima e colaborados (2001), que usaram ambas as técnicas para estudo destes micro-organismos

em aguas naturais e em esgoto bruto e tratado, ndo encontrando diferencas significativas.

Apesar de termos conseguido isolar bactérias em ambas as técnicas no material
proveniente das coletas 1 e 2, a detecgdo do mesmo micro-organismo em diferentes praias,
suscitou davidas quanto a esterilidade dos frascos utilizados, ja& que ndo haviam sido
autoclavados pelos participantes da pesquisa, pois foram disponibilizados pelo departamento
onde se realizou a execu¢do de uma das técnicas de identificacdo. Esse ocorrido induzi-nos a
confirmar esses resultados com uma segunda coleta nos mesmos chuveiros, utilizando entéo
material esterilizado pelo proprio autor. Essa coleta resultou entdo em negatividade no
crescimento tanto de coliformes totais como fecais nos dois pontos que inicialmente apontaram
crescimento. A importancia da garantia da boa esterilizacdo € apontada por Neves e
colaboradores (2004) que realizaram um estudo em materiais esterilizados por calor imido,

mesma técnica que utilizamos em nossa pesquisa.

As analises microbioldgicas realizadas, revelaram a auséncia de coliformes totais ou
fecais nas amostras de agua dos chuveiros utilizados nas analises, 0 que demonstra que a agua
esta de acordo com os padrdes estabelecidos pela Portaria 36 de 1990, do Ministério da Saude.
Pesquisas que utilizam a agua dos chuveiros como parametro para verificacdo do grupo
coliforme ndo sdo facilmente encontrados, impedindo uma comparacdo mais direta dos

resultados em todos os pontos coletados.

Na ocasido em que houve a presenca de contaminantes no material utilizado para a
coleta, ambas as técnicas evidenciam a presenca ou a auséncia do grupo coliforme, o que
indicou a possibilidade de uso de qualquer uma das técnicas para essa deteccdo. Todavia, a
técnica da membrana evidenciou a presenca de micro-organismos 24 horas antes da técnica

cromogénica, o que significa que apesar de ser um pouco mais trabalhosa, é mais sensivel.

Por outro lado, a verificagcdo da presenca de coliformes totais e fecais ja foi realizada
em estudos com aguas que deveriam ser potaveis, em sua maioria, com resultados positivos

para o grupo dos coliformes. Em minoria, um dos estudos com resultados negativos é de 2001,
26



por Gomes et al, onde foram analisadas as amostras de 4gua de bebedouros de um Instituto, no
sul de Minas. Onde maioria dos estudos comprovam o contrario, como o realizado por Oliveira
e Terra, 2004, verificaram resultados positivos para coliformes totais e fecais na agua de
bebedouros, no campus da Faculdade de Medicina do triangulo Mineiro, destacando que todas
as amostras coletadas estavam contaminadas. Carloni e colaboradores (2014), recentemente,
realizaram o monitoramento da agua dos chuveiros de Ipanema e Leblon, totalizando dezoito
coletas onde verificaram a presenca de coliformes totais na maioria dos dias de coleta de ambas

as praias.

O Poder Publico, entretanto, pode instituir regulamentacdes aos barraqueiros para que a
utilizacdo dos chuveiros disponibilizados por eles ndo seja um parametro de risco para a Saide
Pablica. Deve haver fiscalizacéo e toda informacéo necessaria deve ser exposta ao usuario do
chuveiro para que 0 mesmo esteja ciente de que ha regulamentacéo e avaliagcdo de qualidade da

agua que disponibilizam para o seu lazer e higiene.

Os resultados obtidos neste trabalho qualificam, estritamente, a agua dos chuveiros
coletadas como apropriada com relacéo a presenca de coliformes totais e ou fecais. Entretanto,
outros aspectos da agua devem ser analisados para que a mesma seja considerada apropriada
para a utilizacdo do publico. Aspectos quimicos, como salinidade, PH, fosfato e alcalinidade
devem ser levados em consideracdo para que 0s banhistas ndo estejam expostos a nenhum risco
de infeccdo. (MS, 2006)
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8 CONCLUSAO

No periodo de julho de 2017 e novembro de 2017, foram feitas coletas da agua de
chuveiros disponibilizados por barraqueiros, em quatro praias da cidade do Rio de Janeiro e,
por conseguinte, com duas analises microbiolégicas buscou-se identificar quantitativamente e

qualitativamente a presenca de coliformes fecais nessas aguas.

O grupo dos coliformes totais engloba os principais patdgenos causadores de doengas
transmitidas pela &gua, dentre eles, o grupo dos coliformes fecais. Os coliformes fecais possuem
maior incidéncia quando se aborda a poluicdo da &gua, pois estdo presentes nos esgotos ndo
tratados, sendo essa a maior fonte ndo pontual de contaminacdo da agua. Dentro do subgrupo
de coliformes fecais, o patdgeno mais frequente é a Escherichia coli., sendo também o principal
indicador de poluicéo fecal.

A contaminacdo fecal da 4gua € um fator de risco ndo s6 para 0 meio ambiente, mas
também para a saude de quem esta exposto a essa contaminacao. A falta de saneamento basico,
falta de investimento do poder publico em estacdes de tratamento de esgoto e falta do controle
de qualidade da agua que chega até os banhistas, contribuem para que as doencas de veiculagao

hidrica sejam mais frequentes.

As analises microbioldgicas realizadas no presente estudo contribuem para elucidar
sobre a condicdo de potabilidade da agua, para que riscos a infecgdes por coliformes sejam

evitados.

A partir das metodologias da técnica de membrana filtrante e do método do substrato
cromogénico, foi possivel diagnosticar a presenca ou a auséncia de coliformes totais e fecais na

agua dos chuveiros cariocas.

A partir das andlises das amostras coletadas, foi possivel identificacdo qualitativa e a
identificacdo quantitativa de coliformes, em diferentes pontos das praias da cidade do Rio de
Janeiro. Os resultados obtidos na pesquisa foram negativos em todos os pontos de coleta para

deteccdo do grupo de coliformes, tanto totais como fecais.

Esses resultados estabelecem que a agua dos chuveiros analisados no presente estudo,
cumpre com os padrdes estabelecidos pela portaria 36 de 1990. Entretanto, ha necessidade de

um estudo maior com amostragem ampliada para definir que os limites para coliformes
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encontrados nas &guas as tornam adequadas para 0 uso dos banhistas, ja que os resultados

encontrados para o grupo dos coliformes é negativo.

Deve-se levar em consideracdo a dimensdo que os chuveiros de barraqueiros,
disponiveis nas praias possuem, ao avaliar os resultados. A dgua dos chuveiros utilizados obtém
avaliacdo positiva. Entretanto, ndo se pode afirmar que a dgua de todos os chuveiros disponiveis
nas praias do Rio de Janeiro possuird a mesma avaliagdo ao serem analisadas, pois a falta de
regulamentacdo dos chuveiros disponibilizados pelos barraqueiros contribui para que a

fiscalizacdo ndo se torne frequente e obrigatdria para a seguranca dos usuérios das praias.

Os resultados obtidos possuem nao sé uma avaliacdo satisfatoria, mas comprovam que,
estritamente a agua dos chuveiros analisados nao é potencialmente infecciosa para 0s Usuarios.
As analises avaliam somente a presenca do grupo coliforme, ndo sendo parametro para outros

aspectos que classificam a qualidade da agua.

ApoOs obter os resultados, a técnica da membrana evidenciou a presenga de micro-
organismos 24 horas antes da técnica cromogeénica, o que significa que apesar de ser um pouco
mais trabalhosa, permitiu a evidenciacdo mais rapida da positividade no crescimento. Outra
vantagem € que ao contrario do método do substrato cromogénico, a técnica da membrana
permitiu isolar e evidenciar as diferentes bactérias presentes por diferenca colonial. O método
cromogénico apenas indica positividade ou negatividade, o que acaba por restringir o resultado
a deteccdo de coliformes totais e a presenca de E. coli, ja que, quando negativo para esses grupos
ndo se tem qualquer outro parametro. Em contrapartida, a técnica de membrana filtrante, pois
como esta possui perfil mais amplo, é capaz de diagnosticar a presenca dos coliformes, mas
também de outras bactérias que ndo pertencem a esse grupo e sdo também potencialmente
patogénicas para a saude. Portanto, mostrou-se mais sensivel para deteccdo de micro-

organismos patogénicos na agua a técnica da membrana filtrante.
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