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RESUMO

ISOLAMENTO DE COLIFORMES: USO DIDATICO

As bactérias do grupo Coliformes sdo usualmente utilizadas como padrdes de qualidade da
agua. A presenca desses micro-organismos pode indicar a possibilidade de ocorréncia de
patdgenos relacionados a varias doencas, transmitidas pela 4gua contaminada. Com o objetivo
de isolar coliformes para serem utilizados como controles positivos nas aulas praticas de
Microbiologia foram coletados e ensaiados amostras de agua de recipientes usados por
animais domeésticos (cdes e gatos). Quatro amostras, portanto foram testadas e apenas uma
delas apresentou resultados satisfatorios, sendo, portanto selecionada para uso como controle

em outros experimentos.

Palavras-chave: qualidade de agua. E. coli. 4gua contaminada.



ABSTRACT

ISOLAMENTO DE COLIFORMES: USO DIDATICO

Coliforms widely used as standards of water quality, because the presence its have indicate
the possibility of occurrence from other pathogens, its related to various diseases and its,
transmitted by contaminated water. In order to isolate coliforms to be used as positive control
microbiology practical classes, were analyzed water samples taken from bowls used for
domestic animals (dogs and cats). Four samples were tested and only one sample showed

satisfactory results. This sample was selected to be used in other experiments.

Keywords: Water quality. E. coli. contaminated water.
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1 INTRODUCAO

As bactérias do grupo coliforme tém sido utilizadas hé& varios anos na avaliagdo da
qualidade microbioldgica de amostras ambientais. As bactérias pertencentes a esse grupo sao
definidas como bacilos gram negativos aerobios ou anaerobios facultativos, ndo formadores
de endosporos, possuindo a capacidade de formar gds devido a fermentacdo da lactose
(TORTORA et al., 2006). Segundo Farias (2006), dentre as principais formas de
contaminacdo dos recursos hidricos estdo os lancamentos de esgoto sem tratamento prévio,
em rios e lagos, construcao de aterros sanitarios que afetam os lencdis freaticos e o arraste de
excrementos humanos e de animais durante periodos de chuva. Tortora et al., 2006 reforga
que a forma mais perigosa de contaminagcdo ocorre quando as fezes contaminam no
abastecimento de agua, uma vez que muitas doencas sdo perpetuadas pela rota feco-oral.
Devido a esse fato os coliformes fecais (chamados atualmente de termorresistentes ou
termotolerantes) sdo os mais utilizados como padrbes de qualidade da &gua, pois a sua
presenca pode indicar a possibilidade de ocorréncia de outros micro-organismos patogénicos
que estdo relacionados a varias enfermidades, veiculadas pela agua contaminada (ALESSO,
2009). O coliforme fecal predominante € a Escherichia coli que faz parte da populacdo
bacteriana intestinal humana (TORTORA et al., 2006).
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2 OBJETIVO

Com o objetivo de isolar bactérias do grupo coliformes para serem utilizadas como
controles positivos das aulas praticas da disciplina de Microbiologia da Faculdade de
Tecnologia de Jaboticabal (FATEC) foram analisadas amostras de agua obtidas de recipientes

utilizados por animais domésticos (cées e gatos).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A importancia da agua

A &gua cobre % da superficie da Terra, e compde também ¥ do nosso organismo.
Entre todos os elementos que compBem o0 universo, a agua € o que melhor representa a
esséncia do homem, constituindo-se em um elemento ativo a vida. Contudo, a disponibilidade
de agua para o uso humano é pequena. Destaca-se que a maior parte da agua disponivel no
planeta (97,5 %) é salgada, sendo imprdpria para uso. Assim, a agua doce corresponde a
pouco mais de 2,5 % do volume total, e apenas uma pequena parcela (0,27 %) encontra-se

disponivel em rios e lagos de facil capitacdo (FARIAS, 2006).

Entre as caracteristicas quimicas mais importantes da agua destaca-se o fato de ser um
otimo solvente universal com isso a agua é capaz de dissolver um grande numero de
substancias organicas ou inorganicas nos estados sélido, liquido ou gasoso (BRAGA, et al.,
2005), essa propriedade faz com que ela carregue compostos dissolvidos, alguns bastante
toxicos, e ainda virus, fungos e bactérias perigosas (FARIAS, 2006). A qualidade de vida
dos seres humanos esta diretamente ligada a 4gua, pois ela é utilizada para o funcionamento
adequado de seu organismo, sendo consumida diretamente ou usada no preparo de alimentos

e na higiene pessoal.

Segundo Braga et al.,(2005) o uso da &gua para abastecimento doméstico deve
apresentar algumas caracteristicas sanitarias e toxicoldgicas adequadas, tais como, isentas de
organismos patogénicos que sdo agueles que transmitem doencas pela ingestdo ou contato
com agua contaminada a qual néo é util para beber, lavar, irrigar ou ter uso industrial e pode
conter metais toxicos, solventes organicos, acidos ou bases. A agua é contaminada

principalmente pela atividade humana.

Segundo Duarte (2011) as principais fontes de contaminagé@o que alteram a qualidade
das aguas sé@o diversas: esgotos domesticos, efluentes industriais, efluentes da agricultura,
desmatamento, mineracdo, residuos solidos, efluentes da suinocultura, poluicdo difusa em

areas urbanas, salinizacao, acidentes ambientais, construgdo de barragens e aquicultura.

Como a atividade poluidora humana é continua, muitos governos tem passado

legislacBes para a conservacdo da agua util disponivel. As principais leis nesse sentido
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obrigam os agentes poluidores a tratar a 4gua utilizada antes que ela seja devolvida ao rio ou
lago, e sdo leis logicas, pois é sempre mais facil tratar a 4gua antes de devolvé-la ao meio

ambiente, do que despoluir um rio ou um lago (FARIAS, 2006).

A 4agua continua a ser a principal fonte de transmissdo de patdégenos entéricos nos
paises em desenvolvimento, causando doenca diarreica e colaborando diariamente para a
morte de aproximadamente 4.500 criangas no mundo devido a doencas relacionadas com a
falta de saneamento (DUARTE, 2011).

3.2 Indicadores da qualidade da agua

Muitas vezes a dgua pode apresentar-se limpida, inodora e insipida e ainda ser uma
agua impropria para 0 consumo humano, pois, muitos contaminantes presentes na agua
precisam de testes minuciosos para ser detectados. Segundo Pelczar et al., (1997) os
contaminantes que poluem a agua podem interferir nas caracteristicas da agua em trés

categorias: fisica, quimica e bioldgica.

Nas caracteristicas fisicas, incluem a alteracdo na cor, na turbidez, no sabor e no odor.
As caracteristicas quimicas da agua podem ser modificadas devido a presenca de substancias
dissolvidas geralmente mensuraveis apenas por meios analiticos: salinidade, dureza,
alcalinidade, corrosividade, impurezas organicas, nitrogénio e cloretos, compostos toxicos,
fendis, detergentes e agrotoxicos (BRAGA, 2005). As caracteristicas bioldgicas da agua
podem ser alteradas pela presenca de algas, bactérias, virus e protozoarios ndo naturais do

meio aquatico.

Na agua contaminada podem ser encontrados uma grande quantidade de micro-
organismos devido a presenca de matéria organica passivel de ser consumida por tais. Dentre
0S micro-organismos presentes os patogénicos podem acarretar em grandes riscos a saude
humana. Segundo Braga (2005) a deteccédo individual desses micro-organismos é dificultada
pela grande variedade encontrada na agua, sendo mais facil confirmar a presenca destes

através de indicadores de materiais fecal no meio liquido.

Os micro-organismos indicadores ou bioindicadores evidenciam que a agua pode estar

poluida com material fecal de origem humana ou de outros animais de sangue quente. Este
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tipo de poluigédo indica que qualquer micro-organismo patogénico do trato intestinal pode
estar presente na dgua (PELCZAR, et al.,1997).

Entretanto, ndo é pratico procurar somente patogénicos, 0s quais, geralmente sé estéo
presentes em pequena quantidade e provavelmente ndo estariam incluidos nas amostras Além
disso, a determinagdo individual de micro-organismos € inviavel por ser muito demorada,
trabalhosa e cara. Desta forma, o uso de bioindicadores torna-se imprescindivel (TORTORA
et al., 2006). Tradicionalmente os indicadores sao usados por limitacbes de ordem pratica,
técnica e econdmica, uma vez que se torna impossivel examinar todos os potenciais

organismos patogénicos presentes na &gua (DUARTE, 2011).

Os testes para pureza de agua utilizada atualmente, visam detectar organismos
indicadores especificos. Existem varios critérios para utilizar um organismo indicador, 0 mais
importante é que 0 organismo esteja consistentemente presente em numeros substanciais nas
fezes humanas, de forma que sua deteccdo seja uma boa indicacdo que residuos humanos
estdo sendo introduzidos na &gua (TORTORA et al., 2006).

Segundo Duarte (2011) algumas caracteristicas importantes de um bioindicador séo:
e Estar presente em agua poluida e ndo em agua potavel;
e Estar presente quando houver micro-organismos patogénicos;
o Estar presente em maior nimero do que 0s patogénicos;

o Ser facilmente evidenciado por técnicas laboratoriais padronizadas.
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4 COLIFORMES

As bactérias do grupo Coliformes séo as mais utilizadas como indicadores biologicos de

qualidade de agua.

Os coliformes sdo bactérias aerobicas ou anaerobicas facultativas, na forma de bacilos
Gram negativos, ndo formam esporos e fermentam a lactose caracterizados pela presenca da
enzima B -galactosidase, formando gds em temperatura no prazo de 24 horas a 44,5°C
(DUARTE, 2011).

Segundo Nogueira e Filho (2010) as bactérias do grupo Coliforme fazem parte da

familia das Enterobactérias e podem ser divididas em:

Coliformes totais: sdo aqueles que habitam nas aguas e solos do meio ambiente e que

podem também ser oriundos de fezes.

Coliformes Termotolerantes (fecais): sdo originados diretamente de fezes, vindos de

esgotos domésticos basicamente.

Coliforme especifico: Escherichia coli e também inclui os géneros: Klebsiella,

Enterobacter e Citrobacter.

Essa divisdo pode ser mais bem compreendida na Figura 1.

FIGURA 1- Divisao dos coliformes

Enterobactérias

//_\

Coliformes Totais

Fonte: Cassini (2011).

Em condi¢des normais os coliformes ndo sdo bactérias patogénicas embora certas

linhagens possam ser bastante virulentas e causar diarreia e infeccdo urinarias oportunistas



17

(TORTORA et al., 2006). A E. coli é um habitante normal do trato intestinal de humanos e
de animais de sangue quente, é o Coliforme especifico mais utilizado por satisfazer as

exigéncias de um indicador ideal de poluicdo (PELCZAR et al.,1997).

4.1. Andlise Bacterioldgica da agua para potabilidade

Os coliformes tém varias caracteristicas em comum com espécies dos géneros
Salmonella e Shigella, das quais todas sdo patogénicas. Entretanto a principal diferenca
bioquimica caracteristica € que os coliformes fermentam a lactose com producéo de acido e
gas; Salmonella e Shigella ndo fermentam a lactose. Portanto, a fermentagdo da lactose € a
reacdo chave no procedimento laboratorial para determinar a potabilidade da &gua
(PELCZAR et al.,1997). Desta forma, os métodos para determinar a presenca de coliformes
na agua sdo baseados na habilidade das bactérias coliformes em fermentar a lactose.

Outro método bastante utilizado é o de filtragem em membrana, o qual é um método
mais direto na determinacdo da presenca e dos nimeros de coliformes (TORTORA et al.,
2006). Esta técnica apresenta diversos aspectos desejaveis sendo que um grande volume da
amostra pode ser examinado, teoricamente, quase todo o volume de agua pode ser filtrado por
meio da membrana e consequentemente os resultados podem ser obtidos mais rapidamente
(PELCZAR et al.,1997), nesta aplicacdo as bactérias coletadas na superficie de uma
membrana filtrante removivel sdo colocadas em um meio adequado e incubadas (TORTORA
et al., 2006) .

4.2. Padréo de potabilidade

Segundo Portaria MS n° 1.469, de 29 de dezembro 2000. Portaria do Ministério da
Saude, publicada no DO de 2 de janeiro de 2001) revogada pela Portaria n © 518, de 25 de
marco de 2004, o Art.11da ANVISA a agua potavel deve estar em conformidade com o

padrdo microbioldgico de acordo com a Tabela 1 a seguir:
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TABELA 1 Padrdo microbioldgico de potabilidade da 4gua para consumo humano

PARAMETRO vMPW

Agua para consumo humano®

Escherichia coli ou coliformes|Auséncia em 100 ml
termotolerantes®

Agua na saida do tratamento

Coliformes totais Auséncia em 100 ml

Agua tratada no sistema de distribuicéo (reservatorios e rede)

Escherichia coli ou coliformes|Auséncia em 100 ml
termotolerantes®

Coliformes totais Sistemas que analisam até 40 amostras por
mes:

Auséncia em 100 ml em 95% das amostras
examinadas no més;

Sistemas que analisam mais de 40 amostras por
més:

Apenas uma amostra poderd apresentar
mensalmente resultado positivo em 100 ml

NOTAS: (1) Valor Maximo Permitido.

(2) agua para consumo humano em toda e qualquer situacado, incluindo fontes individuais como pogos,
minas, nascentes, dentre outras.

(3) a detecgdo de Escherichia coli deve ser preferencialmente adotada.
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5 MATERIAL E METODOS

As amostras de agua para andlise da presenca de coliformes para posterior isolamento
e utilizacdo como controle positivo das aulas praticas de microbiologia foram obtidas dos
recipientes dos animais domeésticos, sendo duas amostras de recipientes utilizados por cées
(amostras 1 e 2) e duas de recipientes utilizados por gatos (amostras 3 e 4). Cada amostra foi
submetida a analise de crescimento total, para micro-organismos em geral foram utilizados
tubos de caldo nutriente e analises especificas para coliformes foram usados tubos de caldo
Presenca/Auséncia - PA e de caldo EC. Em todos os tubos havia a presenga dos tubos de
Durham invertido para facilitar visualizacdo da formacao de gases. Os tubos foram inoculados
com 0,1mL da amostra de 4gua a ser testada.

Para as analises nos meios sélidos, as amostras foram diluidas (20X) colocando-se 15
ml da amostra em um frasco contendo 285 ml de agua estéril. Foi, entdo, realizada uma
filtracdo em um sistema a vacua e 100 ml (2 vezes) das amostras de agua utilizando
membranas filtrantes estéreis em nitrato de celulose com porosidade de 0,22 um. Realizada a
filtracdo, as membranas foram colocadas sobre os meios de cultura nas placas de AN (agar
nutriente), para avaliag@o de crescimento geral e em placas de EMB (eosina azul de metileno)
para crescimento especifico, com o auxilio de uma pinc¢a estéril, ap6s a filtracdo de cada
amostra o sistema de filtracdo foi lavado com detergente, alcool e dgua destilada. As placas e

os tubos foram incubados 48 horas a 35°C.



20

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras obtidas foram submetidas as analises microbiologicas para a identificacéo
da presenca de bactérias do grupo coliformes. A Figura 2 apresenta os tubos e placas
utilizados para a analise de cada amostra.

FIGURA 2: Identificacdo dos tubos (A) e das placas (B) a serem utilizadas durante o
experimento.

As amostras foram adicionadas em tubos contendo caldo nutriente, o qual é um meio
de cultura basico para a manutengdo de micro-organismos em geral. Esse meio foi utilizado
com a finalidade de ser um controle positivo do experimento. Como controle negativo foram
utilizados os meios de cultura sem inoculagdo. As amostras também foram adicionadas em
meios que favorecem o crescimento e a deteccdo de bactérias do grupo coliformes (caldo EC
e caldo PA), por possuirem lactose na sua composic¢éo. A seguir, as amostras foram diluidas
(20X) e submetidas ao processo de filtracdo utilizando membranas estéreis. Apos a filtragdo
as membranas foram dispostas em meios sélidos AN e EMB como mostrado na Figura 3. O
meio AN é utilizado como controle de crescimento como ja referido para o caldo AN. O meio
EMB contém os corantes eosina e azul-de-metileno que inibe as bactérias gram-positivas num
determinado grau. Esses corantes funcionam também como indicadores de diferenciacdo em
resposta a fermentacdo da lactose por micro-organismos. Os coliformes produzem colénias
preto-azuladas, enquanto as coldnias de Salmonella e Shigella s&o incolores ou tém uma cor
ambar transparente. As coldnias de Escherichia coli podem apresentar um reflexo verde
metalizado caracteristico, devido a rapida fermentacéo da lactose (BD, 2011).
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FIGURA 3: Apés a filtracdo as membranas foram dispostas nos meios de cultura AN (A) e
EMB (B).

Das quatro amostras testadas apenas a amostra 2 apresentou resultado satisfatorio. A
Figura 4 apresenta os resultados obtidos para a amostra 2 (A). E possivel observar o
crescimento no caldo nutriente sem a formacdo de gas. No caldo PA e no caldo EC houve
crescimento com a formac&o de gas. A mesma Figura destaca a formacdo de gés no caldo EC
(B).

FIGURA 4: Resultados obtidos para os tubos da amostra 2 (A). Em destaque esta o tubo de
caldo EC (B).

No caldo PA além da formacdo de gas houve a acidificacdo do meio, evidenciado pela
mudanca de sua coloracdo de purpura para amarelo, indicando a presenca de bactérias do
grupo coliformes. A Figura 5 mostra os resultados obtidos para as 4 amostras no meio PA
(A). E possivel verificar que somente na amostra 2 houve alteracdo da coloragdo com
formacao de gas (B)
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FIGURA 5: Resultados obtidos em caldo PA para as quatro amostras (A). Em destaque a
amostra 2 positiva (B).

A Figura 6 mostra os resultados obtidos para a amostra 2 no &gar nutriente e no agar
EMB (A). Néo foi possivel obter coldnias tipicas de E.coli (verdes com brilho metalico).
Mesmo assim, as coldnias foram repassadas (B) para serem utilizadas posteriormente como

controle positivo nas aulas préticas.

FIGURA 6: Resultados obtidos para a amostra 2 em meio EMB e em &gar nutriente (A). Em
destague o repasse das col6nias obtidas (B).
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7 CONCLUSAO

Das quatro amostras de agua testadas apenas uma foi positiva para bactérias do grupo
coliformes. Essas bactérias foram selecionadas e submetidas a novos cultivos com o objetivo
de manutencdo para que possam ser utilizadas como controle positivo nas aulas praticas

envolvendo analise de agua.
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