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Resumo

Os rios e corregos recebem diariamente grande quantidade de esgotos e contaminantes
diversificados, que durante as inundacOes podem invadir casas, escolas, comércios,
prejudicando a saide da populacdo que entra em contato com a dgua contaminada. Desta
maneira, o objetivo deste estudo foi isolar e identificar Salmonella spp. nas dguas de rios e
corregos de Sdo Caetano do Sul, uma regido que possui dreas com sérios problemas de
escoamento de dguas superficiais, assim sujeita a inundagdes constantes pelas dguas dos rios e
corregos pesquisados. O estudo foi baseado em metodologias para realizar o isolamento e
identificacdo de Salmonella spp., sendo escolhidos os seguintes pontos de coletas: Rio
Tamanduatei, Rio dos Meninos, Cérrego dos Moinhos, Coérrego Utinga e Corrego das Grotas.
Apds a coleta foram feitas as andlises microbioldgicas por tubos multiplos, isolamento e
identificacdo, inoculagio nos meios de cultura Agar Salmonella-Shigella, Agar Eosina Azul
de Metileno e Agar Verde Brilhante. Todos os pontos analisados apresentaram resultado
positivo para presenca de coliformes totais o que ja era de se esperar, pois segundo o Instituto
Trata Brasil, com dados de 2013, na regido de influéncia desses rios e corregos sdo tratados
em média 60% do esgoto total. A Salmonella spp., ndo esteve presente em rios que antes se
encontrava, devido a possibilidade de fatores ambientais como algum tipo de poluente que
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seja inibidor do desenvolvimento dessa bactéria, porém para isso serd necessario um estudo
mais aprofundado desses fatores.
Palavras-Chave: Salmonella. Projeto IPH. Sao Caetano do Sul.

Abstract

The rivers and streams receive daily lot of sewage and diverse contaminants, which
during floods can break into houses, schools, trades, damaging health of the population witch
comes in contact with contaminated water. Thus, the aim of this study was to isolate and
identify Salmonella spp. in the waters of rivers and streams of Sdao Caetano do Sul, a region
that has areas with serious problems of flow of surface waters and subject to constant
flooding by the waters of the rivers and streams surveyed. The study was based on
methodologies to perform the isolation and identification of Salmonella spp, being chosen the
following collection points: Tamanduatei River, Meninos River, Moinhos Stream Utinga
Stream and Grotas Stream. After making collections, were made analyses of microbiological
using multiple tube, isolation and identification, inoculation in the media Agar Salmonella-
Shigella culture, Agar Eosin Methylene Blue Agar and Brilliant Green. All points analyzed
showed positive results for the presence of total coliforms which was already expected,
because according to the Institute Trata Brazil, with 2013 data, in the region of influence of
these rivers and streams are treated on average 60% of the total sewage. Salmonella spp.,
was not present in rivers previously possible, due to the possibility of environmental factors
such as any type of pollutant that is inhibiting the development of this bacterium, but for that
further study of these factors is required.

Keywords: Salmonella. Project IPH. Sdo Caetano do Sul.

1 Introducao

A 4gua € fundamental para o equilibrio de toda a vida do planeta. Sua importancia faz
com que ela seja uma preocupacdo mundial diante das ameacas da poluicdo, do uso
insustentdvel, das mudancas climadticas, e do risco de escassez.

Pesquisas do Instituto Trata Brasil apontam que, mais de 35 milhdes de pessoas ainda
ndo t&m acesso a dgua potavel, menos da metade dos brasileiros possuem acesso a coleta de
esgotos e somente 38% dos esgotos do pais sdo tratados (INSTITUTO TRATA BRASIL,
2014).

Acdes inadequadas da humanidade no ambiente t€ém prejudicado o seu equilibrio
dinamico. Um exemplo disto é a degradacdo das 4dguas de rios, causada pelo lancamento de
esgotos sanitdrios sem o devido tratamento, assim como pelo despejo de residuos sélidos e
efluentes industriais em galerias de dguas pluviais, cérregos e valetas a céu aberto, o que tem

promovido um aumento de matéria organica nas dguas. Existem outros problemas decorrentes
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de a¢des antrdpicas, sendo eles: ocupagdo inadequada do solo, por exemplo, sem a devida
distincia das margens de rios que sofrem inundacdes em periodos de cheias;
impermeabilizacdo excessiva do solo, prejudicando sua drenagem e contribuindo para a
ocorréncia de inundagdes e alagamentos; desmatamento de margens de rios, destruicdo
de mata ciliar, provocando assoreamento; dentre outros. Esse cendrio possibilita que micro-
organismos (de origem fecal) presentes nos esgotos possam alcancar os corpos de 4gua
superficiais (INSTITUTO TRATA BRASIL, 2009).

Nos esgotos despejados podem encontrar-se bactérias patogénicas (Salmonella spp,
Shigella spp, Escherichia coli e Campylobacter spp) causadores de diferentes doencas (REIS
et al, 2011) . Tais doencas apresentam diversas formas de contdgio como a ingestao de dgua e
alimentos contaminados e até mesmo por contato direto com a dgua poluida e/ou com o
esgoto.

Os coliformes fecais, mais especificamente E. coli, fazem parte da microbiota
intestinal do ser humano e outros animais de sangue quente. Estes microrganismos quando
detectados em uma amostra de 4gua fornecem evidéncia direta de contaminacao fecal recente,
e por sua vez podem indicar a presenca de patdgenos entéricos , como a Salmonella (POPE et
al, 2003).

A Salmonella ¢ um micro-organismo pertencente a familia Enterobacteriaceae,
amplamente distribuido na natureza, sendo o trato gastrointestinal dos seres humanos e de
muitos animais o seu principal habitat (FIGUEREDO, 2008). Todas as salmonellas sio
consideradas bactérias patogé€nicas em algum grau, causando salmonelose ou grastroenterite
por Salmonella (TORTORA et al, 2005). A infec¢dao pode ocorrer pelo contato direto com as
fezes de animais infectados ou com 4gua e alimentos contaminados, sendo caracterizada por
febre, dor abdominal, diarreia, nduseas e algumas vezes voOmitos (ARGC)LO FILHO, 2007).
Em alguns pacientes (criancas, idosos, gestantes e individuos com sistema imunoldgico
comprometido) a infeccdo pode ser mais grave e associada a desidratacdo pode ser fatal
(FOLEY e LYNNE, 2008)

Sendo assim, este estudo se prop0s a isolar e identificar Salmonella spp. nas dguas de
rios e coérregos de Sdo Caetano do Sul, que é uma regido onde possui dreas com sérios
problemas de escoamento de dguas superficiais, assim sujeita a inundacdes constantes pelas
aguas dos rios e corregos pesquisados. Existem moradias proximas a essas regides e assim
quando no momento das enchentes as dguas invadem as casas, comércios, escolas, € mesmo

as ruas em que carros ficam parados e seus condutores entram em contato com as dguas
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contaminadas. Desta maneira investigar qual € o nivel de contaminacdo e a quais perigos essa
populacdo estd exposta é de extrema importancia.

O presente estudo é parte integrante do projeto Indice de Poluentes Hidricos (IPH) da
Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul (USCS) que tem como objetivo avaliar a
quantidade de poluentes da dgua dos rios da cidade através de andlises microbioldgicas,

Fisico-Quimicas e de percep¢do ambiental.

2 Material e Métodos
2.1 Local do Estudo

O estudo foi realizado no municipio de Sdao Caetano do Sul, localizado no Planalto
Atlantico, com area de 15. 185 km?2, situado a 12 km de Sdo Paulo, seu territério faz
fronteiras com a prépria capital (ao norte e oeste), Sio Bernardo do Campo (ao Sul e Sudeste)
e Santo André (ao Sul e Leste). O clima da regido é Tropical de Altitude, com temperaturas
que oscilam entre 16° e 38°C, com chuva abundante no verdo e inverno seco. A umidade
relativa do ar é de 85% a 75%, as chuvas alcangam marcas médias de 1300 a 1800 mm/ano
(OLIANTI, 2009).

A hidrografia do municipio é composta por dois rios: o Rio Tamanduatei, que demarca
a divisa com a capital, o Rio dos Meninos que faz divisa com S3ao Bernardo do Campo e Sao
Paulo e trés corregos: o Cérrego dos Moinhos que cruza a drea do municipio e Corregos
Utinga e das Grotas que estdo no limite com Santo André (MARCONDES, 2012).

O sistema de abastecimento de dgua e a coleta de esgoto do municipio atendem a
totalidade da populacio do municipio e sdo operados pelo Departamento de Agua e Esgoto
(DAE) autarquia criada pela lei n° 1.813 de 19/12/1969. A &gua distribuida pelo DAE ¢é
fornecida pela Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sao Paulo (SABESP) e o
esgoto coletado € encaminhado para Estacdo de Tratamento de Esgotos do ABC (SCSul,
2010).

Foram caracterizados e escolhidos os seguintes pontos de coleta: Rio dos Meninos (4
pontos), Rio Tamanduatei (3 pontos), Corrego Utinga (3 pontos), Corrego dos Moinhos (2
pontos) e Corrego das Grotas (1 ponto), pontos localizados préximo a industrias e esgoto
doméstico. Os pontos de coleta foram selecionados de acordo com os seguintes parametros:
facilidade de coleta (foram escolhidos pontos que estavam acessiveis, para ndo colocar em

risco o pesquisador/coletor), locais onde os rios estavam iniciando e terminando o seu trajeto
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na 4rea do municipio de Sdo Caetano do Sul, o tipo de ocupacdo da drea (para caracterizar o
espaco percorrido pelo rio ou cérrego), e locais onde estes rios ou corregos ndo estavam em
tubulagdes. Vale salientar que o cérrego das Grotas possui apenas um ponto, pois € o Unico

local possivel de visualizacdo e acesso. Os pontos podem ser visualizados na Figura 1.

Figura 1: Pontos de coleta das amostras de dgua dos rios e cérregos de Sdo Caetano do Sul
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Fonte: Projeto IPH (2012)

2.2 Coleta e analise dos dados
As coletas foram realizadas no periodo de Maio a Outubro de 2013 e de Maio a

Outubro de 2014, uma vez ao més, obedecendo as normas estabelecidas pelo Standard
methods for the examination of water and wastewater(APHA, 2005).

A metodologia utilizada para a coleta foi de amostragem simples, ou seja, é aquela
coletada em uma tunica tomada de amostra e que o volume depende dos tipos de andlises
realizadas, e superficial, cabe ressaltar que de acordo o Guia Nacional de Coleta e
Preservacdo de Amostras, as amostras de dgua superficial sdo consideradas aquelas que se
encontram nos primeiros 30 cm da lamina de dgua. Vale salientar que esta metodologia foi
determinada pelo fato de que nos rios estudados, a profundidade ndo ultrapassa 2,0 metros.

As coletas foram feitas com baldes plasticos autoclavdveis e as amostras colocadas em
frascos pldsticos, tanto os baldes como os frascos foram previamente preparados, ou seja,
esterilizados em autoclave e passados por protocolo de limpeza estabelecido pela CETESB
(2012) o que evita a contaminagdo. As amostras foram levadas ao Laboratério de Controle

Fisico-Quimico e Microbiolégico da Universidade Municipal de Sdo Caetano do Sul, onde
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foram realizadas as andlises. Em campo foi verificado a temperatura ambiente e a temperatura
da dgua. As medidas de pH foram feitas utilizando-se aparelho modelo Marte MB-10 com
eletrodo de vidro e a andlise de oxigé€nio dissolvido foi realizada utilizando-se oximetro
modelo Quimis — Q408-P com sonda utilizando membrana de teflon e medidas
amperométricas nas amostras das dguas dos rios e corregos estudados.

2.3. Pesquisa de Salmonella spp.

Como parte da rotina do Projeto IPH, as amostras foram submetidas a diluicao seriada
até a série 107 (1:100000). A agua de diluicao (1%) foi preparada com peptona bacteriologica
de acordo com as especificacdes do fabricante.

Para o estudo foi levado em consideragdo apenas as dilui¢cdes 1:1000, 1:10000 e

1:100000, pois ndo se utiliza as diluicdes (1:10 e 1:100).
2.3.1 Pré-enriquecimento das amostras

Ap6s a diluigdo cada uma foi inoculada em triplicata em Caldo Lactosado (meio nao

seletivo, para restaurar salmonelas injuriadas, a uma condi¢do fisiolégica estidvel) foram

incubadas por 24-48 horas em estufa a 35-37° C (APHA, 2005)
2.3.2 Meio de Enriquecimento

Ap6s o periodo de 24-48 horas de incubagdo das amostras em Caldo Lactosado, foram
retiradas aliquotas de 1mL e inoculadas em 10mL de caldo Verde Bile Brilhante (VBB). Os
tubos foram incubados por 24-48 horas, a temperatura de 37°C e 42-43°C
(FIGUEREDO,2008).

2.3.3 Isolamento e Identificacio

A partir do crescimento microbiano nos tubos contendo caldo verde bile brilhante,
foram retiradas aliquotas do meio com o auxilio de uma alca de niquel-cromo e estriadas em
trés placas de Petri contendo os meios seletivos Agar Salmonella-Shigella (SS), Agar Eosina
Azul de Metileno (EMB) e Agar verde brilhante (VB). Estas foram entdo incubadas por 24
horas a 35-37°C.
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Em seguida, observou-se em cada placa, a morfologia das coldnias nos meios
Salmonella-Shigella (colonias negras), Eosina Azul de Metileno (colonias descoloridas),
Verde brilhante (coldnias vermelhas).

A identificacdo bacteriana baseou-se na bacterioscopia por coloracdo gram e por prova
bioquimica com o 4gar triplice agucar ferro (TSI) (SILVA et al, 2010). Para a etapa de
triagem, de cada placa foram retiradas trés colonias tipicas e semeadas em trés tubos de ensaio
com Agar TSI, que é um meio indicativo ndo seletivo, com auxilio de uma agulha, perfurando
o meio, em torno de dois tercos, e realizando estriamento na superficie. Os tubos seguiram
para a incubagdo a 35-37 °C por 18-24 horas e, em seguida, separados de acordo com o
resultado da coloracdo do meio em bizel pequeno e base alta. Observam-se os tubos positivos
com bizel vermelho cereja (indicando que a bactéria utilizou peptona como fonte de
nitrogénio, alcalinizando o meio), a parte central preta (bactéria reduziu o tiossulfato de s6dio
que em contato com o sulfato ferroso amoniacal gerou o gés sulfidrico, dando a coloragdo
preta) e base amarela em fun¢do da fermentagdo da glicose. O indicador de pH presente neste
meio é vermelho de fenol, que apresenta o comportamento acima referido de acordo com o
pH do meio (CUNHA, 2012).

Vale salientar que o dgar triplice agucar ferro € usado para a diferenciacdo de bacilos entéricos
patogénicos gram-negativos através de sua capacidade de fermentar dextrose, lactose e
sacarose e pela producdo de sulfureto de hidrogénio. O caldo Caldo Lauril Sulfato Triptose
(LST) € um meio utilizado na detec¢ao de coliformes em 4gua, dguas residuais, lacticinios e
outros alimentos. O Caldo Bile Verde Brilhante é recomendado para a confirmacdo de testes
presuntivos para organismos coliformes em analises bacteriologicas de dgua, dguas residuais,
alimentos, leite e lacticinios. Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) € um meio para
diferenciacdo ligeiramente seletivo utilizado para o isolamento e diferenciacdo de bacilos
entéricos gram-negativos. Agar Salmonella-Shigella (SS AGAR) é um meio para selecionar e
isolar espécies de Salmonella e Shigella, em amostras de fezes, alimentos e dgua. O Agar
Verde Brilhante (VB) é um meio seletivo e adequado para o isolamento de Salmonella spp.

Todos os meios foram preparados de acordo com as instrucdes do fabricante, foram

autoclavados e entdo utilizados (ANVISA).

2.3.4 Coloracao de Gram
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Com o auxilio de uma al¢a bacterioldgica, uma pequena por¢do de cada cultivo
bacteriano obtido no meio Agar SS, Agar EMB e Agar VB foi homogeneizado
individualmente sobre gotas de solucdo salina estéril (NaCl 0,9%, PV-1), previamente
depositadas sobre laminas de vidro. Apds a secagem, cada um dos esfregacos bacterianos foi
fixado as laminas de vidro pela ac@o do calor do bico de Bunsen.

Em seguida, estes foram cobertos por uma solucido de cristal violeta, permanecendo
essa solucdo por um minuto. Decorrido esse intervalo de tempo, as laminas foram lavadas
com agua destilada e cobertas com uma solucdo de lugol por um minuto. Apds esse periodo
de tempo, o esfregaco foi lavado com uma solucdo descorante de dlcool-acetona por cerca de
10 segundos e em seguida as ldminas foram lavadas com 4gua destilada. Os esfregacos foram
entdo cobertos por uma solugdo de safranina por 30 segundos e posteriormente lavados com
dgua destilada. As laminas foram deixadas secar a temperatura ambiente, sendo em seguida

observadas ao microscopio Optico, utilizando a objetiva de imersdao (FUNASA, 2006).

3 Resultados e Discussao
Os resultados obtidos durante os periodos de andlise (maio a outubro de 2013 e
maio a outubro de 2014) podem ser observados nas figuras abaixo organizados de acordo com
os rios e corregos estudados.
A figuras de 2 a 6 demonstram os resultados obtidos nos dois periodos de estudo e
possibilitam a visualizacdo da presenca efetiva de coliformes totais em todos os corpos de
agua estudados, o que ja era de se esperar, pois na regido de influéncia desses rios e corregos

sao tratados em média 60% do esgoto total, segundo o Instituto Trata Brasil, com dados de

2013.
Rio Tamanduatei

O rio Tamanduatei, com extensdo de 35km, tem sua nascente no Parque da Gruta de
Santa Luzia, em Maud, abrange as cidades de Maud, Santo André, Sdo Caetano do Sul e
desdgua no Rio Tiete. O trecho estudado fica localizado na cidade de Sao Caetano do Sul, as
margens da Avenida dos Estados, onde encontram-se industrias de tintas, concessiondrias,
oficinas mecanicas, além de moradias, hipermercados, e o significativo transito da Avenida

dos Estados. No grifico 1 pode-se verificar os resultados obtidos do Rio Tamanduatei
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(pontos T1, T4, T6). No ano de 2013 a Salmonella spp., esteve presente em todos 0s pontos e
meses estudados, porém em 2014 esteve presente apenas no ponto T6 e nos meses de

setembro e outubro.

Figura 2: Presenca ou Auséncia de Salmonella spp. e Coliformes Totais - Rio Tamanduate{

m5almonellaspp. m Coliformes Totais

Rio dos Meninos

O rio dos Meninos (pontos M1, M3, M5 M7), tem sua nascente no centro de Sdo
Bernardo do Campo e desdgua no Rio Tamanduatei. Ao longo de seu trajeto, este rio é
cercado por moradias como o conjunto habitacional Helidpolis, cemitério vertical, Faculdade
de Engenharia Maud, Shopping Park S@o Caetano, Inddstria Quimica Braido e postos de
combustiveis.

Em 2013 houve auséncia de Salmonella spp. apenas nos pontos M1 e M5 e presenca
em todos os meses nos pontos M3 e M7. Em 2014 a bactéria continuou ausente nos pontos
M1 e M5 e presente apenas nos meses de Setembro e Outubro nos pontos M3 e M7, como

pode ser verificado na figura 3.
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Figura 3: Presenca e Auséncia de Salmonella spp. e Coliformes Totais - Rio dos Meninos
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Corrego Utinga

O Cérrego Utinga tem sua nascente localizada na cidade de Santo André. O ponto
UT1 € o local onde este corrego aflora, o ponto UT2 abrange a Comunidade do Cigano onde
hd muita vegetacdo, um aglomerado de moradias que ocuparam irregularmente a drea e
mesmo em meio a polui¢do, existe grupos de pequenos guarus (peixes, que ja sdo resistentes a
poluentes) e o ponto UT3 recebe efluentes domésticos. O trajeto deste rio percorre areas
residenciais dos bairros Santa Maria e Barcelona. No ano de 2013 a Salmonella spp. esteve
presente no ponto UT3 em todos os meses estudados, porém ausente em todos os meses nos
pontos UT1 e UT2, como pode ser verificado na figura 4.

Figura 4: Presenga ou Auséncia de Salmonella spp e Coliformes Totais - Cérrego Utinga
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Corrego dos Moinhos

O corrego dos Moinhos (MO BB, MO Saida) € o tinico que tem a nascente em Sao
Caetano do Sul, no Bairro Boa Vista. Ele ¢ margeado pelos dutos da Petrobrds. Tem
afloramento na Avenida Goids com a Avenida Presidente Kennedy. Possui moradias ao longo
de todo seu percurso e no final se tem o Hospital Municipal de Emergéncias Albert Sabin. O
corrego passa por uma unidade da Petrobrds e desdgua no Rio Tamanduatei, afluente.

No grafico 4, pode-se verificar que tanto em 2013 quanto em 2014 houve presenga de

Salmonella spp em todos 0s meses e pontos.

Figura 5: Grafico 4 — Presenga ou Auséncia de Salmonella spp. e Coliformes Totais - Cérrego dos
Moinhos;

————

#
e

.

[ad]
it en " s 2
P —_—
‘?H;. = = = — = =T 2
7] - =" — —_ -
8 g g 3 = = —
i i = @ S =
=]
m5almonellaspp. H Coliformes Totais

Ciéncia & Tecnologia: FATEC-JB, Jaboticabal (SP), v. 8, NUmero Especial, 2016. (ISSN 2178-9436).



I CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA AGROPECUARIA, p O
AGRICOLA E AMBIENTAL (CBMAAA) P e

09 a 12 de maio de 2016 - Centro de Convengdes da UNESP, MICROBIOLOGIA
Campus de Jaboticabal, SP AGROPECUARIA

Corrego Grotas

No cérrego Grotas, foi estudada sua nascente, que estd em meio de moradias, no bairro
Santa Maria. O local possui muita vegetagdo, porém recebe dgua de servigos das residéncias
do entorno. Como pode ser verificado na figura 6, a Salmonella spp. esteve presente em todos

os meses estudados de 2013 e 2014.

Figura 6: Presenga ou Auséncia de Salmonella spp e Coliformes Totais - Cérrego das Grotas

mSalmonella spp. m Coliformes Totais

Os dados obtidos do estudo ficardo disponiveis no site do Projeto IPH — Indice de

Poluentes Hidricos (www.projetoiph.com.br), o que facilitard o acesso da sociedade civil,

bem como de gestores publicos para dar subsidio as discussdes sobre prevencdo em satide
para a regido.

Os autores TORTORA et al. (2005) e SHINOHARA et al. (2008), descrevem que
todas as salmonellas sdo consideradas bactérias patogénicas em algum grau, provocando
graves doencas ao ser humano. Alguns individuos infectados com Salmonella podem se
tornar portadores assintomdticos por meses ou anos, constituindo entdo uma fonte continua de
transmissdo. Sendo assim verifica-se a importancia desse estudo no sentido de promog¢do em
saide. Muitas vezes, o que acontece € a falta de estudos sobre uma drea para que se possa

discutir as politicas publicas para a preven¢do em satde.
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4 Conclusoes

O método utilizado para o isolamento e identificagdo mostrou-se eficiente, as provas que
foram feitas identificaram a bactéria Salmonella, porém nao foi possivel identificar qual
espécie. Houve a possibilidade de verificar a sazonalidade dos diferentes grupos de bactérias
nos corpos de dgua estudados, e o mais interessante foi a auséncia da bactéria Salmonella em
rios que antes estava presente. Pode-se inferir que esse fato deve-se a possibilidade de fatores
ambientais, tais como, algum tipo de poluente que possa inibir o desenvolvimento dessa
bactéria ou até mesmo de um organismo que possa disputar por alimento ou por espaco com a
espécie, mas para isso serdo necessdrios outros estudos mais aprofundados desses fatores.
Assim, este trabalho contribuird para que outros estudos possam ser realizados, estabelecendo
uma série histérica sobre essa regido, ja que ndo existe nenhum estudo realizado nesse

sentido.
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