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SOUZA, L.C. et al. Salmonelas e coliformes fecais em dguas de bebida para animais.
Rev.Saiide publ., S.Paulo, 26: 321-7, 1992, De um total de 402 propriedades rurais do
Municipio de Botucatu, SP (Brasil) com atividades de explora¢io pecudria, foram sorteadas 60
(15%) pelo processo de amostragem probabilistica simples. Nestas 60 propriedades
localizaram-se 113 bebedouros que eram os mais utilizados pelos animais para sua
dessedentagBo. Foram colhidas amostras de dgua desses bebedouros visando a pesquisa de
bactérias do género Salmonella, a determina¢io do Nimero Mais Provdvel (NMP) de bactérias
coliformes fecais e a verificagdo do pH e da temperatura. Obteve-se isolamento positivo para
salmonelas nas amostras de dgua de 15 (13,27%) bebedouros correspondentes a 12 (20%) das
60 propriedades visitadas, identificando-se os seguintes sorotipos: S. dublin, S. newport, 8.
madelia, S. IV 43:g, z57: -, S. saphra, S. glostrup, S. IV ochsenzool, S.1 9, 12:i: - e dois
novos sorotipos S. IV 41:252: - e S. IV 50:d:-. Das 113 amostras de dgua analisadas, 14
(12,39%) apresentaram-se com NMP/100 mL de coliformes fecais acima de 4.000. Nao foi
constatada associag@o entre o isolamento positivo de salmonelas e NMP/100 mL de coliformes
fecais acima de 4.000. O isolamento de salmonelas ¢ NMP/100 mL de coliformes fecais acima
de 4.000 deu-se em temperaturas superiores a 18°C e em pH entre 6,0 ¢ 7,0.

Descritores: Contaminagéo bacteriolgica da dgua, andlise. Salmonella, isolamento. Enterobac-

teriaceae, isolamento.

introducéo

Os animais mitigam a sede em qualquer lo-
cal onde se acumula agua. Sabe-se que mictrot-
ganismos causadotres de diferentes enfermidades
animais podem ocotrer na dgua durante algum
tempo e serem por ela transmitidos, como € o
caso da salmonelose’. A capacidade das salmo-
nelas sobrevivetem fora dos hospedeiros, por
periodos telativamente longos, proporciona ou-
tro dado importante ao se considerar a cadeia
epidemioldgica das salmoneloses®'S.
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Dependendo do tipo de explorag¢do agtro-
pecudria, a dessedentacio de animais feita em
lagos, ribeirdes, agudes, reservatérios ou ma-
nanciais que tém contato estreito com a pré-
pria pastagem pode constituir-se num risco de
contamina¢do por salmonelas. Esses locais,
freqiientemente, apresentam o inconveniente
de serem poluidos com excretas humanos efou
animais.

Em trabalho de revisio, Wray'® refere a
ocorréncia de salmonelas em divetsos cotpos
hidricos o que, conseqiientemente, acarreta
problemas econémicos e de saide em cria¢Ges
de animais. Um fato a ser assinalado na dis-
seminagdo desta bactéria no ambiente € o des-
pejo das dguas servidas de matadouros em
cursos de dgua, propiciando a infecgdo dos
animais que se utilizam das dguas rio abaixo.

Relativamente a presenga de bactérias do
género Salmonella em corpos hidricos e a sua
relagdo com bactérias coliformes de origem
fecal, podem ser destacados os trabalhos de-
senvolvidos por Geldreich!>!13, nos EUA. Nes-
tes constatou-se, em dguas sem poluigdo ¢ dguas
de estuario poluidas, um acentuado aumento na
detecgdo de salmonelas quando os nimeros
mais provaveis (NMP) de coliformes fecais re-
velavam-se superiotes a 200/100 mL; quando os
NMP atingiam nimeros acima de 2.000/100
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mL, obtinha-se o isolamento de salmonelas

em, aproximadamente, 100% dos casos.

De acordo com o Dectreto 8468 de 08 de
setembro de 19768, que classifica as dguas in-
teriores do Estado de S&o Paulo, podem ser
utilizadas, na dessedentacdo de animais, as
aguas pettencentes até a classe 3. Para ser en-
quadrada nesta classe, 80% de pelo menos 5
amostras de dgua colhidas num periodo de até
5 semanas consecutivas, devem revelar-se
com NMP de bactérias coliformes fecais de no
mdximo 4.000 por 100 mL. Nesta pesquisa,
apesar de ter sido analisada apenas uma amos-
tra de cada bebedouro, as que se mostraram
com NMP de coliformes fecais por 100 ml.
superior a 4.000, foram por nds consideradas
como fora do padrdo vigente®.

Devido as grandes implicagdes de ordem
econdmica e de saude publica e animal que as
bactérias do género Salmonella desempenham
na atualidade, realizou-se esta pesquisa com
as seguintes finalidades:

a) determinar o NMP/100mL de coliformes fe-
cais e a presen¢a de salmonelas em amostras
de dguas usadas na dessedentagdo de animais;

b) verificar nas amostras de dguas analisadas
a relacdo entre a presenga de salmonelas e
os NMP/100 mL de coliformes fecais;

¢) relacionar a presen¢a de salmonelas com os
tipos de bebedouros utilizados;

d) verificar a relagdo existente entre a presen-
¢a de salmonelas e a temperatura e pH das
amostras de dguas estudadas.

Material e Método

De um total de 402 propriedades rurais
do Municipio de Botucatu, Sao Paulo, Brasil,
que tinham entre suas atividades a exploragdo
pecudria, foram sorteadas 60 (15%) pelo pro-
cesso de amostragem probabilistica simples.

Localizou-se nessas 60 propriedades 113
bebedouros de vatiados tipos que eram os
mais utilizados por diferentes espécies animais
para sua dessedentagdo. De cada bebedouro
era colhida uma amostra de &dgua, na qual
eram determinados a temperatura, o pH, a pre-
senca de bactérias do género de Salmonella e
o NMP/100mL de coliformes fecais.

- Determinagdo da temperatura:- era realizada
com o auxilio de um termdmetro comun com
graduagdo até 100°C. O bulbo do termdmetro
era mergulhado e a leitura da temperatura rea-
lizada apds 10 min.
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- Determina¢do do pH:- utilizou-se um
potencidmetro, marca Coleman calibrado com
solugbes tampdes, padrdes, pH 4,0, pH 7,0 e
pH 9,0.

- Pesquisa de bactérias do género Salmonella:-
de cada bebedouro era colhida, com os cuida-
dos de assepsia, uma amostra de agua, de 5
litros, distribuida em dois Erlenmeyers esteri-
lizados, de 3 litros e transportada ao laborato-
rio em caixa isotérmica contendo cubos de
gelo. Na pesquisa de salmonelas®, apés homo-
geneizacdo a agua era vertida em um tanque
de pressdo em ago inoxidavel (marca Millipo-
re) com capacidade de 5 litros, esterilizado a
115°C por 20 min, conectado a uma bomba de
pressdo e vacuo. Fechava-se o recipiente e
procedia-se a filtragdo a uma pressdo de 1
kgffcm? através de uma membrana filtrante es-
téril, com diametro de 142mm e porosidade de
0,45um, colocada no porta filtro (Millipore).
Finalizada a opetacdo de filtragdo, era em
condigbes assépticas a membrana retirada e
cortada em duas partes iguais. Uma delas era
colocada em um Erlenmeyer contendo 250mL
de meio de Rappaport modificado por Hoffer®
e incubado em estufa bacterioldgica a 37°C
por 48h, e a outra em um Erlenmeyer conten-
do 200 mL de caldo seletito adicionado de no-
vobiocina® e incubado em banho-maria a
42,5°C por 48 h. A partir destas culturas de
enriquecimento procediam-se as passagens em
placas de agar MacConkey (Difco), &gar sul-
fito de bismuto (Difco), dgar verde brilhante
(Difco) e dgar xilose-lisina-desoxicolato (Difco),
seguida de incubagdo a 37°C, por 24h. Apés a
incubagédo, eram isoladas colonias suspeitas de
salmonelas, as quais eram incubadas em dgar
triplice agucar-fetro, seguida de incubagio a
37°C, por 24h. Em seguida foram trealizadas as
identificagbes bioquimicas, seguido Edwards e
Ewing!® e soroldgica através das provas de soro
aglutinagéio rapida, empregando soros polivalen-
tes O e H produzidas no Imstituto Adolfo
Lutz de Sdo Paulo. As cepas com caracteristicas
de Salmonella eram postetiormente sotrotipadas
nesse Instituto.

- Determina¢do do NMP/100 ml de bactérias
coliformes fecais:- Esta determinagéo foi rea-
lizada de acordo com os métodos padrio da
American Public Health Association!, empre-
gando-se a técnica dos tubos muiltiplos. Assim
na prova presuntiva foram inoculados volumes
de 10 mL e 1 mL de. dgua bruta, respectiva-
mente, em 5 tubos de caldo lactosado (Difco)
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com tubo de Durham em seu interior. A seguir
foram feitas diluigdes da amostra, de 10! a
104, sendo o diluente dgua fosfatada pH 7,2,
esterilizada, das quais foram também inoculados
volumes de 1 mL cada, respectivamente, em 5
tubos de caldo lactosado, com tubo de Durham.
Todos os tubos eram incubados a 35 + 2°C. As
leituras realizadas apos 24 e 48 + 2 horas. Em
seguida, a partir dos tubos com produgdo de
gés, procedia-se & prova de confirmagdo para
coliformes fecais, através de semeadura em cal-
do EC (Difco), usando-se al¢a de niquel-cromo,
com 3mm de diametro.

Os tubos eram incubados em banho-maria
a 44,5 + 0,5°C, durante 24 h. Considetavam-se
como positivos para coliformes fecais, os tubos
de caldo EC que revelavam produgdo de gas.

A partir das porgdes positivas e empre-
gando-se a Tabela dos NMP, de Hoskins (CE-
TESB*), deterninava-se o NMP de coliformes
fecais por 100 mL da amostra.

Os valores dos NMP/100 mL. obtidos com
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relagdo a coliformes fecais foram comparados
com os exigidos pelo Decreto n? 8468 de
8.9.76 que classifica as dguas interiores do Es-
tado de Sdo Paulo®, padrio este vigente quando
da realizagdo do presente estudo.

- Andlise Estatistica:- A anilise dos tesultados
obtidos foi realizada calculando-se as estatis-
ticas X? para o teste de associag¢do entre os fa-
tores (para A = 0,05), nos casos recomendados
por Fleiss!!,

Resultados e Discusséo

O controle da salmonelose ¢ dificulatado
devido a existéncia de animais portadores de
salmonelas, elimihando-as constantemente
com as fezes e poluindo desta forma o meio
ambiente®!®. Assim sendo, os bebedouros po-
dem constituir importantes fontes de infecgdo,
considerando-se ndo sé os habitos dos animais

Tabela 1. Numero Mais Provavel (NMP) por 100 mL de coliformes fecais e isolamento de sorotipos
de bactérias do género Salmonella em aguas usadas na dessedentagdo de animais, segundo os tipos

de bebedouros. Botucatu, SP, 1982.

Bebedouros Coliformes Fecais Amostras positivas para salmonelas

com NMP/100mL

acima de 4.000
Tipo N2 % Ne % N2 % Sorotipos
Caixa de cimento
e caixa de zinco 40 35,4 3 7.5 4 10,0 S.dublin (1), S.madelia (2)
(Tipo 1) S.glostrup (1)
Banheira e
tambor metélico 19 16,8 6 31,6 3 15,8 S.dublin (2), 8.1V 50:d:-(1)
(Tipo 2)
Cérrego e
riacho 26 23,0 1] (¢] 2 7.7 S.1 9,12(1)-
(Tipo 3) S.IV 43:9,2,57(1)
Calha e
bico de mamadeira 3 2,8 0 0 0 0 0
(Tipo 4)
Represamento
e agude 18 15,9 4 22,2 s 27,8 S.Newport (2), S.IV 41:z 52:-(1)
(Tipo 6) S.IV 43:9,2,57:-(1),S.saphra (1)
Charco 7 6,2 1 14,3 1 14,3 S.IV ochsenzool (1)
(Tipo 6)
Total 118 100,0 14 12,4 15 13,3

Para coliformes fecais X° = 12,659 p ( 0,02, Para salmonelas X2 = 4,566 p ) 0,30
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durante o ato de beber dgua, como também as
caracteristicas dos bebedoutos que podem set
de diferentes tipos, contribuindo assim para o
aumento da incidéncia de salmonelose.

Considerando a regidio de Botucatu,
S.Paulo, Brasil, e analisando-se a Tabela 1,
pode-se verificar que dos 113 bebedouros es-
tudados, 51 (45,1%) eram naturais, sendo 26
(23,0%) reptresentados por corregos e riachos
(tipo 3), 18 (15,9%) por reptesa:- mentos €
acudes (tipo 5) e 7 (6,2%) por chatcos. Nestes
tipos de bebedouros os animais quase sempte
tém contato com a agua, podendo inclusive
defecar no local utilizado para sua desseden-
tagdo. Os demais tipos de bebedouros, sendo
40 (35,4%) constituidos por caixas de cimento
e zinco (tipo 1), 19 (16,8%) por banheiras e
tambor metdlico (tipo 2) ¢ 3 (2,6%) por calhas
¢ bicos de mamadeira (tipo 4), apesar de po-
derem contaminar-se com salmonelas e outros
microrganismos, devem tepresentar menor ris-
co.

No Estado de Sdo Paulo, Leitao'*, anali-
sando 116 amostras de dguas fluviais das re-
gides de Campinas e de Vale do Paraiba, ob-
teve um elevada positividade para salmonelas,
ou seja, de 79,3%. O autor atribui a origem
dessas salmonelas a ocorréncia de poluigdo fe-
cal oriunda de animais domésticos efou selva-
gens existentes na regido. Outros autores, ana-
lisando a presenga de coliformes fecais encon-
traram niveis aprecidveis de poluigdo fecal
(Christovdo e col.3; Costa e col.’; Satake e
col.!'”). Esses autores, embora nio tenham pes-
quisado salmonelas, verificaram que as dguas
analisadas representavam tisco quanto & trans-

Tabela 2. Isolamento de bactérias do género
Salmonella em amostras de agua de desseden-
tagdo animal. Botucatu, SP, 1982,

isolamento Amostras

de
salmonelas N2 %
Positivo 15 18,3
Negativo 98 86,7
Total 113 100,0

Tabela 3. Coliformes fecais (NMP/100 mL)* em
amostras de dgua de dessedentagao animal. Bo-
tucatu, SP, 1982

Coliformes fecais Amostras
NMP/100mL N2 %
< 4,000 99 87,6
> 4.000 14 12,4
Total 113 100.0

*NMP/100mL = Numero Mais Provavel em 100 mL
da amostra.
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missdo de agentes intestinais patogénicos.

Analisando-se a Tabela 2, constata-se que
das 113 amostras de dguas utilizadas pelos ani-
mais, 15 (13,3%) revelaram-se positivas para
salmonelas. Neste levantamento, que é o primei-
ro desta natureza realizado na regifio, estudada,
apesat da positividade ndo ser elevada, reveste-
se de significado epidemioldgico, visto que um
mimero varidvel de animais utilizavam tais
dguas para sua dessedenta¢do, expondo-se ao
tisco de contrairem infecgdes, com ou sem sin-
tomas, por difetentes sorotipos de Salmonella.

Pela Tabela 3, das 113 amostras analisadas,
14 (12,4%) mostratam-se com NMP de colifor-
mes fecais acima do limite, podendo representar
risco eminente para a saide dos animais.

Na Tabela 4, pode-se constatar que das 15
amostras positivas para salmonelas, apenas
uma (0,9%) revelou-se com NMP/100mL su-
petior a 4.000 e, portanto, fora do padrao.
Diante disto ndo se verificou associa¢dao entre
o NMP/100mL superior a 4.000 e o isolamen-
to positivo para salmonelas. Isto coincide com
os resultados obtidos por alguns autores, como
por exemplo, Leitdo!®. Entretanto, em regido
do Pais, Martins e col.!® examinando amostras
de dguas doces verificaram uma relagéo prati-
camente lineat entre o isolamento de salmone-
las e os niveis dos NMP de coliformes totais
e fecais.

Pela Tabela 1 constata-se que a maior po-
sitividade para salmonelas obteve-se das
amostras de dgua colhidas de bebedouros do
tipo 5 constituido por represamentos e agudes
(27,8%). Das amostras colhidas em calhas ¢
bicos de- mamadeira (tipo 4) ndo se constatou
a presenca de salmonelas.

Relativamente ao isolamento de salmone-
las e sua relagdo com a temperatura ¢ o pH,
nas Tabela 5 e 6 constata-se, aparentemente,
positividade maior na faixa de pH entre 6,0 e
7,0, exclusive, e temperatura supetior a 18°C.

Das amostras de dgua de 15 bebedouros
(13,3%) localizados em 12 propriedades
(20,0%), foram isolados 8 sorotipos: S. dublin,

Tabela 4. Isolamento de bactérias do género Sal-
monella @ NMP/100 mL de coliforme fecais em
amostras de agua de dessedentagdo animal. Bo-
tucatu, SP, 1982.

Isolamento Coliformes fecais com Total de
de NMP/100mL acima de 4.000 amostras
Saimonelas Ng % examinadas
Positivo 1 0,9 15
Negativo 13 11,5 98
Total 14 12,4 113
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Tabela 5. Isolamento de bactérias do género Sa/monella ¢ NMP/100 mL de coliformes fecais segundo
a temperatura da agua dos bebedouros usados para a dessedentagdo de animais. Botucatu, SP, 1982.

Temperatura Amostras positivas Coliformes fecais com Amostras
da agua dos para Salmonelas NMP/100 mL acima de 4.000 Examinadas
bebedouros N2 % N¢ % N2

12 14 o] 0 1 0,9 2
14 |— 16 3 2,6 2 1,8 21
16 |—18 1 0,9 3 2,6 13
18 —20 6 53 0 0 35
20 |22 2 1,8 7 6,2 31
22 j— 3 26 1 0,9 1
Total 15 13,3 15 12,4 113

Tabela 6. Isolamento de bactérias do género Salmonella e NMP/100 mL de coliformes fecais segundo o
pH da agua dos bebedouros usados para a dessedentagdo de animais. Botucatu, SP, 1982.

pH da &agua Amostras positivas Coliformes fecais com Amostras
dos para salmonelas NMP/100 mL acima de 4.000 Examinadas

Bebedouros N2 %. N2 % Ne

50 6,0 1 0,9 0 0 6

60 —7,0 10 8,8 12 10,6 65

70 8,0 4 3,5 2 1,8 32

80— 0 0 0 0 10
Total 15 13.3 14 12,4 113

S. newport, S. madelia, S. IV 43:g, z57:-, S.
saphra, S. glostrup, S. IV ochsenzool e S. 1
9,12:i:-; foram isolados também cepas de dois
sorotipos que nao haviam sido ainda descritos.
Essas cepas*, foram confirmadas como pet-
tencentes aos sorotipos S. IV 41:252:- ¢ S. IV
50:d:-, catalogadas no Instituto Pasteur't. O
sorotipo, aparentemente mais freqiiente foi S.
dublin com 20,0% de isolamento (Tabela 7).
Analisando-se a Tabela 1, constata-se que

Tabela 7. Sorotipos de salmonelas isolados da
agua de bebedouros usados para a dessedentagao
de animais, localizados em 12 propriedades. Botu-
catu, SP, 1982,

Sorotipos Bebedouros positivos
isolados N2 %
S. dublin 3 20,0
S. IV 43:9,257:- 2 13,3
S. newport 2 13,3
S. madelia 2 13,3
S. IV 41:252:- 1 6,7
S. glostrup 1 6.7
S. \V ochsenzool 1 8,7
S. IV 50:d:- 1 6,7
S. 19,12::- 1 6,7
S. saphra 1 6,7
Total 15 100,0

* Confirmagdo realizada pelo Prof. Le Minor, do Instituto
Pasteur de Paris.

os bebedouros, banheiras e tambor metalico
(tipo 2), tepresamentos e agudes (tipo 5) e
charco (tipo 6), foram os que se trevelaram
com 4aguas altamente poluidas, pois, em
31,6%, 22,2% e 14,3%, respectivamente, os
NMP/100 mL de coliformes fecais foram su-
periores a 4.000 e, portanto, nio deveriam ser
utilizados na dessedenta¢do de animais, de
acordo com o padrdo vigente®, quando da rea-
lizagdo do trabalho (coletas realizadas de
12/4/82 a 10/5/83).

Das amostras analisadas, e observando as
Tabelas 5 ¢ 6, constata-se que as que se en-
contravam com NMP acima do limite estabe-
lecido pela legislagdo, tinham temperatura
compreendida entre 20°C e 22°C (6,2%) ¢ o
pH entre 6,0 e 7,0 (10,6%).

Como, das 60 propriedades visitadas, em
12 (20,0%) foram isoladas salmonelas das
amostras de aguas, nota-se a importancia da
qualidade sanitdria das mesmas. Diante dos
resultados obtidos na presente investigagdo
destaca-se a importancia quanto a educagao
sanitdria dos profissionais que atendem as
propriedades de criagbes animais.

Dada a defasagem de 10 anos dos dados
da presente pesquisa, talvez ndo existam mais
salmonelas nas dguas examinadas, ou quem
sabe os po¢os foram extintos, mas a importan-
cia epidemioldgica do estudo continua sendo
valida.
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Conclusédes

Das 113 amostras analisadas, obteve-se o
isolamento de salmonelas de 15 (13,3%), mos-
trando que dguas usadas na dessedentagéo po-
dem representar risco aos animais em relagdo
a salmonelose.

Ainda na conclusio deste trabalho infere-
se que:

- Estatisticamente nio houve associagido entre
o isolamento de salmonelas ¢ o NMP/100mL
de coliformes fecais; isto significa que o en-
contro de mimeros elevados de coliformes fe-
cais nem sempte estd relacionado a presenga
de salmonelas.

- A positividade para o isolamento de salmo-
nelas foi maior quando a temperatura da dgua
era supetior a 18°C e o pH entre 6,0 e 7,0.

- A maior percentagem de isolamentos positi-
vos para salmonelas ocorreu nos bebedouros
constituidos por represamentos e agudes
7,8%).

- Foram isoladas cepas de 8 sorotipos de bac-
térias do género Salmonella, e mais dois nao
descritos na literatura mundial, os quais foram
classificados como S. IV 41:252:- ¢ S. IV
50:d:-.

- A maior percentagem de amostras de dguas
com coliformes fecais acima de 4.000/100mL
telacionou-se aos bebedouros dos tipos ba-
nheiras e tambor metélico (31,6%).

- Em relagdo ao NMP/100 mL de coliformes
fecais acima de 4.000, a maior percentagem
ocorteu quando as temperaturas se tevelaram
entre 20°C e 22°C e o pH entre 6,0 e 7,0.
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SOUZA, L.C. et al. [Salmonellas and fecal
coliforms in animal drinking water]. Rev.Saiide
publ., S.Paulo, 26: 321-7, 1992. Sixty small farms
of Botucatu County, S.Paulo, Brazil, given over to
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cattle breeding were studied. These farms account
for 15% of the total of 402 farms that exist in the
county. The sample was drawn by simple
probabilistic technique. There were found to be
one hundred and thirteen drinking places located
on the farms. Samples of water were taken from
these drinking places and examined for bacteria of
the genus Salmonelia, for the determination of
Most Probable Number (MNP) of fecal coliform
bacteria as well as determination of the water’s
pH. Water temperature was measured before
collection. Samples from 15 drinking places
(13.3%) were positive for Salmonella. The drinking
places belonged to 12 of the sixty farms studied
(20%). The following serotypes were identified: S.
dublin, S. newport, S. madelia, S. IV 43:2,257:-, §.
saphra, S. glostrup, S. IV ochsenzool; S. 19,12:i:-
and two new serotypes S. IV 41:252:- and S. IV
50:d:-. Of the 113 samples studied 14 (12,4%)
presented MPN/100m! of fecal coliforms above
4,000. There was no relationship between
MPN/100m] of fecal coliforms above 4,000 and
positivity for Salmonella. Highest positivity both
for Salmonella and MPN/100mL of fecal coliforms
over 4,000 occurred at temperatures above 18°C.
As regards pH, in both situations the highest
positivity occurred between 6.0 and 7.0.

Keywords: Bacteriological water contamination,
analysis. Salmonella, isolation. Enterobacteriaceae,
analysis.
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