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Comparação de três metodologias para quantificação de Salmonella sp.
em efluentes de sistemas de tratamento de dejetos

Comparison of three methods for Salmonella sp. quantification in wastewater

Cinthia Alt Cavada1, Fernanda Moraes Cardoso1 & Verônica Schmidt2

RESUMO

O aumento da produção animal trouxe como consequência a geração de grande quantidade de dejetos
os quais são destinados, após tratamento, à agricultura ou coleções de superfície. Entre os microrganismos
presentes nos dejetos encontram-se as salmonelas. No meio ambiente esta bactéria torna-se uma importante
fonte de transmissão e, consequentemente, potencial risco à produção animal e à saúde pública sendo que seu
monitoramento se faz necessário. Neste sentido, compararam-se três metodologias para a quantificação de
Salmonella sp. a fim de determinar a melhor técnica de estimativa do Número Mais Provável (NMP) a ser
aplicado em efluentes de sistemas de tratamento de dejetos. Em cinco amostras de efluente, inocularam-se
105 a 106 UFC de Salmonella Typhimurium e determinou-se o NMP por três diferentes metodologias (A, B e
C). Comparado às contagens bacterianas do inóculo de Salmonella Typhimurium, verificou-se que o NMP
médio (4,441 UFC) no método A é bastante próximo a estas (P>0,05). Por outro lado, o NMP médio observa-
do nos métodos B (1,380 UFC) e C (3,204 UFC) diferem estatisticamente daquelas (P<0,001 e P<0,01,
respectivamente). Como o método A foi aquele que demonstrou valores mais próximos de NMP às quantida-
des inoculadas, sugere-se a utilização desta metodologia para análise de efluentes.

Descritores: Salmonella sp., NMP, efluente.

ABSTRACT

  The increase in animal production has increased the amount of effluents destined, most of times, to
agriculture and aquatic resources. As the same of others enteric microorganisms, Salmonella is present in
feces. In the environment Salmonella sp. become an important source of transmission and, consequently, a
risk to animal production and public health. In this experiment, three methodologies for quantifying Salmonella
sp. were compared, so as to determine the best estimation technique of the Most Probable Number (MPN) to
be applied in liquid waste from effluent treatment systems. In this study, were used five water samples from an
aquaculture tank. Compared to the bacterial count of the Salmonella Typhimurium’s inoculum (105 a 106

CFU), it was verified that the average MPN (4.441 CFU) in method A is very similar to those counts (P>0.05).
On the other hand, the average MNP observed in method B (1.380 CFU) and C (3.204 CFU) are statistically
different from them (P<0.001 and P<0.01, respectively). Considering that method A was the one to present
MPN values closest to the inoculated amounts, the employment of this methodology is suggested for the
analysis of effluents.
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INTRODUÇÃO

A percepção de que o meio ambiente é fun-
damental para a sobrevivência humana e de outros
seres vivos é importante para que haja qualidade de
vida e sustentabilidade ambiental e econômica. Este
fato torna-se evidente quando falamos em produção
agroindustrial. O Brasil possui o terceiro maior reba-
nho mundial de suínos e esta é uma atividade com
grande impacto no meio ambiente, gerando alta car-
ga poluidora e de grande geração de resíduos [24],
os quais, normalmente, são utilizados como fertili-
zantes no solo. Entretanto, se mal manejados e não
tratados adequadamente podem acabar comprome-
tendo o solo e os reservatórios de águas superficiais
e profundas, devido à alta concentração de matéria
orgânica e nutriente existentes nestes dejetos [20].

O destino dos dejetos gerados nas granjas de
suínos é importante na cadeia de transmissão da
Salmonella sp. para humanos e animais, devido ao
alto número desta bactéria encontrada nas fezes de
suínos [13].

Estudos relatam uma alta prevalência de
salmonela em suínos, mesmo naqueles aparentemen-
te saudáveis. Nos EUA há registros de 40.000 a
60.000 casos de salmonelose humana anualmente,
podendo chegar a 3 milhões [16].

Os dejetos provenientes da suinocultura são
constituídos basicamente por fezes, urina, restos de
ração e água sendo estes os resíduos que represen-
tam maior impacto nos recursos hídricos. Como con-
sequência, eles acarretarão redução da disponibili-
dade de água, com limitação no desenvolvimento da
agropecuária, aumento na concentração de elemen-
tos à água (cálcio, ferro, nitrato, fósforo...), poten-
cialização da eutroficação, alterações da biodiversi-
dade aquática, elevação do custo de produção e de
vida da população [26].

Propor medidas ambientais através de políti-
cas concretas de utilização dos nossos recursos
hídricos, assim como a conscientização e capacitação
dos produtores, é essencial para que não haja des-
perdício e sim preservação e conservação destes re-
cursos, além do crescimento sustentável da suino-
cultura. Torna-se fundamental a necessidade de es-
tudos que venham dar suporte para a definição de
parâmetros técnicos que subsidiem as legislações
ambientais para melhor identificar regiões que pos-
sam comportar limites de população animal sem agre-
dir o agroecossistema [20].

O controle da salmonela nos rebanhos de suí-
nos em todos os seus pontos críticos de produção, as-
sim como o tratamento dos dejetos, é necessário para
diminuir o impacto ambiental e o risco sanitário [32].

O objetivo deste estudo foi a comparar três
diferentes metodologias para a quantificação de
Salmonella sp., a fim de determinar o melhor méto-
do de Número Mais Provável – NMP a ser aplicado
em efluentes de sistemas de tratamento de dejetos.

MATERIAIS E MÉTODOS

Utilizaram-se cinco amostras do efluente do
Tanque para manutenção de estoque de peixes do
Setor de Aquicultura da Universidade, onde foi de-
terminada ausência de salmonelas [19]. Estas foram,
então, contaminadas artificialmente com uma amos-
tra de Salmonella Typhimurium, previamente isola-
da [30], utilizando-se 200 µL da suspensão bacteriana
em caldo BHI em 200 mL da amostra do efluente,
resultando em 105 a 106 UFC de salmonela inocula-
da por mililitro de efluente [29].

As amostras inoculadas foram submetidas a
três metodologias, descritas a seguir, para determi-
nação do Número Mais Provável (NMP) de salmo-
nelas, as quais foram previamente utilizadas na de-
terminação do NMP de salmonelas em alimento [8],
em águas servidas [17] e em lagoa de tratamento de
efluentes [29].

Método A [8]: Foram realizadas 5 diluições em
triplicata. Para a primeira diluição, 10mL do efluente
já inoculados com uma amostra de Salmonella Typhi-
murium foram adicionados à  90 mL de Água Pep-
tonada  0,1%, obtendo-se a diluição 10-1; a partir desta,
as diluições seguintes foram preparadas retirando-se
10mL da amostra já diluída e acrescendo à 90 mL de
Água Peptonada 0,1%, até a diluição 10-5. Estas fo-
ram incubadas a 37ºC/24h; de cada diluição 0,1mL foi
semeado em tubo contendo 9,9 mL de caldo Rappaport
Vassiliadis (RV – Merk®), os quais foram incubados a
42±0,2ºC/18h; de cada tubo, com auxílio de uma alça
de platina, foi semeada uma alíquota em uma placa
contendo Ágar Xilose-Lisina-Desoxiciolato (XLD-
Merck®), a qual foi incubada à 37ºC/24 horas.

Método B [17]: As diluições foram realiza-
das em triplicata. 0,1mL, 1mL e 10mL do efluente
foram inoculados em 10mL, 99mL e 90mL de Água
Peptonada Tamponada; estas foram incubadas a
37ºC/24h; de cada diluição 0,1mL foi transferido para
9,9 mL de caldo RV e incubados a 42ºC/18; de cada
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tubo, com auxílio de uma alça de platina, uma alí-
quota foi semeada em placa de Ágar XLD, a qual foi
incubada a 37ºC/24h.

Método C [29]: Foram realizadas três diluições
com cinco repetições. As diluições foram obtidas se-
meando-se 10 mL do efluente em 10mL do caldo RV
em dupla concentração; 1mL e 0,1 mL do efluente em
10 mL de RV em concentração simples, incubadas à
42°C/24h. De cada tubo de RV, com auxílio de uma
alça de platina, uma alíquota foi semeada em placa de
Ágar XLD, as quais foram incubadas a 37ºC/24h.

Nas três metodologias, de cada placa de XLD,
pelo menos uma colônia com características morfo-
lógicas de salmonela foi repicada para confirmação
de gênero [19].

Para interpretação dos resultados, as placas de
XLD com confirmação de crescimento de Salmonella
foram relacionadas às respectivas diluições em caldo
Rappaport Vassiliadis (RV) ou Água Peptonada e or-
ganizadas segundo o número de tubos positivos em
cada diluição, para determinação do NMP correspon-
dente [8,17,29].

Frascos com amostras de efluente (1000mL)
foram, ainda, encaminhados para análises de pH, conduti-
vidade elétrica, fósforo total, fosfato, DQO, alcalini-
dade total, amônio, nitrato, nitrito e sólidos totais [1].

Na análise estatística, a comparação entre a
concordância dos resultados obtidos nas três técni-
cas de NMP e o inóculo foi realizada pelo teste de

Dunnett’s para comparações múltiplas, utilizando-se
o programa GraphPad Prism 5.0., aplicando um ní-
vel de significância de 5%.

RESULTADOS

Em nenhuma das amostras retiradas do tan-
que de piscicultura foi identificada a presença de
Salmonella sp.

As amostras contaminadas artificialmen-
te com Salmonella Typhimurium resultaram num inó-
culo que, comparado às metodologias emprega-
das, foi diferente significativamente nos métodos B
(P<0,001) e C (P<0,01). O método A, por outro lado,
apresentou, consultando a tabela do NMP, maior pro-
ximidade de resultados comparados aos valores ino-
culados. Desta forma, pelo método A foi possível
inferir quantitativamente a presença de salmonelas
nos materiais analisados, apresentando uma conta-
gem bastante próxima ao inoculado (P>0,05) (Tabe-
la 1).

Os métodos A e B empregados neste experi-
mento, despendem de um dia a mais do que o méto-
do C para obtenção dos resultados. Entretanto, o
método C foi o mais dispendioso, devido à utiliza-
ção de RV em dupla concentração, tendo um custo
9,2% e 32,0% maior que os métodos A e B, respecti-
vamente (Figura 1).

Os resultados físico-químicos são apresenta-
dos na Tabela 2.

Tabela 1. Número de unidades formadoras de colônias (Log
10

) de Salmonella Typhimurium inocula-
das e recuperadas (NMP) em meio líquido, segundo o método utilizado.

dp = desvio padrão; letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa (P<0,001).

artsomA olucónI sodotéM

A B C

1 459,3 083,5 083,1 402,3

2 402,5 263,1 083,1 402,3

3 289,5 140,5 083,1 402,3

4 000,6 140,5 083,1 402,3

5 292,6 083,5 083,1 402,3

pd±aidéM 1 784,5 a 59,0± 144,4 a 37,1± 083,1 b 0,0± 402,3 c 0,0±
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Figura 1. Análises de custo dos Métodos A (Escartín et al., 2000), Método B (Koivunen et al., 2003) e Método C
(Sanguinetti et al., 2005) para determinação do NMP de salmonelas.

Tabela 2. Resultados físico-químicos da água de um tanque de piscicultura e parâmetros para Água Doce
Classe 2 (CONAMA) .

nr = não referido

DISCUSSÃO

A ausência de isolamento de salmonelas nas
amostras do tanque de piscicultura pode indicar au-
sência ou um volume de células viáveis/culturáveis
abaixo do limite de detecção do método (até 3 NMP/
100 mL) [1] não interferindo, portanto, nos resulta-
dos dos métodos de quantificação pelo NMP.

A diferença entre a quantidade de UFC do
inóculo e o NMP determinado pelos métodos B e C,
pode ser devido ao fato de que nestes não houve
discriminação nos valores obtidos, uma vez que as
estimativas de contagem, segundo a tabela do NMP,
resultaram sempre em valores >24 e >1600 UFC,
respectivamente. Já pelo método A foi possível inferir

SEÕÇANIMRETED
sartsomA AMANOC

5002/753
10 20 30 40

Hp 8,4 2,6 8,5 5,5 0,9a0,6

mc/Sµ–acirtélEedadivitudnoC 972 952 462 152 rn

L/gm–latoTorofsóF 1,2 1,2 4,3 1,3 L/gm030,0

OP-P
4

3- L/gm–)otafsoF( 9,1 9,1 4,3 1,3 rn

Ogm–OQD
2

L/ 81 03 14 86 rn

OCaCgm–latoTedadilinaclA
3

L/ 7,1 9,1 5,4 1,3 rn

HN-N
4

+ L/gm–)oinômA( 1 3,1 2,2 3,2 NL/gm7,3

ON-N
3

- L/gm–)otartiN( 4,9 2,8 21 21 L/gm0,01

ON-N
2

- L/gµ–)otirtiN( 47 63 0301 55 L/gm0,1

L/gm–siatoTsodilóS 502 422 682 952 L/gm005

arutarepmeT Cº12 Cº32 Cº12 Cº62
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quantitativamente a presença de salmonelas nos ma-
teriais analisados, apresentando uma contagem bas-
tante próxima ao inoculado. Esta metodologia foi
igualmente a melhor identificada em embutidos de
carne suína, onde este método foi aquele que de-
monstrou valores médios de NMP mais próximo das
quantidades inoculadas [2].

Nos métodos B e C a quantidade de inóculo
foi superior à capacidade de detecção dos métodos.
Nestes casos, consideram-se que com quantidades
menores de inóculo os métodos responderiam me-
lhor à discriminação dos valores de salmonelas a se-
rem detectadas por estas metodologias. Entretanto,
concentrações elevadas deste microrganismo são es-
peradas tanto em efluentes de origem animal [16]
quanto humana [17].

Estudos comparativos entre metodologias al-
ternativas para quantificação de salmonelas têm sido
amplamente divulgados, onde, por vezes, não é ob-
servada eficiência dos métodos [7]. Entretanto, em
muitos trabalhos são descritas metodologias que pa-
recem adequar-se à quantificação de salmonelas [10,
11,28] apresentando, inclusive, baixo custo e menor
tempo para análises possibilitando, assim, a análise
de várias amostras simultaneamente.

Entretanto, as metodologias clássicas de NMP
utilizadas são dispendiosas e demandam tempo e re-
cursos financeiros dos laboratórios [5,15], não sen-
do apropriados para extensas análises. Este fato pode
ser constatado no presente estudo comparando o tem-
po (em dias) necessário para a realização dos méto-
dos, tanto quanto a diferença de custo entre estes.

Uma preocupação crescente quanto à elimi-
nação de salmonelas no ambiente deve-se ao fato de
que este microrganismo pode manter-se viável em
sedimentos por muito tempo e a resistência de linha-
gens de Salmonella aos antimicrobianos e sua multir-
resistência representa um risco à saúde pública [17,30].
Neste caso, o tratamento de efluentes minimiza a des-
carga de patógenos no meio ambiente. Porém, um tra-
tamento de efluentes convencional ainda contém um
grande número de bactérias entéricas, sendo necessá-
rio um tratamento terciário para que estes microrga-
nismos sejam eficientemente removidos [31].

A presença de elevado número de suínos por-
tadores de salmonelas tem sido demonstrada sendo
que estes possuem uma excreta intermitente do agente
e, consequentemente, apresentam baixa contagem

bacteriana nas fezes sendo que um percentual baixo
de positividade para Salmonella sp. em efluentes
corresponde a lotes com alta contaminação [10].

Considerando-se a legislação brasileira [4],
para ser lançado em um corpo hídrico o efluente de-
verá possuir características qualitativas iguais ou
melhores que este. Os resultados físico-químicos
observados demonstram que as amostras de efluente
utilizadas encontrava-se em desacordo com os
parâmetros de águas de classe 2, destinadas à aqui-
cultura e à atividade de pesca.

Entre os parâmetros analisados, o pH e a tem-
peratura são considerados fatores essenciais na re-
dução/eliminação de coliformes e salmonela [31],
sendo que a combinação destes dois parâmetros é a
chave para o controle do risco de disseminação de
salmonela [10]. A temperatura elevada dos dejetos
aumenta a atividade biológica e tem como resultado
a eliminação de microorganismos [17]. No caso des-
te estudo, a segunda amostra foi aquela que apresen-
tou um pH maior e dentro do esperado pela legisla-
ção [4] e, coincidentemente, foi aquela que menos
recuperou a Salmonella Typhimurium quando anali-
sado pelo método A. Durante este estudo, a tempera-
tura da água do tanque (Tabela 2) variou de 21ºC a
26ºC, fator que provavelmente tenha sido prejudicial
ao crescimento microbiano.

A DQO tem sido apontada como uma variá-
vel associada à presença de salmonela [14]. Entre-
tanto, este fato não foi constatado no presente traba-
lho, uma vez que as amostras 1 e 4 foram aquelas
nas quais se recuperaram uma quantidade similar ao
inóculo utilizado (método A), independente de a
DQO ter sido maior na amostra 4 (tabela 2). Outros
estudos têm demonstrado que a redução na concen-
tração de DQO, DBO, os sólidos suspensos e o fós-
foro total estão relacionados com a diminuição de
bactérias entéricas [17].

Embora os parâmetros analisados indiquem
que a água do tanque analisado não causariam dano
à sobrevivência de peixes, se lançada no ambiente
aquático, este efluente não seria considerado passí-
vel de ser liberado nos corpos d’água sem tratamen-
to prévio [4]. De um modo geral, os fluentes de pis-
cicultura não são tratados [23] e, considerado os re-
sultados obtidos, comprova-se a necessidade da uti-
lização de sistemas de tratamento de efluentes tam-
bém na piscicultura.
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O tratamento de dejetos é uma ferramenta
utilizada para minimizar os riscos de infecções por
microrganismos patogênicos [17]. Entretanto, vários
estudos indicam que o tratamento de dejetos não é
uma garantia de eliminação completa dos micror-
ganismos. No caso da presença de Salmonella sp.,
existe a possibilidade de seleção de linhagens mais
virulentas e, portanto, medidas de controle devem
ser adotadas nos rebanhos para atenuar os riscos de
transmissão de salmonelose [9], seja para a espécie
humana ou animal. Salmonela tem sido observada
em sistemas de tratamento de água [14] e no efluente
de sistemas de tratamento de dejetos [5,29,30].

Medidas como o tratamento de efluentes
juntamente com controles microbiológicos e físi-

co-químicos irão amenizar os riscos de distribui-
ção e consequente consumo de água contaminada
às comunidades urbanas e rurais (humanas ou ani-
mais).

Enquanto os dejetos de origem animal forem
tratados à parte do processo de criação, sem a devida
compreensão dos riscos iminentes à degradação do
meio ambiente, as perdas futuras tanto econômicas
quanto sociais serão imensas [25].

O monitoramento de sistemas para o trata-
mento de dejetos é uma importante ferramenta à ges-
tão ambiental e a quantificação de salmonelas apre-
senta-se como um possível indicador bacteriano ao
monitoramento destes sistemas, especialmente na ca-
deia suinícola.
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