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RESUMO

Introducgao: Parques publicos sdo locais de diversao integrados a sociedade
atendendo a populagéo e geralmente sao considerados locais seguros. A maior
preocupacio € no uso correto dos equipamentos disponiveis, para evitar aciden-
tes, e de fato o perigo € menos aparente. Objetivo: Este estudo se concentra no
chao do parque infantil como fonte de contaminacdo microbiana. Método: As
Amostras foram processadas no laboratdério de microbiologia da Universidade de
Guarulhos, e sua analise realizada através de tubos multiplos e os resultados
obtidos foram comparados com a tabela NMP.Resultados: O crescimento de
microorganismos na placa de PCA foi incontavel e se fez necessarias diluicdes
102 e 103. Conclusao: Se faz necessarios parametros e leis de controle da qua-

lidade de higiene da areia recreativa que sejam eficazes para controle.

Descritores: coliformes, criancas, tubos multiplos, contaminacao, areia.



ABSTRACT

Introduction: Public parks are places of leisure integrated to society serving the
population and are generally considered safe places. The biggest concern is in
the correct use of the available equipment, to avoid accidents, and in fact the
danger is less apparent. Objective: This study focuses on the playground floor
as a source of microbial contamination. Method: The samples were processed in
the microbiology laboratory at the University of Guarulhos, and their analysis was
carried out using multiple tubes and the results obtained were compared with the
NMP table. Results: The growth of microorganisms on the PCA plate was count-
less and dilutions 102 and 10° were necessary. Conclusion: It is part of the pa-
rameters and laws of quality control of recreational sand hygiene that are effec-

tive for control.

Keywords: coliforms, children, multiple tubes, contamination, sand.



RESUMEN

Introduccién: Los parques publicos son lugares de entretenimiento integrados
alasociedad al servicio de lapoblacion y generalmente se consideran lugares se-
guros. La mayorpreocupacion esta enel uso correctodel equipo disponible, para
evitar accidentes, y de hechoelpeligro es menos aparente. Objetivo: Este estudio
se centra enelsuelodelpatio de recreo como fuente de contaminacién microbiana.
Método: Lasmuestras se procesaronenellaboratorio de microbiologia de laUni-
versidad de Guarulhos, y suanalisis se realizé mediante multiples tubos y los re-
sultados obtenidos se compararonconla tabla NMP. Resultados: El crecimiento
de microorganismosenla placa PCA fueincontable y fueronnecesariasdiluciones
102 y 103. Conclusidn: Es necesario contar conparametros y leyes para elcontrol

de calidad de la higiene de la arena recreativa que seanefectivos para sucontrol.

Palabras clave: coliformes, nifios, tubos multiples, contaminacién, arena.
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Introdugao

Parques em todo o mundo oferecem oportunidades recreativas para centenas de pessoas.
No entanto, evidéncias crescentes sugerem que a areia presente nesses ambientes pode abrigar
altas concentragbes de microrganismos prejudiciais a saude humana'. Conforme a Companhia Es-
tadual de Tecnologia e Saneamento Basico-CETESB, as pessoas mais suscetiveis a exposigéo a
bactérias, virus e protozoarios sio as criangas, idosos e com baixa resisténcia imunolc’)gicaz.

O grupo dos coliformes constitui o indicador de contaminacéo fecal mais frequentemente
utilizado, sendo empregado, ha mais de cem anos, como parametro bacteriano, na definicdo de
padrdes para a caracterizagao e avaliagdo da qualidade de aguas e alimentos®. Os coliformes totais
sdo um grupo de bactérias que contém bacilos gram-negativos, aerébios ou anaerobios facultativos
e que fermentam a lactose com produgédo de acidos, aldeidos e gas a 35°C em 24-48 horas. Coli-
formes fecais ou coliformes termotolerantes sédo bactérias capazes de desenvolver e/ou fermentar a
lactose com produgéo de gas a 44°C em 24 horas®.

Dentro do grupo dos coliformes termotolerantes, a principal bactéria € a E. Coli, pois seu
habitat é o trato intestinal, sendo abundante em fezes de humanos e animais de sangue quente. Dos
coliformes presentes nas fezes, 95% sao representados por essa bactéria, portanto € uma indicado-
ra de contaminacao de origem fecal’.

A designacgao para coliformes totais inclui as bactérias em forma de bastonetes Gram Ne-
gativos, ndo esporogénicos, aerobios ou anaerdbios facultativos, capazes de fermentar a lactose
com produgdo de gas, em 24 a 48 horas a 35°C. (06) O grupo inclui: Escherichia spp., Citrobac-
terspp.,Enterobacterssp., Klebsiellaspp, Pseudomonas spp. O Ministério da Saude, pela resolugéo
n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria adotou a denominagao
de coliformes fecais para coliformes a 45°C, considerando os padrdes “coliformes de origem fecal” e

“coliformes termotolerantes” °.



A matriz areia é reconhecida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como um vetor
de infecgao’. Tomados em conjunto, esses estudos contextualizam um problema potencial de satide
publica e identificam questdes de pesquisa que devem ser abordadas. Embora néo exista uma legis-
lagéo especifica no Brasil que determine um limite de contaminagéo de areias, a resolugédo n° 274
CONAMA (2000) em seu Art. 8° recomenda aos drgdos ambientais a avaliagdo das condi¢des para-
sitologicas e microbioldgicas da areia, para futuras padronizagdes. O projeto de lei original n° 2.297,
de 2003, retomado em 2009, dispbe sobre a obrigatoriedade de tratamento e assepsia de areia,
para futuras padronizagﬁesg.

O projeto de lei original n° 2.297, de 2003, retomado em 2009, dispde sobre a obrigatorie-
dade tratamento e assepsia de areia contida em tanques de lazer e recreagao, existentes em areas
publicas e privadasg.AtuaImente sao utilizados valores propostos por pesquisadores portuguesesm.
Outro padrao que se tem usado para o controle de coliformes em areia € o mesmo utilizado para
pesquisa de coliformes em aguas e alimentos, a Técnica do Numero Mais Provavel (NMP) por mL,
uma técnica classica, rapida e de baixo custo. O NMP analisa o crescimento celular microbiano pela
leitura da turvagéo do meio e determinagédo de produtos metabdlicos no meio, como gases, acidos e
alcodis".

Como nao ha regulamentagao dispondo sobre a investigagdo da qualidade microbiolégica
das areias de parques publicos, e tendo em vista que essas podem oferecer risco a saude, o objeti-
vo deste estudo foi avaliar a qualidade microbiolégica da areia de um parque publico na cidade de
Guarulhos — SP através da técnica do numero mais provavel de coliformes totais e termotolerantes e

contagem de bactérias heterétrofas mesdfilas'

METODO

Local de estudo e periodo da coleta

A cidade de Guarulhos-SP possui 15 parques publicos e destes, apenas 9 com area de re-
creacéo infantil. A escolha do local se deu pela diversidade de pessoas que frequentam epela pre-
senga de pontos de vendas de alimentos prontos para consumo, 0 que atrai animais e aves pelos
restos de alimentos. O Parque Municipal se encontra entre o centro e uma comunidade. A coleta
ocorreu no dia 13 de setembro de 2020, as 16h, a temperatura neste dia estava em torno de 34°C,
foram utilizados trés frascos de 15 ml cada, a coleta foi feita proximo ao brinquedo escorregador,

pois havia muitas criancas neste local.
Coleta do Material

Foram utilizados trés fracos de 15 ml, previamente esterilizados a 121° em autoclave por
15 minutos, e abertos apenas no momento da coleta, diretamente na areia a ser analisada. As a-
mostras foram acondicionadas em caixa de isopor com gelo reciclavel e posteriormente levado para

o laboratdrio de Microbiologia da Universidade de Guarulhos-SP.



Preparo das amostras

Todo material coletado (aproximadamente 45g) foicolocado em uma placa devidamente es-
terilizada. Em seguida, pesamos 25g do material a ser analisado. As aliquotas de 25 g foram adicio-
nadas a 225 ml de agua peptonada 0,1% esterilizada ehomogeneizou-se com movimentos circulares
manualmente por 20 minutos, obtendo-se a diluicdo 10", Para as demais diluicbes, 102 e 10'3, ali-

quotas de 1 ml foram adicionadas em 9mL de agua peptonada 0,1% esterilizada.

Procedimento Microbiolégico:Numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e co-
liformes a45°C

O Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e coliformes fecais foi determinado a-
través da técnica dos Tubos Multiplos. A analise compreende duas fases distintas: a fase do teste
presuntivo e a fase do teste confirmativo'®. No teste presuntivo foram utilizadas trés séries de tubosde
ensaio contendo tubos de Durham e Caldo Lactosado.

Foram feitas 3 séries de tubos contendo Caldo LaurilTriptose(Acumedia), com inéculos de 1
ml das diluicdes 10, 10% e 10°. As 3 séries de tubos foram incubadas a 37°C por 24-48 horas. Apds
o periodo de incubagéo, os tubos que apresentaram produgéo de gas devido a fermentacgado da lac-
tose do meio, evidenciada pela formacao de bolhas no tubo de Durham, foram considerados positi-
vos no teste presuntivo. Para confirmagao de coliformes totais (Teste Confirmatério e Diferencial) é
efetuado o repique, retirados 1,0 ml de cada tubo que produziu gas o caldo LaurilTriptose (Acumedi-
a) e semeando nos trés tubos contendo 9 mL de Caldo Verde Brilhante — CLBVB (Acumedia) e ou-
tros 1,0 mL em 03 tubos com 9 mL de Caldo E.C (Acumedia) com tubos de Durham invertidos™.
Portanto, seguimos a partir das diluigbes 107,102 e 10 da amostra. Com o auxilio de alca

de niquel cromo foram retiradas aliquotas dos tubos positivos e transferidas para tubos contendo
Caldo Verde Brilhante Lactose Bile (CVBLB) e para tubos contendo Caldo E.C, para a confirmagao
de coliformes totais e de coliformes fecais (45°C), respectivamente.Os tubos contendo CVBLB foram
incubados a 35°C por 24-48 horas. Os tubos de Durham com produgédo de gas foram considerados
positivos para coliformes totais, podendo ser de origem fecal ou ndo. Os tubos contendo EC foram
utilizados para a detecgéo de coliformes de origem fecal. A temperatura e o periodo de incubagao
(45° C por 24 horas) impedem que outros microrganismos fermentem a lactose, desse modo, se

houver produgao de gas fica clara a presenca de coliformes fecais'®.
Contagem das Unidades Formadoras de Coldnias

Para a avaliagdo da qualidade sanitaria da areia coletada, foram quantificadas as bactérias
heterétrofasmesdfilas, segundo o crescimento das colbnias no agar Plate Count Agar (PCA).

Pela técnica de semeadura em superficie, aliquotas de 0,1 mL das diluicbes 10'1, 102 e 10°
® foram transferidas para placas de petri contendo o meio de cultura e, em seguida, espalhadas cui-
dadosamente com alga de drigalski, por toda a superficie até que fossem totalmente absorvidas. A

seguir, incubadas a uma temperatura de 35°C por 24 a 48 horas'®



RESULTADOS

Ap6s a analise microbioldgica, foi possivel detectar altissimos niveis de bactérias, indica-
doras decontaminagdo. O crescimento de bactérias heterotréficas na placa com PCA (Plate Coun-
tAgar) em sua primeira diluigdo 10™ foi incontavel e se fez necessario proceder com as diluicdes102
e 107 que se mantiveram incontaveis. (vide figura 1).Determinado pela seguinte formula:

10 - 100UFC/cm? (6.500 x 1.000) = 6.500.000 6,5 x 10 UFC/M|

Figura 1 — Resultado rlas heterotroficas meio de cultura PCA
-102-10°

(Plate Count Agar). Dilui¢cdes 10"

Os resultados que confirmaram a contaminagéo por Coliformes Totais e Fecais foram obti-
dos por meio do numero de tubos utilizando caldo VB (caldo verde brilhante bile) para a contagem
de coliformes totais e caldos EC(agar vrbmug) para a contagem de coliformes termotolerantespositi-
vos de cada diluicéo (Vide figura 2).

lerantes, ambos com producgao de gas.



E sdo expressos como nimero mais provavel (NMP) -(Vide tabela 1) — Fonte: Bacteriological

Tabela 1. Analytical Manual Food And Drug Administration 1984 apud”.

Combinagdes Tubos NMP/mL Min./ Max

3 3 3 >2400 >1500 >4800

Tabela 2. Presenca de Coliformes Totais, Coliformes Fecais e UFC/mL — Resultado da Analise

Amostra Coliformes Totais Coliformes Fecais UFC/mL
Areia Positivo Positivo  Incontaveis
DISCUSSAO

Devido a escassez de estudos enormatizacdes sobre a analise de areiasem pragas dere-
creagdo e a inexisténcia, noBrasil, de parametros e indices estabelecidospelos 6rgdos ambientais
para o controlemicrobiolégico de areias, optou-se porparametros utilizados pela Técnica do Numero-
Mais Provavel, utilizado no controle decontaminag¢édo da agua e de alimentos.

Esta técnica é vantajosa, pois € possivel analisar amostras claras e turvas. O processamen-
to da amostra pode ser feito a qualquer hora do dia. O numero desses microrganismos € apontado
pelo Numero Mais Provavel (NMP) que indica o grau de contaminagéo e, portanto, existem micror-
ganismos patogénicos. Tabela do NMP/ 100 mL, conforme combinagdes de tubos, com o valor ma-
ximo e valor minimo em um intervalo de confianca de 95% de probabilidade'®.

Nos poucos estudos sobre este assunto, Andraus (2006) verificou Aspectos microbioldgicos
da areia das praias de Matinhos, Caioba e Guaratuba (PR), utilizando os parametros microbiolégicos
determinados na Resolugéo Conama 20/86 (indice maximo de coliformes totais 5000 NMP / 100 mL)
e resolugdo Conama 274/00 (indice maximo de flora coliforme Resistente ao calor 1000 NMP / 100
mL) para a agua, porque néo ha parametros especificos para areia™.

Os coliformes sdo os microrganismos mais utilizados para indicar contaminagéo fecal de
humanos ou animais em agua, o que a torna impropria para o consumo humano.Otermo “coliformes
totais” inclui amplo rol de bactérias ambientais e de origem fecal capazes de sobreviver no meio a-
quatico, fermentar a lactose e produzir acido ou aldeido em 24 horas a temperatura de 35 a 37°C.
Estas apresentam diversascaracteristicasque explicam o extensivo emprego como indicadores mi-
crobiolégicos de qualidade de agua. A primeira refere-se a elevada quantidade eliminada diariamen-
te por um individuo (de 1/3 a 1/5 do peso das fezes), culminando com concentragdes nos esgotos
domésticos de 106 a 108 organismos/mL. Assim, eleva-se a probabilidade da detecc¢édo dos colifor-
mes nas amostras de agua bruta e a possibilidade da presenga depatogénicos a estes associados®.

Para bactérias heterotréficas, a norma estipula um valor maximo permitido de 500 Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) para cada100 mL de agua, e de acordo com as analises, observou-
se umvalor bem superior. As bactérias heterotréficas estdo presentes em todos os tipos de agua, nos
alimentos, no solo, na vegetacéo e no ar. Sua contagem podefornecer uma indicagdo geral sobre a

qualidade microbiolégica da agua tratada, e quando realizada regularmente pode demonstrar altera-



¢bes devido ao armazenamento (recrescimento, formagao de biofilme), eficiéncia dos métodos de

tratamento, integridade e limpeza dosistema de distribuicdo?".

CONCLUSAO

O presente estudo conclui que os microrganismos encontrados nas areias analisadas ex-
pdem pessoas que frequentam os locais de recreagao, possibilitando riscos de contrair doengas.

Se compararmos os resultados encontrados neste trabalho aos valores acima, podemos ve-
rificar que a areia do parque infantil do Municipio de Guarulhos (SP) excede os limites permitidos por
estas resolugdes. O desconhecimento do risco associado a falta de qualidade sanitaria dos ambien-
tes devido a inexisténcia de monitoramento periddico nestes locais torna algumas areas de recrea-
¢ao propicias a transmissado de patdégenos presentes nas diferentes matrizes ambientais, portanto
constituem problemas de salde publica. E importante ressaltar bons habitos de higiene aoutilizarem
parques de recreagao para minimizar os riscos de contrair doencgas.

Assim, faz-se necessario desenvolver junto as comunidades agdes centradas em praticas
educativas e preventivas, tais como, higiene pessoal, saneamento basico, e ainda legislagéo proi-
bindo animais em parques e pracas, sendo medidas profilaticas importantes que podem ser toma-
das.
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