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RESUMO

Este estudo pretende avaliar a qualidade microbiolégica da agua fornecida aos coelhos das
exploracGes do nordeste de Portugal. As 130 amostras de agua foram recolhidas em 15
cuniculturas entre os meses de Outubro de 2014 e Marco de 2015. Em cada exploracéo, a
colheita era realizada em diversos lugares, desde a origem até ao final de cada linha do pavilhdo
(em media 9 amostras por exploracdo), com a finalidade de avaliar as carateristicas da agua ao
longo do seu percurso e disponibilizada efetivamente aos animais. Foi também realizado um
inquérito aos cunicultores com o objetivo de caraterizar a origem da agua, assim como 0S
tratamentos e métodos de desinfegdo utilizados.

Os resultados das amostras de agua das cuniculturas foram negativos para a presenca de
coliformes totais e coliformes fecais (E. coli) em 13 das 15 explorac6es e enterococos fecais
(Enterococcus) em 12 de 15 cuniculturas avaliadas. Em relacdo ao nimero de microrganismos
totais a 22 °C foi inferior a 100 UFC/ ml e a 37°C foi inferior a 10 UFC/ ml em 14 cuniculturas.
Os resultados da avaliacdo do pH encontraram-se dentro dos valores considerados normais.

A maioria da &gua das exploragdes provém de redes de abastecimento privadas, pocos ou furos,
e os tratamentos mais utilizados para o controlo e manutencao da qualidade da agua séo o cloro,
maioritariamente, mas também o perdxido de hidrogénio.

Com base nos resultados deste estudo pode observar-se que a qualidade microbioldgica da agua

consumida pelos coelhos das cuniculturas da regido de Tras os Montes é bastante satisfatoria.

Palavras-chave: coelhos, cunicultura, agua, Portugal, Trés-os-Montes.
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ABSTRACT

This study aims to evaluate the microbiological quality of water supplied to rabbit farms
situated in the northeastern of Portugal. One hundred and thirty water samples were collected
in 15 farms between the months of October 2014 and March 2015. On each farm, the harvest
was carried out in different places, from the beginning to the end of each line in the pavilion
(an average of 9 samples per holding), in order to evaluate the characteristics of the water along
its path and effectively available to the animals. An inquiry was also carried focusing Rabbit
Breeders with the objective of characterizing the source of water as well as disinfection
treatments and methods. The results of the farm’s water samples were negative for the presence
of total coliforms and fecal coliforms (Escherichia coli) in 13 of 15 farms and fecal streptococci
(Enterococcus) in 12 of the 15 farms evaluated. Relating to the total number of microorganisms
at 22°C it was less than 100 CFU / ml and at 37 °C it was less than 10 CFU / ml in 14 farms.
PH results of the evaluation were within normal values. Most of farm’s water originates from
private networks, pits or holes and the used treatments for control and maintenance of water
quality were mostly chlorine, but also hydrogen peroxide. Based on the results of this study it
can be seen that the microbiological quality of water consumed by rabbits in the Tras os Montes

region farms is quite satisfactory.

Keywords: rabbits, farms, water, Portugal, Tras-o0s-Montes.
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1 - INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem-se assistido a um aumento da produtividade com o objetivo de manter
ou melhorar a rentabilidade das explora¢fes cuniculas, para 0 que em muito contribuiu a

melhoria das condi¢cBes ambientais, genéticas, alimentares e de maneio.

Desde a Gltima década do seculo XX, questdes ambientais tém tido um grande relevo em todo

0 mundo, envolvendo institui¢des publicas e privadas e a sociedade de um modo geral.

O homem pode empregar a &gua em diversas situacdes para se beneficiar, tais como atividades
didrias domésticas, agricolas, industriais, deposito de residuos, além do consumo direto para
sobrevivéncia de todo ser vivo. O sector agricola e pecuario € o principal consumidor de &gua.

Os dados obtidos através de pesquisas da Organizacdo Mundial da Satde (OMS) revelam que
80% das doencas que ocorrem nos paises subdesenvolvidos sdo ocasionados pela contaminacao

das aguas destinadas ao consumo humano.

A ma qualidade da &gua afeta a salde do homem e dos animais. Aos animais pode causar
reducdo dos ganhos médios diarios e levar mesmo a morte destes, acarretando elevados

prejuizos econdémicos.

Praticamente todas as aguas naturais contém bactérias devido a sua exposicdo ao ar e ao solo
ou a outros elementos, sofrendo assim algumas contaminagfes. Na sua maioria, tratam-se de
microrganismos que ndo sdo prejudiciais a satde publica, cujo niUmero e natureza variam
consideravelmente de acordo com o lugar e as condi¢des ambientais. No entanto, ao longo do
Seu percurso, as aguas naturais, superficiais ou subterraneas, podem ser contaminadas com
microrganismos patogénicos como, por exemplo, os protozodrios Giardia e Cryptosporidium,
as bactérias Salmonella, Shigella, Vibrio e Mycobacterium, ou virus (hepatite A ou polio), o

que vai piorar a sua qualidade (Efstratiou, 2001).

Quando contaminada, pode conter microrganismos capazes de causar doencas, debilitando os
animais, resultando numa queda da producdo ou mesmo na sua morte, levando a prejuizos
avultados. Sendo um elemento essencial, a agua pode trazer riscos a saude, se for de ma
qualidade, servindo de veiculo para varios agentes bioldgicos e quimicos (Carvalho e Recco
Pimentel, 2007).



A qualidade microbiologica da agua deve ser monitorizada, pois, se contaminada, € um
importante veiculo para a introducdo de agentes patogénicos numa exploracdo pecudria

(Coimbra, 2007) incluindo a cunicula.

Existem parametros fisicos, quimicos e microbioldgicos que permitem determinar a qualidade
da &gua. De entre os pardmetros microbioldgicos, para avaliar a &gua, destacam-se a
identificacdo e isolamento de bactérias coliformes totais e fecais, enterococos fecais,
Clostridium perfringens, assim como, pela presenca de microrganismos viaveis a 37°C e a 22°C
(Amaral et al., 2003).

A &gua da exploracdo deve ser abundante, limpa, fresca e com uma carga microrganismos
reduzida. Deve ser avaliada periodicamente e com rigor de modo a minimizar os diversos

problemas que dai resultam para os animais.

A pluviosidade e a estacdo do ano podem afetar a qualidade da agua de consumo dos coelhos:
nos meses mais chuvosos ha maior contaminacao das aguas no ponto de captacdo, devido ao
arrastamento de bactérias presentes no solo provocado pela lixiviagdo, que contaminam 0s
pogos e consequentemente, a dgua de consumo dos coelhos (Rosell-Pujol, 2000) e nestas

ocasides terd de haver atencédo redobrada.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 - CARACTERIZACAO DO COELHO

2.1.1 - TAXONOMIA

As origens do coelho selvagem, das quais deriva o coelho doméstico, sdo ainda hoje objeto de
especulacdo (Sandford, 1987). As primeiras referéncias historicas, relativas ao coelho datam
de 1000 a.C. e sdo mencionadas pelos Fenicios (Mourdo, 2003). Mas o coelho s6 foi
domesticado muito mais tarde, no século V ou VI. Desde essa data, 0 homem foi o responsavel

pela difusdo do coelho domeéstico por toda a Europa (Mourdo, 2003).

Os coelhos sdo mamiferos que pertencem & ordem Lagomorfos e familia Leporidae (Figura 1).
Na familia Leporidae enquadram-se 0s seguintes géneros: Lepus (lebres que se encontram em
varias partes do planeta), Caprolagus (coelho asiatico), Sylvilagus (coelho americano),
Poelagus (coelho africano) e o Oryctolagus (coelho europeu) (Mourdo, 2003). Pelas suas
caracteristicas e semelhancas, no entanto os coelhos, séo incluidos erradamente muitas vezes

na ordem dos roedores.
Ordem Lagomorfos

Familia Leporidae

Género CaprolagusJ_ _|—> Género Lepus

Género - Sylvilagus énero Poelagus

v
Género - Oryctolagus
Espécie - Cunicullus
Subespécies: cunicullus e algirus

Figura 1 - Esquema representativo da filogenia do coelho (adaptado de Mouréo, 2003)
Dentro da espécie cunicullus temos as subespécies cunicullus e algirus, tendo a primeira uma

distribuicdo mundial e a tltima uma distribuicao restritiva a parte ocidental da peninsula ibérica



e ilhas baleares. As varias racas do coelho que séo utilizadas na cunicultura derivam da sub

espécie Cunicullus cunicullus. (Mourdo e Pinheiro, 2004).

2.1.2 - CARACTERISTICAS DO COELHO

Sdo animais com uma fisiologia digestiva bastante peculiar, caracterizada por uma dupla
excrecéo fecal, o que permite um melhor aproveitamento de varios nutrientes, nomeadamente
a energia, proteinas e vitaminas do complexo B dos alimentos que s&o ingeridos (Oliveira,
2009)

Como animais sensiveis que sdo, as condicionantes ambientais que os rodeiam desde ruidos,
cheiros, temperatura, humidade, maneio, condi¢des de higiene, podem ter um impacto negativo
na sua produtividade, necessitando de algum tempo para se habituarem a novas condicionantes
ambientais (Rego, 2012).

As coelhas sao fémeas poliéstricas, com ovulacao induzida pela copula. Os coelhos sdo animais
sazonais, variando a sua atividade reprodutiva com o fotoperiodo e época do ano (Mourao e
Pinheiro, 2004).

Alguns fatores influenciam diretamente a prolificidade: o nimero de partos, a intensidade
reprodutiva, a exposi¢cdo a temperaturas elevadas (Mourdo e Pinheiro, 2004). O nimero de
laparos na producdo intensiva oscila num intervalo de 7,8 a 10,5. Segundo os autores referidos
anteriormente, a prolificidade diminui com a intensidade reprodutiva e com temperaturas

elevadas.

A temperatura de conforto térmico dos coelhos encontra-se no intervalo de 15 a 21 °C (Mourdo
e Pinheiro, 2004).

Quando existem amplas varia¢Oes de temperatura nas exploracées, o coelho para manter uma
temperatura corporal estavel realiza um esforgo extra, o que implica um acréscimo energético
(Finzi et al., 1992) e também um impacto elevado na sua fertilidade, taxa de crescimento e
produtividade da exploracdo (Eschborn, 1985). As flutuacBes de temperatura também podem
originar varios tipos de patologias, entre as quais se destacam as enterites. No entanto, 0s
coelhos toleram melhor as temperaturas baixas do que as elevadas (Lebas e Matheron, 1982).
A partir dos 40 °C surgem desmaios, salivacdo e um grau de exaustdo conduzindo a morte
(Lebas et al., 1986).



A qualidade do ar é também muito importante numa exploracao cunicula. Humidades relativas
elevadas ( > 80%), com uma elevada concentragdo de amoniaco e elevada circulagdo de ar
levam ao aparecimento de patologias respiratorias. Mas tem de haver sempre uma ventilagdo
minima de modo a eliminar os gases toxicos, excesso de humidade e dissipar o calor no Veréao
(Silva, 2002).

A 4gua é de extrema importancia para os coelhos e varia de acordo com o seu estado fisioldgico

como podemos observar na tabela 1.

Tabela 1 - - Ingestéo de 4gua em coelhos (Adaptado de Manzano e Torres, 2005).

A necessidade diaria de dgua para um coelho € de 125 ml/kg de peso corporal. Quando ele esta
doente, tende a consumir maior quantidade. Fémeas em lactacdo consomem mais agua do que
as fémeas ndo lactantes, pois este liquido constitui o principal componente do leite. Se houver
restricdo da quantidade, a producéo de leite pode diminuir ou até mesmo parar. Além disso, as
matrizes, ap0s o parto, podem praticar o canibalismo, ingerindo as suas crias para suprir a falta
de 4gua. Em gestantes, a falta de agua pode ocasionar aborto (Rios, 2011)

Outros fatores influenciam também a ingestdo de 4gua, nomeadamente, o teor de matéria seca
dos alimentos compostos, a temperatura ambiental, a humidade relativa. Segundo Manzano e
Torres (2005) quando se utilizam alimentos compostos que tenham um elevado teor de matéria
seca (85%), o consumo de agua pode ser muito elevado. Temperaturas elevadas associadas a
teores de humidade relativa baixas (60%) levam a um aumento brusco no consumo de agua
(Lebas et al., 1997). Por estas razdes os coelhos tém geralmente dgua ad libitum e esta deve
reunir uma série de requisitos qualitativos de modo a ndo afetar a satide e ndo causar problemas

sanitarios.

2.1.3 - PRINCIPAIS PATOLOGIAS DO COELHO

Nos ultimos anos observaram-se grandes progressos no sector da producdo cunicola, que

conduziram a mudancas de maneio, instalacGes e técnicas de reproducdo. Esta evolucdo

]



conduziu tambeém ao aparecimento de novas patologias com caracter multifatorial (Van Rooij
et al.,, 2006). Em seguida serdo abordadas algumas das patologias mais frequentes nas

cuniculturas e que podem acarretar graves prejuizos econémicos.

Pasteurolose

A Pasteurelose, cujo agente etioldgico é Pasteurella multocida que se encontra no trato
respiratorio dos coelhos de forma comensal, € uma patologia muito frequente na cunicultura e
contribui bastante para a mortalidade dos coelhos (Rosell et al., 1992). A elevada densidade
populacional associada a mas condi¢des de ventilagdo levam ao aparecimento desta patologia
(Camps, 1995). Também as variacfes bruscas de temperatura, alimento poeirento e doencas
concomitantes contribuem para o seu aparecimento. Os sinais clinicos que se observam mais
frequentemente s&o espirros e descargas nasais e ocular. Os animais que sobrevivem tornam-
se portadores assintomaticos (Frymus et al., 1991). O seu tratamento passa por administracdo
de antibacterianos na racdo, agua de bebida ou mesmo injetavel: tetraciclinas, sulfamidas
potenciadas, penicilina e estreptomicina, macrolidos, florfenicol, tiamulina, amoxicilina com

acido clavulamico e cefalosporinas (Simdes, 2008).

Sindrome Digestivo

O Sindrome Digestivo dos coelhos provoca perdas econdmicas importantes na producéao
intensiva, com elevada mortalidade e morbilidade. Méas condicbes de higiene, desvios de
maneio e alimentac¢do, alteracdes quimicas e microbiologicas da agua sdo os principais fatores
para o seu aparecimento (Rego, 2012). Os agentes etiologicos associados a esta sindrome sao

serotipos de E. coli e protozodrios de Eimeria spp.

Coccidiose

Esta patologia é causada por protozoarios, cujas varias espécies pertencem ao género Eimeria,
tais como Eimeria perforans, Eimeria media, Eimeria magna e Eimeria stiedai. Todas estas
espécies, exceto a ultima, reproduzem-se no epitélio intestinal e causam enterites, ma nutrigdo
e diarreia, cuja gravidade depende da intensidade da parasitacdo e das espécies implicadas. As

lesdes intestinais consistem em manchas brancas, semelhantes a grdos de arroz. Eimeria stiedai
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aloja-se nas células epiteliais dos canaliculos biliares, onde completa o seu ciclo de vida,
causando grandes danos nas vias biliares e consequentemente grandes danos hepaticos ao
hospedeiro (Poeta, 2010). A contamina¢do ocorre por ingestdo de alimentos ou &gua
contaminada. Afeta preferencialmente os coelhos de 2 a 4 meses. Os coelhos adultos sdo mais
resistentes, tornando-se muitas vezes portadores desta patologia (Azevedo, 2008) Os sintomas
associados a coccidiose sao transtornos digestivos, gases e diarreia (Gama, 2010), os animais
deixam de comer e beber, acabando por morrer por desidratagdo. O tratamento exige uma
correta higiene das instalacbes e a prevencdo desta doenca deve ser feita mediante a

administracao de coccidiostaticos na alimentacao (Borges, 2007).

Necrobacilose

A Necrobacilose plantar provocada por Fusobacterium necrophorum e S. aureus,
Corynobacterium conduz a um desconforto geral do animal e consequentemente a uma baixa
taxa produtiva. Leva a uma dificuldade de apoio dos membros na jaula, a rejei¢do dos laparos
por parte das maes e consequente emagrecimento e diminuicdo da taxa de crescimento. As
jaulas de malha inadequada, um elevado peso dos animais e ambientes hiumidos com excesso
de amoniaco predispdem os animais na exploracao a um desconforto geral e consequentemente
a uma baixa taxa produtiva. Os coelhos apresentam zonas ulceradas, hemorragicas e crostas na
zona plantar e palmar do pé. Devem-se eliminar os animais muito afetados A prevencdo desta
patologia é muito simples, passando unicamente pela colocacdo de um tapete de plastico no
fundo da jaula e evitar os fatores predisponentes (Ruiz et al., 2001). Como tratamento podem

ser aplicados sprays de oxitetraciclina e violeta de genciana (Simdes, 2008).
Estafilococia

A Estafilococia é provocada pelo Staphylococcus aureus. Existem varios fatores
predisponentes: ventilagcdo insuficiente associada a humidade do ar elevada, levam a um
excesso de amoniaco; utilizacdo de desinfetantes irritantes; deficiéncias vitaminicas e em

alguns oligoelementos; introducdo de animais infetados.

A patologia manifesta-se de 2 formas diferentes: uma cutanea com a presencga de furunculos
no abdémen, membros, pescoco e dorso de l&paros lactantes, com elevada mortalidade e uma
forma sistémica com mamites purulentas, otites médias e internas e infecgdes da conjuntiva

ocular e palpebras (Rossi et al., 1995).



Como tratamento deve ser feita uma rigorosa eliminacdo das reprodutoras afetadas com
abcessos, metrite, mamite, mal de patas e sintomatologia respiratéria, assim como dos seus

laparos. Devem ser aplicados antibioticos na ragdo ou por via injetavel (Simdes, 2008).

Mixomatose

A Mixomatose (causada pelo virus Leporipoxvirus) e a Doenca Virica Hemorragica (causada
por um calicivirus) sdo as patologias viricas mais conhecidas. Estas duas patologias causam
elevadas taxas de mortalidade e, consequentemente, elevadas perdas econémicas (Simdes,
2008).

A Mixomatose transmite-se por picadas de mosquitos e tabanos, contato direto, alimentos
contaminados, iatrogénica e manuseamento incorreto dos animais. Como sinais clinicos temos
na forma nodular cutanea: edema, blefaroconjuntivite bilateral serosa a mucopurulenta. O
animal deixa de ver e comer. As lesdes estendem-se posteriormente ao anus e 6rgdos genitais.
Passados 5 a 7 dias o animal morre por asfixia ou inanigao. A forma respiratdria, que tem como
sinal clinico mais carateristico a epifora tem um periodo de incubacdo de 7 a 21 dias. Evolui

de forma subaguda ou crénica em exploracdes de elevada densidade animal (Simdes, 2008).

Doenca virica hemorragica

A doenca Virica Hemorragica transmite-se por via respiratoria, digestiva e por feridas. Tem
um periodo de incubacéo de 2 a 3 dias, afeta os laparos a partir dos 45 dias de idade com uma
mortalidade de 80 a 100 %. Podem ser observados em alguns animais abatimento, dispneia
intensa, incoordenacdo motora, convulsdes. Todos os animais morrem em poucas horas
(Pinheiro e Mourao, 2004).

Existem no mercado varias vacinas que permitem efetuar um bom plano vacinal, o qual
contribui para manter a salde dos animais e evitar assim os elevados prejuizos a que estas

doencas conduzem (Simdes, 2008).

Existem ainda outras patologias que se podem encontrar nas explora¢des cunicolas intensivas
nomeadamente: a Dermatofitose que é provocada por fungos do género Tricophyton e

Microsporum e a Enteropatia Epizzoética, que poderdo também causar elevados prejuizos.



3 - CARACTERIZACAO DAS EXPLORACOES CUNICULAS DA
REGIAQO DE TRAS OS MONTES

A nivel mundial, a Europa € o principal produtor de coelho. A nivel europeu os maiores
produtores sdo a lItalia, Franca e Espanha. Portugal é responsavel por cerca de 3,5% da

producdo europeia e 1,8% da producdo mundial (Colin e Lebas, 2000).

A cunicultura como ramo da pecuaria, € um setor importante em Portugal. O coelho € um
animal do qual se podem obter varios produtos. O produto principal € a carne mas também se
podem produzir coelhos para a producédo pele e pélo, dependendo da espécie e também para

fins cientificos e experimentais.

Em 2007, Xiccato e Trocino referem que a producdo anual média de carne de coelho em
Portugal era de 20 mil toneladas. No entanto, segundo o Instituto Nacional de Estatistica, a

producdo de carne de coelho tem vindo a diminuir ao longo dos Gltimos anos (INE, 2008).

Segundo a Politica Agricola Comum PAC (2013), o coelho ¢ a segunda espécie em numero de
cabecas abatidas e a quinta em peso de carne na produgdo animal nacional. E um setor bem
estruturado, em constante evolucdo e modernizacdo das estruturas produtivas. Tem a
preocupacdo da constante melhoria nos fatores produtivos, diminuicdo dos custos,
melhorar/respeitar o0 meio ambiente e reduzir a producdo de gases com efeito estufa.

Em Portugal, a producéo intensiva de coelhos concentra-se principalmente no Norte e Centro
do pais. De acordo com estudos feitos por Pereira (2000) e Pinho (2001), o0 maior niumero de
coelhas localizava-se na regido Oeste (30%). Atualmente, a maioria das explorac@es cunicolas
encontra-se na regido da Beira Litoral e Entre Douro e Minho. Na regido de Tras-os-Montes
assume uma elevada importancia a nivel economico pois tem um efetivo significativo de

fémeas reprodutoras.

Na década de 90 assistiu-se, na Regido de Tras os Montes, a um desenvolvimento mais
acentuado da cunicultura intensiva. Existiam exploracdes do tipo semi ar livre e também do

tipo fechados (Mouréo e Pinheiro, 2004).

Segundo um estudo realizado por Carvalho em 2008, existiam em funcionamento 44
exploracdes e cerca de 27420 fémeas. A maioria das explora¢fes encontram-se no distrito de
Vila Real. Mais de metade dos proprietarios dedicava-se exclusivamente a esta atividade. Neste

estudo foi observado que a média de coelhas reprodutoras nas exploragdes da regido



transmontana ronda as 625, com 520 ninhos. As exploragfes tinham geralmente um pavilhdo

para a engorda e outro para a maternidade.

Na maioria das exploracdes, os pavilhdes cuniculas sdo fechados, permitindo assim controlar
melhor as condi¢bes ambientais (Figura 2). Tém sistemas de renovacéo de ar, de iluminacao
artificial e remocdo automatica de dejetos, assim como sistemas de alimentacdo e
abeberamento automatico. Estes equipamentos automaticos permitem reduzir o consumo de
alimento, controlar os fatores ambientais e consequentemente reduzir os gastos economicos
(Mateo, 2004).

Figura 2 - Exploracéo com pavilhdes fechados (fonte; Autor).

Relativamente ao tipo de jaulas encontradas nas exploragdes predomina o modelo “Flat- deck”
ou plano Unico. A &gua € fornecida através de bebedouros de taca ou chupeta. Todo o
equipamento deve ser de facil limpeza, de modo a minimizar riscos de contaminagéo (Mouréo,
2003).

No maneio tecnolégico, podemos dizer que Portugal estd na vanguarda, mais de 85% das
exploracbes fazem inseminacdo artificial (dados fornecidos pelos centros de Inseminacdo a
laborar em Portugal). Associado a inseminacdo artificial estdo outras praticas de maneio
reprodutivo, nomeadamente a estimulacdo da foliculogenese, mediante a prévia administracao
de uma gonadotrofina e a inducdo da ovulagdo no momento da inseminagdo mediante o uso de

hormonas hipotaldmicas ou andlogos sintéticos.

Na parte da producéo, as cuniculturas sofreram alteragcdes no maneio. Passaram de um sistema
de trabalho com varios grupos de animais em continuo (trabalho de ciclo), para a aplicacéo da
banda Unica, contribuindo para a pratica da inseminacdo artificial com animais agrupados.

Inicia-se assim uma nova era na area na cunicultura, com exploracdes que embora mais
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pequenas tém ritmos produtivos intensificados, reduzindo o intervalo entre o parto e a cobricdo
(Carvalho, 2008).

3.1 - IMPORTANCIA DA AGUA:
3.1.1 - ELEMENTO ESSENCIAL DA VIDA

A agua pura é formada por dois atomos de hidrogénio e um de oxigénio. Acredita-se que
apareceu no planeta Terra ha cerca de 4,5 bilides de anos. E devido ao ciclo hidrolégico que
existe renovacdo da agua em todo o planeta (Cetesb, 2010). No entanto, na natureza ndo existe
agua pura, devido a sua capacidade de dissolver quase todos os elementos e compostos
quimicos. Segundo o referido anteriormente, o volume total da &gua permanece constante na
Terra. Cerca de 97,4% da agua esta nos oceanos (Figura 3), mas apenas uma pequena
percentagem da restante dgua encontra-se na forma de agua subterrdnea, em lagos, rios e na

atmosfera (na forma de vapor).

0,005%

HUMIDADE DO SOLO DESTES 2,6%

0,001%
VAPOR E:Ei.(_}f}_}:&

0,0001% s

BIOTA —

0,0001%

RIOS

| |
0,007% 0,014%

ABUA DOCE ACESSIVEL

Figura 3 - Distribuicdo da 4gua no planeta Terra (Adaptado de P6voas, 2012).

A agua é um recurso essencial a vida, um nutriente essencial e indispensavel para a humanidade

mas também para todos 0s outros seres vivos (Ferreira, 2010).

Segundo Melo (2006), a agua apresenta as seguintes propriedades e fungdes:
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- E 0 componente corporal com maior taxa de reciclagem:;

- Representa cerca de 70% da carcaga dos animais adultos;

- E veiculo dos nutrientes na digesto, absorcéo e transporte para as células e excre¢ao;
- Manutencdo da pressdo osmotica intracelular;

- Participa ativamente no equilibrio &cido- base;

- Faz parte das reacGes enzimaticas;

- E o constituinte principal de liquidos orgénicos.

Devido a atividade do Homem, esta torna-se imprépria para determinados fins devido a perda
de qualidade. Este fato observa-se quando existe poluicdo por falta de protecéo das nascentes,
uso inadequado do solo, recurso excessivo a pesticidas e fertilizantes, tratamento impréprio de

esgotos e efluentes (Freitas et al., 2001).

Como a agua é usada em mudltiplas situagdes, o conceito de qualidade a ela associada €, por
vezes, relativo. A qualidade da agua é definida, para fins especificos, como o conjunto de
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas adequadas a sua utilizacdo para determinado uso.
Para cada uso da agua € necessario estabelecer as exigéncias relativas a sua qualidade, isto &,

definir parametros de qualidade e estabelecer valores limite (Ferreira, 2010).

Quando ndo é tratada, a agua é um importante veiculo de transmissdo de doencas,
nomeadamente as que estao relacionadas com aparelho intestinal (célera, amebiose, desinteria
bacilar, febre tifoide, hepatite) (Efstratiou, 2001).

A OMS define como agua potavel a dgua limpida e transparente, inodora, sem gosto e livre de
qualquer tipo de microrganismo ou substancia quimica em concentra¢fes que possam causar

risco a saude humana.

Ainda segundo OMS, a causa de morte de humanos e animais, devido a &gua contaminada, tem
um impacto elevado. Sdo varias as doencas veiculadas através da dgua e dos agentes que nela

se encontram como se pode observar a seguir na tabela 2:
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Tabela 2- Principais doengas veiculadas pela dgua

Doencas Agentes patogénicos

Salmonella typhi

Salmonella parathyphi A e B
Shigella sp

Vibrio cholerae

Escherichia coli enterotéxica
Campylobacter

Yersinia enterocolitica

Salmonella sp
Shigella sp
Origem viral Virus da hepatite A e E
Hepatite Ae E Virus da poliomielite
Poliomielite Virus Norwalk
Gastroenterites agudas e Rotavirus
Cronicas Enterovirus
Adenovirus
Origem parasitéria Entamoeba histolytica
Disenteria amebiana Giardia lamblia
Gastroenterites Cryptosporidium

Fonte: Opas, 1999

3.1.2 - A IMPORTANCIA DA AGUA NA EXPLORACAO CUNICULA

A quantidade de &gua ingerida pelos animais, e nomeadamente, pelos coelhos, é influenciada
por vérios fatores: temperatura ambiente, peso, idade, fase reprodutiva e produtiva. Se o
fornecimento da agua for inadequado na quantidade e na qualidade ira diminuir o consumo de
alimento, prejudicando o desempenho do animal (Marino, 2006). A agua representa 70% do
peso corporal do coelho, constituindo o principal componente do corpo. E extremamente
importante para a sobrevivéncia de tal modo que, se o animal perder aproximadamente 10% de
agua, pode morrer. Por esse motivo, a diarreia em coelhos causa elevada taxa de mortalidade,
especialmente em animais jovens (Rios, 2011).

A falta de &gua ou o seu consumo insuficiente conduz a uma diminuigdo do consumo de
alimento seco, o que leva a perdas de ganhos médios diarios e no caso das fémeas lactantes a

uma subalimentacéo dos laparos (Coelho, 2011).

Coimbra (2007) diz que a necessidade de agua por parte dos animais depende de varios fatores
como o crescimento corporal, fetal e lactacdo e que a perda de dgua ocorre através da excrecao

de urina, fezes, suor e evaporacao na respiragdo e pele.
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Dependendo do tipo de exploracdo agropecuaria, a agua ingerida pelos animais pode constituir

um risco de contaminacao por diversos agentes que causam doencas de veiculacdo hidrica.

O excesso de alguns elementos na agua podem causar sintomas diversos: solidos dissolvidos
totais - diarreia; reducdo do consumo de agua e da produtividade - morte; cloro - reducdo da
ingestdo de alimento; ferro - altera a palatibilidade da 4gua e consequentemente a produtividade
animal (Palhares, 2005).

A agua é um veiculo de transmisséao e fonte de contaminacdo de numerosas doencas, pelo que
para além da qualidade inicial da 4gua € necessario ter em atengdo a limpeza dos bebedouros e
sistemas de distribuigdo, que deve ser realizada com uma periodicidade que permita a sua
permanente potabilidade. Assim sendo, é importante que sejam feitas analises para evitar a
presenca de agentes contaminantes, quer sejam quimicos (amdnia, sulfitos, nitritos e nitratos)
ou microbioldgicos (coliformes totais e fecais, salmonelas) (Alves, 2010).A maioria das
cuniculturas localiza-se no meio rural e a dgua que é utilizada para o abeberamento dos coelhos
provém muitas vezes de pocos ou furos, que podem estar préximos de fontes de contaminacao
(fossas, pastagens ocupadas por animais. O fato de nos meios rurais se utilizarem estrumes e
chorumes na fertilizacdo das terras, aumenta muito o risco de contaminacdo das &guas

subterraneas (Freitas et al., 2001).

3.1.3 - NORMAS DE QUALIDADE DA AGUA

Inicialmente, no inicio do século XX, a qualidade da agua era avaliada qualitativamente: devia
estar limpida, sem cheiro e com sabor agradavel. Hoje em dia, a qualidade da dgua é avaliada
através da quantificacdo de algumas propriedades, e depois é comparada com valores de
referéncia. As normas de qualidade sdo caracteristicas minimas que a 4gua deve possuir para

ser consumida pelo Homem.
De entre estas caracteristicas podem-se destacar:

e A 4gua ndo pode conter microrganismos patogénicos nem substancias quimicas em
concentragdes toxicas;
e A agua deve apresentar-se limpida, incolor, inodora, fresca de sabor e sem

microrganismos.
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Na Unido Europeia (UE) ndo existe, atualmente, nenhum regulamento especifico para o
controlo de qualidade microbioldgica, fisica e quimica das aguas administradas aos animais de
producdo. Isto acontece também no caso das exploragdes cuniculas, onde na maioria 0
fornecimento da dgua provém de pocos ou furos. Contudo, varios autores defendem que a agua
destinada ao consumo animal deve ter as mesmas caracteristicas da agua potavel, consumida

pelo Homem.

O decreto-lei n° 236 / 1998 de 1 de Agosto estabelece valores minimos que devem ser tidos
como guias. O Valor Maximo Recomendado (VMR) é o valor da norma de qualidade que deve
ser respeitado e ndo excedido de modo a ndo por em risco a satde. O Valor Maximo Admissivel
(VMA) é o valor norma da qualidade que ndo pode ser nunca ultrapassado pois implica ja a

existéncia de contaminagao.

Atualmente, em Portugal, o controlo da qualidade da agua € efetuado de acordo com o decreto-
lei n® 306/ 2007 de 27 de Agosto, o qual veio substituir o decreto-lei n® 243/ 2001 de 5 de
Setembro. Este decreto tem como objetivos estabelecer normas, critérios que protejam o meio
aquatico e melhorar a qualidade da &gua.

O decreto-lei agora em vigor, em relacdo ao anterior, modificou a lista dos parametros a realizar
e alterou alguns valores paramétricos. Mas a alteracdo mais significativa foi a criagdo de uma
autoridade competente, o Instituto Regulador de Aguas e Residuos (IRAR), responsavel pela
coordenacdo e implementacdo do diploma. A &gua destinada ao consumo humano deve
respeitar os valores paramétricos que constam das partes I, Il e 111 do anexo | do decreto - lei
em vigor. Na maioria das explora¢des cunicolas, a agua provém de furos ou poc¢os privados,
ndo havendo legislacdo aplicavel nestes casos. Os pardmetros microbiol6gicos que devem ser
tidos em conta sdo 0s mesmos da agua destinada para 0 consumo humano, os quais podem ser

visualizados na tabela 3:

Tabela 3 - Parametros microbiolégicos da dgua potavel (Fonte: adaptado de Decreto-Lei 306/2007).

Microrganismos Unidade Concentracéo
maxima
admissivel

Microrganismos viaveis 37°C UFC/ml <20

Microrganismos viaveis 22°C UFC/mi <100
Coliformes totais UFC/100ml 0
Escherichia coli UFC/100ml 0
Enterococos intestinais UFC/100ml 0
Clostridium perfringens UFC/100ml 0
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3.1.4 - CONTAMINANTES DA AGUA

A poluicdo na agua pode ser pontual ou difusa. A poluigdo pontual é aquela que esta associada
a residuos domésticos ou industriais, geralmente relacionado com o saneamento basico. Pode
ser minimizado ou eliminado através de estacfes de tratamento de aguas residuais. A polui¢éo
difusa esta relacionada com o escoamento de aguas provenientes das chuvas, as quais podem

conter varios contaminantes: pesticidas, fertilizantes e bactérias (Lima, 2001).

A agua pode sofrer contamina¢do por mau maneio ou por contaminacdo dos solos. A
contaminagdo pode incluir microrganismos patogénicos ou ndo, metais pesados, excesso de
nutrientes, elementos organicos volateis e ndo volateis, explosivos, isétopos radioativos e fibras
inalaveis (Moretti, 2008).

O uso de pocos pode ser mais probleméatico que o de furos devido a captacdo a menor
profundidade e ao didmetro ser superior. A dgua proveniente de pocos ou furos, ocasionalmente

€ mais rica em sais, podendo causar transtornos intestinais (Coelho, 2011)

Segundo Ayer e Westcot (1994), os principais sintomas descritos sdo a perda de apetite. No
entanto, se existir um elevado nivel de magnésio, podem-se observar diarreias nos animais.

Segundo os mesmos autores, ha uma série de fatores que influenciam a palatibilidade da agua:

e Origem da agua: pocos rasos sdo mais suscetiveis de serem contaminados ou produzir
agua de ma qualidade; as adguas subterraneas podem ser quimicamente desequilibradas
comparadas com as aguas de superficie;

e As mudancas sazonais: a qualidade da agua pode ser inadequada em periodos quentes
e de seca devido ao aumento da salinidade. No entanto, quando ha uma elevada
pluviosidade também pode haver contaminagdo microbiol6gica devido ao arrastamento

de microrganismos ao nivel do solo para os lengois de agua.

O regime das chuvas também pode influenciar na carga microbiana presente, pois quanto
maiores 0s nhiveis de precipitacdo maior sera o arrasto. Este fato indica que o ambiente
aquatico é bastante instavel e pode influenciar no metabolismo microbiano, deixando-o0s

mais adaptaveis ao meio (Chaves, 2004).
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3.1.4.1 - CONTAMINANTES FISICOS

Os contaminantes fisicos afetam o aspeto da &gua e quando se encontram em suspensao ou sob
a forma de sedimentos interferem com a flora e a fauna aquéticas. Os contaminantes fisicos da
agua estdo geralmente associados a carateristicas organoléticas desta (odor, sabor e cor) mas
também com a turbidez e solidos dissolvidos. A temperatura também influencia a qualidade da
agua, porque temperaturas mais elevadas levam a um maior crescimento bacteriano (Tucci e
Cabral, 2003). Geralmente os contaminantes fisicos resultam das atividades desenvolvidas pelo

Homem.

3.1.4.2 - CONTAMINANTES QUIMICOS

Os contaminantes quimicos distinguem-se daqueles de carater infecioso ou parasitario, por
serem prejudiciais a saude do homem por sua exposic¢éo prolongada, diferenciando-se como
alvo de preocupacao aqueles com propriedades toxicas cumulativas, como 0s metais pesados e
0s agentes cancerigenos. De um modo geral, a toxidade desses elementos esta relacionada com
a concentracdo na agua, tempo de exposicdo e suscetibilidade individual. A contaminacéao
quimica da &gua para consumo humano também pode ser ocasionada pela utilizacdo das
substancias empregues no seu tratamento resultando na formacdo de produtos secundarios,
alguns deles com potencial de risco para a saude bastante significativo. As substancias
empregues nas praticas de cultivo e controle de pragas da agricultura ou utilizadas no combate
aos vetores de certas doencas também contribuem para a polui¢do das aguas subterraneas ou
superficiais e sdo determinantes de sérios problemas de salde. Destacam-se ainda como
elementos de poluicdo os despejos das industrias e os poluentes das chaminés das fabricas

quando carreados para 0s cursos de agua (Alves, 2010).

No controlo quimico sdo quantificadas o teor de substancias inorganicas, como o cadmio e o
arsénio, e substancias organicas, como o0 benzeno e acrilamina. Sdo também pesquisados

agroquimicos e desinfetantes, nomeadamente o cloro (Alves, 2010).
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3.1.4.3 - CONTAMINANTES MICROBIOLOGICOS

Sdo diversos 0s microrganismos que poderdo ser encontrados na agua. Em seguida

descrevemos as caracteristicas principais dos que sdo mais frequentemente encontrados.

COLIFORMES

O grupo dos coliformes é formado por um numero de bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, incluindo os géneros Klebsiella, Escherichia, Citrobacter, Serratia,
Erwinia e Enterobacteria. Todas estas bactérias coliformes sdo gram- negativas, de hastes nao
esporuladas, forma de bacilos e estdo associadas com as fezes de varios animais homeotérmicos
e com o solo. Este grupo de bactérias coliformes tem a designacdo de termotolerantes porque
se reproduzem ativamente a 44,5° C e conseguem fermentar os Hidratos de Carbono (HC), o
que os distingue dos nao fecais (Edberg et al., 2000). Sdo oxidase negativa e crescem em
condi¢des aerdbias ou anaerdbias facultativas. Conseguem sintetizar a enzima [3- galactosidase,
fermentar lactose a 35 - 37°C com libertacdo de gas, acido e aldeido em 24 a 48 horas. A
contagem do seu numero constitui um indicador da eventual presenca de bactérias patogénicas

com origem no trato intestinal.

ESCHERICHIA COLI

A bactéria E coli é geralmente a mais utilizada como indicador de contaminagéo fecal neste
grupo, ja que estd presente frequentemente nas fezes dos mamiferos e aves em grande
quantidade. N&o se encontra na agua ou no solo, exceto se estes forem expostos a alguma

contaminacéo fecal (Fujioka et al., 1999).

Tal como as outras bactérias que pertencem ao grupo dos coliformes, E. coli tem a capacidade
de fermentar a lactose ou manitol a 44,5°C durante 24 horas devido a presenca das enzimas [3-
galactosidase e B- glucuronidase. E uma bactéria lactase positiva, oxidase negativa, produz
indol a partir do triptofano, ndo usa citrato, ndo produz H:S ou lipase e também n&o hidrolisa
a ureia (Edberg et al., 2000).

Segundo Kuhnert et al. (2000), existe uma grande diversidade de linhagens de Escherichia coli

comensal pertencentes a diferentes sorotipos, e que podem ser isoladas das fezes de individuos
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saudaveis. Estas linhagens sdo eliminadas macicamente no ambiente e podem contaminar 0s
alimentos, a superficie da &gua e os sedimentos, geralmente sem causar nenhum efeito adverso
a satude humana. E. coli comensal da microbiota intestinal é considerada inofensiva para o

hospedeiro e é um agente patogénico oportunista.

Escherichia coli é exclusivamente de origem fecal (Edberg et al., 2000), sendo o principal
coliforme termotolerante que é utilizado como indicador desde 1992 (Evangelista-Barreto et
al., 2006) e a sua presenca sugere que as condic¢des de higiene sdo insuficientes. Normalmente
¢ uma bactéria comensal do aparelho digestivo mas existem estirpes que sdo patogénicas
causando intoxicagdes alimentares e outras patologias fora do intestino, o que implica gastos

econdmicos consideraveis.

Além da sua utilizacdo como indicador de contaminacao fecal € utilizada também para avaliar

a eficdcia dos tratamentos realizados a gua, visto que é sensivel a desinfecdo.

E um parametro indicador da possibilidade da existéncia de microrganismos patogénicos, os
quais podem transmitir doencas como a febre tiféide, desinteria bacilar e cdlera (Michelina et
al., 2006). Pode também estar em outras partes do corpo, como o trato urinario ou meninges
(Okura e Siqueira, 2005).

ENTEROCOCCUS

Os enterococos sao cocos gram positivos, agrupando-se aos pares ou em cadeias curtas. Os
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium sdo 0s que mais se observam. Sdo catalase
negativos e oxidase negativos, ndo esporulam e crescem em condi¢cdes de aerobiose ou
anaerobiose facultativa, tal como o grupo dos coliformes. Crescem em meio de cultura que
contém maltose ou lactose, utilizando-os como fonte de carbono e energia. Os meios que mais
se utilizam para o seu isolamento sdo o Slanetz- Bartley (S-B) e o Kanamycin aesculin azide
agar (KAA). As caracteristicas destes meios possibilitam o seu isolamento e identificacdo

eficaz e preciso.

Podem estar presentes muitas vezes nos solos, alimentos, dguas e animais e tém elevada

resisténcia aos agentes fisicos.

Estes cocos sao comensais no trato intestinal e no aparelho urinario dos animais homeotérmicos

e por isso sdo utilizados também como indicadores de contaminacdo fecal da agua.
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Apesar de ndo se multiplicarem na agua, sdo bastante resistentes as condi¢cbes ambientais,
persistindo durante mais tempo no ambiente, nomeadamente nas aguas. Estes dados podem ser
Uteis na indicagdo de uma contaminagdo mais antiga na agua ou em qualquer recurso hidrico
(WHO, 2008).

MICRORGANISMOS TOTAIS A22°CE A37°C

O numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) a 37°C e a 22°C permite uma contagem
das populac@es bacterianas heterotréficas na &gua. O numero de col6nias a 22°C corresponde,
em geral, as bactérias presentes naturalmente na agua, tendo pouco significado na saude
publica. As coldnias detetadas a 37°C, quando comparadas com as observadas a 22°C, podem

constituir um indicador precoce da deterioracdo da qualidade da agua.

N&o é um indicador especifico de contaminacéo fecal mas sao Uteis na avaliacdo da eficiéncia
do tratamento das aguas, processos de filtracdo, qualidade da desinfecdo e coagulacdo. Sao
usados muitas vezes nas EstacBes de Tratamento de Aguas Residuais (ETAR). No caso das
exploracGes animais, e nomeadamente nas cuniculturas, permitem avaliar o grau de limpeza e
integridade dos sistemas de distribuicdo de aguas. Uma elevada contagem de coldnias ocorre
sobretudo em locais de maior estagnacdo dos sistemas de distribuicdo de agua. Apds
desinfecdo, a presenca destes microrganismos indica que o tratamento foi ineficaz (WHO,
2008). A maioria destes microrganismos ndo causa doengas em pessoas que estejam saudaveis,

mas podem conduzir a alteracdes organoléticas na agua.

PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Tem sido utilizada como indicador ultimamente. Apesar de ndo ser especifico do intestino,
aparece em 12% da populacdo. E uma bactéria oportunista, gram negativa, patogénica e tem

elevada resisténcia aos antibidticos (Ferreira, 2010).

Pseudomonas aeruginosa e considerado um microrganismo metabolicamente mais versatil que
os coliformes, capaz de persistir por mais tempo na agua e tende a resistir aos agentes causticos

do ambiente por mecanismos ainda desconhecidos (Smith e Iglewski, 2003).
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As doencas transmissiveis que ocorrem em animais domésticos e de producdo podem causar
elevados prejuizos econdmicos e muitos dos agentes causais podem ser transmitidos ao
Homem (Souza, 1983).

As caracteristicas dos microrganismos que podemos encontrar na dgua e que podem afetar a

saude dos coelhos estdo resumidas na tabela 4.

Tabela 4 — Principais caracteristicas dos microrganismos que podemos encontrar na agua.

Caracteristicas

Coliformes Presentes animais homeotérmicos no trato intestinal.
Bactérias gram- negativas, bacilos. Oxidase negativa e
fermentam HC. Crescem em aerobiose ou anaerobiose
facultativa. Sintetizam enzima 3 galactosidase.
Indicador de contaminacdo fecal recente.

Enterococus Presentes em animais homeotérmicos e comensais no trato
intestinal.

Bactérias Gram-positivas, cocos. Oxidase negativas e
catalase negativas. Indicadores de contaminagdo fecal mais
antiga.

Microrganismos Totais Bactérias heterotroficas presentes naturalmente agua
(22°C). Se presentes a 37°C indicam deterioracdo da
qualidade &gua. Avaliam eficiéncia tratamentos, grau de
limpeza e integridade sistemas distribuicdo.

N&o séo indicadores especificos.

Pseudomonas aeruginosa  Bactéria oportunista e patogénica. Elevada resisténcia a
antibidticos.

Ultimamente utilizada como indicador da qualidade da
agua.

3.1.5- A INFLUENCIA DO pH NA QUALIDADE DA AGUA

O pH pode influenciar em diversos equilibrios quimicos que ocorrem naturalmente, ou em
processos de tratamento de dgua. A sua influéncia sobre os ecossistemas aquéaticos naturais da-

se diretamente devido aos seus efeitos sobe a fisiologia das diversas espécies (Cetesb, 2010).

A variagdo do pH na &gua é devido a varios fatores: quantidade e natureza dos gases
dissolvidos, formacdo geoldgica do solo que a &gua atravessa e o tipo de poluicdo que existe.
O pH ¢é o principal responsavel pelas carateristicas agressivas ou incrustantes que a agua

apresenta e que véo danificar as canalizagdes.
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O pH baixo (acidez) aumenta a dissolucdo dos metais das tubagens, valvulas e equipamento
metalicos, um valor de pH baixo propicia a dissolugéo de acessorios metalicos, podendo alterar
0 sabor da agua original. Por outro lado, valores de pH acima de 8 tornam a agua menos
agradavel ao paladar e podem propiciar a precipitagdo de sais ou outros compostos,

favorecendo o desenvolvimento de incrustacGes nas tubagens (Allioux, 2003).

3.1.6 - CONTROLO MICROBIOLOGICO DA AGUA

A avaliagdo da qualidade microbioldgica da &gua destinada ao consumo humano atraves da
pesquisa de agentes contaminantes, principalmente os de origem entérica, representa a

possibilidade de diminuicao de inimeros surtos de doencas (Giombelli et al., 1998)

Ainda ndo existe um indicador ideal de qualidade sanitaria da agua, mas os coliformes totais
sdo hoje os mais utilizados por evidenciarem a contaminacdo com fezes de animais e dos
homens (Tortora, 2012).

A qualidade microbioldgica da agua de consumo é avaliada através de indicadores bacterianos
de poluicdo fecal, as quais provém do metabolismo dos animais homeotérmicos. A sua

concentracgdo é tanto maior quanto maior for o grau de poluicdo fecal da agua.

Na matéria fecal estdo presentes muitos microrganismos, muitos dos quais sdo comensais do
aparelho digestivo do hospedeiro. Existem também microrganismos patogénicos na matéria

fecal, que irdo representar um risco de contaminacdo da dgua (Tortora, 2012).

Para o controlo da qualidade da agua sdo muitas vezes utilizados microrganismos denominados

de indicadores, 0s quais obedecem a determinados critérios:

> Estar presente em aguas poluidas e ausentes nas ndo poluidas;

> Estar presente quando estdo presentes microrganismos patogénicos;

» Sobreviver melhor e por mais tempo na dgua do que 0s patogénicos;

> Deve ser mais resistente aos agentes desinfetantes do que 0s microrganismos
patogénicos;

> Ser apropriado para a analise de todos os tipos de agua;

» Ser inofensivo ao Homem;

» Ser facilmente e rapidamente detetado por testes laboratoriais rapidos.
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Franco e Landgraf, 2006 acrescentam ainda:

» O seu nimero deve ter uma correlagdo com o microrganismo patogenico;
» Apresentar necessidades de crescimento e velocidade semelhantes as do patogénico;

» Ter elevada resisténcia ao ambiente extra- entérico.

Uma grande preocupacao relativamente aos microrganismos indicadores € se estes conseguem
abranger populacGes patogenicas de origem ndo fecal. Alguns microrganismos como
Legionella pneumophila e Mycobacterium podem néo ser detetados nas técnicas baseadas em
métodos que utilizam certos meios de cultura, por serem de dificil isolamento e quantificacéo
(Vaehewick et al., 2005).

Os indicadores mais utilizados séo o grupo de coliformes fecais e nao fecais, os Streptococcus
fecais e também o grupo dos Enterococcus spp, Clostridium perfringens e o nimero total de
microrganismos que crescem a 22°C e a 37°C.

4 - TECNICAS MICROBIOLOGICAS PARA DETECAO DE
MICRORGANISMOS

4.1 - METODOS CONVENCIONAIS

Os métodos convencionais para caraterizacdo de um determinado microrganismo sao baseados

na observacédo da capacidade de realizar algumas reagdes bioquimicas.

Uma das técnicas tradicionais utilizadas designa-se “Técnica de Fermentacdo de Multiplos
Tubos” (TFMT). E uma maneira bastante utilizada para estimar alguns tipos de
microrganismos, como coliformes totais, coliformes fecais, Escherichia coli e até mesmo S.
aureus (Franco e Landgraf, 2006). No entanto esta técnica era um método trabalhoso, que
empregava grande quantidade de meios de cultura e vidrarias, envolvendo repicagens e
necessitando de longo tempo de incubacdo, chegando a 96 horas para enumeracdo de
coliformes totais e fecais (Greghi, 2005).

A outra técnica usada € a “Técnica da Membrana Filtrante” (TMF) que permite a visualizacdo
do nimero de colonias de microrganismos existentes, expressando o resultado em unidades

formadoras de coldnias (UFC/100ml). E necesséario um equipamento para filtragio e néo é
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indicado para 4guas com turbidez elevada porque dificulta o processo de filtracao (Silva et al.,
2000).

4.2 - METODOS RAPIDOS

Surgiram na década de 70, tinham como objetivo reduzir o tempo necessario para a obtencéao
de resultados, otimizando a produtividade dos laboratdrios, reduzindo os custos e simplificando
o trabalho. Estes métodos rapidos tinham maior sensibilidade e especificidade do que os

métodos convencionais (Franco e Landgraf, 2006).

A Técnica de Substratos Definidos (TSD) foi publicada em 1992 pela American Public Health
Association no Standar Methods for the Examination of Water and Wastewater. Esta técnica é

usada na determinacdo da qualidade bacteriol6gica de dguas para consumo humano.

Ao longo dos altimos tempos, tém sido desenvolvidas varias técnicas baseadas em substratos
enzimaticos fluorogénicos e/ou cromogénicos. Estas baseiam-se no principio de detetar a
presenca de enzimas especificas (produzidas por alguns microrganismos) com o emprego de

substratos apropriados (Greghi, 2005).

A detecdo e identificagdo dos coliformes totais e de Escherichia coli pela Técnica do Substrato

Cromogénico Enzimatico CoIiIert® (Idexx) e Coliquick® (Hach) é fundamentada no substrato
orto-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo (ONPG), que é hidrolizado a orto-nitrofenol através da
acao da enzima [B-galactosidase produzida pelos coliformes totais. A constatacdo da presenca
de Escherichia coli é obtida através da acdo da enzima B-glucoronidase, que é
caracteristicamente produzida pela Escherichia coli, sobre o substrato 4-metilumbeliferil-B-D-
glucoronideo (MUG); quando o MUG é degradado, o produto resultante 4-metilumbeliferona
apresenta fluorescéncia azul sob luz ultravioleta (360nm). Nesta técnica, a presenca de
coliformes totais é confirmada pela alteracdo da coloracdo do meio, de incolor para amarelo
(Greghi, 2005).

Na técnica Colisure (Idexx), os coliformes totais hidrolisam o substrato vermelho de
clorofenil-R-galactopiranosideo (CPRG), transformando-o em vermelho de clorofenol. A
presenca de coliformes totais é confirmada pela alteracdo na coloracdo do meio, de amarelo
para vermelho (APHA, 1998).
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A presenca de Escherichia coli é detectada pela fluorescéncia azul do meio sob luz ultravioleta
(360nm); isto se deve a agdo da enzima B-glucoronidase sobre o substrato 4-metilumbeliferil-
R-D-glucoronideo (MUG), que quando este é degradado o produto resultante é a 4-
metilumbeliferona (APHA, 1998).

Outro método répido utilizado para a detecdo e identificacdo dos coliformes totais, coliformes

fecais e Escherichia coli é o produto denominado Readycult Coliformes” (Merck) que
apresenta em sua composi¢cdo 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopiranosideo (X-GAL),
substrato cromogénico para a enzima (- galactosidase, produzida pelos coliformes totais
hidrolizando-o em bromo-cloro-indigo.

Nesta técnica a presenca de coliformes totais é confirmada pela alteracéo na coloracdo do meio,
de levemente amarelo para azul esverdeado.

A presenca de Escherichia coli é detetada pela observacdo de fluorescéncia azul, sob luz
ultravioleta (360nm); isto se deve a acdo da enzima R-glucoronidase sobre o substrato 4-
metilumbeliferil-3-D-glucoronideo (MUG); o produto resultante 4-metilumbeliferona é
fluorescente sob luz ultravioleta. Para confirmar a presenca de Escherichia coli deve ser
adicionado 2,5mL do reativo de Kovac’s aos tubos; a formac¢do de um anel vermelho indica

prova de indol positiva confirmando a presenca de E. coli (Merck, 2003).

Uma vantagem destas técnicas é que permitem a detecdo, enumeracdo e identificacdo de forma
direta nas placas, ndo necessitando de usar subculturas e testes bioquimicos para a identificacao

de alguns microrganismos (Manafi, 2000).

Como E. coli e os coliformes sdo os indicadores mais importantes, no que diz respeito a
contaminacdo da &gua, algumas destas técnicas sdo capazes de detetar rapidamente estes
microrganismos através da adicdo de substratos enzimaticos para dete¢do de B- D-
Galactosidase, que indica a presenga de Coliformes Totais, e de - D- Glucoronidase, que

indica a presenca de E. coli (Silva et al., 2000).

O uso das técnicas referidas anteriormente, permite determinar e quantificar simultaneamente
Coliformes Totais e Coliformes Fecais presentes na amostra de agua que se quer analisar,

utilizando apenas um meio de cultura.
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4.3 - TECNICA DA MEMBRANA FILTRANTE

A TMF é a mais utilizada e é bastante eficaz. Nesta técnica é utilizada uma membrana de
acetato de celulose ou nitrocelulose com poros de 0,45um de didmetro (Figura 4), permitindo
a passagem de liquidos retendo todos os microrganismos (Standard methods for the

examination of water and wastewater, 2012).

Figura 4 - Membrana de acetato de celulose usada na Técnica Membrana Filtrante (Adaptado de Greghi,
2005).

Depois colocam-se na superficie de meios de cultura solidos os quais sao seletivos para 0 grupo
de bactérias que pretende quantificar e identificar. Em seguida, as placas sdo colocadas huma

estufa, a temperatura ideal para que haja incubacdo das colénias de bactérias.

As colonias sdo visualizadas (Figura 5) e contabilizadas manualmente ou com a ajuda de

aparelhos automaéticos nas 48 a 72 horas seguintes.
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Figura 5 - Contagem manual de coldnias de bactérias

Os resultados s&o expressos em UFC por 100ml de amostra de agua. E uma técnica de facil
execucao e o seu custo ndo € elevado e utiliza-se para a avaliacdo de aguas de abastecimento,

aguas naturais de superficie ou subterraneas, mas com turvacéo reduzida.

A contagem de heterotréficos em placas é usada para medir os efeitos do tratamento da dgua e
indicar se a mesma esta segura para consumo. Nestes procedimentos geralmente sdo utilizados
meios ricos como o Plate Count Agar (PCA) ou o Tryphone Soy Agar (TSA) (Reasoner e
Geldreich, 1985). A contagem de heterotroficos € muito importante porque pertencem a um
grupo muito diverso com ampla capacidade metabdlica e a sua presenca em grande quantidade
apresenta sérios riscos para a salde publica, pois a maioria deles é patogénica e oportunista
(Garrity, 2001).

5- TRATAMENTOS REALIZADOS A AGUA

O tratamento de 4gua tem como principais objetivos evitar:

e O aparecimento de 4gua contaminada com microrganismos e que se torne imprépria

para 0 consumao;

e O aparecimento de problemas com as canaliza¢des e equipamentos.
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A desinfecdo da adgua assegura a protecdo contra o risco de contrair doencas infeciosas de
origem hidrica (IRAR, 2007).

A agua para consumo humano ou animal deve estar livre de microrganismos patogénicos ou

substancias que possam prejudicar a saude (Parsekian, 1998).

Existem vérios tratamentos que podem ser realizados a agua como forma de prevenir a
existéncia de microrganismos, ou que estes estejam em concentraces tdo baixas que nao

constituam perigo para a saude.

A desinfecdo da agua é realizada através de diferentes processos, 0s quais podem ser quimicos
(cloro, diéxido de cloro, ozono, peroxido de hidrogénio) ou fisicos (ebulicdo, ultrassons, raios

ultravioleta, raios gama) (Alves, 2010).
Os mais realizados nas dguas para consumo humano sao:

e Microtamisacdo: remocdo de algas ou particulas finas em suspensdo em &guas
superficiais.

e Coagulacdo: tem por objetivo transformar as impurezas que se encontram em suspensao
fina, em estado coloidal e algumas que se encontram dissolvidas, em particulas que
possam ser removidas por decantagéo (sedimentacdo) e filtragéo.

e Floculacdo: refere-se aos processos de tratamento de agua que combinam ou
“coagulam” particulas pequenas em particulas maiores, que se separam da agua como
um sedimento.

e Sedimentacio: E um processo de separagdo de particulas em suspensdo na agua. Estas
particulas, sendo mais pesadas que a agua, tendem a depositar-se no fundo do
decantador, “clarificando” a 4gua e reduzindo, em grande percentagem, os solidos
suspensos. E um processo gravitico que remove as particulas floculadas da agua.

e Filtros de areia e antracite: remocdo de sélidos suspensos e de microrganismos. Tem
como finalidade eliminar matéria suspensa que ndo tenha sido removida nas fases de
sedimentacgéo, coagulacao ou floculacéo.

e Amaciamento: € um processo que tem como objetivo a eliminagédo parcial ou total da
dureza de uma agua. Implica a remocdo parcial ou total de ides de célcio ou de

magnésio.

Segundo o autor referido anteriormente, o desinfetante ideal ou processo de desinfecdo deve

apresentar as seguintes carateristicas:
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Ser toxico, a baixas concentracdes, para 0s microrganismos;
N&o ser toxico para 0s seres humanos e animais;
Ser solvel em agua;

Ser eficaz as temperaturas normais da agua de consumo;

AN N NN

Ser estavel, permitindo a manutencdo de concentracdes residuais durante longos
periodos de tempo;

N&o reagir com outra matéria organica que ndo seja a dos microrganismos;

N&o ser agressivo a metais e vestuario;

Existir em grandes quantidades e a um preco acessivel,

Ser facil de manipular;

DN N N N

Permitir um controlo facil das suas concentragdes.

Nas exploracdes cuniculas, os tratamentos quimicos sdo 0s mais realizados. Os produtos mais

utilizados sdo o cloro, diéxido de cloro e também o perdxido de hidrogénio.

5.1-CLORO

O uso do cloro na desinfecdo da agua foi iniciado com a aplicacdo de hipoclorito de sddio
(NaOCl). O cloro era utilizado como agente desinfetante apenas em casos epidémicos. A partir

de 1902, a cloracdo foi instituida como pratica de rotina na Bélgica (Alves, 2010).

O cloro é usado no tratamento da &gua para a desinfecdo (destruindo os microrganismos
patogénicos) e oxidacdo dos compostos presentes na agua. Tem um forte poder oxidante mas
0 seu poder reativo diminui com o aumento do pH e a diminuicdo da temperatura (Bazzoli,
1993). Reage mais rapidamente com compostos inorganicos do que em contato com compostos
organicos. A sua reacdo com certos compostos organicos pode originar produtos toxicos e
cancerigenos (trihalometanos, cloroférmio) para os animais e os humanos (Souza et al., 2008).

O cloro € o desinfetante mais utilizado, geralmente sob a forma de pastilhas, as quais sao
colocadas nos reservatorios de agua. Tem um custo reduzido e é facil de aplicar. Apesar das
vantagens, € dificil de quantificar pelo produtor, tem um tempo de semivida curto e baixa

eficacia.
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Segundo Alves (2010) o cloro tem também outros propdsitos: controlo do sabor e odor e
manutencdo da qualidade da agua no sistema de distribuicdo controlando o crescimento de

limos.

A OMS considera que uma concentracdo de 0,5 mg/l de cloro livre residual na 4gua, depois de
um tempo de contato de 30 minutos, garante uma desinfecdo satisfatoria. Por outro lado, a
OMS salienta que ndo se observa nenhum efeito nocivo a satide no caso de concentragdes de
cloro livre que cheguem a 5 mg/I.

Os derivados clorados de origem organica, sdo comercializados na forma de pd, possuem uma
maior estabilidade ao armazenamento do que os compostos clorados inorganicos, que possuem
um prazo de validade que varia de 3 a 6 meses, chegando a no maximo 1 ano, enquanto 0s
organicos, chegam a alcancar um prazo de validade de 3 a 5 anos. Por serem mais estaveis, 0s
derivados clorados organicos, em solucdo aquosa implica uma liberagdo mais lenta de acido
hipocloroso e consequentemente permanecem efetivos por periodos de tempos maiores,
mesmo na presenca de matéria organica (Macédo, 1997).

Os derivados clorados sdo utilizados hd décadas e sendo corretamente utilizados ndo

apresentam nenhum risco toxicolégico.

5.2 - DIOXIDO DE CLORO

O dioxido de cloro (ClO.) é um gés que ndo pode ser armazenado, dilui-se facilmente em agua
e as solugdes aquosas tém uma cor esverdeada (cor de laranja em concentracoes elevadas).
A utilizacdo do didxido cloro como desinfetante tem as seguintes vantagens:
+ Gama de aplicacdo extensa: pH 5 a 10;
+ Nd&o deixa cheiro e sabor na agua;
+ Remove o biofilme e as bactérias presentes neste.
No entanto tem como desvantagens:
+ O seu custo elevado;
+ O gas do diéxido de cloro é explosivo;
+ Decompde-se com a luz;

+ Origina subprodutos especificos: clorito e clorato (Ribeiro, 2008).
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5.3 - PEROXIDO DE HIDROGENIO

O perdxido de hidrogénio é um agente oxidante com elevado poder biocida e que ultimamente
tem sido bastante utilizado na higiene e desinfecdo das canalizagdes da dgua consumida pelos
animais de producao.

Tem uma maior eficiéncia a valores de pH menores do que 5 (Neyens e Baeyens, 2003), o qual
ndo se verifica na maioria das aguas utilizadas nas exploragdes cunicolas.

Tem um elevado poder quando esta em contato com matéria orgéanica, ndo € corrosivo para as
tubagens e é estavel a qualquer temperatura. Elimina biofilmes e ndo deixa odor ou altera o
sabor da agua. Estas sdo as principais vantagens no que diz respeito a sua utilizacédo
comparando com as pastilhas de cloro.

Nas exploracfes cuniculas, a sua concentracdo depende do objetivo para o qual é usado: 30
ppm para agua de consumo e 50 ppm para tubagens e canalizac@es. Como geralmente as dguas
das cuniculturas tém um pH que ronda o neutro a alcalino, ja existem no mercado formulacGes
associadas a acidificantes.

O peroxido de hidrogeénio, se estiver em elevadas concentracfes pode neutralizar o efeito dos
antibidticos, isto porque tem um poder oxidativo bastante grande. Mas geralmente tal nédo
acontece devido a sua concentracdo estar bastante diluida.

Tem efeitos sobre os probidticos, neutralizando o seu efeito e impede a multiplicacdo das
bactérias, quer sejam estas comensais ou ndo, ao nivel do trato digestivo.

Para a sua utilizacdo nas exploracdes € necessario um doseador. Isto permite dosear a
quantidade de peroxido de hidrogénio que existe em toda a agua da exploracdo, quer se trate
da 4gua das tubagens ou dos depositos. Esta é outra vantagem em relacéo a utilizacao do cloro.
Porém, e devido ao seu elevado poder oxidativo, deve ser bastante diluido. A sobredosagem
pode levar a morte dos coelhos. Os sinais visiveis associados a uma sobredosagem sdo: Ulceras
na boca, congestdo cardiaca, congestdo renal, congestdo vascular periférica, hepatomegalia e
urina com cor acastanhada (Rego, 2012).

Por vezes é utilizado um tratamento alternativo para evitar microrganismos patogénicos e que
consiste na acidificagdo da 4gua com éacido acético (0,5 a 1 litros de &cido acético por 1000
litros de agua) (Torres e Manzano, 2005). Como exemplo de tratamento fisico sdo utilizados
0s raios ultra violeta.

Outros desinfetantes quimicos sdo considerados alternativos: hipoclorito de sodio ou de calcio
ozono (03), didxido de cloro permanganato de potassio (KMnO4), mistura ozono/perdxido de
hidrogénio (03/H202), ido ferrato (FeO2-4) e acido paracético (CH3COOOH)
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Em resumo, com o objetivo de garantir a qualidade da dgua podem ser utilizados diversos

tratamentos cujas vantagens e desvantagens sao apresentadas resumidamente na seguinte tabela

(Tabela 5):

Tabela 5 - Vantagens e desvantagens dos diferentes tratamentos a aplicar na agua de abeberamento.

aplicar

odor

Dioxido de cloro Ndao deixa sabor nem odor na

agua

Peréxido de hidrogénio Agente

agua

Custo reduzido e facil de

Permite o controlo de sabor e

Gama de extensa de pH 5- 10

oxidante
elevado poder biocida
Gama de aplicagdo extensa
mesmo a pH <5
N&o é corrosivo e é estavel a
qualquer temperatura
Elimina biofilmes

Na&o deixa odor nem sabor na
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Vantagens Desvantagens

Cloro Forte poder oxidante

Pode originar  produtos
toxicos

Dificil de quantificar pelo
produtor

Tempo de semi vida curto e
baixa eficacia a
concentragdes baixas

Poder oxidativo diminui com
0 aumento do pH

Custo elevado

E um géas explosivo

Origina cloritos e cloratos
Decompde-se com a luz
Custo mais elevado que o
cloro e necessita de
equipamento adequado

Em concentraces elevadas
neutraliza o efeito de
antibidticos e pro- bidticos
Sobredosagem causa a morte
dos coelhos
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6 - PARTE EXPERIMENTAL

6.1 - OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi a avaliacéo da qualidade da dgua das cuniculturas, tendo
em atencdo os parametros microbioldgicos quantificando os Coliformes Totais e Fecais,

Enterococcus e Microrganismos Totais a 22 e 37°C e pH.

Outro objetivo foi o de avaliar e caraterizar, através de um inquérito realizado aos cunicultores,
o0 sistema de fornecimento de agua e quais os tratamentos realizados as aguas utilizadas no

abeberamento das cuniculturas da regido de Tras os Montes e Alto Douro

6.2 - MATERIAL E METODOS

6.2.1 - RECOLHA DE AMOSTRAS

Este estudo foi realizado entre 0 més de Outubro de 2014 e Marco de 2015, na regido de Tras

0s Montes e Alto Douro (Figura 6).

Figura 6 - Regido de Portugal onde se realizaram as colheitas de agua.

Foram colhidas 130 amostras de agua em 15 exploracdes, resultando numa média de 9 amostras

por exploragdo. Em cada exploragéo foram colhidas amostras ao longo de todo o percurso que

34



a agua fazia, ou seja, desde a sua origem até ao final de cada linha (Figura 7) Este procedimento
tinha como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica da dgua no seu percurso e detetar

alguma suposta contaminacao.

Inicio linha Meio Fim linha
maternidade linha maternidade
Origem
Inicio linha Meio Fim linha
engorda linha engorda

Figura 7- Esquema representativo dos pontos de colheita das amostras nas cuniculturas.

Foi também realizado um pequeno questionario ao proprietario (Anexo 1), de modo a obter um
melhor enquadramento da cunicultura e das medidas profilaticas realizadas com a agua e com

0s seus sistemas de fornecimento.

Todas as amostras de agua obtidas nas exploracdes foram colhidas de forma asséptica e
acondicionadas em frascos de vidro com volumes que rondavam 1 litro. As amostras foram
devidamente identificadas com o local onde foram colhidas e nome da exploracdo e
transportados em bolsas térmicas até a sua chegada ao laboratério, mantendo assim uma

temperatura desejavel que rondava os 2 a 4 °C.

6.2.2 — ANALISES LABORATORIAIS
6.2.2.1. - PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE

No laboratorio a agua era analisada de imediato através da Técnica da Membrana Filtrante, a
qual foi efetuada de acordo com os “Standard methods for the examination of water and
wastewater (2012) para a detecdo de coliformes e Enterococcus”, numa cadmara de fluxo

laminar (Figura 8).
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Figura 8 - Camara de fluxo laminar utilizada na Técnica Membrana Filtrante. (Fonte: Autor).

Esta consiste de um sistema de filtragcdo por vacuo, que contém um copo graduado e um suporte

para membrana, onde é colocada a membrana filtrante com poros de 0,45 pm.

Fazem parte deste sistema também um “Kitasato”, o qual estd ligado a uma bomba de vacuo

que permite a su¢do da agua (Figura 9)
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Figura 9 - Kitasato e bomba de vacuo utilizados na filtragéo. (Fonte: Autor)

6.2.2.2 - PESQUISA E QUANTIFICACAO DE ESCHERICHIA COLI E DE OUTRAS
BACTERIAS COLIFORMES E DE ESTREPTOCOCOS FECAIS

As amostras de adgua foram agitadas 6 vezes, seguidamente 100 ml de 4gua foram colocados

nos copos de filtracdo graduados, onde se encontrava um filtro com porosidade 0,45um.

Apos a filtragdo, retiraram-se as membranas com uma pinca esterilizada sendo colocadas sobre
0 meio de cultura contido na placa de Petri (Slanetz para os Enterococos e Endo para os
Coliformes Fecais e Totais), com o reticulo virado para cima, evitando que, entre a membrana

e 0 meio de cultura se instalassem bolhas de ar.

As varias placas para a dete¢do de E. coli foram colocadas numa estufa a 44,5°C, durante

aproximadamente 48 horas.

As restantes placas eram colocadas numa outra estufa a 37°C, as quais ficariam a incubar

também aproximadamente 48 horas.

No final da incubacdo, as placas foram retiradas das respetivas estufas e contabilizadas
manualmente.
Caso os resultados fossem positivos, nos meios seletivos especificos, era realizada uma

repicagem das colonias, para confirmacéo posterior.
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O meio utilizado para a confirmacao, no caso de E. coli, era a agua triptonada para a pesquisa
de indol positivo. As colonias repicadas eram colocadas em tubos contendo o meio referido
anteriormente e colocadas a 44°C em banho-maria durante 24 horas. Apds as 24 horas
observou-se a presenca de turvagdo no caldo verde brilhante e presenca de gés. Adicionavam-

se 2 gotas de reagente de Kovacs para confirmar a presenca de coliformes fecais.

Para a confirmagao dos enterococos, caso se observassem colonias rosa escuro ou acastanhadas
nas placas com meio de Slanetz, estas eram repicadas para um meio de canamicina e colocadas

numa estufa a 37°C durante 4 horas. Se se observassem coldnias negras o resultado era positivo.

Este método pode ainda ser realizado colocando diretamente o filtro da placa de Slanetz no
meio de canamicina ou passando 100 ml de agua a testar pelo filtro e colocando diretamente

no meio de canamicina.

6.2.2.3 - CONTAGEM TOTAL DE MICRORGANISMOS A 22 E 37°C

A metodologia de incorpora¢do em meio sélido constitui uma medida quantitativa direta do
nimero de microrganismos vidveis (que sdo capazes de se multiplicar) num determinado

volume de agua.
As amostras foram agitadas vigorosamente, de modo a obter uma completa homogeneizacéo.

Cerca de 1 ml da amostra de agua foi incorporado em meio liquido de PCA. As placas foram
agitadas cuidadosamente, mantendo-as em posi¢do horizontal na superficie da bancada, com
suaves movimentos rotativos, até completa homogeneizacdo do meio com a amostra. As placas
foram deixadas em repouso na bancada até o meio solidificar. Posteriormente foram a incubar,

numa posicao invertida, a 22 e 37°C, durante 2 a 3 dias.

No final da incubacéo, todas as col6nias formadas foram contabilizadas e calculado o nimero

de unidades formadoras de colénias (UFC) por ml de amostra.

6.2.2.4 — MEDICAO DE pH

Para a medicdo do pH das amostras foi utilizado o aparelho JENWAY (Model 350 pH Meter).
A medicao do pH das amostras foi realizada depois da recolha para as analises microbiologicas.
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6.2.3 - ANALISE E TRATAMENTO DOS DADOS

A analise estatistica de dados foi efetuada recorrendo ao programa SPSS® 19.0. O
estudo da associacdo entre variaveis foi efetuado através da andlise do qui-quadrado e pelo

teste exato de Fisher com um nivel de probabilidade (p)<0,05.

Foi calculada a prevaléncia e o respetivo intervalo de confianca (IC) para 95% de

probabilidade.
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7 - RESULTADOS

7.1 - CARACTERIZACAO DAS EXPLORACOES E DAS AMOSTRAS

Neste estudo analisaram-se 130 amostras de agua que foram colhidas em 15 cuniculturas,
selecionadas por conveniéncia, situadas no Nordeste de Portugal e cuja distribuicdo geogréafica
é apresentada na Figura 10. A frequéncia da distribuicdo das colheitas e a localidade encontra-

se representado na Tabela 6.

» Montalegre !;ragan;a
# Chaves
*
a
# Mirandela Miranda
3 do Douro
s Alvdao Murca
» Mogadouro
AT 2
», Yila Real
e *
k # Pinhdo
# Mesdo Frio
s Peso da Régua Freixo de
* Espada a Cinta

*  Localizacion de las granjas

Figura 10 - Localizagéo das cuniculturas (Fonte; Quinteiro et al, 2015).

A maioria das exploragdes visitadas localizam-se na zona de Vila Real, nas proximidades da
UTAD, tendo sido esse um dos critérios de selecdo das exploracdes. Apesar desta limitacdo,

julgamos ser esta uma amostra representativa das exploracdes da regido.
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Tabela 6- Local e nimero de colheitas efetuadas em cada exploracéo.

Exploracéo Localidade N° amostras
colhidas

1 Vila Real 9

2 Braganca 9

3 Camped 10

4 Camped 8

5 Romeu 9

6 Couto 9

7 Borbela 6

8 S&o Martinho de Anta 11

9 Torre de Pinhdo 7

10 Sobrados 10

11 Pegarinhos 5

12 Jales 11

13 Parada de Aguiar 9

14 TelGes 9

15 Cidadelhe 9

A distribuicdo no nimero de amostras pelo ponto de colheita encontra-se na Tabela 7. No ponto
de colheita 10 (meio linha 1 maternidade) e no ponto 11 (meio linha 1 engorda) colheram-se
poucas amostras e foram realizadas apenas nas exploracfes de menor dimensao para completar

um ndmero minimo de amostras.

Tabela 7- Distribui¢do do namero de anélises pelo ponto de colheita.

Ponto de Colheita N.°; %
BT

2. Inicio linha 1 pavilhdo maternidade 15 (11,5%)

51155
4. Inicio linha 2 pavilhdo maternidade 15 (11,5%)
511155
14655
130208
12629
165
0
2059
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A maioria das exploracdes ja se encontra instalada ha mais de 20 anos, tendo a exploracdo mais

velha 35 anos e a mais recente 20 anos.

Apenas 5 exploracgdes tinham outras explora¢6es por perto num raio de 3 a 7 Km. Quanto a
dimenséo das exploracdes esta foi muito variavel desde 90 a 3100 coelhas reprodutoras, com
uma media de 965,2 animais. Na maioria das exploracBes, a reprodugdo era feita por
inseminacao artificial, sendo realizada por empresas especializadas. Apenas numa exploragao
0 proprietario usava como método de reproducéo a cobrigdo natural, tendo para o efeito varios

machos.

Quanto a origem das aguas para consumo das cuniculturas, 60% (n=9) foram colhidas de furos,
20% (n=3) da rede publica e 6,7% (n=1) em pocos e 13,3% (n=2) em minas (Figura 11). Este
resultado é semelhante ao do estudo realizado por Coelho e Pinheiro em 2014 e pode ser
explicado pelo fato de as exploracBes estarem localizadas nas areas limitrofes das aldeias,
sendo muito mais prético, facil e barato para os proprietarios obter a 4gua através de lencois

freaticos subterraneos.

Origem

®m Furo ®mPogo = Rede Publica = Mina

Figura 11 - Origem da 4gua nas cuniculturas.

Relativamente ao armazenamento em deposito, 72,3% (n=94) das amostras eram provenientes
de exploragdes onde ndo se fazia 0 armazenamento em deposito e 27,7% (n=36) de exploracbes

onde ocorria 0 armazenamento.
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A maioria das amostras de dgua era conduzida da origem até a exploracdo por tubagem em
PVC (79,2%; n=103), seguida de tubagem em inox (13,8%; n=18) e apenas numa pequena
percentagem (6,9%; n=9) a gua era trazida por manilhas.

Quanto ao tipo de tratamento realizado na &gua, 13,1% (n=17) das amostras ndo sofriam
qualquer tipo de tratamento, 19,2% (n=25) sofriam tratamento, embora ndo tenha sido
identificado, 48,5% (n=63) eram tratadas com cloro derretido, 12,3% (n=16) com peroxido e

6,9% (n=9) eram tratadas com uma combinac&o de cloro e perdxido (Figura 12).

Tratamento da agua

cloro e perdxido

Perdxido hidrogénio

Tratamento ndo identificado

Sem tratamento

Figura 12 - Tratamento da agua consumida pelos coelhos

A grande maioria das amostras de aguas (86,9%; n=113) eram provenientes de exploracGes
que as submetiam a anéalise regular e 13,1% (n=17) de amostras de agua pertenciam a
cuniculturas que ndo faziam analises periddicas. A maioria das cuniculturas que efetuavam
analises referiu que os resultados eram normais e nenhuma, das que efetuavam analises, referiu
ma qualidade microbioldgica das aguas, embora duas cuniculturas das 15 disseram ndo saber
qual o resultado.

Relativamente a periodicidade das analises, a maioria das exploracfes efetuavam analises 2
vezes no ano (40,0%; n=6), seguida de 1 vez ao ano (33,3%; n=5) e em menor nimero fazia
analises 1 a 2 vezes no ano (13,3%; n=2). Duas exploragdes (13.3%; n=2) ndo realizavam
qualquer tipo de analises a agua.
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Em 66,7%% (n=10) das exploracdes a adgua era veiculo de antibioticos, e em 13,3% (n=2)
destas exploracdes a agua era veiculo de antibioticos e também de vitaminas. Em 20% (n=3) a

agua ndo era utilizada como veiculo de qualquer tipo de farmaco ou vitaminas.

Relativamente a periodicidade da limpeza dos depdsitos e tubagens, 73,3% (n=11) das
exploracGes faziam a limpeza no fim de cada ciclo de producdo, 13,3% (n=2) das exploracdes
faziam a limpeza duas vezes ao ano, 6,7% (n=1) das amostras pertenciam a exploracdes que
faziam a limpeza uma vez ao ano e 6,7% (n=1) pertenciam a exploragdes que ndo faziam

qualquer limpeza (Figura 13).

Periodicidade da limpeza

80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%

73,30%

20,00%

0,
10,00% 11,34% 670§¢ 67056
0,00% —
Fimciclo  Duas vezes por Umavez por Sem limpeza
produgdo ano ano

Figura 13 - Periodicidade da limpeza dos depositos e tubagens realizada pelos cunicultores.

Quanto aos produtos usados na limpeza dos depdsitos e tubagens, 26,7% (n=4) das exploracdes
faziam a limpeza com &gua e lixivia, 46,7% (n=7) pertenciam a exploracdes que limpavam
com agua, 13,3% (n=2) pertenciam a exploracfes que limpavam com lixivia, 6,7% (n=1) a
exploracdes que limpavam com peroxido e 6,7% (n=1) pertenciam a uma exploracdo que nao

sabia identificar o desinfetante.
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7.2 - QUALIDADE DA AGUA DAS EXPLORACOES

7.2.1 - RESULTADOS MICROBIOLOGICOS GERAIS

Das 130 amostras analisadas 13 foram positivas para Escherichia coli. A prevaléncia de
Escherichia coli nas amostras analisadas foi de 10% (IC 95%: 4,91%-15,09%).

Das 130 amostras analisadas 20 foram positivas para Enterococcus. A prevaléncia de
Enterococcus nas amostras analisadas foi de 20% (IC 95%: 13,21%-26,79%).

Em 121 das 130 amostras analisadas o numero total de microrganismos a 22°C foi inferior a
100 UFC/ml e a 37°C inferior a 10 UFC/ml. Como tal, a maioria das aguas das exploracoes

analisadas estavam proprias para consumo (Tabela 8).

Tabela 8 - Resultados da qualidade microbiolégica da agua (fornecimento) em 130 amostras de agua de
exploragdes cuniculas transmontanas.

Parametros Unidades Resultado Amostras. Amostras Concentragdo

microbioldgicos com com maxima
resultado resultado admissivel*
negativo  positivo

Microrganismos UFC/ml <10 121 9 <20
viadveis 37°C

Microrganismos UFC/ml <100 121 9 <100
vidveis 22°C

Coliformes totais UFC/100ml 0 117 13 0
Escherichia coli UFC/100ml 0 117 13 0
Enterococos UFC/100ml 0 110 20 0
intestinais

*(Valores de referéncia: Decreto-Lei 306/2007).

Relativamente aos resultados microbiol6gicos por exploracgdo, das 15 explora¢des analisadas 2
(13,3%) foram positivas para E. coli e 3 (20,0%) foram positivas para Enterococcus. Em apenas
1(6,7%) das 15 amostras analisadas o nimero total de microrganismos a 22°C foi maior do que
100 UFC/ml e a 37°C maior do 10 UFC/ml. Como tal, a maioria das aguas das exploracfes

analisadas estavam proprias para consumo (Tabela 9).
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Tabela 9 - Resultados da qualidade microbiol6gica da agua (fornecimento) em exploragdes cuniculas
transmontanas (n= 15 exploragdes).

Parametros Unidades Resultado Expl. com Expl. com Concentragdo
microbioldgicos resultado resultado maxima
negativo  positivo admissivel*
Microrganismos UFC/ml <10 14 1 <20
viaveis 37°C
Microrganismos UFC/ml <100 14 1 <100
viaveis 22°C
Coliformes totais UFC/100ml 0 13 2 0
Escherichiacoli ~ UFC/100ml 0 13 2 0
Enterococos UFC/100ml 0 12 3 0
intestinais

*(Valores de referéncia: Decreto-Lei 306/2007).

7.2.2 — RELACAO ENTRE A QUALIDADE MICROBIOLOGICA DA AGUA E AS
CARACTERISTICAS DA EXPLORACAO

Nesta parte do trabalho procuramos averiguar se algumas caracteristicas das exploragées, como
a origem do fornecimento da agua, o tipo de tubagem e armazenamento estavam relacionadas
com a qualidade microbiol6gica da agua, nomeadamente com a concentracdo de E. coli,

coliformes totais e enterococus.

ESCHERICHIA COLI

Depois de retiradas da estufa a 44°C, na qual ficaram cerca de 48 horas, as amostras positivas
a E coli, cultivadas em placas com meio Endo, apresentavam colénias com uma coloracao
carateristica verde brilhante (Figura 14), e eram confirmadas por repicagem no meio de dgua
triptonada.
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Figura 14- Colonias de Escherichia coli em meio Endo (Fonte: www.pall.com).

Todas as amostras positivas a E coli (13) eram provenientes de agua com origem em pogos
(9/13; 69,2%) ou da rede publica (4/13; 30,8%) (Figura 15). Ndo houve nenhum resultado
positivo em furos. As diferencas encontradas foram estatisticamente significativas (p<0,0001)
entre a origem da &gua e a sua qualidade microbioldgica.

E. coli e origem agua

m Pocos ® Rede Publica

Figura 15- Relagéo entre a presenca de E. coli e a origem da agua.

Todas as amostras positivas a E. coli eram provenientes de tubagem em PVC (13/13; 100%).
As diferencas encontradas foram estatisticamente significativas (p=0,040). Isto podera indicar-
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nos que este tipo de tubagem nao € o mais adequado para o percurso da agua de abeberamento

dos coelhos.

A maioria das amostras positivas a E. coli eram provenientes de exploragdes que armazenavam
agua em depositos de maiores dimensdes (9/13; 69,2%). As diferencas encontradas foram
estatisticamente significativas (p=0,001). Estas amostras provinham de explora¢des que nao
faziam nenhum tipo de tratamento a 4gua e a limpeza dos depositos e tubagens era realizada
unicamente com &gua. e eram também provenientes de explora¢fes que tinham outras
exploracBes por perto (9/13; 69,2%). %). As diferencas encontradas foram também

estatisticamente significativas (p=0,007).

Todas as amostras de agua positivas eram provenientes de exploracbes que ndo faziam

tratamento (13/13; 100%). Estas diferencas foram estatisticamente significativas (p=0,0001)..

Todos os resultados positivos foram observados em exploracfes que faziam lavagem apenas
com agua, na limpeza do depésito e na limpeza da tubagem. As diferencas encontradas foram
estatisticamente significativas (p=0,0001). Este resultado é expectavel pois esta relacionada
com a eficiéncia das medidas profilaticas executadas.

COLIFORMES TOTAIS

As coldnias de Coliformes Totais, quando em meio Endo e colocadas numa estufa a 37°C,
durante 48 horas, apresentam uma coloracgdo rosa (Figura 16). A diferenca destas coldnias e as

de E. coli é que somente as Ultimas crescem no meio referido a uma temperatura de 44°C.

Figura 16- Coldnias de Coliformes Totais em meio Endo. (Fonte: www.pall.com).
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Todas as amostras positivas aos coliformes totais eram provenientes do poco (9/13; 69,2%) ou
da rede publica (4/13; 30,8%) (Figura 17). N&o houve nenhum resultado positivo em furos ou

minas. As diferencas encontradas foram estatisticamente significativas (p=0,0001).

Coliformes Totais e origem agua

m Pogcos = Rede Publica

Figura 17- Relacéo entre a presenca de Coliformes Totais e a origem da agua.

Todas as amostras positivas aos coliformes totais eram provenientes de tubagem em PVC
(13/13; 100%). As diferencas encontradas foram estatisticamente significativas (p=0,040). Isto
poderd indicar-nos que este tipo de tubagem nédo é o mais adequado para o percurso da agua de
abeberamento dos coelhos.

A maioria das amostras positivas aos coliformes totais eram provenientes de exploragcdes que
armazenavam em depositos (9/13; 69,2%). As diferencas encontradas foram estatisticamente
significativas (p=0,001). A maioria das amostras positivas aos coliformes totais eram
provenientes de exploracdes que tinham outras exploraces por perto (9/13; 69,2%). As

diferencas encontradas foram estatisticamente significativas (p=0,007).

Todas as amostras de agua positivas eram provenientes de exploracdes que ndo faziam
tratamento (13/13; 100%). Estas diferengas foram estatisticamente significativas (p=0,0001).
Este resultado reflete a necessidade de se realizar um tratamento adequado a agua de

abeberamento dos animais, para evitar uma possivel contaminagé&o.

Todos os resultados positivos foram observados em exploragfes que faziam lavagem apenas
com &gua, na limpeza do deposito e na limpeza da tubagem. As diferencas encontradas foram

estatisticamente significativas (p=0,000). Este resultado € expetavel.
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ENTEROCOCCUS

Quando as colonias de enterococcus eram observadas no meio Slanetz (Figura 18), a membrana
era retirada deste meio e colocada numa placa com um meio de canamicina. Eram novamente
incubadas numa estufa a 37°C e, passadas 24 horas eram visualizadas coldnias com coloracao

carateristica negra.

Figura 18- Coldnias de Enterococcus em meio Slanetz (Fonte: www.esb.ucp.pt)

As amostras positivas a Enterococcus eram provenientes do poco (9/20; 45,0%), da rede
publica (3/20; 15,0%) ou de furo (8/20; 40,0%) (Figura 19). Ndo houve nenhum resultado
positivo em minas. As diferencas encontradas foram estatisticamente significativas (p=0,0001).

Estes resultados indicam-nos que terd havido uma contaminagdo fecal mais remota.

Enterococcus e origem agua

® Pocos ® Rede Publica = Furo

Figura 19- Relagdo entre a presenca de Enterococcus e a origem da agua.
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Todas as amostras positivas a Enterococcus eram provenientes de tubagem em PVC (20/20;

100%). As diferencas encontradas foram estatisticamente significativas (p=0,006).

A maioria das amostras positivas a Enterococcus eram provenientes de exploragdes que ndo
armazenavam em depositos (11/20; 55,0%) e que ndo tinham outras exploragdes por perto
(11/20; 55,0%). A contaminacao podera ter-se dado na origem da agua e que posteriormente

passou, atraves da tubagem para o restante percurso.

A maioria de amostras de agua positivas eram provenientes de explora¢es que ndo faziam
tratamento (12/20; 60%). Nove amostras positivas eram provenientes de exploragdes que
faziam tratamento com cloro derretido. Estas diferencas foram estatisticamente significativas

(p=0,004). A ndo realizacdo de tratamento permite crescimento de microrganismos

Todos os resultados positivos foram observados em exploragfes que faziam lavagem apenas
com &gua, na limpeza do depésito e na limpeza da tubagem. As diferencas encontradas foram

estatisticamente significativas (p<0,0001).
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8 - DISCUSSAO

8.1 - CARATERISTICAS DO ABASTECIMENTO DA AGUA AS EXPLORACOES

A 4gua utilizada no abeberamento dos coelhos, das cuniculturas visitadas, provém na maioria
de furos ou pocos privados e os cunicultores ja pedem para serem realizadas analises periodicas
para avaliar a qualidade da agua.

Na maioria das exploracdes ja € realizado tratamento a agua de consumo dos animais, sendo o
cloro, na forma de pastilhas, o desinfetante de eleicdo na producdo cunicola, devido ao seu
baixo custo aliado a um bom poder oxidante e facilidade de utilizagdo. No entanto, o peroxido
de hidrogénio também ja comeca a ter uma melhor divulgacdo, devido ao seu bom poder
biocida, ser facilmente controlado e quantificado, através de tiras reativas. Relativamente a
limpeza dos depdsitos e tubagens, esta é realizada na maioria das exploracdes ao fim de cada
ciclo produtivo com agua ou com uma mistura de agua e lixivia. Esta acdo de limpeza permite

manter todo o trajeto da agua limpo, minimizando assim contaminac¢des por microrganismos.

Os valores de pH das amostras de agua, compreendido entre 5,85 e 7,64, encontram-se dentro
dos valores limites (> 6,5 e <9, segundo o decreto lei 306/ 2007) considerados normais para a
agua de consumo. Segundo Allioux (2003) o pH baixo (acidez) aumenta a dissolucdo dos
metais das tubagens, valvulas e equipamento metalicos. Um valor de pH baixo propicia a
dissolugdo de acessorios metalicos, podendo alterar o sabor da agua original. Por outro lado,
valores de pH acima de 8, tornam a dgua menos agradavel ao paladar e podem propiciar a
precipitacao de sais ou outros compostos, favorecendo o desenvolvimento de incrustacdes nas
tubagens. O valor do pH também influencia a eficiéncia da desinfecdo, ja que a eficiéncia dos

agentes utilizados nos diversos tratamentos depende do valor de pH.

8.2 - QUALIDADE MICROBIOLOGICA DA AGUA

A maioria das exploragfes visitadas neste estudo obtinha a &gua a partir de rede de

abastecimento privada (poco ou furo) e encontravam-se nas proximidades das aldeias.

A presenca de bactérias E coli e coliformes totais em amostras provenientes da rede publica
ndo é um resultado expetavel, visto que a 4gua proveniente da rede publica é sujeita a uma

analise periddica e também a alguns tratamentos de acordo com o decreto-lei em vigor. No
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entanto, se as canalizagdes forem obsoletas ha a possibilidade de haver alguma falha ou

degradacdo, permitindo assim a entrada e multiplicagdo de microrganismos.

As amostras em que foi detetada E coli e coliformes totais provinham também de pocos. Isto
pode sugerir que houve uma contaminagdo na origem, relativamente recente, e que esta é de
origem fecal. Conboy e Goss (2000) citam que a deposicdo diaria de residuo organico animal
no solo, pratica muito disseminada no meio rural, aumenta o risco da contaminacao das aguas
subterraneas. Ayer e Westcot (1994) referem que a contaminagdo da agua em pocos € superior
do que em furos ou minas, devido a sua menor profundidade e maior didmetro, havendo um
menor processo de filtracdo dos microrganismos por parte do solo e maior suscetibilidade de
sofrer contaminacdo e também que as aguas subterrdneas podem ser quimicamente

desequilibradas quando comparadas com as aguas de superficie.

Todas as amostras positivas a E. coli eram provenientes de tubagem em PVC Isto poderad
indicar-nos que este tipo de tubagem ndo é o mais adequado para o percurso da agua de
abeberamento dos coelhos. Neste tipo de tubagem podem alojar-se algas ou outros detritos que
permitem a colonizacdo de bactérias ou a formacéo de biofilmes, os quais se mostram mais
resistentes aos desinfetantes que costumam ser utilizados. Segundo Chaves (2004), o
crescimento microbiano, principalmente o crescimento sob a forma de biofilmes, assume um
papel primordial nas alteracdes subitas da qualidade da dgua nos sistemas de distribuicdo de
agua potavel, que resulta da eroséo e do desprendimento de porcdes do biofilme para a 4gua
circulante, influenciando diretamente a qualidade da agua.

A proximidade de outras explorac6es agropecuarias pode influenciar a qualidade da dgua. De
acordo com Stukel et al. (1990), no meio rural hd& uma maior probabilidade de ocorrer
contaminacdo microbioldgica das aguas, captadas por pocos ou furos, que podem estar
préximos de potenciais fontes de contaminacdo (fossas, pastagens ocupadas por animais,
estrumes e chorumes, esgotos domésticos). Se ha uma elevada pluviosidade também pode
haver contaminacdo microbioldgica devido ao arrastamento de microrganismos ao nivel do
solo para os lencéis de dgua. Como estas amostras foram recolhidas num periodo de maior
pluviosidade (Outubro a Margo), esta também pode ter alguma influéncia nos resultados
obtidos. Segundo Chaves (2004), o regime das chuvas também pode influenciar na carga
microbiana presente, pois quanto maiores os niveis de precipitacdo maior sera o arrasto.
Tambeém segundo estudos realizados por outros autores (Kistemann et al., 2002; Amaral et al.,
2003) a precipitacdo elevada contribui para o arrastamento dos microrganismos que por

53



lixiviacdo, seguem para camadas mais inferiores do solo. Assim sendo, nos meses de maiores
pluviosidades regista-se um teor médio mais elevado de bactérias. Estes microrganismos
poderdo ndo ser neutralizados com os habituais tratamentos realizados a agua visto que a

concentracdo destes poderé ndo ser a suficiente.

O tratamento de 4gua com cloro, peroxido de hidrogénio ou outro agente desinfetante é muito
importante para o controlo microbiano e assegurar a qualidade da agua para o abeberamento
dos coelhos. As concentracdes dos agentes desinfetantes também devem ser monitorizadas,
através de aparelhos de dosagem, ja que baixas concentra¢fes podem ndo neutralizar a carga
microbiana presente na agua. Concentracdes elevadas podem também influenciar na
quantidade de agua ingerida, pois podem conferir-lhe sabor ou odor. Concentracdes elevadas
de peroxido de hidrogénio podem causar a morte dos animais, e interferem também com os
antibioticos e prébidticos que muitas vezes sao utilizados nas cuniculturas. A caréncia em cloro
da &gua corresponde a quantidade de cloro que reage inicialmente com agentes redutores e
outros compostos presentes no meio, e que, hum caso limite, pode resultar numa quantidade
nula de cloro residual na agua para a inativacdo microbiana, sendo o seu valor variavel e
dependente de vérios fatores (Connell, 1996). Assim quanto maior for a quantidade de matéria
organica em suspensao na agua, maior sera a caréncia em cloro da agua, visto que o cloro reage
rapidamente com a matéria organica. Ha também menor suscetibilidade das bactérias presentes
nos biofilmes das paredes das canalizag6es ao cloro, devido a dificuldade de difuséo deste nas
matrizes poliméricas que as protegem (Chaves, 2004). No caso do cloro, concentracfes

elevadas levam a formacéo de produtos toxicos.

Nas exploracdes observadas, o cloro era utilizado sob a forma de pastilhas, as quais eram
substituidas quando derretiam na totalidade. Este método, no entanto ndo permite uma
quantificacdo e doseamento eficiente do cloro na dgua, podendo ndo ser o mais eficaz para
assegurar a qualidade continua da agua. Quando era utilizado o perdxido de hidrogénio, este
era doseado por um aparelho apropriado, resultando numa concentracdo constante ao longo da

duracgéo do tratamento.

As amostras de agua onde se observaram E coli e coliformes totais eram provenientes de
exploracGes que ndo faziam qualquer tipo de tratamento. Este resultado reflete a necessidade
de se realizar um tratamento adequado a agua de abeberamento dos animais, para evitar uma
possivel contaminacdo, mantendo a qualidade da 4gua com os parametros adequados para a

satde animal.
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A limpeza e desinfecdo dos depositos e tubagens mostra-se essencial para o controlo de
microrganismos, pois a E. coli e os coliformes totais foram observados em amostras de agua
de exploragdes que realizavam esta acdo somente com agua. Segundo Freitas et al. (2001) a
qualidade da agua pode sofrer alteragdes durante o seu percurso, desde a origem até ao local
onde é consumida. Estas alteracbes podem ser causadas por variagbes quimicas,
microbiologicas ou por perda de integridade de reservatorios ou tubagens. Se ndo houver uma
correta limpeza e desinfecdo dos depésitos, vai haver acumulacdo de residuos organicos e
s6lidos, que se tornam um substrato para as bactérias. E necessario fazer uma limpeza regular
dos depdsitos e tubagens com &gua adicionada a um produto desinfetante e desincrustante que
permita eliminar microrganismos, mas também materiais que ai se depositam ao longo do
tempo, impedindo uma boa passagem da agua. As substancias que ficam depositadas podem
também servir de substrato para os microrganismos, para posterior formacdo de um biofilme

que os protege dos desinfetantes.

A andlise microbioldgica da qualidade da &gua mostra-se muito importante no controlo
microbiano, pois foi observada a presenca de microrganismos em exploracfes onde esta ndo

era realizada ou a sua frequéncia era menor.

Todos os resultados obtidos para os coliformes totais foram iguais aos observados para a E
coli. No entanto, quando existe a presenca de coliformes totais na 4gua, esta nem sempre é de
origem fecal, isto porque, estes microrganismos podem estar presentes no solo e/ou serem

arrastados através das chuvas.

A presenca de Enterococcus nas amostras de agua indicam-nos que tera havido uma
contaminacdo fecal mais remota. Apesar de ndo se multiplicarem na agua, sdo bastante
resistentes as condi¢des ambientais, persistindo durante mais tempo no ambiente,
nomeadamente nas aguas. Estes dados podem ser Gteis na indicacdo de uma contaminacgdo mais
antiga na dgua ou em qualquer recurso hidrico (WHO, 2008). A contaminacdo podera dar-se
no ponto de origem da agua e posteriormente passar, através da canalizagdo para toda a dgua
da exploragéo.

O tratamento da dgua com agentes desinfetantes mostra-se ser, novamente, essencial para a
manutencdo da qualidade da agua, j& que nas exploracdes onde este ndo era realizado
observaram-se Enterococcus. Estes microrganismos também foram detetados em exploracoes

em que se utilizavam pastilhas de cloro. Porém, como este ndo é doseado de maneira eficiente,
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podera estar abaixo da concentracdo que sera a ideal para neutraliza-los ou a carga microbiana

podera ter tido um aumento devido a uma maior pluviosidade.

A desinfecdo da tubagem e depositos deve ser realizada com agentes desinfetantes e com
alguma frequéncia, de modo a a eliminar os microrganismos ou neutraliza-los para que nao
haja formacéo de biofilmes, deposi¢cdo de matéria organica, algas e manter a integridade das
tubagens. Nas exploracdes em que esta era realizada no fim de cada ciclo de producao, néo se
verificaram microrganismos, sugerindo que esta é a frequéncia ideal para a realizacdo de

limpeza e desinfecdo dos depdsitos e canalizagdes.

Apesar de serem realizadas analises regulares a 4gua, na maioria das amostras positivas, pode
ter ocorrido no intervalo dessas analises uma contaminacdo fecal mais remota, aliada a

tratamentos a gua insuficientes ou ineficazes.

A contagem de microrganismos totais ndo é um indicador especifico de contaminacao fecal.
Uma elevada contagem de coldnias ocorre sobretudo em locais de maior estagnacdo dos
sistemas de distribuicdo de agua, 0 que acontece em pocos com baixa profundidade e maior
didmetro. Serve também para avaliar a eficAcia da desinfecdo. A maioria destes
microrganismos ndo causa doencgas em pessoas que estejam saudaveis, mas podem conduzir a

alteracdes organoléticas na agua.

Nas exploragfes em que era utilizada o perdxido de hidrogénio como agente desinfetante, a
qualidade da agua era bastante satisfatdria.

Ja nas exploragcdes em que era utilizada o cloro este ndo é doseado de forma eficaz, o que

conduz a uma nao neutralizacao eficiente dos microrganismos.

Podemos assim sugerir que o tratamento com o peroxido de hidrogénio, apesar de ser um pouco

mais dispendioso, é mais eficaz para o tratamento e manutencdo da qualidade da agua.

De acordo com os resultados obtidos existe uma necessidade de se realizar um tratamento
adequado a agua de abeberamento dos animais, para evitar uma possivel contaminacéo,

mantendo a qualidade da &gua com os parametros adequados para a saude animal
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9 - Consideragdes Finais

O tratamento das aguas e o seu controlo microbioldgico devem ser sempre efetuados nas
exploracOes de producdo intensiva de coelhos. A monitorizacdo da qualidade da dgua € um
fator de extrema importancia na producéo animal e ndo é dificil, mas depende muito também
do empenho dos cunicultores. Estes deveriam fazer uma desinfecdo periddica da agua que
garanta qualidade ao longo de todo o seu trajeto, com produtos que possam ser controlados e
quantificados facilmente, tal como anélises periddicas de qualidade, de modo a verificar se 0s

seus tratamentos estdo a ser 0os mais adequados.

Deveriam ser criados instrumentos legais sobre a qualidade e sobre os controlos

microbiologicos das aguas de consumo para espécies pecuarias.

Os resultados do presente estudo sdo muito favordveis para as exploracdes cuniculas
amostradas, revelando elevada qualidade microbioldgica da &gua de consumo das exploracgdes.
A boa qualidade da 4gua encontrada nas explora¢des podera estar relacionada positivamente
com as medidas profilaticas realizadas, nomeadamente as limpezas e desinfecGes frequentes
dos depositos e tubagens e os tratamentos realizados a 4gua continuamente, que nos parecem

adequados.

Apesar do nimero reduzido de explorages amostradas julgamos serem representativas e 0s
resultados extrapolados para a generalidade das exploragdes. Todavia, seria importante alargar
a zona de estudo aumentando o nimero de exploragdes. Também seria importante a
monotorizacdo da qualidade da agua ao longo do ano, para averiguar a variacdo ou manutencao

da qualidade e tentar encontrar alturas criticas onde as analises deveriam ser realizadas.
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ANEXOS

ANEXO 1- INQUERITO REALIZADO AOS CUNICULTORES

Nome:

Localizacéo

O
1

10-
11-
12-

Ha quanto tempo tem a exploracao cunicola/ data de instalacéo
Dimens&o da explora¢do: nimero de inseminagdes realizadas
Existem outras exploracdes nas imediagdes da cunicultura?
a. A que distancia
De onde provém a agua fornecida aos animais?
e Furo/ Poco/ Rede publica
E armazenada em algum depésito(s)? Quantos?
A agua passa por que tipo de tubagem desde que sai da origem até a cunicultura?
E realizado algum tratamento & agua? Se sim, que tipo de tratamento e com que
periocidade?
Sdo realizadas analises microbioldgicas/ quimicas a &gua consumida pelos coelhos?
a. Sim, quais os parametros analisados?
b. Com que periodicidade
c. Resultados habituais
A 4gua é utilizada como meio para a administracdo de algum farmaco aos coelhos?
a. Desparasitante; antibiotico, outros
Periodicidade da limpeza dos depdsitos
Periodicidade da limpeza das tubagens

Que produtos sdo usados para a limpeza dos depositos e tubagens
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ANEXO 2 - ANALISE MICROBIOLOGICA DA AGUA PARA CONSUMO

Material

-Meio de Endo agar

-Meio de Slanetz agar

-Meio de kanamicina

-Meio de Plate Count Agar (PCA)
-Caldo verde brilhante

-Agua triptonada

-Reagente de Kovacs
-Banho-maria

-Estufas a 22°C, 37°C e a 44°C
-Zaragatoas

-Pincas

-Pipetas

-Cémara de fluxo laminar
-Rampas de filtracéo

-Filtros

-Bomba de vécuo

-Lamparina

-Alcool a 96°

-Algodao hidrofilo

Metodologia
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Recolha de amostras para analise microbioldgica

- Utilizar um frasco esterilizado, com um volume de 500 ml.

- Realizar a recolha da amostra em condic¢des de assepsia de acordo com as condicGes
especificas do local.

- Abrir atorneira e deixar correr a agua durante alguns minutos. Fechar a torneira e limpa-
la com algoddo embebido em alcool. A seguir flamejar a torneira. Abrir o frasco de
amostragem e encher com agua.

- E importante que a analise seja efetuada no proprio dia da recolha da agua. Nos dias de
verdo, € aconselhavel o transporte das amostras em mala térmica, equipada com
termoacumuladores, para evitar crescimento microbiano entre 0 momento da recolha e da

analise da amostra.
Recolha de amostras para andlise microbioldgica a partir de depositos

1. Lavar e desinfetar as maos (ou usar luvas estéreis);

2. Segurar o frasco numa zona perto da sua base e mergulha-lo na massa de 4gua com a boca
virada para baixo. Deve mergulhar-se até cerca de metade da altura da coluna liquida ou pelo

menos até cerca de 20 cm abaixo da superficie da agua;

3. Virar o frasco até que o gargalo aponte ligeiramente para a superficie e a boca esteja voltada
contra a corrente. Se ndo existir qualquer corrente (por exemplo, no caso de um reservatorio)

empurrar o frasco horizontalmente;
4. Recolher a amostra e fechar imediatamente o frasco;

5. Seguir os passos indicados para a 4gua recolhida de uma torneira.
Contagem total de microrganismos — Técnica de incorporacao
Metodologia
- Colocar o meio de PCA em banho-maria a 45°C até a sua utilizagéo.
- Agitar vigorosamente a amostra até completa homogeneizacao.

- Introduzir 1 ml da amostra (ou de dilui¢bes decimais, no caso de agua poluida) numa
placa de Petri vazia e adicionar 10 ml de meio PCA a 45°C (condigOes de assepsia). Fazer

em duplicado.
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-Agitar cuidadosamente as placas, com suaves movimentos rotativos, até completa

homogeneizacdo do meio com a amostra e deixar solidificar.
- Incubar uma placa a 22°C e outra a 37°C.

- No final da incubagdo, contar todas as coldnias formadas com o auxilio de um

contador.

Interpretacgéo dos resultados

A agua propria para consumo humano ndo deve apresentar um ndmero de coldnias
superior a 100 apds incubacédo a 22°C e um numero de coldnias superior a 20 apos incubacéo
a37°C.

Pesquisa de Escherichia coli e de outras bactérias coliformes fecais

Metodologia

-Agitar vigorosamente a amostra até completa homogeneizacao.

-Proceder a esterilizacdo e montagem do conjunto de filtracao.

-Com o auxilio de uma pinca previamente mergulhada em &lcool e flamejada, colocar
uma membrana estéril (filtro de porosidade 0.45um) entre o copo de filtracdo e o seu

suporte, com o reticulo virado para cima.

-Introduzir 100 ml de &gua a analisar no copo de filtracdo e filtrar, utilizando uma
bomba de vacuo.

-Apos a filtracdo, retirar a membrana com uma pinca esterilizada e coloca-la sobre o meio

de Endo agar na placa de Petri, na estufa a 44°C durante 24 horas.
-Observar a presenca de colonias vermelhas metalizadas e vermelho escuro.
-Inocular estas coldnias em caldo verde brilhante com tubo de Durham.
-Inocular as colénias em agua triptonada.

-Colocar a 44°C em banho-maria durante 24 horas.
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-Apobs as 24 horas observar a presenca de turvagdo no caldo verde brilhante e presenca

de gas.

-Adicionar 2 gotas de reagente de Kovacs para confirmar a presenca de coliformes fecais.

Pesquisa de coliformes totais

Metodologia

-Repetir o procedimento anterior até a filtracao.
-Colocar uma placa com o meio de Endo na estufa a 37°C durante 24 horas.

-Verificar de houve crescimento. Em caso positivo inocular estas colénias em caldo verde

brilhante com tubo de Durham, a 37°C durante 24 horas.

-Apobs a s 24 horas observar a presenca de turvacdo no caldo verde brilhante e presenca

de gés.

Pesquisa de estreptococos fecais ou enterococos

Metodologia

-Repetir o procedimento anterior até a filtracdo.
-Colocar uma placa de Slanetz na estufa a 37°C durante 24-48 horas.

-Se houver crescimento repicar a colonia (colonia rosa escuro ou acastanhada) para o

meio de canamicina agar e colocar na estufa a 37°C durante 4 horas.
- Confirmacao atraves da presenca de coldnias negras.

Este método pode ainda ser realizado colocando diretamente o filtro da placa de Slanetz
no meio de canamicina ou passando 100 ml de &gua a testar pelo filtro e colocando

diretamente no meio de canamicina.
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ANEXO 3- MEIOS UTILIZADQOS

Meio Slanetz

Meio usado para a identificacdo e pesquisa de estreptococos fecais. Estes, quando presentes,
reduzem o cloreto de tetrazolium presente no meio, a formazona que vai ser responsavel pela
coloracdo avermelhada das coldnias. A azida sddica, outro componente do meio, vai inibir o
desenvolvimento de outros microrganismos. Para a preparagéo deste meio, comega-se por pesar
0 meio desidratado e suspende-se 0 mesmo em &gua destilada. De seguida deve-se ferver o
meio até a completa dissolucdo deste e ndo vai a autoclavar. Em ambiente de assepsia, deve
distribuir-se 0 meio por placas de Petri identificando-as e datando-as. Quando estas atingirem

a temperatura ambiente devem ser arrumadas no frigorifico.
Meio Endo

O meio Endo é um meio usado para a diferenciacdo e identificacdo de bactérias coliformes
baseadas na fermentacdo da lactose &4gua usando o método de filtracdo por membrana. E
possivel retirar bactérias de liquidos passando-as através de filtros com poros de tamanhos
pequenos nos quais as bactérias sdo retidas. Esta técnica de filtracdo permite a passagem réapida
de grandes volumes de agua através da pressao negativa, mas impede a passagem de qualquer

bactéria presente no liquido.
Meio Plate Count Agar

Este é o meio usado para a enumeracao da flora aerdbia total das dguas. O crescimento dos
microrganismos é favorecido pelas substancias nutritivas presentes neste meio. O seu modo de
preparacao passa por pesar a quantidade indicada pelo fornecedor e suspender o meio em agua
destilada. Distribui-se 0 meio preparada em frascos de 500mL e leva-se a esterilizar em
autoclave a 121°C durante 15 minutos. Por fim, identificam-se os frascos, marca-se a data e

arruma-se no frigorifico depois de atingir a temperatura ambiente.
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