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“Com minha diversidade metabdlica ndo se
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Ande limpinho, coma bem e lave sempre a
mao
Tudo para sua protecao”

Roberta Feijo



RESUMO

As 4guas presentes nos centros urbanos, de rios, lagos e mares, encontram-se prejudicadas,
devido a utilizagdo intensa e irrefredvel desse recurso, causando diversos efeitos com grandes
impactos. Com esta pesquisa objetivou-se realizar a analise microbioldgica de duas galerias e
pontos de adguas do mar a jusante da saida dos canais pluviais na cidade de Fortaleza-CE.
Foram feitas cinco coletas consecutivas, uma por semana, nos meses de Maio ¢ Junho de
2013, sempre pela manha. A temperatura das amostras foi medida no local e as amostras
foram processadas imediatamente no laboratorio de microbiologia ambiental e do pescado
(LAMAP), onde se mediu salinidade e pH. Para a quantificacdo de Pseudomonas foi seguida
a norma da CETESB (2001) para aguas recreacionais. Para isolamento de Enterococcus, foi
utilizada a técnica da membrana filtrante e a contagem foi expressa em UFC/mL. O perfil de
susceptibilidade das cepas de P. aeruginosa foi realizado com os seguintes antimicrobianos:
Amicacina 30ug (AMI), Imipenem 10pug (IPM), Gentamicina 10pg (GEN), Tobramicina
30pg (TOB), Aztreonam 30ug (ATM) e Ceftazidima 30ug (CAZ). Trinta e sete cepas foram
identificadas como Pseudomonas aeruginosa, quarenta e quatro como Pseudomonas ssp. €
noventa como Enterococcus. O NMP de Pseudomonas/100mL nas amostras de dguas das
galerias pluviais e agua do mar na praia do Meireles variou de <1,8 x 1024 1,6 x 10* ¢ a CPP
de Enterococcus nas amostras de aguas das galerias pluviais e 4gua do mar na praia do
Meireles variou de 1,0 x 102 UFC/mL a 9,0 x 10®* UFC/mL. Conclui-se que: Foi confirmada
as presencas de Pseudomonas e Enterococcus nas galerias do Riacho Macei6, Praia do
Meireles e pontos do mar jusante a saida de 4gua das galerias pluviais; Nas galerias houve um
maior isolamento de cepas de Enterococcus do que nas amostras de d4gua marinhas; Dentre os
pontos estudados, o maior niimero de isolados identificados até espécie foi de bactérias do
género Pseudomonas; As cepas de P. aeruginosa foram sensiveis a todos os antimicrobianos

testados.

Palavras-chave: Aguas recreativas. Pseudomonas aeruginosa. Contaminagao.



ABSTRACT

The water present in the urban centers, such as rivers, lakes and seas are harmed due to
intense and unrestrained use of this resource, causing various effects with large impacts. This
research aimed to the microbiological analysis of two galleries and points of sea water near
the outlet of rainwater canals in the city of Fortaleza-CE. Five consecutive samples, one per
week, were collected in the months of May and June 2013, always in the morning. The
temperature of the samples was measured in the same place and the samples were processed
immediately in the microbiology laboratory (LAMAP), where salinity and pH were measured.
To calculate the MPN of Pseudomonas/100mL was followed the CETESB standard for
recreational waters. For isolation of Enterococcus, the membrane filter technique was used
and the Enterococcus count was expressed as CFU/mL. The susceptibility profiles of the
strains of P. aeruginosa was carried out with the following antimicrobial: 30pug amikacin
(AMI), 10mg imipenem (IPM), 10mg Gentamicin (GEN), 30pg Tobramycin (TOB), 30ug
aztreonam (ATM) and 30ug ceftazidime (CAZ). Thirty-seven strains were identified as
Pseudomonas aeruginosa, forty-four as Pseudomonas ssp. and ninety as Enterococcus. The
MPN of Pseudomonas/100mL ranged from < 1.8 x 10? to 1.6 x 10* and CPP Enterococcus
ranged from 1.0 x 10> CFU/mL to 9.0 x 103> CFU/mL. From the identified strains,
Enterococcus was the most numerous in the total isolated of the galleries and sea points
samples. The isolated strains of P. aeruginosa do not present any resistance of any antibiotic
tested. It follows that: Pseudomonas and Enterococcus were identified in the Maceid river
gallery, Meireles beach gallery and sea points near the galleries outlets of the rainwater; in
galleries there was more isolation of strains of Enferococcus than in samples of sea water;
Among the studied points, the largest number of identified isolated strains were from bacteria

of genus Enterococcus; Strains of P. aeruginosa were susceptible to all tested antimicrobials.

Keywords: Recreative waters. Pseudomonas aeruginosa. contamination.
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1 INTRODUCAO

A 4gua pode ser um importante veiculo de infeccdo de inumeras doencas, seja em
decorréncia de excretas humanas e de outros animais ou pela presenca de substancias
quimicas nocivas a saude (DA SILVA ; CALAZANS, 2003).

Segundo o Relatério de Qualidade das Aguas Litoraneas no Estado de Sdo Paulo
(2004) as aguas recreacionais doces, salobras e salinas, podem expor os banhistas a riscos de
infec¢do, uma vez que existe o contato direto e continuo e a probabilidade da pessoa ingerir
quantidades significativas dessa dgua, se contaminada, ¢ alto. Esses corpos d' agua, muitas
vezes sdo receptores de efluentes domésticos, atingem banhistas com bactérias, virus e
protozodrios.

Fortaleza ¢ considerada uma cidade desenvolvida, sendo comum existir polui¢do
relacionada aos corpos hidricos que desdguam em aguas de recreacdo, e, doengas relacionadas
com essas praticas, tais como otite e disenterias, ja foram relatadas em outras praias do pais
(SAO PAULO, 2001). A praia do Meireles, ¢ uma das praias do litoral cearense, situada na
cidade de Fortaleza, Ceard, ¢ um local de grande concentragdo de pessoas com interesse
turistico, além de ser frequentada por banhistas locais, por esta razdo deve-se ter preocupagao
dos orgaos publicos com a qualidade microbioldgica de suas dguas e areias para prevengao de
riscos a saude (VIEIRA et al., 2007). As galerias pluviais presentes em toda a costa leste de
Fortaleza sdo sistemas de canalizacdo fechados para o escoamento e transporte das dguas de
chuva ou fluxo de &4guas pluviais captadas por bocas coletoras, apesar de seu destino
(transporte de aguas da chuva), podem ser importantes carreadores de bactérias patogénicas,
aumentando assim a probabilidade de poluicao da costa, o que as coloca também como um
risco a saude humana e ambiental (FERNANDES, 2002; VIEIRA et al., 2011).

E importante ressaltar que se faz necessario o estudo da presenca de patogenos e
indicadores das aguas que sdo vertidas aos corpos marinhos dentre eles: Pseudomonas
aeruginosa e o grupo dos Enterococcus ( DUARTE, 2011).

O género Pseudomonas compreende bactérias aerdbias estrita, Gram-negativas, na
forma de bastonetes retos ou curvos, sdo moveis por um flagelo, podem produzir varios

pigmentos, incluindo os fluorescentes e a piocianina, possuem grande capacidade de crescer
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em diversos lugares com pouca disponibilidade de nutrientes (TORTORA, 2000; GARRITY
et al., 2001). P. aeruginosa ¢ reconhecida como patdogeno oportunista, responsavel por
septicemias fatais em criancas, podem desempenhar papel importante em surtos de
gastrenterites veiculadas pela dgua, em dguas destinadas a recreacdo, a pesquisa dessa bactéria
em aguas poluidas e ndo poluidas sugere que sua presenca esteja relacionada ao homem,
esgotos domésticos e industriais, e animais a ele associados (SAO PAULO, 2001).

As bactérias do género Enterococcus apresentam amplo tempo de sobrevivéncia na agua
de mar e maior resisténcia a condigdes adversas comparada a Escherichia coli e a outras
bactérias, além de crescerem a temperaturas entre 10 e 45°C, tolerarem pH de 9,6 e 6,5% de
NaCl (PATEL et al. 1997; SILVA et al., 2008). As praias que possuem saida de canal de
origem pluvial, representam também risco para saide dos banhistas, em razido de suas areias
poderem estar contaminadas por Enterococcus (KIMIRAM-ERDEM et al., 2007).

As bactérias do género Enterococcus, sao encontradas no homem e animais, fazem parte
da microbiota normal do intestino, mas também podem ser encontradas em outros lugares do
corpo, sao utilizadas como indicador de contaminacao fecal e sdo isoladas principalmente de
esgosto doméstico (KUHN et al., 2003).

As praias que recebem esgotos possuem risco potencial de disseminag¢do de bactérias
resistentes a antimicrobianos (IVERSEN et al., 2004; CARVALHO et al., 2014)

Dessa forma, com esta pesquisa objetivou-se: 1. Isolar bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Enterococcus spp. em duas galerias e em dois diferentes pontos adjacentes no
desague ao mar das respectivas galerias; 2. Utilizar a técnica do Numero Mais Provavel
(NMP) de Pseudomonas/100 mL para a determinagdo desse grupo nas amostras de agua
analisadas; 3. Comparar a quantidade de Enterococcus e Pseudomonas isolados de todos os
pontos de coleta e 4. Determinar os perfis de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos das

cepas de P. aeruginosa isoladas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Contaminac¢ao microbioldgica de ambientes costeiros

A presenca de bocas de galerias no litoral pode ser um indicativo de que,
provavelmente, a qualidade microbiologica das adguas ndo € confidvel, em um relatorio de
balneabilidade das praias de Sdo Paulo foi constatado uma deficiéncia no sistema de captagado
de esgotos, acarretando a contaminagdo dos corpos hidricos que desaguam no litoral, o que
pode contaminar banhistas mais susceptiveis a doencas, tais como: criangas e idosos, 0
relatério afirma que os fatores que influenciam na balneabilidade das d4guas marinhas da costa
sdo a densidade de Enterococcus e/ou de Escherichia coli (SAO PAULO, 2004).

O aumento da densidade populacional aliado ao crescimento industrial, concorrem com
a diminuicdo dos recursos hidricos além da sua contaminagdo, agravada pela recepcao de
efluentes poluidos, parte dessa contaminagdo ¢ proveniente de poluicdo organica devido ao
grande aporte de esgoto doméstico, esta ¢ uma das maiores causas de contaminagdao
bacteriana em praias, a exposi¢do a essas aguas causam gastroenterites, dermatites e doencas
no ouvido (LACAVA, 2005).

Efluentes e esgotos podem conter a presenca de micro-organismos indicadores de
contaminacao fecal e patdgenos oportunistas, esses corpos d'agua se forem descarregados em
aguas marinhas, irdo apresentar perigo a populacdo humana que for exposta ao contato com
essas aguas (PATRA et al., 2009).

Os coliformes sdo encontrados no trato intestinal dos animais e dos seres humanos, e
geralmente sdo pesquisados em aguas recreativas tanto doce quanto marinha, para o controle
de qualidade, porém P. aeruginosa e Enterococcus spp. que causam risco potencial a satde,
principalmente de pessoas imunocomprometidas, tém sido propostos como indicadores de
qualidade de dguas recreativas doces e marinhas para complementar o grupo dos coliformes

(CLESCERI et al., 1998; DUARTE, 2011).
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2.2 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ¢ um dos organismos mais versateis que existe, pois pode ser encontrado
em diversos tipos de ambientes como 4gua, solo, vegetais, animais, alimentos e ambientes
hospitalares, possuem forma de bastonetes, sdo aerdbios e produzem pigmentos fluorescentes
alem da piocianina, apesar de algumas cepas serem apiocianogénicas, conhecida como
patogeno oportunista, causa infecgdes em pessoas com a imunidade comprometida, além de
sua eliminagdo ser problematica em razdo de sua resisténcia a antimicrobianos € a
desinfetantes (LINCOPAN et al., 2004).

Em fun¢do da versatilidade metabdlica de P. aeruginosa, esse microrganismo teria
vantagens sobre as demais bactérias, conseguindo crescer at¢é em agua potavel
(VASCONCELOS et al., 2006a; FARACHE FILHO e DIAS, 2008), por essa razio, essa
bactéria ¢ padrao de potabilidade em 4aguas no Brasil. A Resolu¢do RDC n° 275, de 22 de
setembro de 2005 limita P. aeruginosa somente em agua natural e mineral, engarrafadas
(BRASIL, 2005).

Pseudomonas aeruginosa tem sido isolada de 4guas recreacionais, a presenca dessa
bactéria na agua sugere risco potencial a saude por contato ou ingestdo acidental, por este
motivo vem sendo proposto como complemento a andlise dos coliformes, igualmente, como
indicador de qualidade de 4guas recreacionais (DUARTE, 2011).

Vieira et al. (2006) em um estudo de balneabilidade nas praias de Iracema e do
Meireles, pesquisaram a presenga de coliformes termotolerantes e de E. coli e verificaram
coloragdo esverdeada e odor frutado nos meios utilizados para o isolamento dessas bactérias,
o fato dessa ocorréncia foi ligado a presenga de P. aeruginosa, que produz pigmentos
hidrossoluveis, difusiveis no meio de cultura, mascarando os resultados de coliformes

pesquisados.

2.3 Enterococcus spp.

Em 1984, o género Enterococcus foi criado com o deslocamento de Streptococcus

faecalis e Streptococcus faecium para Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium,
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respectivamente (SCHELEIFER e KILPPER-BALZ, 1984). Caracterizam-se por tolerar
condi¢des adversas tais como, crescer na presenca de 6,5% de cloreto de sédio, em pH 9,6,
crescer em agar bile esculina e a temperaturas de 10°C a 45°C, a maioria dos Enterococcus €
isolado de fezes humanas, apesar de também serem encontrados em fezes de animais (PATEL
et al., 1997; BRASIL, 2000).

As bactérias do género Enterococcus, em sua maioria, fazem parte da microbiota
normal do homem, sdo encontradas em diversos locais do corpo, normalmente, fazem parte
do trato intestinal, mas também aparecem em outros lugares como cavidade oral, vesicula
biliar, uretra e vagina humana, por fazerem parte da microbiota intestinal do homem e de
animais, s3o utilizadas como indicadoras de contaminagdo fecal (DONATO, 2007
MEGRAN, 1992; MOELLERING, 1992).

Os Enterococcus sao responsaveis por varias infeccdes nos seres humanos como,
endocardites, infecgdes urindria, infecgdes intra-abdominais, infeccdes em feridas operatorias
e bacteremias (D’AZEVEDO et al., 2004; DONATO, 2007; DAY et al., 2001).

Em um estudo realizado em 4aguas marinhas de recreagdo, foram isolados Enterococcus,
e foi constatado que a qualidade microbioldgica das aguas estd diretamente relacionada com
doencas relacionadas a natacdo, gastrenterites e problemas no sistema respiratorio
(KIMIRAM-ERDEM et al., 2007).

Enterococcus podem ser encontrados em aguas marinhas por conta de poluicdo de
origem fecal desses corpos d'agua (LACAVA, 2005; SILVA et al., 2008; CARVALHO et al.,
2014). Cada vez mais, esse género vem sendo utilizado para identificagdo da qualidade de
aguas recreativas marinhas e como indicador de contaminacdo fecal, pois conseguem tolerar

mais tempo que E. coli no meio marinho (SILVA et al., 2008).
2.4 Caracteristicas gerais dos antimicrobianos
Os antimicrobianos t€ém como objetivo principal proporcionar os melhores resultados

para os pacientes em termos de cura de infecgdes, reduzindo assim a taxa de mortalidade

(DOS SANTOS et al., 2010).
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Os antibioticos podem ser classificados como: antibacterianos, antifingicos,
antiprotozodarios, antiviral e antiparasitario, podem ser produzidos por fungos e bactérias ou
sintetizados em laboratorio, sua fungdo € inibir ou diminuir especificamente os organismos
patogénicos, procurando, se possivel, preservar a microbiota autoctone (MELO et al., 2012).

Segundo Tavares (2001),

O antimicrobiano ideal deve ter as seguintes caracteristicas, ter atividade sobre
amplo espectro de micro-organismos; ser absorvido por via oral e parental; ter facil
distribuigdo pelos tecidos e liquidos organicos, atingindo concentracdo bactericida;
ndo sofrer destruicdo por enzimas tissulares; nao provocar efeitos irritantes, toxicos
ou alérgicos no hospedeiro; ndo induzir o desenvolvimento de estirpes resistentes;
nao provocar diminui¢do da resisténcia do organismo do hospedeiro; ndo ter efeitos
teratogénicos; produzir concentragdoes elevadas e por tempo prolongado e ser
facilmente obtido em escala industrial e a baixo custo.

2.5 Resisténcia antimicrobiana

Nos tultimos anos vem-se tendo uma preocupagdo muito grande com bactérias
resistentes aos antimicrobianos, assim que surgiram os antibioticos eles eram eficazes, porém
existem evidéncias de que no final da década de 40, uma enzima produzida por E. coli, ja era
capaz de inativar a penicilina (ROSSI e ANDREAZZI, 2005).

Com o surgimento e a disseminagdo da resisténcia bacteriana, os micro-organismos vém
conseguindo, cada vez mais, causar doengas infecciosas; essa resisténcia deve-se tanto a
automedicacdo e a falta de cuidado de médicos que passam indevidamente receitas de
antibiéticos, como a grande capacidade das bactérias em se adaptarem a alteragdes (GAYTAN
etal.,2011).

O uso abusivo dessas drogas favorece a sele¢do de bactérias resistentes presentes na
populagdo, devido a mutagdes e a recombinagdo de genes, assim, 0s micro-organismos vém
conseguindo inibir ou degradar os antibidticos (SOUZA, 1998). P. aeruginosa estéa, cada vez
mais, produzindo eficientes betalactamases que destroem antibidticos inclusive os
carbapenémicos, devido a tal situacdo torna-se cada vez mais dificil o combate dessas
bactérias em hospitais e em efluentes hospitalares (MATA et al., 2007).

Tem se tornado cada vez mais dificil conseguir combater micro-organismos, devido aos

seus mecanismos de resisténcia, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus
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pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp, sao 0s
micro-organismos que mais tém causado preocupagdes por causarem infecgcdes em pacientes
hospitalizados (ANBAZHAGAN et al., 2011)

Antibidticos descartados em grandes quantidades no ambiente, por conta de efluentes
hospitalares contaminam o meio ambiente,além de que a contaminagdo por antimicrobianos
também pode vir também de estagdes de pisciculturas que os utilizam e os descartam em
corpos receptores, prejudicando o ambiente (HALLING-SORENSEN et al., 1998;
EMMANUEL et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local das coletas e processamento das amostras

Foram coletadas e analisadas quatro amostras de dgua durante cinco semanas
continuas de duas galerias: aguas da Galeria do Riacho Macei6 — P1 (lat. -3° 43' 21.9174”
long. -38° 29' 3.048) e o ponto de 4gua do mar a jusante da saida de 4gua da galeria — P2
(lat. -3°43'19.1712” long. -38° 29' 2.1588”), aguas da Galeria em frente a Praia do Meireles —
P3 (lat. -3°43'21.6768” long. -38° 30' 17.2038”) e o ponto de 4gua de mar a jusante da saida
do canal — P4 (lat. -3°43' 20.3766” long. -38° 30' 16.5852”), na cidade de Fortaleza-Ceara.

Figura 1 - Localizagao dos pontos de coleta na praia do Meireles na cidade de Fortaleza-Ceara
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Imagem do mapa com a localizag@o dos pontos de coleta nas galerias e no mar na praia do Meireles na cidade de

Fortaleza-CE.
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Figura 2 — Localizagdo dos Pontos 1 (P1) e Ponto 2 (P2) na praia do Meireles, Fortaleza-

Ceara

Fonte: Dados do mapa©2014Google. Galeria do Riacho Maceid, em Fortaleza-CE

Figura 3 — Localizagdo dos Pontos 3 (P3) e Ponto 4 (P4) na praia do Meireles, Fortaleza-

Ceara

Fonte: Dados do mapa©2014Google. Galeria em frente a praia do Meireles, em Fortaleza-CE
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As amostras, de 1L, foram coletadas em frasco de vidro cor ambar, esterilizadas, e
transportadas para o laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) em um

tempo inferior a 30 minutos, onde foram imediatamente processadas.

3.2 Analise das variaveis fisico-quimicas

A temperatura das amostras de agua foi determinada no local da coleta. Os outros
pardmetros: salinidade e pH foram medidos em laboratério com refratdmetro (Digit), e

potencidometro (Hanna instruments) , respectivamente.

3.3 Analise microbioldgica

3.3.1 Identificacdo de Pseudomonas aeruginosa

3.3.1.1 NMP de Pseudomonas/100mL

De cada amostra foi quantificada Pseudomonas aeruginosa através do método do
Numero Mais Provavel (NMP), de acordo a metodologia descrita na Norma Técnica L5.220

(SAO PAULO, 2001).

3.3.1.2 Prova presuntiva de Pseudomonas aeruginosa

De cada amostra foi retirado 1 mL e diluido em 9 mL de salina 0,85% , a partir das
diluigdes (10! a 10-4), foi inoculada numa série de cinco tubos contendo 10 mL de Caldo
Asparagina. Os tubos foram entdo incubados em estufa a 35°C por 48h, e, apos esse periodo,
foram considerados positivos, aqueles com crescimento (turvagdo do meio) e produgdo de um

pigmento esverdeado, fluorescente sob luz ultravioleta (365 nm).
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3.3.1.3 Prova confirmatoria de Pseudomonas aeruginosa

Na realizagdo desse experimento utilizou-se a metodologia proposta pela CETESB
(SAO PAULO, 2001) para aguas recreacionais, porém a metodologia foi aplicada com
modificacdes. Na prova confirmatéria para P. aeruginosa, ao invés do uso de Caldo
Acetamida, utilizou-se o Agar Cetrimide.

Os tubos que apresentaram positividade na prova presuntiva, foram inoculados em
placas de Agar Cetrimide (BD) pelo método do Spread-plate, com incubagio a 35°C + 0,5°C
por 48h. As coldnias crescidas nesse Agar, com coloragio esverdeada, bordas irregulares e
odor frutado caracteristico, devido a aminoacetofenona liberada pelo organismo, sdo
caracteristicos de P. aeruginosa (LINCOPAN, 2004). Trés colonias de cada placa foram
isoladas e inoculadas em caldo Brain Heart Infusion — BHI (BD), incubadas a 35°C + 0,5°C
por 24h, e logo apés em Agar BHI (meio composto), estocadas em estufa por 35°C + 0,5°C
por 24h.

3.3.1.4 Identificagdo das estirpes de Pseudomonas aeruginosa

Como o crescimento no Agar Cetrimide pode permitir a ocorréncia de falsos resultados
positivos, ¢ recomendada uma segunda etapa de confirmagdo feita em Agar Leite (meio
composto), onde a utilizagao da caseina pela bactéria ¢ evidenciada pela formagao de um halo
transparente no meio de cultura.

Em conjunto com essa prova foram realizadas outros testes que ajudassem na
identificacdo da espécie: prova da oxidase reacdo de citocromo oxidase, coloragdo e
morfologia de Gram, crescimento em Agar Citrato (BD) como unica fonte de carbono,
crescimento em Agar King-F (meio composto) producio da pioverdina e Agar King-P (meio
composto) produgdo da piocianina, Agar Sim para verificagdo de motilidade e producio de

indol, e crescimento a 42°C em Caldo BHI por 24h.
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3.3.2 Enterococcus spp.

3.3.2.1 Quantificagdo de Enterococcus

Para identificacdo e quantificacdo de Enterococcus optou-se pelo método de Contagem
Padrao em Placa (CPP) de acordo com World Health Organization (WHO, 2000), utilizando-
se a técnica da membrana filtrante. Assim cada amostra, apds homogeneizacao, foi diluida em
salina 0,85% (10-' a 10%) e filtrada em membrana de Ester celulose (45 um de um poro).
Cada amostra filtrada foi colocada sobre a superficie de uma placa contendo Agar m-
Enterococcus (BD) e incubado por 48h a 35°C + 0,5°C. As coldnias crescidas com coloragdo
vermelha, castanha ou rosa, foram quantificadas e isoladas em caldo e Agar BHI (SAO

PAULO, 2012).

3.3.2.2 Identificag¢do do género Enterococcus spp.

A primeira prova utilizada para confirmar Enterococcus spp. foi a de catalase, o
aparecimento de bolhas indicara resultado positivo, descartando a possibilidade de género
Enterococcus. As cepas com resultado negativo para o teste de catalase eram submetidas a
outros processos de identificagdo como a caracterizagdo com base em sua morfologia e
comportamento tintorial pelo método de coloracdo de Gram, hidrélise da esculina em agar

bile esculina, crescimento em caldo BHI + NaCl 6,5% e crescimento a 45°C por 24h.
3.3.3 Relagdo entre bactérias dos géneros Pseudomonas e Enterococcus
Em cada amostra analisada foi pesquisada a presenca de Pseudomonas e de

Enterococcus (indicador de contaminacdo fecal). A quantidade de isolados de ambos os

grupos foi determinado e comparado.
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3.3.4 Perfis de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos

O antibiograma das cepas de P. aeruginosa foi realizado pelo método de difusdo em
placa, seguindo a metodologia proposta por Bauer e Kirby, segundo a orientagdo técnica
ditada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (BAUER et al., 1966; CLSI, 2013).

Foram preparadas placas de Petri com Agar Mueller-Hinton para as cepas de P.
aeruginosa, os antimicrobianos utilizados seguindo a norma CLSI (2013) foram: Amicacina
30pg (AMI), Imipenem 10pg (IPM), Gentamicina 10pg (GEN), Tobramicina 30ug (TOB),
Aztreonam 30pg (ATM) e Ceftazidima 30ug (CAZ).

No processo do antibiograma foi utilizado o espectrofotometro (Micronal B542), para
medicao da turbidez, onde ¢ estimada a quantidade de células difusas em 9 mL de salina
0,85% onde a medicao de turbidez da salina com o indculo devera ser entre 0,080 a 0,10nm.
Apoés a leitura da turbidez no espectrofotometro, foi introduzido na salina inoculada um
cotonete para espalhar o in6culo como um tapete na placa de Mueller-Hinton. Entdo foram

adicionados os discos de antibioticos, organizados segundo a foto abaixo.

Figura 4 — Discos de antibidticos na placa de Petri com crescimento de Pseudomonas

aeruginosa mostrando sensibilidade a trés dos antibioticos testados

Foto: Propria. Disposigdo dos discos de antibioticos na placa

As placas foram abertas para inoculagdo e para o posicionamento dos discos de

antibidticos, proximo ao um bico de Bunsen, para se evitar contaminagdo por outros micro-
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organismos. Depois dessa operacao, as placas foram postas em uma estufa a 35°C + 0,5°C por
24 h. A leitura das placas foi feita pela medi¢ao dos halos transparente que estavam em volta
do disco, realizada com um paquimetro digital (Digimess) e os resultados foram classificados
como Resistente, Intermediario e Suscetivel, de acordo com a orientagdo ditada pelo CLSI

(2013).



26
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
O pH das amostras de dgua variou de 6,64 a 8,05. A salinidade variou de 0 a 40 e a

temperatura de 29°C a 36°C. Os valores dos parametros fisico-quimicos encontram-se abaixo

na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros fisico-quimicos das amostras de 4gua dos pontos estudados nas galerias

e do mar da Praia Meireles, Fortaleza-Ceara

Coletas Riacho Maceid Praia do Meireles

P1 P2 P3 P4

pH 7,38 7,33 8,05 7,43

1° Salinidade 0 37 3 40
Temperatura 30°C 31°C 29°C 31°C

pH 6,86 7,15 7,72 7,32

2° Salinidade 0 38 1 36
Temperatura 32°C 31°C 31°C 31°C

pH 6,64 6,67 6,96 6,77

3° Salinidade 1 2 0 35
Temperatura 32°C 31°C 31°C 30°C

pH 7,56 7,60 7,53 7,48

4° Salinidade 0 38 5 40
Temperatura 31°C 36°C 29°C 30°C

pH 7,81 7,33 7,69 7,59

5 Salinidade 0 30 7 38
Temperatura 30°C 30°C 29°C 30°C

P1 — Amostras de dgua da Galeria Riacho Maceid. P2 — Amostras de dgua da Jusante a saida da Galeria do
Riacho Maceio. P3 — Amostras de agua da Galeria da Praia do Meireles. P4 — Amostras de agua Jusante a saida

da Galeria da praia do Meireles.

P. aeruginosa possui grande versatilidade para se adaptar em diferentes ambientes,
tendo seu o6timo de crescimento entre 30 e 37°C e exigéncia de pH proximo a neutralidade,
além de ter mecanismo para sobreviver em ambientes salinos (VASCONCELOS et al., 2006b;

AVILA, 2012)
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Silva et al. (2008) encontraram variag¢ao de 7,0 a 8,0 no pH na 4gua do mar das praias
do litoral do estado do Maranhdo quando estudavam sua contaminag¢do por Enterococcus.
Monteiro (2013) identificou Enterococcus avaliando algumas praias do litoral cearense, € os
valores detectados de pH nas aguas do mar variou de 7,60 a 8,40, além de ter medido valores
de salinidade de 36 a 39 e encontrado temperaturas entre 27°C e 28°C. As bactérias do género
Enterococcus apresentam longo tempo de sobrevivéncia na agua de mar, crescem a
temperaturas entre 10 e 45°C, toleram pH de 9,6 e salinidades de até 6,5% (SILVA et al,
2008). Portanto, a temperatura, pH e salinidade encontrada nesta pesquisa mostrou-se
favoravel ao crescimento dessa bactéria.

Na tabela 2 encontram-se os dados de NMP de Pseudomonas/100mL nas amostras de

agua coletadas das galerias estudadas e das aguas do mar adjacentes.

Tabela 2 — Nuimero Mais Provavel de Pseudomonas aeruginosa/100mL das amostras de agua

dos pontos estudados nas galerias e do mar da Praia Meireles, Fortaleza-Ceara

Riacho Maceio Praia do Meireles

Coletas Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4

o 6 x 10° NMP/100 1,7 x 10* <1,8x 10 45x10°
mL NMP/100 mL NMP/100 mL NMP/100 mL

. 1,6 x 10* 1,1 x 10° >1,6 x 10* 1,3x10*

2 NMP/100 mL NMP/100 mL NMP/100 mL NMP/100 mL
. 1,7x 10° 43x10° 2,3x10* <1,8x10°
. NMP/100 mL NMP/100 mL NMP/100 mL NMP/100 mL
. 7.9x 10° 6,8 x 10? 9,4x 10° <1,8x10%
! NMP/100 mL NMP/100 mL NMP/100 mL NMP/100 mL
. 2,4x10° 4,6 x 10° 1,7x 10° <1,8x 107
> NMP/100 mL NMP/100 mL NMP/100 mL NMP/100 mL

P1 — Amostras de dgua da Galeria Riacho Maceié. P2 — Amostras de dgua da Jusante a saida da Galeria do
Riacho Macei6. P3 — Amostras de agua da Galeria da Praia do Meireles. P4 — Amostras de agua Jusante a saida

da Galeria da praia do Meireles.

O NMP de Pseudomonas/100mL variou de <1,8 x 10?> a 9,4 x 103. O ponto que

apresentou a maior quantidade de Pseudomonas/100mL foi a galeria da Praia do Meireles
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(P3) seguido da galeria do Riacho Macei6 (P1), provavelmente esses valores foram mais altos
nas galerias do que nos pontos de dgua do mar por ter chovido um dia antes da coleta
(FUNCEME, 2013). A ocorréncia de chuvas contribuem para a alteragdo da qualidade das
aguas das praias carreando uma grande quantidade de esgotos, lixo e outros detritos através de
galerias de 4guas pluviais, corregos e canais de drenagem (BRASIL, 2000).

A maioria dos estudos, foram feitas com P. aeruginosa em efluente hospitalar ou em
ambientes hospitalares (FERRAREZE et al., 2007, FUENTEFRIA et al., 2008; NOVAES,
2009). Outro campo de interesse nas areas de pesquisa de P. aeruginosa sao os realizados em
amostras de aguas potaveis (GUERRA et al., 2006; FARACHE FILHO e DIAS, 2008;
ALMEIDA, 2010; COELHO et al., 2010).

A substituicdo do Caldo Acetamida, recomendado pela CETESB (SAO PAULO,
2001), pelo Agar Cetrimide na prova confirmatdria, revelou ser eficiente no isolamento de P.
aeruginosa em aguas poluidas. Coelho (2010) também quantificou Pseudomonas/100mL
através do método de NMP utilizando Agar Cetrimide, apesar da norma da CETESB (SAO
PAULO, 2001) postular o uso do Caldo Acetamida.

Os resultados da CPP de Enterococcus estao expressos em UFC/mL (TABELA 3).

Tabela 3 — Contagem Padrao em Placas (CPP) de Enterococcus UFC/mL das amostras de

agua dos pontos estudados nas galerias e do mar da Praia Meireles, Fortaleza-Ceara

Riacho Maceid Praia do Meireles
Coletas
P1 P2 P3 P4
1° 1,2 x 10° UFC/mL 1,0 x 10> UFC/mL 3,6 x 10° UFC/mL 8,0 x 10 UFC/mL
20 8,3 x 10> UFC/mL < 10 UFC/mL est. 2.9 x 10° UFC/mL 10 UFC/mL est.
3° 7.9 x 10° UFC/mL 9,0 x 10° UFC/mL 4,1 x 10° UFC/mL 4,6 x 10> UFC/mL
4° 6,5 x 10° UFC/mL 7,0 x 10 UFC/mL 7,6 x 10° UFC/mL 4,6 x 10> UFC/mL
5° 4,7x10° UFC/mL 9,0 x 10 UFC/mL est. 6,5 x 10° UFC/mL 5,1 x 10> UFC/mL

P1 — Amostras de agua da Galeria Riacho Maceid. P2 — Amostras de agua da Jusante a saida da Galeria do
Riacho Macei6. P3 — Amostras de agua da Galeria da Praia do Meireles. P4 — Amostras de agua Jusante a saida

da Galeria da praia do Meireles.
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Os valores variaram de <10 UFC/mL a 9,0 x 10? UFC/mL (TABELA 3). Os locais de
amostragem que apresentaram maiores CPP de Enterococus foram: o P2, 4gua do mar
receptora das dguas da Galeria do Riacho Maceio, seguido do P1, um dia antes da 3° coleta
houve chuva (FUNCEME, 2013), como ja dito, as aguas das chuvas acarretam grandes
quantidades de lixos e esgotos em corregos como o Pl, influenciando assim na carga
microbiana contaminante na costa (BRASIL, 2000). Esses resultados ratificam a informagao
de que as bactérias do género Enterococcus toleram aguas marinhas melhor do que algumas
bactérias (por exemplo, Escherichia coli). Graves et al. (2010) explicam que a distribui¢do
dessas bactérias pode mudar devido a fatores ambientais e distanciamento de fontes de esgoto.
Carvalho et al. (2014) encontraram maiores quantidades de Enterococcus nas amostras
coletadas proximo a um emissario submarino do que em pontos outros da costa de Fortaleza.

Na identificagdo do género Enterococcus houve uma cepa isolada do Agar m-
Enterococcus que em agar BHI apresentou caracteristicas de P. aeruginosa, esta cepa foi
submetida as provas bioquimicas confirmando a espécie. No grafico a seguir sdo comparadas
as quantidades detectadas de cepas de P. aeruginosa, Pseudomonas spp. € Enterococcus spp.

isoladas, por ponto de coleta, na presente pesquisa.

Grafico 1 — Quantidade de cepas de P. aeruginosa, Pseudomonas spp. € Enterococcus spp.

Nas amostras de 4gua dos pontos das galerias e do mar da Praia Meireles, Fortaleza-Ceara

Pseudomonas aeruginosa
W Pseudomonas sp.

W Enterococcus sp.

N° de Cepas

P1 P2 P3 P4
Pontos de Coleta

P1 — Amostras de dgua da Galeria Riacho Maceié. P2 — Amostras de dgua da Jusante a saida da Galeria do

Riacho Maceio. P3 — Amostras de agua da Galeria da Praia do Meireles. P4 — Amostras de agua Jusante a saida

da Galeria da praia do Meireles.
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Das oitenta e uma cepas que foram isoladas e identificadas de Pseudomonas spp. no
final da investigagdo, somente trinta e sete foram P. aeruginosa (Grafico 1).

De todos os locais de amostragem, o P2 foi o mais contaminado com Pseudomonas
spp.. Abualtayef ef al. (2014) identificaram bactérias do género Pseudomonas em éagua do
mar proximo a emissarios submarinos (Faixa de Gaza, Palestina) enquanto havia langamento
de efluentes sanitario, mas quando cessava a descarga de dejetos, a bactéria ndo era mais
encontrada. Possivelmente, em razdo do desdgue de agua contaminada por Pseudomonas no
P1 (Galeria), area de despejo no mar, o P2 sendo 4gua do mar e receptora do P1, com certeza,
apresentaria maior contaminagdo por influéncia da correnteza.

Foram identificadas trinta e sete cepas da espécie Pseudomonas aeruginosa no total da
pesquisa. O ponto que apresentou maior numero de isolamento da bactéria foi a Galeria da
Praia Meireles (P3). A presenca dessa bactéria estd associada a esgotos domésticos, industriais
e animais, por esta razdo presumi-se que P3 deve receber um aporte de a4gua de esgoto (SAO
PAULO, 2001). Este fato ratifica os dados encontrados nas contagens do NMP de
Pseudomonas/100 mL do P3, que, da mesma maneira, foi o ponto que apresentou maiores

valores da bactéria.

Grafico 2 — Porcentagem de Pseudomonas spp. € Enterococcus spp. encontradas nas
amostras de dgua dos pontos estudados das galerias e do mar da Praia Meireles, Fortaleza-

Ceara

W Enterococcus sp.

W Pseudomonas sp.

Total de cepas isoladas nas galerias e pontos de d4gua do mar na cidade de Fortaleza - Ceara

Analisando o Grafico — 2, € possivel se observar que houve um isolamento maior de

Enterococcus spp. no total das coletas do que de Pseudomonas spp. E possivel que a causa
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para esse fato tenha ocorrido, em razdo da maior contaminagdo por fezes vinda das galerias
pluviais, que subsequentemente contaminou a dgua do mar (SILVA et al., 2008).

As cepas isoladas de P. aeruginosa, de acordo com Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2013) apresentaram sensibilidade aos antibidticos testados, entretanto,
naquelas onde testou-se Imipenem, cresceram subpopulagdes (TABELA 4). O mecanismo
pelo qual um micro-organismo se desenvolve dentro dos halos de inibicdo de crescimento ¢é
um processo de mutagdo e de recombinagdo envolvendo genes que podem conferir resisténcia,
esse processo resulta da pressao seletiva e pode ser um veiculo de disseminagao da resisténcia

(MESAROS et al., 2007)

Tabela 4 — Perfil de susceptibilidade das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de

amostras de dgua de galeria e de mar, da Praia Meireles, Fortaleza- CE, a variados antibidticos

Perfil de suscetibilidade

Contetdo do disco

Antimicrobianos R I S
AMI 30ug - - 100%
IMP 10pug - - 100%
GEN 10png - - 100%
TOB 30ug - - 100%
ATM 30pg - - 100%
CAZ 30ug - - 100%

Amicacina (AMI), Imipenem (IPM), Gentamicina (GEN), Tobramicina (TOB), Aztreonam (ATM), Ceftazidima
(CAZ). Resistente (S), Intermediario (I), Sensivel (S)

As cepas de P. aeruginosa apresentaram sensibilidade a todos os antimicrobianos
testados, o que poderia ndo representar risco as pessoas que, por acaso entrassem em contato
com essas aguas, porém esta suposicdo pode ser enganosa, visto que a pesquisa abordou
somente as caracteristicas fenotipicas e nao o perfil patogénico dessas cepas.

Os dados da presente pesquisa concordam com os obtidos por Vasconcelos et al.
(2006b) que também reportaram sensibilidade de P. aeruginosa a Ceftazidima, Amicacina,
Gentamicina, Tobramicina e Imipenem em amostras de agua de efluentes, o mesmo ndo
acontecendo com Gongalves et al. (2009) que isolaram P. aeruginosa de efluente hospitalar e
encontraram resisténcia aos mesmos antibidticos testados, com excecao de Aztreonam. Porém

Fuentefria et al. (2008) encontraram P. aeruginosa sensivel a Amicacina, Gentamicina,
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Imipenem, Aztreonam, e Ceftazidima, isoladas tanto de efluente hospitalar como de agua

superficial.



33

5 CONCLUSAO

Recomenda-se que legislagdo brasileira inclua a presenga de P. aeruginosa em aguas
recreacionais marinhas, ja que podem causar doengas em banhistas com baixa imunidade ou
nao.

A presenga do grupo FEnterococcus em aguas recreacionais pode indicar a
contaminacdo destas por fezes, portanto ¢ necessaria uma maior fiscalizacdo para que possa
ser descoberto se existe uma fonte de poluicdo nas galerias pluviais.

O perfil de suscetibilidade das cepas de P. aeruginosa apresentou resposta sensivel aos
antimicrobianos testados, talvez este fato indique, por elas ndo serem resistentes, que ndo ha
riSCo para as pessoas que entram em contato com estas aguas, porém nao se pode afirmar esta
suposicao por conta de ndo ter sido estudado o perfil patogénico destas cepas, somente as

caracteristicas fenotipicas.
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