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RESUMO

O principal veiculo de contaminacio das praias de Fortaleza sio as galerias pluviais que jogam suas dguas diretamente
no mar sem qualquer tipo de tratamento. O presente estudo teve como objetivos: quantificar e analisar as populagoes de bactérias
do grupo Enterococcus spp. e Pseudomonas aeruginosa presentes em dguas de duas galeria pluviais ( Riacho Maceié -G1,
e em frente a praia do Meireles -G2) e em pontos receptores dos desdgiies dessas galerias no mar (P1 e P2), na cidade de
Fortaleza-CE. Também isolar e identificar cepas de P. aeruginosa dessas dguas para determinar os perfis de susceptibilidade
a diferentes antimicrobianos de uso na clinica humana. Conclui-se que as dguas litordneas da cidade de Fortaleza estdo
contaminadas com Pseudomonas sp. e Enterococcus spp oriundas de galerias pluviais e que, embora tenha sido provado a
sensibilidade de P. aeruginosa a 100% dos antibiéticos testados, existe o risco da transferéncia de genes de resisténcia entre os
grupos bacterianos. Sugere-se a vigildncia no controle desse grupo bacteriano como patégeno oportunista em dguas costeiras
marinhas com o uso prepoderante para contacto primdrio.

Palavras-chaves: galeria pluvial, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus, contaminagio microbiana.

ABSTRACT

The main vehicle of contamination of Fortaleza beaches are stormwater sewers which drain their load directly into the
nearby sea without any treatment. This study aimed to: quantify and analyze the populations of the Enterococcus spp and P.
aeruginosa bacteria groups present in two storm water galleries, namely Maceié Creek -G1, and opposite Meireles Beach -G2,
and at two adjacent receiving sites of their drainage at sea (P1 and P2), in Fortaleza city, Ceard State. Further, this study’s goal
was also to isolate and identify P. aeruginosa strains in such waters in order to assess the susceptibility profiles to different
antimicrobial use in human clinic conditions. It is concluded that the coastal waters of Fortaleza are contaminated with
Pseudomonas sp. and Enterococcus sp coming from storm sewers, and although it has been proved the sensitivity of P.
aeruginosa fo 100% of the antibiotic tested, there is a risk of transfer of resistance genes among bacterial groups. Surveillance
is suggested to control P. aeruginosa as an opportunistic pathogen in coastal waters amenable to predominant usage for
primary contact.

Keywords: stormwater sewers, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus, microbial contamination.
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INTRODUCAO

A agua pode ser um importante veiculo para
agentes etiolégicos de inimeras doencas, sejam ori-
gindrios de excretas humanas e de outros animais ou
pela presenca de substancias quimicas nocivas a
satude (Silva; Calazans, 2003).

Segundo o Relatério de Qualidade das Aguas
Litoraneas no Estado de Sao Paulo, as 4dguas das
praias atingidas por dguas contaminadas com es-
gotos domésticos podem expor os banhistas a bacté-
rias, virus e protozoarios, sendo as criangas, e pes-
soas idosas ou com baixa resisténcia as mais
suscetiveis a desenvolver doencgas ou infeccdes apds
contato primdrio. Do ponto de vista da satide pu-
blica, é importante considerar nado apenas a possibi-
lidade da transmissdo de doencas de veiculagao hi-
drica (gastrenterite, hepatite A, célera), como
também a ocorréncia de patégenos oportunistas, res-
ponsaveis por dermatoses, conjuntivite, otite e do-
engas das vias respiratérias (CETESB, 2009).

Fontes contaminantes pontuais de bactérias
de origem fecal e corpos receptores marinhos vém
sendo pesquisadas cada vez mais (Abdelzaher et al.,
2013; Ahmad et al., 2014; Dada et al., 2012; Vieira et
al., 2003 e 2011) em razdo de seus impactos negativos
a satide do homem e ao ambiente.

Geralmente, o monitoramento da qualidade
dessas aguas é feito usando os grupos microbianos co-
liformes termotolerantes, Escherichia coli e Enterococcus,
indicadores da presenca de descargas de esgoto do-
méstico, que no Brasil sdo estabelecidos na legislacdo
como parametros de avaliacdo da qualidade de aguas
marinhas destinadas a recreacdo (BRASIL, 2000).

As bactérias do grupo Enterococcus sdo anae-
robias facultativas, Gram positivas, na forma de
cocos isolados aos pares ou em pequenas cadeias
(Gomes, 2007). A abundancia em fezes humanas e
animais, facilidade para ser cultivados e correlagdo
com os resultados a satde humana provocados por
sua presenca em Aaguas marinhas e doces fazem
desse grupo de bactérias uma importante ferramenta
para a avaliacdo da qualidade microbiolégica das
aguas recreacionais (Wade et al., 2003 e 2010).

A bactéria Pseudomonas aeruginosa nao é um
habitante especifico do intestino, mas aparece em
12% da populacao e por isso é considerada um dos
“novos indicadores”. E uma bactéria oportunista, ae-
rébia, Gram-negativa, patogénica e com elevada re-
sisténcia a antibidticos (Mendes, 2010), que apre-
senta mobilidade e produz pigmentos fluorescentes
e também a piocianina (Ferreira, 2005). Estudos em
aguas poluidas e ndo poluidas sugerem que a pre-
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senca de P. aeruginosa esta relacionada ao homem e
animais, bem como a residuos domésticos e indus-
triais (CETESB, 2001).

Em cidades costeiras, as galerias pluviais sdo
consideradas fontes ndo pontuais de poluicao das
aguas superficiais marinhas, pois esse sistema de
drenagem urbana pode causar um impacto significa-
tivo na qualidade do ambiente ao carrear contami-
nantes e poluentes ao longo do seu percurso até o
desagtie no mar (Vieira et al., 2003).

A faixa litoranea da cidade de Fortaleza tem
uma extensdo de 34,2 km, caracterizada pela pre-
senca de equipamentos de drenagem urbana respon-
saveis pela coleta de dguas da chuva e que incor-
poram  ligacdes clandestinas de  esgotos
(FORTALEZA, 2006), cujos efluentes sdo langados
diretamente na dgua marinha adjacente sem trata-
mento prévio (Ferreira et al., 2013).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a in-
fluéncia de galerias pluviais sobre as condicdes de
balneabilidade em trechos da orla costeira adjacentes
a suas desembocaduras, através de uma analise
quantitativa das populagdes de bactérias do grupo
Enterococcus spp. e P. aeruginosa em amostras de
dgua. Além disso, isolar e identificar cepas de P. ae-
ruginosa dessas aguas para determinar os perfis de
susceptibilidade a diferentes antimicrobianos de uso
na clinica humana.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas e analisadas quatro amostras
de dgua durante cinco semanas continuas (em maio
- junho de 2013) de duas galerias: aguas da Galeria
do Riacho Macei6 - P1 (03°43'21.9”S - 38°29'3.0"W) e
o ponto de dgua do mar a jusante da saida de dgua
da galeria - P2 (03°43'19.2”S - 38°29'2.2W”), aguas da
galeriaem frente a Praia do Meireles - P3 (03°43'21.7”S
- 38°30"17.2”W) e o ponto de d4gua de mar a jusante
da saida do canal - P4 (03°4320.4”S - 38°30'16.6”W),
na cidade de Fortaleza-Ceara (Figura 1).

Cada amostra foi coletada em frasco de vidro
ambar estéril com capacidade de 1L e transportada
para o laboratério de Microbiologia Ambiental e do
Pescado (LAMAP) do Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR) em um tempo inferior a 30 minutos,
para sua anélise.

No momento da coleta foi medida a tempera-
tura das amostras de agua com auxilio de um termo-
metro (INCOTERM). Foram medidos no laboratério
(LAMAP), a salinidade e o pH, através de um refra-
tometro (DIGIT) e de um potenciémetro (Hanna ins-
truments), respectivamente.
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Figura 1 - Mapa da érea de estudo, indicando os locais de coleta em Fortaleza-Ceara.

Analises microbiolégicas

¢ Quantificacio de bactérias do género
Enterococcus

As bactérias do género Enterococcus foram
quantificadas pelo método de Contagem Padréao
em Placa (CCP) de acordo com World Health
Organization (WHO, 2000), utilizando-se a téc-
nica da membrana filtrante. Cada amostra, apés
homogeneizacdo, foi diluida em salina 0,85% (10!
a 10%) e filtrada utilizando-se membranas de Ester
de celulose (45 pm de poro). As membranas foram
colocadas sobre a superficie de uma placa con-
tendo Agar m-Enterococcus (BD) e incubadas por
48 h a 35°C £ 0,5°C. Colodnias com coloragéo ver-
melha, castanha ou rosa, foram quantificadas e
repicadas em caldo e Agar BHI (meio composto)
com incubacédo a 35°C + 0,5°C por 24 h/cada para
sua posterior confirmagdo no género Enterococcus.
As contagens de Enterococcus foram expressas em
Unidades Formadoras de Coldénias (UFC)/100mL
de amostra testada.

¢ Quantificacao de P. aeruginosa

Cada amostra foi quantificada para P. aerugi-
nosa utilizando-se o método do Numero Mais
Provavel (NMP), de acordo com protocolo descrito
na Norma Técnica L5.220 (CETESB, 2001) com modi-
ficacbes na prova confirmatoria, substituindo-se o
Caldo Acetamida por Agar Cetrimide (BD), com in-

cubagdo a 35°C = 0,5°C por 48 h. A estimativa da po-
pulacdo de P. aeruginosa foi expressaem NMP/100mL
de amostra testada. Como o crescimento no Agar
Cetrimide pode permitir a ocorréncia de falsos resul-
tados positivos, foi realizada uma segunda etapa de
confirmacao em Agar Leite (meio composto).

De cada placa foram retiradas trés colonias
com caracteristicas tipicas de P. aeruginosa (coloragao
esverdeada, bordas irregulares e odor frutado carac-
teristico). As colonias foram entdo, repicadas em
caldo Brain Heart Infusion - BHI (BD), com inocu-
lagdo seguinte em Agar BHI (a 35 + 0,5°C por 24 h)
com vistas a identifica¢ao.

e Identificacao dos isolados

- Género Enterococcus

Para cada isolado foram verificadas as carac-
teristicas morfotintoriais e bioquimicas seguindo
chave proposta por Rojas et al. (2006).

- Pseudomonas aeruginosa

Foram realizadas as seguintes provas para a
identificagdo da espécie: Coloragdo de Gram, pro-
ducio de oxidase, utilizacdo do citrato como fonte de
carbono, produgdo do pigmento pioverdina em meio
King-F (composto) e produgdo de piocianina em
meio King-P (composto), crescimento em caldo BHI
a42°C, e a comprovagdo da auséncia na produgdo de
triptofanase e a presenca de mobilidade em meio
Agar SIM (BD).
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o Perfis de susceptibilidade

As cepas identificadas como P. aeruginosa
foram submetidas a antibiograma pelo método de
difusdo em placa, seguindo a metodologia proposta
por Bauer & Kirby, segundo a orientacao técnica di-
tada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(BAUER et al., 1966; CLSI, 2013).

Os antimicrobianos utilizados foram: Amica
cina 30pg (AMI), Imipenem 10ng (IPM), Gentamicina
10png (GEN), Tobramicina 30pg (TOB), Aztreonam
30png (ATM) e Ceftazidima 30ng (CAZ). A medigdo
dos halos de inibicdo do crescimento foi realizada
com um paquimetro digital (Digimess) e os resul-
tados foram classificados como (R) resistente, (I) in-
termediario e (S) suscetivel, de acordo com a orien-
tacdo ditada pelo CLSI (2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados relativos aos registros de pH, salini-
dade e temperatura das amostras de 4gua das gale-
rias e do mar estdo dispostos na Tabela I.

Tabela I - Parametros fisico-quimicos das amostras nos pontos
estudados: dgua da galeria (G1) e a jusante (P1) do Riacho Macei6
(G1), e dgua da galeria (G2) e a jusante da Praia do Meireles (P2),
em Fortaleza-Ceara.

) . Praia do
Coletas Parametros Riacho Macei6 .
Meireles
Gl P1 G2 P2
pH 7,38 7,33 8,05 7,43
R Salinidade 0 37 3 40
! Temperatura 30°C 31°C 29°C  31°C
pH 6,86 7,15 7,72 7,32
. Salinidade 0 38 1 36
2 Temperatura 32°C 31°C 31°C 31°C
pH 6,64 6,67 6,96 6,77
o Salinidade 1 2 0 35
3 Temperatura 32°C 31°C 31°C 30°C
pH 7,56 7,60 7,53 7,48
2 Salinidade 0 38 5 40
Temperatura 31°C 36°C 29°C  30°C
pH 7,81 7,33 7,69 7,59
50 Salinidade 0 30 7 38

Temperatura 30°C 30°C 29°C  30°C

Os valores das contagens de enterococos va-
riaram de 3,6 x 10? a 7,9 x 10° UFC/mL nas galerias e
de <10 (estimado) a 9,0 x 10° UFC/mL para os pontos
de 4gua de mar (Tabela II). Analisando os dados é
possivel verificar o papel das galerias como carrea-
doras dessas bactérias nas dguas marinhas. A densi-
dade de bactérias do grupo enterococos encontrada
nas aguas das duas galerias foi similar, ja esse nu-
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meros nos pontos do mar adjacente foram diferentes
com valores mais elevados encontrados na galeria
da praia do Meireles. Essa diferenca pode ser devida
ao efeito da diluicdo que na galeria do Meireles é
prejudicado pela presenca de barreira (espigdo) bem
préxima a desembocadura.

Tabela II - Contagem Padrdo em Placas (CPP) de UFC de
Enterococcus/100mL das amostras de agua da galeria (G1) e a
jusante (P1) do Riacho Macei6é (G1), e dgua da galeria (G2) e a
jusante da Praia do Meireles (P2), em Fortaleza-Ceara.

Riacho Maceié Praia do Meireles
Coletas G1 P1 G2 P2
1° 1,2x10° 1,0 x 102 3,6 x 102 8,0x10
20 8,3 x 102 <10 est. 2,9 x10° 10 est.
3° 7,9 x 10° 9,0x10° 41x10° 4,6 x 102
4° 6,5 x 102 7,0x10 7,6 x 102 4,6 x 102
5° 4,7x10%2 |9,0x10est. | 6,5x10? 5,1 x 102

Obs.: est. = valor estimado.

Silva et al. (2008) encontraram variagdo de 7,0
a 8,0 no pH da agua das praias no litoral do estado
do Maranhdo quando estudavam sua contaminagdo
por Enterococcus. Monteiro (2013) identificou
Enterococcus em praias do litoral cearense e os va-
lores encontrados para o pH das dguas do mar va-
riaram de 7,60 a 8,40, os de salinidade de 36 a 39 e os
de temperaturas entre 27°C e 28°C. As bactérias do
género Enterococcus apresentam longo tempo de so-
brevivéncia em 4guas marinhas, crescem a tempera-
turas entre 10 e 45°C, toleram pH de 9,6 e salinidades
de até 6,5 (Facklam & Elliot, 1995). Portanto, as varia-
¢des no pH (6,67 e 7,69), salinidades (2 e 40) e tempe-
raturas entre 31°C e 36°C estimadas nesta pesquisa
nos pontos de d4gua do mar sao coincidentes com os
valores encontrados pelos autores provando que
essas medidas dos pardmetros sdo favoraveis ao de-
senvolvimento de Enterococcus.

Neste trabalho foram encontrados valores de
Enterococcus/100mL acima do permitido pela legis-
lacao (BRASIL, 2000) nas amostras de dgua a jusante
da saida das galerias em 40% das amostras. Na legis-
lagdo brasileira vigente, os padrdes de enterococos se
aplicam unicamente a avaliagdo das dguas marinhas
para a classificacdo do meio como préprio ou impré-
prio para balneabilidade. Graves ef al. (2010) ex-
plicam que a distribuicdo dessas bactérias pode
mudar devido a fatores ambientais e distanciamento
de fontes de esgoto. Carvalho et al. (2014) encon-
traram maiores quantidades de Enterococcus nas
amostras coletadas préximo ao desdglie do emis-
sario submarino na costa de Fortaleza do que em
pontos mais distantes.



Lima et al. (2009) verificaram a maior presenca
de bactérias entéricas (Enterococcus) na microbiota de
aguas das galerias pluviais, caracterizando-as como
fonte de contaminacdo fecal para as dguas costeiras.
Além disso, houve um isolamento maior, no total
das coletas, do grupo Enterococcus spp. do que de
Pseudomonas spp., fato que pode estar relacionado
com a maior carga contaminante das galerias, possi-
velmente, de origem fecal.

Os valores de NMP/100 mL para a populagdo
de P. aeruginosa variaram de <1,8 x 10> a 2,3 x 10* nas
galerias e de <1,8 x 102 a 1,7 x 10* no mar. Embora a
galeria G2 tenha exibido maiores valores de NMP de
P. aeruginosa/100 mL, o ponto de dgua da jusante a
saida da Galeria do Riacho Macei6 (P1) apresentou
os maiores valores em relacdo aos exibidos pelo
ponto P2 (Tabela III).

E importante destacar o fato que G1 apre-
sentou valores de P. aeruginosa/100mL em todas as
coletas e nas coletas 1 e 5 apresentou valores acima
daqueles detectados em G2. A maior densidade
dessa bactéria em P1 (1,7 x 10%) foi registrada na co-
leta 1 com contagens de 6 x 10° na galeria G1 e de <
1,8x102em G2.

A substituicdo do Caldo Acetamida (CETESB,
2001) pelo Agar Cetrimide na prova confirmatéria,
revelou ser uma ferramenta efetiva e apresentou re-
sultado eficaz no isolamento de P. aeruginosa nas
aguas estudadas.

Tabela Il - Ntiumero Mais Provavel (NMP) de P. aeruginosa/100mL
das amostras de dgua da galeria (G1) e a jusante (P1) do Riacho
Macei6 (G1), e dgua da galeria (G2) e a jusante da Praia do Meireles
(P2), em Fortaleza-Ceara.

Riacho Macei6 Praia do Meireles
Coletas G1 P1 G2 P2
1° 6x10° 1,7 x10* <1,8x10? 4,5 x10?
2° 1,6 x10* | 1,1x10° 1,6 x 10* 1,3 x 10*
3° 1,7x10° | 43x10° 2,3 x10* <1,8x10°
4° 79x10° | 6,8 x10? 9,4 x 10° <1,8x10%
5° 24x10° | 4,6 x10° 1,7 x 10° <1,8x10?

Nas provas bioquimicas foram isoladas 81
cepas pertencentes ao género Pseudomonas das quais
46% foram confirmadas como P. aeruginosa. O menor
ndmero de cepas pertencentes a P. aeruginosa foi iso-
lado nos pontos de dgua de mar receptora (P1 e P2).
A galeria frente a praia do Meireles apresentou a
fonte contaminante de maior aporte de populagdes
de P.aeruginosa (Figura 2).

A bactéria P. aeruginosa possui grande versati-
lidade para se adaptar em diferentes ambientes,
tendo seu 6timo de crescimento entre 30 e 37°C e exi-
géncias de pH, proximo a neutralidade, além de ter

mecanismo para sobreviver em ambientes salinos
(Vasconcelos et al., 2006; Avila, 2012). Parametros
como a salinidade ndo parecem ter um efeito limi-
tante na presenca das populacdes de P. aeruginosa,
que é um organismo ubiquo em &guas costeiras
(Patra et al., 2009).

Pseudomonas aeruginosa
m Pseudomonas sp.

B Enterococcus sp.

No. de isolados por ponto de coleta

Gl P G2 P2

Figura 2 - Numero de isolados de P. aeruginosa, Pseudomonas sp. e
Enterococcus sp. das amostras de dgua da galeria (G1) e a jusante
(P1) do Riacho Macei6 (G1), e dgua da galeria (G2) e a jusante da
Praia do Meireles (P2), em Fortaleza-Ceara.

De todos os locais de amostragem, o P1 foi o
mais contaminado com Pseudomonas sp. Abualtayef
et al. (2014) identificaram Pseudomonas sp. em agua
do mar préximo a emissarios submarinos (Faixa de
Gaza, Palestina) enquanto havia lancamento de
efluentes sanitarios, mas quando cessava a descarga
de dejetos, a bactéria ndo era mais encontrada.

A partir dos meios seletivos para o género
Enterococcus, foram feitos isolamentos de 90 cepas
bacterianas. Esses isolados foram submetidos a
testes fenotipicos para identificacdo que resultou
na confirmacao de 56,7% como pertencentes do gé-
nero Enterococcus. O restante dos isolados (43,3%)
foi caracterizado como sendo representantes do gé-
nero Pseudomonas.

Todos os isolados de P. aeruginosa apresen-
taram sensibilidade aos antibiéticos testados (Tabela
4), entretanto, houve o registro de subpopulagdes re-
sistentes a acdo do Imipenem. O mecanismo pelo
qual um micro-organismo se desenvolve dentro dos
halos de inibigdo de crescimento é um processo de
mutacado e de recombinagdo envolvendo genes que
podem conferir resisténcia. Esse processo resulta da
pressdo seletiva e pode ser um veiculo de dissemi-
nagao da resisténcia (Mesaros et al., 2007)
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Tabela IV - Perfil de susceptibilidade das cepas de Pseudomonas
aeruginosaisoladas das amostras de 4gua da Galeria Riacho Macei6
(G1), 4gua da Jusante a saida da Galeria do Riacho Macei6 (P1),
agua da Galeria da Praia do Meireles (G2), 4gua da Jusante a saida
da Galeria da praia do Meireles (P2) em Fortaleza-Ceara.

o . Contetdo do | Perfil de susceptibilidade
Antimicrobianos .
disco (ug) R ‘ I S
Amicacina 30 - - 100%
Imipenem 10 - - 100%
Gentamicina 10 - - 100%
Tobramicina 30 - - 100%
Aztreonam 30 - - 100%
Ceftazidima 30 - - 100%

Resistente (S), Intermedidrio (I), Sensivel (S).

As cepas de P. aeruginosa, sensiveis a todos os
antimicrobianos testados, poderiam ndo repre-
sentar risco as pessoas que, por acaso, entrassem
em contato com essas dguas, porém esta suposicdo
pode ser enganosa, visto que a pesquisa abordou
somente as caracteristicas fenotipicas e ndo seu
perfil patogénico.

Os dados da presente pesquisa concordam
com os obtidos por Vasconcelos et al. (2006) 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 antibiéticos tes-
tados, com excecdo de Aztreonam. Porém Fuentefria
et al. (2008) encontraram P. aeruginosa sensivel a
Amicacina, Gentamicina, Imipenem, Aztreonam, e
Ceftazidima, isoladas tanto de efluente hospitalar
como de dgua superficial.

E afirmado pela Organizacio Mundial da
Satide que os enterococos e E.coli sdo os indicadores
que melhor se relacionam com doengas gastrentesti-
nais, por contato com 4guas recreacionais (Ashbolt,
et al., 2001; Wade et al., 2005), mas nao estao relacio-
nados a outras doengas como a dermatites, infec¢gdes
dos olhos e ouvidos causadas por Pseudomonas
aeruginosa (Barrel et al., 2000).

Conclui-se que as aguas litoraneas da cidade
de Fortaleza estdo contaminadas com Pseudomonas
sp. e Enterococcus sp, oriundas de galerias pluviais e
que, embora tenha sido provada a sensibilidade de
P. aeruginosa aos antibidticos testados, existe o risco
da transferéncia de genes de resisténcia entre os
grupos bacterianos. Sugere-se a vigilancia no con-
trole desse grupo bacteriano como patégeno opor-
tunista em dguas costeiras marinhas com o uso pre-
ponderante para contacto primario.
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