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DETECCAO DE COLIFORMES EM AREIAS DE PRAIAS DE
CARAGUATATUBA (SP)
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RESUMO: As praias consistem em uma das principais atividades de lazer dos habi-
tantes da cidades litorineas. Nesse sentido, torna-se explicita a necessidade de man-
ter a qualidade sanitdria das praias, bem como seu entorno. O presente trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar a presenca de coliformes totais, termotolerantes
e Escherichia coli na areia das principais praias do municipio de Caraguatatuba (SP)
e testar a resisténcia a drogas antimicrobianas. As contagens de coliformes totais,
termotolerantes e Esherichia coli foram realizadas pela técnica das diluicoes seria-
das. Foram detectados coliformes totais e termotolerantes e Escherichia coli na areia
de todas as praias avaliadas do Municipio de Caraguatatuba (SP). Concentracoes
elevadas foram detectadas nas praias Porto Novo, Centro, Martins de S4, Indaid e Co-
canha. As cepas de E.coli isoladas das praias de Porto Novo, Centro, Indaid, Cocanha
e Tabatinga apresentaram resisténcia e multi resisténcia a alguns antimicrobianos
testados.

PALAVRAS-CHAVE: Coliformes Termotolerantes; Coliformes Totais; Esherichia coli.

COLIFORMS IN THE SAND IN BEACHES OF CARAGUATATUBA,
BRAZIL

ABSTRACT: Beeches are the sites of the main recreational activities of the inhabi-
tants of coast cities and towns. It is obvious that their sanitary quality and of the
environment should be also monitored and mandatory. Current study evaluates the
presence of total and thermotolerant coliforms and Escherichia coli in the sand of
the main beeches of Caraguatatuba SP Brazil and tests their resistance to antimicro-
bial drugs. Total and thermotolerant coliforms and Escherichia coli were counted by
series dilution technique. Total and thermotolerant coliforms and Escherichia coli
were detected in the sand of the beeches in Caraguatatuba. High concentration rates
were also observed on the beeches called Porto Novo, Centro, Martins de Sa, Indaia
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and Cocanha. E.coli strains, isolated from the beeches Porto Novo, Centro, Indaia,
Cocanha and Tabatinga, were resistant and multi-resistant to several antimicrobials
tested.

KEY WORDS: Thermotolerant coliforms; Total coliforms; Esherichia coli.

INTRODUCAO

A qualidade ambiental das praias tem adquirido uma importincia crescente
por razoes ambientais e de satde publica. Atualmente, os indicadores de qualidade
disponiveis que geralmente permitem uma avaliacio por parte da populagio quanto
as condi¢des de banho sio os indices de coliformes fecais na dgua. As areias sio, no
entanto, uma possivel fonte de contdgio de micro-organismos patogénicos.

A presenca de patdgenos, tanto na areia, quanto na dgua, consiste em uma
ameaca a sadde da populagdo e banhistas que podem estar sujeitos a doengas cau-
sadas por virus, bactérias e fungos (VELONAKIS et al., 2014). Nos tltimos anos foi
verificado um aumento dos casos de micoses e infecgoes bacterianas contraidas por
pessoas que frequentam as praias e utilizam suas areias como local de recreagio.
Isso tem ocasionado maiores preocupacdes com a contaminacio microbiana (PIN-
TO; OLIVEIRA, 2011).

A balneabilidade das praias estd relacionada geralmente a qualidade micro-
bioldgica da 4gua. No entanto, a preocupagio com a contaminacao da areia da praia
tem aumentado nos dltimos anos devido a disposicio inadequada de lixo, residuos
animais, esgotos domésticos sem tratamento e poluicio que sio levados pela dgua
da chuva (VALDEZ; GROSBELLI, 2012; ANDRAUS et al., 2014).

Hi evidéncias de que bactérias patogénicas sobrevivem em areias, pois estas
recebem poluentes de diferentes fontes. Além disso, fatores abidticos favoraveis, tais
como temperatura, umidade, pH, matéria organica, entre outros, favorecem o feno-
meno de bioacumulacio (ABDALLA et al., 2005; ELMANAMA et al., 2005). As dguas
podem ser influenciadas por populacoes persistentes destas bactérias em areias ou
esgotos locais, além de entradas variadas de origem humana fecal ou animal (HAL-
LIDAY et al., 2014), e a qualidade sanitiria da dgua de balnedrios ¢ avaliada pela
presenca de bactérias cultiviveis fecais indicadoras.
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A deteccao e a quantificacio de indicadores em areias recreacionais sio de
grande importancia para verificar o risco da presenca de micro-organismos pato-
génicos nesse ambiente. As agéncias reguladoras encarregadas de monitorar dguas
recreacionais utilizam como base bactérias indicadoras de contaminagao fecal (FIB),
tais como Escherichia coli e enterococos porque estudos epidemioldgicos demons-
traram que concentragoes de FIB em dguas de recreio impactadas por efluentes de
estacoes de tratamento (ou seja, fontes pontuais de esgoto sanitirio) foram correla-
cionados com doencas adquiridas em dreas de recreacao (SHIBATA; SOLO-GABRIE-
LE, 2012).

Segundo a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB,
2008), sao definidos como micro-organismos do grupo coliforme aqueles capazes
de fermentar a lactose a 44-45 °C, sendo representados principalmente por Esche-
richia coli e também por algumas bactérias dos géneros Klebsiella, Enterobacter
e Citrobacter. Dentre esses micro-organismos, somente a E. coli ¢ de origem ex-
clusivamente fecal, estando sempre presente em densidades elevadas nas fezes de
humanos, mamiferos e passaros, sendo raramente encontrada na dgua ou solo que
nao tenham recebido contaminacio fecal. Os demais podem ocorrer em dguas com
altos teores de matéria organica, como, por exemplo, efluentes industriais, ou em
material vegetal e solo em processo de decomposicio.

Haja vista que o nimero de coliformes termotolerantes presentes nas fezes
do homem e animais de sangue quente, sua presenca na areia da praia, constitui
um caso de satde publica, necessitando assim de estudos aprofundados (CARDO-
SO-DE-OLIVEIRA; PINHATA, 2008). Neste contexto o presente trabalho teve como o
objetivo avaliar a presenca de coliformes na areia das principais praias do Municipio
de Caraguatatuba (SP) e determinar a resisténcia destas bactérias as drogas antimi-
crobianas.

2 MATERIAL E METODOS

A drea de estudo compreendeu o municipio de Caraguatatuba (SP), com
latitude 23° 37" 13”S e longitude 45° 24’ 47"W. Foram selecionadas sete praias con-
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sideradas de alta afluéncia de publico e preferidas por turistas. As praias foram iden-
tificadas por letras (Figura 1), sendo A: praia do Porto Novo, B: praia do Indaid, C:
praia do Centro, D: Prainha, E: praia Martim de S, F: praia da Cocanha, G: praia da
Tabatinga.
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Figura X: Pontos de coleta na orla de Caraguatatuba: A - Praia do Porto Novo; B - Praia
do Indaid; C - Praia do Centro; D - Prainha; E - Praia Martins de Sa ; F - Praia Cocanha;
G - Praia Tabatinga — fonte: google maps 2015 (adaptado)

Figura 1. Localizacao dos pontos de coleta de areia das praias de Caraguatatuba (SP). A: praia do
Porto Novo, B: praia do Indaid, C: praia do Centro, D: Prainha, E: praia Martim de S4, F: praia da
Cocanha, G: praia da Tabatinga.

Fonte: Google Maps (adaptado pelos autores).

As praias foram escolhidas pela preferéncia de turistas e moradores locais.
Os pontos de coleta foram determinados pelo maior fluxo de pessoas do dia. A co-
leta de amostras de areia das praias para realizacio da pesquisa foi autorizada pela
Secretaria de Turismo do Municipio de Caraguatatuba (SP). De cada praia foram
coletadas trés amostras de lugares diferentes no mesmo dia e em um intervalo de
tempo entre a primeira coleta e a ltima no periodo das 08h as 10h30, totalizando
vinte e uma amostras de areia. Para cada praia foram definidos os pontos de coleta:
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1) como mais préximo da dgua; 2) como intermedidrio entre a areia e a costa; e 3)
mais proximo da costa. Cada amostra consistiu em 200 g de areia superficial reco-
lhida a uma profundidade méaxima de 5 cm, usando uma espitula esterilizada, em
cada amostragem. O material foi transferido para recipientes estéreis, transportados
para o laboratorio em caixa isotérmica, contendo gelo. A amostragem foi realizada
em abril de 2015, sendo assim considerada pela Secretaria de Turismo uma época
de baixa temporada.

As andlises microbioldgicas foram realizadas pelos métodos baseados na
técnica de diluigoes seriadas (EATON; FRANSON, 2005). As amostras de areia foram
preparadas adicionando-se 10 g de areia em 90 mL de solucio salina estéril (NaCl
0,85%), contida em frascos estéreis com tampa, na sequéncia foram agitados por
30 minutos em mesa orbital (200 rpm). O liquido superior foi coletado para ser
utilizado como a solucao inicial, a partir da qual foram realizadas diluicoes seriadas.

Aliquotas de 1 mL das dilui¢oes seriadas de 10" a 10-* foram inoculadas
nos meios de cultivo Caldo Lactosado e Esherichia coli (EC) contendo um tubo de
Durhan invertido, usando-se séries de 3 tubos para cada diluicdo, incubados por
24-48 horas a 37 °C e obtidos os resultados a partir de cada conjunto de tubos da
mesma diluicio. Os tubos positivos para caldo lactosado foram inoculados em Caldo
Lactose Bile, Verde Brilhante (VB) e incubados a 37 °C para deteccio de coliformes
totais.

Para andlise de coliformes termotolerantes foi usado Caldo EC incubado a
45 °C por 24-48 horas. De cada tubo de Caldo EC positivo, foi retirada uma alcada
do meio e estriada em placas contendo Agar MacConkey Sorbitol e 4gar Eosina-Azul
de metileno (EMB), incubadas a 37 °C por 24-48 horas, para verificar o crescimento
de colonias tipicas de Escherichia coli. Para confirmacio de E.coli foi utilizado o
Sistema API20E.

Os micro-organismos isolados foram expressos em unidades formadoras de
colonias (UFC) por grama de areia.

Para avaliacio da susceptibilidade antimicrobiana in vitro, se utilizou o mé-
todo de Kirby Bauer Modificado (CLSI, 2013), e foram avaliados os antimicrobianos
amicacina (30ug), Ampicilina (10ug), Aztreonam (15ug), Cefaclor (30ug), Cefazo-
lina (30ug), Cefalexina (30ug), Cefalotina (30ug), Cefotaxime (30ug), Cefepime

Rev. Agro. Amb., v. 11, n. 3, p. 925-936, jul./set. 2018 - ISSN 19819951 - e-ISSN 2176-9168



930  Deteccaio de coliformes em areias de praias de Caraguatatuba (SP)

(30ug), Ceftazidima (30ug), Ceftriaxona (30ug), Ciprofloxacina (5ug), Clindamici-
na (2ug), Cloranfenicol (30ug) e Tetraciclina (30ug). Os resultados foram interpre-
tados de acordo aos parametros estabelecidos pela CLSI (2013).

O indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA) foi calculado
conforme a metodologia descrita por Krumperman (1983). O IRMA foi calculado
pela razao entre o ndmero de antibioticos aos quais o isolado foi resistente € o na-
mero de antibiéticos ao qual o isolado foi exposto. Quando o IRMA foi superior a
0,2 caracterizou multirresisténcia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estao apresentados os resultados obtidos do cultivo de areia
de sete principais praias do municipio de Craguatatuba (SP). Constatou-se que dos
vinte € um locais amostrados somente dois nio apresentaram contaminagio por
coliformes, e corresponderam a Prainha.

Tabela 1. Concentracio de coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli
isolados de areia de praias do municipio de Caraguatuba (SP)

Ndmero Concentragio de coliformes (UFC 100g™)

Praias de locais Amostras  Coliformes  Coliformes .

amostrados positivas (%) totais termotolerantes E. coli
Prainha 3 33,33 1,2x10? 0,5x10? 0,5x10!
Porto Novo 3 100 1,6x10° 1,0x10° 0,2x10°
Martins de S4 3 100 2,0x10° 0,4x10* 1,0x10°
Centro 3 100 0,5x10° 0,8x10? 0,5x10?
Indaid 3 100 1,4x10° 0,5x10% 0,5x10°
Cocanha 3 100 1,6x10° 1,0x10° 0,2x10?
Tabatinga 3 100 1,7x10? 0,5x10? 0,2x10?

Diferentes fatores como efeitos das marés, descarga de esgoto sanitdrio,
mudanca de estacio do ano, presenca de animais e 0o nimero de banhistas tém
sido apontados como contribuintes para a sobrevivéncia e dispersio de micro-or-
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ganismos patogénicos em areia de praia. A sobreviveéncia de bactérias entéricas na
superficie de areia seca pode ser de curta duragio devido a acao do meio ambiente.
Ja a areia imida enriquecida com matéria organica confere ao ambiente condicoes
favoraveis, permitindo um periodo de sobrevivéncia maior do que em dgua do mar
(WHO, 2003). Noble et al. (2004) e Beversdorf et al. (2007) afirmaram que fato-
res como a umidade, temperatura, raios UV e a concentracao de carbono organico
dissolvido sao alguns dos fatores que afetam a viabilidade de micro-organismos na
areia.

Constatou-se presenca de coliformes termotolerantes com confirmacio de
Escherichia coli (Tabela 2). E. coli ¢ uma bactéria que tem sido amplamente utiliza-
da como indicador de contaminacio de origem fecal. O habitat natural e principal
reservatorio de E. coli é o trato intestinal do homem e outros animais homeotérmi-
cos, sendo, portanto, abundante em esgotos,
efluentes, dguas naturais e solos que tenham recebido contaminagio fecal recente.
Sua presenca indica a possibilidade da existéncia de outros micro-organismos, entre
estes, aqueles patogénicos a0 homem (ABDALLAH et al., 2005; SATO et al., 2005;
VALDEZ; GROSBELLI, 2012; ANDRAUS et al., 2014).

Stewart et al. (2008) afirmaram que além das fontes pontuais de contamina-
cao devem ser consideradas as fontes difusas, que sio disseminadas e dificilmente
reconheciveis. A carga microbiana de fontes difusas é grande, encontrada no escoa-
mento da drea urbana e dreas rurais, vazamentos de sistemas de limpeza bioldgicos
e sistemas de drenagem, as descargas a partir de barcos e deposicio atmosférica de
aerossois.

A concentra¢do de coliformes totais e termotolerantes e de E. coli na areia
das diferentes praias foi varidvel, sendo maior nas praias Porto Novo, Centro, Mar-
tins de S4, Indaid e Cocanha. No entanto nio existem normativas que estabelecem
indices maximos destes micro-organismos na areia. Os parimetros estabelecidos nas
resolucoes Conama 20/86 (indice maximo para coliformes totais 5000 NMP/100 mL)
e resolucao Conama 274/00 (indices maximos para coliformes termotolerantes 1000
NMP/100 mL) para a dgua (BRASIL, 1986; 2001), havendo auséncia de parimetros
especificos para a areia.

Na Tabela 2 estio apresentados os resultados de resisténcia e susceptibili-
dade a antimicrobianos de cepas de E. coli isoladas na areia. Verificou-se multirre-
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sisténcia aos antimicrobianos nas cepas de isoladas E. coli nas praias Porto Novo,
Centro, Indaid, Cocanha e Tabatinga. Cepas de Escherichia coli diarreiogénicas po-
dem causar infec¢oes entéricas em humanos e incluem seis categorias diferentes de
acordo com fatores de viruléncia. A exposicio humana a d4gua contaminada constitui
um importante mecanismo para a transmissao de patdgenos gastrointestinais (OLI-
VEIRA et al., 2012).

Tabela 2. Susceptibilidade (S), susceptibilidade intermedidria (I), resisténcia (R) e indice de
resisténcia multipla (IRMA) a diferentes classes de antimicrobianos de cepas de Escherichia
coli, isoladas de areia de praias do municipio de Caraguatatuba (SP)

Antimicrobianos
AM AT AP CF CZ CL CX CO CA CP CR CI CL CR ER TE IRMA
Prainha s § §$ R R § § § § S 1T I § § § R 018
PoroNoo S R § R § § R § § S S S S I § R 025
Martins de

Amostras

Si s § § §$ R S I § R § § § I I S R 018
Centro R §$ § R § § R § R § § § § § § § 025
Indaid s § §$ §$ R S I R I § § § R R R R 037
Cocanha R R § R R § § § § S R § § R § § 037
Tabatinga s §$ §$ R § R R § § I 1T § § § S R 025

AM = amicacina, AT = aztreonam, AP = ampicilina, CF = cefaclor, CZ = Cefazolina, CL = cefalo-
tina, CX = cefotaxime, CO = cefoxitina, CA = ceftazidima, CP = cefepime, CR = ceftriaxona, CI
= ciprofloxacina, CL = clindamicina, CR = cloranfenicol, ER = eritromicina, TE = tetraciclina.

Inameros fatores podem estar envolvidos para o surgimento de cepas re-
sistentes no ambiente, tais com saneamento insuficiente, uso indiscriminado de
antibioticos e falta de sistemas de esgotos bem geridos (OZGUMUS et al., 2008).
Coliformes termotolerantes resistentes aos antibioticos canamicina, dcido nalidixi-
co, tetraciclina e trimetoprim tém sido isolados de duas amostras de fezes de seres
humanos e dgua potavel tratada na india (PATHAK; GOPAL, 2008). E. coli com al-
tos niveis de resisténcia a ampicilina, trimetoprim/sulfamethoxazole, gentamicina
e tetraciclina foram isolados de fontes de dgua potdvel na Jordinia (SHEHABI et
al., 2006). Na presente pesquisa foram isoladas cepas de E. coli multirresistentes a
diferentes antibidticos como apresentado na Tabela 2.

Velonakis et al. (2014) salientam a necessidade de estudos epidemioldgicos
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em praias com poluicdo e correlacio com as bacterias indicadoras fecais (FIB). A
auséncia das FIB nem sempre exclui a presenca de outros micro-organismos pato-
genos em amostras de 4gua do mar. No entanto, hd possibilidade de alguns desses
micro-organismos provocar infeccoes para usudrios da praia e a real extensio da sua
ameaca a saude publica permanece desconhecida.

4 CONCLUSAO

Foram detectados coliformes totais e termotolerantes e Escherichia coli na
areia de todas as praias avaliadas do Municipio de Caraguatatuba (SP). Concentra-
coes elevadas foram detectadas nas praias Porto Novo, Centro, Martins de S4, Indaid
e Cocanha. As cepas de Esecherichia coli isoladas das praias de Porto Novo, Centro,
Indaid, Cocanha e Tabatinga apresentaram resisténcia e multirresisténcia a alguns
antimicrobianos testados.
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