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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo investigar a qualidade microbioldgica de areias recreacionais na cidade de Santa Maria
— RS e verificar o perfil de sensibilidade de Escherichia coli isoladas dessas areias. Foram analisadas amostras da areia de 14
creches e 13 pragas publicas da cidade de Santa Maria. A quantificagio dos microrganismos mesoéfilos aerdbios (bactérias
heterotroficas) foi feita através da contagem do nimero de unidades formadoras de coldnias por grama de areia (UFC/g). A
contagem de coliformes totais e fecais foi feita pelo método do Nimero Mais Provavel (NMP). A confirmagfio da presenga
de Escherichia coli foi realizada a partir do crescimento de coliformes fecais no caldo EC e confirmada pelo teste IMViC. Para
realizagdo do teste de sensibilidade a antimicrobianos foi utilizado o método de difusfio em 4gar Miiller-Hinton, de acordo com
Kirby-Bauer. Os resultados mostraram elevada contagem de bactérias heterotroficas, associada a presenca de coliformes totais
e fecais em todas as amostras. Em apenas uma amostra nfo foi confirmada a presenga de E. coli. As amostras de E. coli foram
sensiveis 4 maioria dos antimicrobianos. Pelos resultados obtidos demonstrou-se a contaminagdo das areias com bactérias
patogénicas e seu conseqiiente risco a saide da populagdo que, direta ou indiretamente, entrar em contato com esta areia. Ndo
foi encontrada nenhuma amostra de E. coli multirresistente aos antimicrobianos avaliados.

Palavras-chave: Coliformes fecais, Escherichia coli, microbiologia ambiental.
SUMMARY

This research evaluated the microbiologic quality of playground sandboxes in Santa Maria city, RS, Brazil. The sensibility
profile of Escherichia coli strains isolated from the sand was also determined. Samples of sandboxes from 14 day-care center
and 13 public squares located at the down town and suburbs of Santa Maria were analyzed. The mesophilic aerobic bacteria
(heterotrophic aerobic bacteria) were quantified by the counting of the number of colony-forming units per gram of sand
(CFU/g). The total and fecal coliforms were quantified by the Most Probable Number test (MPN). The presence of E. coli was
detected by growth of fecal coliforms in EC broth and confirmed by the IMViC test. The susceptibility tests were performed
by the diffusion in Miiller-Hinton agar according to Kirby-Bauer method, employing commercial disks. The results demonstrated
a high counting of mesophilic aerobic bacteria associated with the presence of total and fecal coliforms in all samples of sand.
Only one sample did not confirm the presence of E. coli. The E. coli strains showed a high sensibility to most tested drugs.
These results showed the contamination of sandboxes sands with pathogenic bacteria and the risks to the population that
come in contact with the sand. No sample of E. coli multiresistent to the test drugs was detected.
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INTRODUCAO

A microbiologia sanitaria & responsével pelo monitoramento
ea detecgfio de microrganismos causadores de doeng:al’z. O controle
de qualidade do meio ambiente est4 principalmente relacionado
coma qualidade microbioldgica, sendo este um pardmetro utilizado
paraavaliar os riscos a satide associados com bactérias’. A detecgéio
e enumeragio de organismos indicadores sfio de grande importincia
para verificar a presenga desses microrganismos. Este critério de
qualidade é usado para medir o risco de se contrair varias doengas
associadas ao contato com areia . Entre os microrganismos mais
freqiientes podemos citar membros da familia Enterobacteriaceae,
representados principalmente, por Escherichia coli, Klebsiella sp.
Salmonella sp. que sfo utilizados como indicadores de contaminaggio
por fezes humanas e/ou animais .

Sedimentos de areia retém bactérias por adsorsdo no seu
substrato, carregando junto de si os contaminantes e poluentcss.
O contato direto de areias contaminadas com o homem,
principalmente criangas, que sfo mais suscetiveis a agentes
patogénicos, € um fator de risco. Pesquisas epidemioldgicas para
relacionar a presenga de microrganismos com infecgdes entéricas e
no entéricas resultou em correlago positivas.

Embora a identificagdo das fontes de poluigio fecal em vias
urbanas seja freqiientemente diﬁcils, no campo da Satide Pablica
torna-se necessario quantificar e identificar alguns microrganismos
reconhecidamente responsaveis por surtos, ou mesmo casos
isolados, de infecgdes e/ou toxiinfecgdes.

Este aspecto ¢ importante do ponto de vista epidemioldgico,
tendo em vista a resisténcia especialmente dos enteropatogenos,
as variagdes de temperatura, radiagSes e outros fatores de natureza
ﬁsico-qul’mica7.

Estas caracteristicas assumem particular interesse em 4reas
de recreagfo infantil, onde a possibilidade de veiculagéio desses
agentes ¢ facilitada pelo contato direto dos usudrios com a superficie
do solo’.

O aumento daresisténcia bacteriana a antimicrobianos vem
crescendo devido, principalmente, ao uso indiscriminado e
constante de antibacterianos em medicina humana e veterinaria .
O desenvolvimento dessaresisténcia, além de reduzir a eficicia da
droga, também representa um potencial de risco a saide publica,
uma vez que o contato dos homens com animais pode aumentar a
ocorréncia de resisténcia na microbiota desta espéciew.

O objetivo do presente trabalho foi investigar a qualidade
microbiolégica das areias recreacionais, ja que até o momento foram
confirmadas somente contaminagdes por helmintos e protozo4rios.

A resolug@io do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA)n° 274 de 29 de novembro de 2000, em seu artigo 8°,
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recomenda aos Orgdos ambientais a avaliagdo das condigSes
parasitolégicas e microbioldgicas da areia de praias para futuras
padronizagdes. Nio existem padrdes ou limites estabelecidos pela
legislagdo brasileira para areias, nem de praias nem recreacionais.
Atualmente o que se tem utilizado sfo os valores propostos por
pesquisadores portugueses, no Guideline for Microbiological
Quality of Sands, (Ntimero Mais Provéavel por grama de areia seca:
coliformes totais: 10" e coliformes fecais: 10° )H.

Também se avaliou o perfil de susceptibilidade, como
marcador epidemioldgico, de Escherichia coli isoladas destas areias

Tecreacionais

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas amostras da areia de 14 creches e 13 pragas
publicas localizadas em regiGes centrais e periféricas da cidade de
Santa Maria.

As amostras de aproximadamente 300g foram coletadas em
frascos estéreis. Dessas amostras foram retiradas 25g,
imediatamente suspensas em 225 mL de salina tamponada estéril
e a seguir retirou-se 1 mL para as diluigSes necessérias.

A contagem de microrganismos mesdfilos aerobios (MA) é
baseada na premissa de que cada célula microbiana presente em
uma amostra forma uma coldnia visivel e isolada em meio de cultura
solida, fazendo-se assim a contagem do niimero de unidades
formadoras de coldnias por grama de areia (UFC/g). Para contagem
de microrganismos aerdbios foram semeados 0,1mL das diluigSes
seriadas em agar padrdio contagem (PCA).

A contagem de coliformes totais (CT) e coliformes fecais
(CF) foi realizada pelo método do Ntimero Mais Provével (NMP) .
A partir de cada dilui¢8io (no minimo de trés dilui¢Ses) retirou-se
1ml que foi inoculado em uma série de cinco tubos contendo caldo
lauril sulfato triptose com tubos de Durhan invertidos no seu
interior, que foram incubados por 24 a 48 horas em estufa a
temperatura de 35°C. Daqueles tubos onde ocorreu crescimento
de microrganismos com produgéo de gés, retirou-se uma aliquota,
a qual foi inoculada no caldo verde brilhante com tubos de Durhan
invertidos e incubados em estufa a 35°C por 24 a 48 horas. A
partir de tubos que evidenciaram crescimento e produgéo de gés,
foi retirada uma aliquota de material e que foi inoculado no caldo
EC com tubos de Durhan invertidos; a incubagio foi a 44,5 -
45,5°C em banho-maria por 24 a 48 horas, quando se observava o
crescimento e a produgéio de gas.

A contagem de coliformes totais (CT) foi baseada no nimero
de tubos de caldo verde brilhante com crescimento e produgio de
gas nas diferentes dilui¢Ses e assim determinado o nimero mais
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provavel de CT por grama de areia. Aeromonas sp, Moraxella sp, Acinetobacter sp e membros da
A contagem de coliformes fecais (CF) foi realizada a partir familia Enterobacteriaceae.
dos tubos contendo caldo EC que, apds incubagiio no banho- Para realizagéo dos testes de susceptibilidade aos
maria 44,5 - 45,5°C, evidenciaram crescimento com produgéo de antimicrobianos foi utilizado o método de difusdo em dgar Miiller-
gas e, da mesma forma, comparados com tabela apropriada as Hinton segundo técnica descrita por Bauer ef al 2. As amostras de
diluigdes utilizadas para a determinago do mimero mais provavel E. coli foram testadas frente a ampicilina, imipenem, cefalotina,
de CF por grama de areia (NMP/g). cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, cefepime, amicacina,
A presenga de Escherichia coli foi confirmada a partir do gentamicina, ciprofloxacina e ampicilina + sulbactam. Os
crescimento de coliformes fecais. Era retirada uma aliquota dos antimicrobianos usados foram escolhidos segundo NCCLS

tubos com crescimento e produgéio de gas e semeada em placas de (National Committee for Clinical Laboratory Standars, 2003).
Petri contendo Agar Eosina Azul de Metileno onde era observado

o crescimento de col6nias de aspecto metélico, caracteristicas de

E. coli; a seguir estas colonias foram identificadas utilizando-se RESULTADOS

provas bioquimicas: teste do indol, teste de vermelho de metila,

teste de Voges-Proskauer e utilizagio do citrato ([MViC)B. Os resultados obtidos evidenciaram elevada contagem de

Simultaneamente a estes isolamentos e quantifica¢des, foi bactérias heterotroficas, associada a presenga de coliformes totais
também pesquisada a presenga de outros microrganismos e fecais em todas as amostras (Tabela I). Em apenas uma amostra
responsaveis por infecgdes, intoxicagdes ou toxiinfecgdes, como néo foi confirmada a presenga de E. coli (Tabela I).

Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas sp.,

TABELA I — Média aritmética de bactérias meséfilas aerobias (MA), coliformes totais (CT), coliformes fecais (CF) e porcentagem de
amostras com Escherichia coli resultante do monitoramento microbioldgico de areias recreacionais de Santa Maria, RS no periodo de
setembro de 2000 a margo de 2003.

Local de Coleta MA (UFC/lg) CT(CT/g) CF(CFlg) E. coli (%)

Creches (14) 9,5x10° 8,0x 10° 0,6x 10° 92,85
Pragas (13) 6,1 x10° 1,5x 10° 0,8x10° 100

Diversos foram os microrganismos mesofilos aerdbios imipenem e ciprofloxacina; enquanto que a maior resisténcia foi
isolados (Tabela II), sendo os mais freqiientes Enterobacter sp., observada frente a ampicilina (89,5%) e a cefalotina (73,7%) (
Pseudomonas sp., Aeromonas sp., Klebsiella sp. e Citrobacter Figura]). A associagfio de ampicilina com inibidores de b-lactamases
sp. As amostras testadas demostraram boa sensibilidade a maioria foi mais ativa contra E. coli, quando comparada & atividade de
dos antimicrobianos testados, sendo 100% sensiveis a gentamicina, ampicilina isenta desta associag&o.
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sensihilidade

Antirricrobiancs
W Anicacina O Anpicilina @ Anpicilina +Sulbactam
H Gefalotina 0 Gefepine W Geforitina
O Ceftardina I Cfiriavona O Gproflosacina
O Gentarricina W Inipenem

Figura - 1. Perfil de susceptibilidade de Escherichia coli isoladas de areias recreacionais na cidade de Santa Maria- RS, no periodo de
setembro de 2000 a margo de 2003.

TABELA II- Porcentagem de microrganismos isolados nas areias de creches e pragas da cidade de Santa Maria — RS, no periodo de
setembro de 2000 a margo de 2003.

MICRORGANISMOS Creches % Pragas %
Pseudomonas sp. 50 7
Serratia sp. 28 14
Staphylococcus sp. 7 7
Enterobacter sp. 64 50
Klebsiella sp. 36 28
Citrobacter sp. 36 21
Moraxela sp. 7 0
Acinetobacter sp. 7 0
Hafnia sp. 7 0
Aeromonas sp. 0 35
Erwinia sp. 7 7
Butiauxiella sp. 0 7
Providencia sp. 0 7
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DISCUSSA0

A sobrevivéncia das bactérias no ecossistema das areias é
afetado pela quantidade de nutrientes orgénicos, pela presenca da
microbiota de competigfio e pela agio de fatores de natureza fisico—
qul’micas. Salienta-se ainda as interferéncias resultantes das chuvas
e ventos, que mecanicamente carreiam diferentes microrganismos,
inclusive patdgenos, para outros locais.

Comparando-se as médias aritméticas de coliformes totais e
fecais para creches e pragas pode-se observar que a contaminagéio
das pragas foi maior, provavelmente reflexo do trinsito constante
de animais nesses locais.

Todos os resultados encontrados, tanto em creches quanto
em pragas, estfio acima dos valores sugeridos por pesquisadores
portuguesesn.

E provavel que a maioria dos isolados de Escherichia coli
tenha origem animal, como aves, cdes € gatos com acesso a essas
areias. Os animais, diferente dos humanos, nfo sofrem muita
exposicdo a antimicrobianos, sendo atribuido a este fato a baixa
resisténcia das bactérias aos antimicrobianos testados. A
sensibilidade observada podera ser substituida por cepas
resistentes, ja que a resisténcia pode ser transferida por diversos
mecanismos e estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma
populagiio ou de populagdes diferentes, como o da microbiota
humana para animal e vice-versa .

Conclui-se através dos resultados obtidos que as areias de
recreagiio analisadas encontravam-se contaminadas com bactérias
patogénicas e isto representa risco & satide da populagfo.

Nio foi encontrada nenhuma amostra de E. coli
multirresistente aos antimicrobianos testados.

Destaca-se a necessidade de uma legislag3o que regulamente
as condigdes microbiolégicas das areias de recreago.
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