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AVALIAGAO DA PRESENGA DE FUNGOS E BACTERIAS PATOGENICAS NAS
AREIAS DE DUAS PRAIAS DE BAIXO HIDRODINAMISMO E ALTA OCUPACAO
HUMANA NO LITORAL DO MUNICIPIO DO RIO DE JANEIRO

Maier, L.M*1.; Oliveira, V.R.": Rezende, K.C.R.2; Vieira, V.D.R2 & Carvalho, C.R?

RESUMO

O desenvolvimento das politicas ambientais no Brasil j4 ndo é mais uma
prerrogativa apenas do governo. A sociedade, preocupada com o futuro, vem se
manifestando continuamente, criando associagdes de protecdo a natureza e
promovendo manifestacdes populares de defesa do meio ambiente. Além disso, esse é
sempre um assunto de destaque nos meios de comunicagao (Dorst, 1973).

Por poluente pode se entender qualquer material ou conjunto de condi¢gbes que
crie um desgaste ou cause uma alteracdo desfavoravel num organismo individual,
populacdo, comunidade ou ecossistema, diferente daquela achada em condi¢des
ambientais normais (Miller, 1975).

Embora o homem sempre tenha introduzido poluentes no seu ambiente natural
houve uma mudancga rapida para que a poluicdo humana colocasse em risco a
sobrevivéncia do planeta, onde o principal fator foi a industrializacdo, com a produgao
de produtos mais resistentes a degradagdo no meio ambiente (Dorst, 1973). Sua
‘duracao de vida’, por vezes consideravel, torna o seu impacto muitas vezes mais
profundo, tanto no seio das comunidades naturais quanto ao proprio homem. Aos
produtos nao assimilaveis pelo meio natural somou-se 0 acumulo de detritos, devido o
crescimento da populagdo. Esses detritos acumulados tornam-se cada vez mais
resistentes a agcao natural de reciclagem, incluindo o lixo deixado nas areias das praias.

As areias contaminadas podem transmitir a banhistas inumeras doencas
causadas por bactérias, fungos e outros parasitas. A contaminagao pode ocorrer pela
ingestao acidental, levando a méo suja de areia a boca e/ou contato com a pele (Miller,
1975; Kade, 1975).

Nesse trabalho foram pesquisadas as areias de duas praias — Praia da Urca e
Vermelha - com poucas ondas durante o ano todo, onde praticamente ndo ha uma
renovacao de certas porcdes das areias. Apesar de haver latas de lixo, estas néo
parecem ser suficientes, devido ao habito de muitas pessoas em jogar o lixo no chao,
assim, restos de alimentos sdo deixados, servindo como alimento para outros animais,
inclusive alguns roedores que visitam as praias durante a noite.

Os resultados encontrados serviram como um indicador da qualidade das areias
das praias escolhidas, sugerindo a importancia de um monitoramento continuo e a
implantacdo de uma politica educacional ambiental, que além de medir a qualidade das
aguas possa também avaliar a qualidade das areias. (Ghinsberg et al. 1994).

Os indicadores de qualidade quanto as condigdes de banho nas praias sao os
indices de coliformes fecais na agua. As areias sédo, no entanto, uma possivel fonte de
contagio de microorganismos patogénicos.
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1 - Introdugao

A qualidade ambiental das praias tem adquirido uma importancia crescente por
razbes ambientais e de saude publica. Atualmente, os indicadores de qualidade
disponiveis que geralmente permitem uma avaliagao por parte da populacdo quanto as
condigdes de banho sdo os indices de coliformes fecais na agua. As areias sédo, no
entanto, uma possivel fonte de contagio de microorganismos patogénicos.

Pessoas em suas atividades de lazer nas praias mantém um contato estreito
com a areia, simultaneamente, sdo uma das principais fontes de contaminacdo da
mesma juntamente com a agua e os animais que dividem o mesmo espag¢o. O homem
€ 0s animais transmitem a areia microorganismos potencialmente patogénicos de que
sao portadores e por outro lado produzem residuos que s&o o substrato ideal para o
desenvolvimento destes microorganismos. (Sousa et al. 1968; Bolton et al. 1999;
Philipp et al. 1994, Efstratiou et al. 2001, Regnier. 1972).

Este trabalho busca identificar e quantificar populagdes de fungos e bactérias
patogénicas presentes nas areias das praias onde o contingente de pessoas e animais
seja grande e a dindmica das aguas baixa, havendo assim pouca renovagao das
camadas em determinadas regides da areia. (Ghinsberg et al. 1994).

As praias do litoral do Rio de Janeiro, além de sofrer com o esgoto jogado
clandestinamente, estdo também sujeitas a outros tipos de poluentes. Hoje em dia pela
intensa e desordenada urbanizacdo com uma politica de educacdo ambiental e
programas de despoluicdo que comegaram de forma tardia, vem ocorrendo um
aumento significativo das micoses de praia, assim como outras doengas, incluindo
problemas do trato gastrointestinal. (Boehm et al. 2003; von Schirnding. 1992). A
presengca excessiva de pombos nas praias € um exemplo, onde pode ocorrer a
contaminagao das areias com fungos nocivos, 0s quais associados ao lixo despejado,
fazem desse local um propicio meio de cultura.

Nesse trabalho foram avaliadas as areias de duas praias de baixo
hidrodinamismo quanto a presencga de bactérias patogénicas, relacionando o achado
com a presenca de esgotos, lixos domésticos e animais. Para essa avaliagdo foram
escolhidas as praias da Urca e Vermelha, onde ha sempre um grande numero de
banhistas e animais, tais como: cées, gatos e pombos, podendo ainda ser encontrado
alguns roedores e morcegos que visitam as praias durante a noite, conforme
observacgoes realizadas por cinco noites ndo consecutivas.

2 - Materiais e Métodos
2.1 — Realizacao das Coletas de Areia

Para uniformizar as técnicas de coleta e escolha dos pontos de amostragem
foram delimitadas zonas de areia seca e umida, uma vez que esta ultima sofre mais a
influéncia do grau de contaminagdo da agua. Os esquemas de coleta para as duas

praias foram entdo padronizados para ambas as praias (apéndice A). (Basualdo et al.
2001; Bonadonna 2003; S&o José et al. 1994).
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2.2 - Dimensao e Caracterizagcao da Amostra

Para a praia da Urca e Vermelha que possuem uma extensao de areia pequena,
foram colhidas vinte amostras de areia, em quatro grandes regides, sendo oito da
regido Umida e doze da regido seca. As colheitas foram sempre efetuadas num periodo
compreendido entre duas horas antes e duas horas depois da mareé baixa, para garantir
uma uniformidade de condi¢gdes de colheita das amostras em todas as praias,
considerando que a regido seca a ser pesquisada na deve receber influéncia das
marés. Para maior controle foram criadas fichas de campo, nas quais anotou-se as
caracteristicas gerais, tais como: agua (cor, turbidez, maré), areia (cor, granulagéo,
detritos), vento, temperatura média, horario, dia entre outros dados relevantes.
(Bonadonna et al. 2003; Ghinsberg et al. 1994, Sdo José et al. 1994).

A zona seca, que normalmente ndao ¢é banhada pela agua do mar,
correspondente a area habitualmente frequentada pelos banhistas e a zona umida, que
sofre influéncia das marés é o local preferido pelas criancas para brincar.

Cada uma destas zonas foi subdividida em pontos equidistantes nos quais se
procedeu a coleta, tendendo a constituir uma amostra onde se pudesse garantir a
representatividade da mesma. A recolha € realizada em cada ponto a uma
profundidade compreendida entre cinco e quinze centimetros, utilizando para isso,
luvas e sacos estéreis. Os sacos sao etiquetados com o nome da praia, data da
recolha e transportados para o laboratério em malas térmicas refrigeradas. (Sdo José
et al. 1994; Bernard et al. 1989).

3 - Analise Micolégica

Para as analises micolégicas foram selecionados os métodos de filtracdo e
espalhamento. Considera-se o solo um mosaico de microhabitats devido a sua grande
complexidade, longe de ser um simples amontoado de matéria inorganica sem vida, ao
contrario, o solo costuma ser rico em microbiota e mesofauna, o que forga a utilizagao
de técnicas ou substancias especiais quando se pretende isolar um grupo definido. (
Bernard et al. 1989).

3.1 — Purificagao para Analise dos Fungos

Para que se realize um processo de purificagao faz-se necessario a constatacao
através de exame microscopico, se a cultura esta contaminada ou ndo. Trés tipos de
contaminagdes podem ocorrer junto ao fungo: bactéria, levedura ou outro fungo
filamentoso e acaros. Estes tipos de contaminag¢des ocorrem muitas vezes a partir de
ma esterilizacdo do material utilizado (alga de platina, meio de cultura e outros), como
também da ma conduta no ato do repique. (Aero-biocontamination 2001, Bernard et al.
1989)

A técnica de diluicdo do inoculo foi utilizada na purificagdo de fungos
contaminados por leveduras e outros fungos filamentosos. Uma pequena quantidade
do material que se desejava purificar foi suspensa em salina e apos agitagdo uma
pequena aliquota da suspensao foi transferida com uma pipeta Pasteur para uma placa
de Petri contendo meio solido. Com o auxilio de uma algca de Drigalski foi feito o
espalhamento da amostra e em seguida incubado a temperatura apropriada. Apos o
crescimento das colbnias, o fungo desejado, foi transferido para um tubo de ensaio.

A técnica da cultura monospodrica foi utilizada para purificacdo de amostras
contaminadas, isolamento de diferentes fungos e contagem de células de leveduras.

[Q?mm!ﬁa
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Colocou-se uma pequena quantidade de inoculo, coletado com a extremidade da alca
de platina, em um frasco Erlenmeyer ou tubo de salina contendo 10ml de solugdo
salina, agitando suavemente; apés deixar decantar foi feita urna diluicdo em série
retirando-se 1ml da suspensdo da amostra transferindo-a para um tubo contendo 9ml
de solugdo salina estéril (diluigdo 10™"), a diluicdo foi entdo homogeneizada e a
operac&o repetida em diluigdes sucessivas até a diluicido de 10, colocando 0,1ml das
diluicdes 10° e 10, em duplicata, nas placas contendo meio de cultura. As placas
foram identificadas e colocadas nao invertidas em estufa de incubacdo a temperatura
de 27 - 30 °C, durante 5 e 15 dias respectivamente.

Apos este periodo, iniciou-se a contagem dos diferentes tipos de col6nias existentes e
respectiva identificagdo ao microscopio. A identificagao é feita ao nivel do género ou da
especie, de acordo com a relevancia clinica do fungo.

A identificacdo consta essencialmente de dois passos: observacido macroscopica da
colonia (frente e verso) e o exame microscopico para o qual se faz o corte de um
fragmento da col6nia, colocando em uma lamina de vidro, contendo liquido de
montagem (azul de lactofenol) que serve de corante. A identificacdo € entdo possivel
pela observagcdo ao microscépio seguindo chaves e livros de identificagdo. (Bernard et
al. 1989; Bernard et al. 1987).

3.2 — A Coloragdo e a Microscopia Optica

Foram realizadas microscopias opticas, com contraste de fase e luz polarizada,
com o objetivo de visualizar estruturas vegetativas e reprodutivas dos fungos, assim
podem ser visualizadas as formas de leveduras e fazer testes de viabilidade com
corantes supravitais. Foi utilizado como corante o lactofenol azul de algodao para os
fungos n&o demateaceos.

4 — Resultado dos Fungos Patogénicos Encontrados

Os parametros micoldgicos foram selecionados de acordo com os fungos que
tivessem uma forte associacdo aos homens e animais homeotérmicos, assim como
potencialmente patogénicos por contato, inalacdo e ingestdo (Quadro ), podendo
causar doengas. Estes foram distribuidos em 3 grupos (F1, F2 e F3), de acordo com os
agentes etiolégicos e relevancia clinica que se especificam em conforme a divisdo
abaixo: (Badillet ; Cambell et al. 1996; Larone 1987; Fernandez et al. 1991; Fortes et al.
2001;Gams et al. 1968; Hoog et al. 1996; Lazera et al 2000).

Grupo F1 Fungos leveduriformes.
Grupo F2 Fungos filamentosos patogénicos.
Grupo F3 Dermatdfitos.




4.1 - Tabela dos Fungos Encontrados

Grupo F1 Grupo F2 Grupo F3
Céandida albicans Aspergillus sp. Microsporum sp.
Céndida sp. Aspergillus niger Trichophyton sp.
Rhodotorula sp. Aspergillus fumigatus Epidermophyton sp.

Fusarium sp.
Scopulariopsis sp.
Chrysosporium sp.

Cryptococus neoforms

Histoplasma capsulatum

5 - Anadlise Bacteriolégica
5.1 - Preparagao da Amostra

Foi retirada uma amostra da areia do saco plastico com uma espatula
esterilizada, procedendo a pesagem de 50 g numa balanga de preciséo (d = 0,01 g).
Em condigdes de assepsia, a amostra de areia foi introduzida num frasco de vidro Pirex
esterilizado com a capacidade de 500 ml, onde foi adicionado 500 ml de agua destilada
e esterilizada. O frasco foi agitado de 10 em 10 minutos manualmente, para garantir
uma lavagem eficiente da areia.

A partir deste lavado de areia, em condicbes de assepsia, retirou-se uma
aliquota de 10 ml do sobrenadante, que foram submetidas a analise, sendo semeada
em meios de cultura especificos para o crescimento de bactérias patogénicas. Foi
fitrado 10 ml do lavado por membrana de 0,45 um de porosidade, numa rampa de
filtracdo, em campo de assepsia criado pela chama de dois bicos de Bunsen. A
membrana assim obtida, foi colocada com a ajuda de pingas estéreis em placas de
Petri contendo meios solidos de cultura seletivos e especificos para cada um dos
microorganismos alvo. (de la Maza. 2001).

As placas foram incubadas a 32 °C durante 24 a 48 horas. Ao final da incubacao
iniciou-se a contagem das col6nias presumiveis do microorganismo alvo fazendo em
seguida a confirmacao. (ISO 2000, Water Quality; De Donno, 2000).

5.2 - Provas bioquimicas para as colénias encontradas de maior interesse médico
5.2.1 - Pesquisa e quantificagao de coliformes incluindo E. coli:

A literatura considera como coliformes todas as colénias bacterianas que se
revelam fermentadoras da lactose. As colonias que para além destas caracteristicas




bioquimicas se revelam possuidoras de B, - Glucoronidase e/ou produziram indol a
partir do triptofano sio identificadas como E. coli.

Para o método de filtragdo por membrana o meio de cultura seletivo utilizado foi
a gelose de lauril sulfato de sédio, sendo feita a confirmagéo das colénias atipicas
oxidase negativa por inoculagdo em tubos contendo DEV® fluorocult (Merck).

Pelo método do numero médio de patégenos (NMP) ao mesmo volume de
lavado completou-se para 100ml com agua destilada estéril, acrescentando o meio de
cultura Colilert®, homogeneizado e colocado num QuantyTray®. Apés incubagéo 24
horas a 36°C foram contadas as quadriculas em que a utilizagdo do substrato ONPG®
levou a acidificagdo do meio, ficando com a cor amarela. O numero total de quadriculas
amarelas permitiu determinar o NMP de coliformes presente em 10 ml de amostra
depois de comparado com uma tabela.

Observado na camara de UV a um comprimento de onda de 360 nm foram
contadas as quadriculas com fluorescéncia, revelando a produgao de [ -glucoronidase
pelo organismo alvo. Aplicando a mesma tabela calculou-se o NMP de E. Coli presente
em 10 ml de amostra. (/ISO 2000, Water Quality; Colilert and Quanti-Tray;, Fricker et al.
1997; Melo et al. 1997).

5.2.2 - Pesquisa e quantificagao de enterococos intestinais

Considera-se como Enterococos intestinais todos os microrganismos resistentes
a azida de sodio e que hidrolizam a esculina a cumarina na presenca de sais biliares
e/ou demonstrem possuir B-Glucosidase a partir do substrato fluorogénico 4 -
metilumbiferil D-glucosidio (MUD).

Em paralelo, o mesmo volume de lavado foi completado para 100ml com agua
destilada estéril, foi acrescentado o meio de cultura Enterolert®, homogeneizado e
colocado num QuantyTray®. Apds incubagdo 24 horas em estufa a 36°C contou-se as
quadriculas fluorescentes em camara de UV e o resultado aplicado a tabela para
determinagdo do NMP de enterococos intestinais em 10 ml de amostra. (/SO 2000,
Water Quality; Colilert and Quanti-Tray; Fricker et al.1997; Kinzelman et al. 2003).

5.2.3 - Pesquisa e quantificacao de pseudomonas aeruginosa

E identificada como Pseudomonas aeruginosa toda bactéria que se desenvolve
no meio seletivo contendo cetrimida e acido nalidixico que produzindo piocianina
adquirem cor verde azulada e se desenvolvem a 42°C.

5.2.4 - Pesquisa e quantificacao de estafilococos produtores de coagulase

S&o considerados estafilococos produtores de coagulase todas as bactérias que
se desenvolvam a 37°C em meio seletivo contendo telorito e plasma de coelho com
fibrinogénio, produzindo colénias negras com halo transparente no meio de cultura

5.2.5 - Pesquisa para campylobacter sp.

O género Campylobacter é microaerdfilo, crescendo em uma atmosfera de 5 a
7% de 02.

Material identificado como restos de fezes foi levado ao laboratério, diluido em
solugédo salina estéril e semeado em agar sangue, rico em fontes de carbono. As
placas foram colocadas em estufa a uma atmosfera de 5% de O, e a 42°C. Foram
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obtidas col6nias transparentes e espalhadas dando uma indicacdo presuntiva de
Campylobacter sp.

Algumas colbnias foram retiradas assepticamente e submetidas as provas
bioquimicas e outras diluidas em solugao salina estéril, sendo plaqueadas em meio de
cultura com acido nalidixico e cefalotina.

Os resultados obtidos foram: catalase +; oxidase +; hidrélise do hipurato de
sodio +; sensivel ao acido nalidixico e resistente a cefalotina, resultando no achado de
Campylobacter jejuni. (Josefsen et al. 2003).

6 — Resultado das bactérias patogénicas encontradas

Como parametros bacteriolégicos indicadores de qualidade das areias, foram
escolhidos os usados na classificacdo da qualidade de aguas balneares, assumindo a
interacdo entre a agua do mar e a areia. Foram ainda selecionados microorganismos
com uma forte associacdo ao homem e animais, assim como potencialmente
patogénicos por contato. (/SO 2000, Water Quality; Colilert and Quanti-Tray, Fricker et
al.1997; Kinzelman et al. 2003).

Com o objetivo de selecionar os grupos de bactérias nas areias das praias, foi
escolhido um conjunto de parametros que foram agrupados em:

Grupo B1 Indicadores de contaminagao fecal.

Indicadores de contaminagcdo humana

Grupo B2 e/ou animal.

Microorganismos patogénicos e/ou

Grupo B3 alergénicos.

6.1 — Tabela das bactérias encontradas

Grupo B1 Grupo B2 Grupo B3
Coliformes fecais Staphylococcus sp. Pseudomonas
Escherichia coli Staphylococcus aeruginosa
Enterococus coagulase +
Campylobacter jejuni




RESULTADOS DA CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS E FECAIS*

Coliformes totais / 100ml| = 2.500 Coliformes fecais / 100ml = 1.000

* Coliformes em 100 ml; calculado pelo NMP de coliformes em 10 ml da

diluicdo de areia em solugao salina.

VALORES DE REFERENCIA PARA AGUA**
e Coliformes totais / 100ml Valor Maximo Recomendado = 500

Valor Maximo Admissivel = 10.000

e Coliformes fecais / 100ml Valor Maximo Recomendado = 100

Valor Maximo Admissivel = 2.000

** IS0 200, Water quality — Criteria for the establishment of equivalence between
microbiological methods. ISO/TC 147/SC 4/WG 17994 N 198.
** Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 20°Ed.

6 - Discussao dos Resultados

Foi encontrada uma grande quantidade de microorganismos patogénicos nas
areias de ambas as praias. O fungo Histoplasma capsulatum e a bactéria
Campylobacter jejuni ndo foram encontrados nas regides de areia umida, nas
proximidades da agua do mar, mas sim nas regides exclusivamente de areia seca,
proximos as arvores, onde prevalece a sombra em grande parte do dia, se tornando
assim uma area muito utilizada pelos usuarios das praias. Todos 0s microorganismos
foram encontrados de uma forma homogénea nas Praias da Urca e Vermelha, nédo
havendo assim um microorganismo que fosse achado em apenas uma das praias.

O quadro de diferenciagcdo quanto as classificacbes serviu para relacionar as
possiveis fontes de contaminacgao, tais como restos de alimentos deixados nas areias,
excretas de animais e presenca de esgoto. Os dados, porém, nao revelam o estado de
contaminacao das areias em outros periodos, onde podem haver variagcbes. Ha,
portanto, a necessidade de se repetir 0 mesmo trabalho em outros periodos e em
diferentes estacdes do ano. A relacdo da contaminacdo nao pode ser relacionada a
presenca de “linguas negras”, pois estas ndo estavam presentes, esse fato vem
demonstrar a necessidade da coleta de areia apds as chuvas, onde as mesmas podem
aparecer.

Mesmo que de forma transitoria, os dados obtidos sdo relevantes, uma vez que,
os achados incluem em grandes propor¢des microorganismos patogénicos ao homem,
onde por ocasiao da coleta havia uma alta ocupagao humana nas praias.

Durante seis noites ndo consecutivas para ambas as praias, foram observados
ratos que caminhavam pelas areias a procura de comida. Havia também a presenca de




morcegos nas arvores, fato esse que explica a presenca do fungo Histoplasma
capsulatum na base das arvores, uma vez que esse fungo pode se desenvolver nas
fezes dos morcegos (guano).

Os dados demonstram a necessidade da implantacdo de uma metodologia que
possa minimizar a contaminagdo da areia, mesmo que essa seja transitéria, podendo
comecar pela distribuigdo continua de panfletos junto a sacos descartaveis, mistura das
camadas de areia por uma escavadeira e ainda assim a inclusdo do tema educagao
ambiental nas salas de aula, alertando sobre as areias das praias.

Os resultados nos levam a perceber que ndo sé o monitoramento das aguas é
ideal para a segurancga coletiva dos usuarios das Praias da Urca e Vermelha, ainda que
seja apenas no periodo pesquisado.
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APENDICE A

Regides de coleta nas areias das praias da Urca e Vermelha

Terra

. = Quadrante 1
. = Quadrante 2

gatang =  Quadrante 3

= Quadrante 4

O = Pontos de coleta em cada quadrante

— = Maximo das aguas durante a maré alta
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