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RESUMO

A Laguna da Jansen ¢ uma laguna costeira de localizacdo tipicamente urbana, situada
na ilha de Sao Luis — MA, considerada um dos principais pontos turisticos da cidade, muito
utilizada para atividades pesqueiras pela populagdo local. Este ambiente vem sendo impactado
negativamente em funcao do crescimento urbano desordenado em seu entorno, bem como, por
ser um corpo receptor de efluentes domésticos ao longo dos anos. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica da 4gua, pescado e sedimento da Laguna da
Jansen, através da verificacdo da influéncia dos parametros fisico-quimicos da agua sobre o
crescimento das bactérias, identificagdo de bactérias indicadoras e perfil de multirresisténcia a
antibioticos comerciais. Foram coletadas 25 amostras de dgua, 15 de sedimento e 10 de peixe
totalizando 50 amostras. A metodologia utilizada para a realizagdo das anélises microbiologicas
foi a preconizada pelo Standart Methods for the Examination of Water and Waste Water da
American Public Health Association para determinacdo do nimero mais provavel (NMP) de
bactérias do grupo coliforme termotolerantes e Pseudomonas. A presenga de Clostridium
perfringens foi determinada pela técnica de inoculagdo em profundidade utilizando agar
seletivo e condigdes anaerdbicas. As identificagdes das cepas de bactérias isoladas foram
realizadas através de testes bioquimicos. Os parametros fisico-quimicos da agua foram
registrados in situ utilizando equipamento multipardmetro. A avaliagdo do perfil de
sensibilidade das cepas isoladas, frente aos antimicrobianos comerciais foi realizada com base
no protocolo estabelecido pelo Clinical and Laboratory Standards Institute. Com base nos
resultados obtidos, a concentracdo de solidos soluveis foi influenciada diretamente pela
sazonalidade, especialmente na estacdo chuvosa, onde ocorreram registros dos maiores valores.
Um perfil similar foi observado para populagdo de coliformes termotolerantes que no periodo
chuvoso apresentaram as maiores contagens na agua, em contraste com sedimento, que
apresentou maiores indices de contaminagdo no periodo de estiagem. Paralelamente foram
isoladas 130 cepas de bactérias e identificadas 19 espécies de enterobactérias, com predominio
de E. coli nas amostras de dgua, sedimento e peixe. A maioria das enterobactérias apresentaram
maior resisténcia a cefalotina (70%), seguido por tetraciclina (41%). Essas bactérias
apresentaram maior sensibilidade ao cloranfenicol (91%). A presenca de C. perfringens foi
detectada apenas no periodo de estiagem na agua e sedimento, ndo sendo detectada no peixe.
Em relagdo a Pseudomonas aeruginosa, foram encontradas as maiores contagens no peixe em
comparacdo a agua e sedimento, sendo isoladas cepas sensiveis a gentamicina (92,5%) e
resistentes ao sulfazotrim (25%). Com base nos dados obtidos, o periodo chuvoso apresentou
os maiores indices de contaminacdo por bactérias potencialmente patogénicas e
multirresistentes antibidticos comerciais, sendo, portanto, necessario um maior monitoramento
da qualidade microbioldgica dessas aguas nesse periodo como ferramenta para subsidiar
tomadas de decisdes em gestao ambiental.

Palavras-chave: Testes Antimicrobianos por Disco-Difusdo. Enterobactérias. Pseudomonas.
Clostridium. Aguas ambientais.



ABSTRACT

The Jansen Lagoon is a coastal lagoon with a typically urban location, situated on the island of
Sdo Luis - MA, considered one of the main tourist attractions in the city, much used for fishing
activities by the local population. This environment has been impacted negatively due to the
disorderly urban growth in its surroundings, as well as being a receiving body of domestic
effluents over the years. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
microbiological quality of water, fish and sediment of the Jansen Lagoon, through the
verification of the influence of the physical-chemical parameters of the water on the growth of
bacteria, identification of indicator bacteria and multiresistance profile to commercial
antibiotics. Were collected 25 samples of water, 15 of sediment and 10 of fish totalling 50
samples.The methodology used to perform the microbiological analyses was the one
recommended by the Standard Methods for the Examination of Water and Waste Water of the
American Public Health Association to determine the most probable number (MPN) of
thermotolerant coliform bacteria and Pseudomonas aeruginosa. The presence of Clostridium
perfringens was determined by pour plate inoculation technique using selective agar and
anaerobic conditions. Identifications of strains of bacteria isolated were performed through
biochemical tests. The physical-chemical parameters of the water were recorded in situ using
multi-parameter equipment.The sensitivity profile of strains isolated from commercial
antimicrobials was evaluated based on the protocol established by the Clinical and Laboratory
Standards Institute. Based on the results obtained, the concentration of soluble solids was
directly influenced by the seasonality, especially in the rainy season, where records of the
highest values. A similar profile was observed for the population of thermotolerant coliforms
that in the rainy season presented the highest counts in the water, in contrast with the sediment,
which presented higher indices of contamination in the dry period. In parallel, 130 bacterial
strains were isolated and 19 enterobacterial species were identified, with predominance of
Escherichia coli in water, sediment and fish samples. Most enterobacteria presented higher
resistance to cephalothin (70%), followed by tetracycline (41%).These bacteria were more
sensitive to chloramphenicol (91%). The presence of C. perfringens was only detected in the
dry period in the water and sediment, not being detected in the fish. In relation to Pseudomonas
aeruginosa, the highest fish counts were compared to water and sediment, being strains isolated,
susceptible to gentamicin (92.5%) and resistant to sulfazotrim (25%). Based on the data
obtained, the rainy season had the highest contamination rates by potentially pathogenic
bacteria and was resistant to at least one type of antibiotic. Based on the data obtained, the rainy
season presented the highest contamination rates by potentially pathogenic bacteria and
multiresistant commercial antibiotics. Therefore, it is necessary to monitor the microbiological
quality of these waters in this period as a tool to support decision making in environmental
management.

Key-words: Diffusion Disk Antimicrobials Test. Enterobacteria. Pseudomonas. Clostridium.
Natural Lagoon.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a qualidade da agua e do pescado em ecossistemas aquaticos vem
sendo diretamente afetados pelo crescimento urbano desordenado no entorno destes ambientes,
e consequentemente pela emissdo de efluentes domésticos sem o devido tratamento. Grande
parte da matéria organica que contribui para a formagao das vazdes esgotaveis, ¢ composta por
um numero extenso de microrganismos oriundos, principalmente, do trato digestorio do homem
e de outros animais de sangue quente (GERMANO; GERMANO, 2013).

Segundo McLellan et. al (2015), o conhecimento sobre a populacdo microbiana presente
em aguas de superficie de ecossistemas aquaticos localizados em regides urbanas, como rios,
lagos e estuarios pode ndo s6 apontar os riscos a saude que determinada populagdo esta exposta,
como também fornecer informagdes importantes sobre o nivel do impacto causado pela
poluicdo e as possiveis alteragdes a longo prazo nestes ecossistemas.

A agua pode ser veiculadora de um grande numero de microrganismos patogénicos ao
homem, a maior parte deles ¢ um reflexo da poluicdo de ambientes aquaticos. A qualidade
microbioldgica de 4guas ambientais no Brasil ¢ normalmente monitorada pelas concentragdes
de microrganismos indicadores, como coliformes termotolerantes, Enterococcus e Escherichia
coli (BRASIL, 2005).

A Escherichia coli ¢ um membro da familia Enterobacteriaceac e um patogeno
importante utilizado como indicador de contaminacdo fecal em 4guas ambientais (CONAMA,
2005). A versatilidade dessa espécie em termos metabdlicos permite a sua adaptacdo e
sobrevivéncia em ambientes adversos, como as dguas salinas do Complexo Portudrio de Sao
Luis - MA (COSTA et al., 2014; ARAUJO et al., 2017).

Outros estudos demonstram que esses microrganismos nao sdo bons indicadores,
devido ter seu metabolismo afetado por fatores climaticos e pardmetros fisico-quimicos do
ambiente. Por isso, microrganismos alternativos tém sido utilizados para avaliar a qualidade
microbiologica da dgua, entre eles destacam-se Salmonella, Vibrio, Clostridium perfringens,
Pseudomonas aeruginosa e Aeromonas (NASCIMENTO, 2004; BASSO, 2006; MARTINS,
2009; GONZALEZ et al., 2010).

Outra preocupagdo iminente ¢ a resisténcia a antibidticos comerciais facilmente
adquirida por esses microrganismos, devido ao contato com efluentes contendo residuos de
antimicrobianos, bem como, a transferéncia horizontal de genes entre bactérias. Devido a isso,
destaca-se que a emissao de efluentes organicos em ambientes aquaticos pode contribuir tanto

para o aumento de microrganismos patogénicos na agua como para a resisténcia desses
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patdgenos a antimicrobianos comerciais (FARIAS, TRINDADE, ALCANTARA, 2010;
VASCONCELLOS, IGANCI, RIBEIRO, 2006).

A resisténcia a antimicrobianos ¢ um fator que ameaca o desenvolvimento sustentavel
de paises em desenvolvimento. O uso de antibidticos na saude humana e animal, na produgdo
de alimentos como forma de controle microbiolégico tem aumentado a resisténcia de
microrganismos em diversos ecossistemas, incluindo dguas ambientais (CARS; JASOVSKY,
2015).

A microbiota presente na Laguna da Jansen, apds sua ocupag¢do urbana ainda ¢ pouco
conhecida, sendo, portanto, necessaria a realizacdo de novos estudos com o intuito de conhecer
e monitorar a concentracdo de microrganismos patogénicos, tais como, Escherichia colli,
Pseudomonas aeruginosa, Clostridium perfringens e seus impactos nesse ambiente. Do ponto
de vista da satide publica, ¢ importante também a determinagao do perfil de resisténcia desses
microrganismos a antimicrobianos comerciais a fim de contribuir para redugdo e controle

desses patdgenos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a qualidade microbiologica da dgua, peixe e sedimento da Laguna da Jansen,
através da verificagdo da influéncia dos pardmetros fisico-quimicos da agua sobre o
crescimento das bactérias, identificagdo de bactérias indicadoras e perfil de multirresisténcia a

antibioticos comerciais.

2.2. Especificos
2.2.1 Determinar o Numero Mais Provavel de Coliformes termotolerantes na dgua, peixe
e sedimento da Laguna da Jansen;

2.2.2 Isolar e identificar bioquimicamente cepas de enterobactérias e Pseudomonas sp. na

agua, peixe e sedimento da Laguna da Jansen;

2.2.3 Verificar a incidéncia de Clostridium perfringens na agua, peixe e sedimento da

Laguna da Jansen;

2.2.4. Avaliar o perfil de multirresisténcia das cepas de bactérias identificadas a

antibidticos comerciais;

2.2.5 Verificar parametros fisico-quimicos da 4gua da Laguna da Jansen.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais da Laguna da Jansen

O Brasil possui uma grande faixa costeira, com uma area de aproximadamente 514.000
km?, distribuidos ao longo de 17 estados, e concentra 13 das 27 capitais. As regides
metropolitanas concentram milhdes de pessoas indicando um alto nivel de pressdo antrdpica
que esses ambientes estdo submetidos (MMA, 2010). Neste contexto, destacam-se as lagunas
costeiras como um ambiente bastante atrativo para a populacdo em atividades de pesca e lazer.
Lagunas costeiras sdo corpos d’aguas rasos encontrados no continente, paralelos a regido
costeira, separados pelo oceano por uma barreira fisica, conectadas ao oceano por um ou mais
canais que se abrem intermitentemente (KJERFVE, 1994).

Esses ambientes sdo de grande importincia ecoldgica e apresentam uma grande
diversidade de fauna e flora. No entanto, o aumento acelerado de atividades industriais e a
urbaniza¢do nestas regides tém gerado uma rapida degradacao desse ecossistema. De fato, mais
de 40% da populacdo mundial reside dentro de uma proximidade de 100 km de regides
costeiras, e estima-se ainda que pelo menos 60% dos ecossistemas marinhos estdo degradados
ou sdo utilizados de forma nao sustentavel (IOC/UNESCO, IMO, FAO, UNDP, 2011).

No estado do Maranhdo, especificamente na ilha de Sao Luis, encontra-se a Laguna
da Jansen, conhecida popularmente como Lagoa da Jansen, um dos pontos turisticos de
referéncia da cidade, bastante utilizado pela populagdo para atividades de subsisténcia, como a

pesca (Figura 1).

Figura 1. Vista panoramica da Laguna da Jansen com escultura da “Serpente da Lagoa”.

Fonte: Arquivo pessoal
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A Laguna ¢ um corpo d’agua costeiro, de origem antropica, sendo a regido
caracterizada por um clima timido, apresentando uma estacdo chuvosa e outra seca, com
duragdo de aproximadamente seis meses cada. Esse ecossistema foi originado pelo
represamento dos igarapés Ana Jansen e Jaracati, devido a constru¢do da avenida Coronel
Colares Moreira (1969/70) e da Avenida Maestro Jodo Nunes (1974) (GOMES; IBANEZ,
1994).

Em 1988, a Laguna foi denominada Parque Ecoldégico da Lagoa da Jansen pelo
decreto-lei n°® 4.878, visando a preservagdo das dareas de manguezais. Em 2012, foi
reclassificada como Unidade de Conservagdo de Uso Sustentével do tipo Area de Protecio
Ambiental (APA) da Lagoa da Jansen com base no decreto n° 28.690 (MARANHAO, 1988;
MARANHAO, 2012).

As agdes de urbanizacdao desordenada das areas de manguezais no bairro da Ilhinha e
a constru¢do dos conjuntos residenciais do Renascenca sdo fatores que contribuiram para as
modificacdes da paisagem desse ambiente e dos impactos ambientais por ele sofridos.
O desmatamento das areas de manguezais originou alteracdes nas caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas impactando no aumento do volume de escoamento superficial das aguas,
erosdo e aumento da carga de poluentes (MASULLO et al., 2014).

Processos de eutrofizagdo ja foram registrados na Laguna da Jansen, os quais
provocaram a mortandade de peixes. Em 1988, um estudo realizado por Lopes (1988)
identificou um grande nimero de espécies de zooplanctons caracteristicos de lagoas tropicais
em estagio avancgado de eutrofizagdo, sendo provocado pela emissdo de efluentes domésticos e
redes de esgotos locais.

Cantanhede et al. (2014) detectaram altas concentracdes de coliformes termotolerantes
nas amostras de dgua coletadas na Laguna da Jansen e alteracdes histologicas nas branquias da
espécie de peixe Centropomus undecimalis indicando que este habitat recebe esgotos por via
direta e indireta. Ainda, eles verificaram que esses animais desenvolveram essas alteragdes
como forma de adaptacdo as condi¢des de estresse ambiental.

A Area de Protegio Ambiental (APA) da Laguna da Jansen é uma area de grandes
aglomerados urbanos que sofre os impactos negativos da urbanizagdo desequilibrada, ao
mesmo tempo em que figura como um dos principais pontos turisticos da cidade de Sao
Luis/MA e representa fonte de obtencao de alimentos para a populagdo local. O comportamento
da microbiota local e de suas relagcdes com fatores abidticos, ainda ¢ pouco conhecido, porém
necessario do ponto de vista da saude publica com vistas a identificar e diminuir os riscos

sanitarios a que estdo expostas as comunidades do entorno, tanto pelo contato primario com
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agua, como pelo consumo de pescado contaminado com bactérias patogénicas e que apresentem

resisténcia a antibidticos comerciais, sendo o proposito deste trabalho.

3.2 Indicadores de qualidade microbioldgica em ecossistemas marinhos e costeiros

Ecossistemas marinhos e costeiros sdo habitats naturais para varios microrganismos,
incluindo bactérias, virus, protozoarios, cianobactérias, entre outros. Ecossistemas costeiros,
como lagunas, ao sofrerem impactos ambientais gerados pela polui¢do expdem a populacdo a
patdégenos microbianos, os quais incluem microrganismos autoctones e microrganismos
externos. Esses patogenos sdo comumente encontrados na agua, ¢ podem também ser
encontrados em associagdo com animais marinhos, sedimentos, detritos e vegetacdo
(STEWART et al., 2008).

Indicadores microbioldgicos tém sido utilizados mundialmente para verificar a
contaminagdo de corpos d’agua por residuos humanos (VASCONCELOS e RIBEIRO, 2006).
No Brasil, os pardmetros para a qualidade microbioldgica de aguas ambientais sdo estabelecidos
pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente — CONAMA. Dentre os indicadores
microbioldgicos utilizados estdo, os coliformes termotolerantes, Enterococcus e Escherichia
coli (BRASIL, 2000). Esses microrganismos sao considerados indicadores microbioldgicos por
apresentarem seu habitat natural no trato gastrointestinal do homem e animais de sangue quente.
Deste modo, a presenca desses microrganismos indica uma contaminagao fecal de origem direta
ou indireta (JAY, 2005).

Virios estudos documentaram altas concentragdes de bactérias indicadoras em aguas
marinhas e costeiras do litoral brasileiro, bem como, a sua correlagdo com animais marinhos ¢
sedimentos. A relacdo da contaminagdo da agua e moluscos bivalves, como ostras, por
coliformes termotolerantes comprovam a insalubridade de 4guas de um estuario em Cananéia-
SP, principalmente em pontos proximos a zonas urbanas, em que ocorrem despejos de efluentes
(DOl et al., 2015).

Moresco et al. (2012) também detectaram altas concentracdes de coliformes
termotolerantes em aguas de praia do litoral de Santa Catarina em regides exclusivas para
recreagdo e areas de cultivo de moluscos. Neste estudo, também foram detectados em mais de
50% das amostras a presenga de adenovirus e hepatite A, que apesar de serem entéricos
disseminados através de fezes de humanos infectados, ndo foram correlacionadas com a

presenca de E. coli.
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Alguns estudos consideram que esses microrganismos ndo sdao bons indicadores de
contaminacdo, por serem afetados pela sazonalidade, condi¢des climaticas, salinidade, entre
outros. Por isso, indicadores microbioldgicos alternativos estdo sendo utilizados para o
monitoramento da qualidade da dgua, tais como, Vibrio, Sthaphylococcus aureus, Salmonella
¢ Clostridium sulfito redutor (STEWART et al., 2008; GONZALEZ et al., 2010).

As comunidades bacterianas de sedimentos sdo compostas principalmente por
Proteobactérias que possuem um papel importante na prevencao da eutrofizagdo em lagunas,
estuarios, e também atuam nos processos biogeoquimicos, na transformaciao dos nutrientes,
através do ciclo do carbono e nitrogénio (BEHERA et al., 2017). Fatores naturais, como os
tipos de marés, descarga fluvial, ventos, bem como, fatores antropogénicos influenciam na
dindmica sedimentar, interferindo tanto na colonizagdo microbiana dos graos de sedimento,
quanto na ressuspensdo dos mesmos, aumentando o nimero de bactérias na agua (PINTO e
OLIVEIRA, 2011).

De fato, estudos realizados em areias e aguas de praias do litoral brasileiro indicam
altos indices de contaminagdes por Enterococcus, demonstrando essa relagdo e transferéncia de
patdgenos de sedimentos para a 4gua (MONTEIRO et al., 2015). Os indices de contaminagdes
por Enterococcus em areias da praia no estudo de Pinto, Pereira e Oliveira et al. (2012) foi vinte

vezes maior do que na agua.

3.2.1 Bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae compde o subgrupo 1, do grupo 5 de bactérias
classificadas pelo Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, que representa os bacilos gram-
negativos anaerdbicos e facultativos. Esta familia é composta por 30 géneros de bactérias e
mais de 115 espécies. Entre os géneros encontram-se Arsenophonus, Budvicia, Buttiauxella,
Cedecea, Citrobacter, Edwarsiella, Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Ewingella, Hafnia,
Klebsiella, Kluyvera, Leclercia, Leminorella, Moelleralla, Morganella, Obesumbacterium,
Pantoea, Pragia, Providencia, Rahnella, Salmonella, Serratia, Shigella, Tatumella,
Xenorhabdus, Yersinia ¢ Yokenella (BERGEY, 1994).

As caracteristicas mais comuns deste grupo incluem o metabolismo fermentativo da
glicose, om produgdo de 4cido e gas, a conversao de nitrato a nitrito, bem como a producdo de
catalase. Essas bactérias sdo amplamente distribuidas na natureza e sdo encontradas no solo,
plantas, d4gua, no homem e em outros animais. Alguns membros dessa familia sdo denominados
bactérias entéricas por colonizarem superficies internas e cavidades intestinais de animais de

sangue quente, tais como, E. coli. Outras bactérias, sdo considerados patdgenos invasores,
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provocando doengas ao homem, através da ingestdo de 4gua e alimentos contaminados, como

Salmonella e Shigella (PANDEY et al., 2012).
3.2.2 Escherichia coli: um indicador de contaminacio fecal

Escherichia coli ¢ um microrganismo chave na transmissdo de doengas de origem
alimentar e algumas cepas estdo associadas a surtos de toxinfec¢do alimentar em escala
internacional. Esse microrganismo faz parte da familia Enterobacteriaceae e pertence ao grupo
coliforme, que ¢ comumente utilizado como indicador de contaminagdo fecal em 4gua e
alimentos, por se tratar de um habitante natural da microbiota intestinal de animais de sangue
quente, incluindo o homem (SILVA et al, 2007; ARAUJO et al., 2017).

E. coli foi isolado pela primeira vez, em 1885, pelo bacteriologista alemao Theodor
Escherich, sendo considerada um habitante normal do trato intestinal (NASCIMENTO, 2004).
E um microrganismo anaerébio facultativo, bacilo Gram-negativo e capaz de metabolizar uma
ampla variedade de substancias como carboidratos (em particular a lactose), aminoécidos,
proteinas, lipidios, 4cidos organicos entre outros (TRABULSI; ORDONEZ, 2004).

Essa bactéria também exerce um efeito benéfico sobre o organismo de seus
hospedeiros, suprimindo a multiplicagdo de bactérias prejudiciais e auxiliando na sintese de
vitaminas. Entretanto, existem cepas de E. coli capazes de provocar doengas em seres humanos,
as quais sdo conhecidas como enteropatogénicas (SILVA et al, 2003).

As cepas de E. coli enteropatogénicas podem ser classificadas em subgrupos com base
nos sintomas das doengas, fatores de viruléncia e nas caracteristicas soroldgicas. Os subgrupos
de E. coli associados a infec¢des intestinais sdo classificados em seis patotipos: E. coli
enteropatogénica (EPEC); E. coli enterotoxigénica (ETEC); E. coli enteroinvasiva (EIEC); E.
coli produtora de toxina shiga ou verotoxigénica (STEC ou VTEC), da qual a E. coli entero-
hemorragica (EHEC) constitui um subtipo; E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli
difusamente aderente (DAEC) (CALDORIN et al., 2013).

A presenca de E. coli tem sido relatada na literatura, principalmente, em corpos hidricos
que sdo utilizados como receptores de efluentes domésticos, em consequéncia da falta de
saneamento basico e/ou tratamento de esgoto sanitario nos municipios limitrofes. Devido a isso,
destaca-se que a emissao de efluentes organicos em ambientes aquaticos pode contribuir tanto
para o aumento de microrganismos patogénicos na agua como para a resisténcia desses
patégenos a antimicrobianos comerciais (COSTA et al.,, 2014; FARIAS, TRINDADE,
ALCANTARA, 2010; VASCONCELOS, IGANCI, RIBEIRO, 2006).
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Algumas linhagens de E. coli apresentam uma grande aptiddo para adquirir informagdes
genética através da transferéncia horizontal de genes de outros microrganismos como
mecanismo de adaptagdo. A multiresisténcia a antibidticos comerciais de linhagens de E.coli
isoladas de 4gua de irrigagdo e vegetais indicam uma contaminagdo cruzada e a disseminagao
desse microrganismo da 4gua para o alimento (ARAUJO et al., 2017).

Vasconcelos et al. (2010) detectaram a resisténcia antimicrobiana de 67,4% das 43 cepas
de Escherichia coli isoladas do acude Santo Anastacio (Fortaleza, CE), sendo constatado a
resisténcia a tetraciclina, ao sulfazotrin, ao acido nalidixico e a ciprofloxacina. Os referidos
autores destacam que a presenca de bactérias resistentes pode estar relacionada ao langamento
de antimicrobianos nas aguas através de esgotos, sendo que o uso inadequado dessas aguas

pode comprometer a saide da populagao.

3.2.3 Vibrio sp.: caracteristicas, riscos e incidéncia

O género Vibrio pertence a familia Vibrionaceae. Entre as principais caracteristicas
das espécies de bactérias desse género incluem serem Gram-negativas, anaerobicas facultativas,
bacilos ndo formadores de esporos, oxidase positiva e halofilicas (JAKSIC et al., 2002). Esse
um grupo de bactérias isolados comumente de dguas costeiras, pescados e outros frutos do mar.
Essas bactérias estdo associadas com interagdes entre hospedeiros presentes em ecossistemas
marinhos, incluindo uma ampla patogenicidade em pescados e simbiose entre organismos
marinhos (BERGEY, 1994; GAO et al., 2016).

J4 foram identificadas mais de 100 espécies de Vibrio e recentemente a espécie V.
ishigakensis sp. nov., pertencente ao clade Halioticoli foi isolada em 4guas marinhas de um
recife de corais no Japdo. Algumas espécies de Vibrio sdo patogénicas ao homem estando
associadas a muitas infecgdes alimentares, principalmente, em paises com aguas costeiras,
como o Brasil e o Japdo. A principal rota de transmissdo desses patdgenos ocorre através da
ingestdo de dgua contaminada, pescados e derivados crus ou levemente cozidos (GAO et al.,
2016).

Trés espécies de Vibrio sio comumente associadas a surtos de infecgdes alimentares
em ambientes aquaticos e produtos do mar, dentre eles encontram-se o V. parahaemolyticus, V.
vulnificus e V. cholereae. Essas espécies produzem citotoxinas capazes de causar lesdes
teciduais podendo levar ao surgimento de gastroenterites. As gastrenterites ocorrem apos um
periodo de incubagcdo médio de 19 horas, apresentando como sintomas, vomitos, colicas

abdominais, nduseas e diarreia, sanguinolenta ou ndo (JAY, 2005).
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Vibrio cholereae sorogrupos O1 e O139 sdo os sorogrupos mais envolvidos em surtos
de colera no mundo. Em 2014, um total de 190.549 casos de célera foram reportados pela OMS
(Organizagao Mundial de Saude), com 2231 mortes (OMS, 2014). As epidemias de colera sdo
prevalentes principalmente em ambiente aquaticos, como rios, estuarios e lagos, sendo a
principal forma de transmissdo através do consumo de dgua contaminada ou alimentos
contaminados por contaminagdo cruzada com agua. Por isso, métodos rapidos de diagnostico
desse patogeno tem sido desenvolvido, a fim de detectar em 24 horas ou menos a sua presenca
em aguas contaminadas (BRIQUAIRE et al., 2017).

Vibrio parahaemolyticus esta entre a espécie mais comumente envolvida em surtos de
infeccoes alimentares. De 2010 a 2014, foram diagnosticados 71 surtos de infeccdes
envolvendo esse patogeno na China, com 933 doentes e 117 hospitaliza¢des, sendo 38% dos
casos associados ao consumo de peixes e derivados e 50,7% ocorridos em restaurantes (CHEN
etal., 2017).

A resisténcia de espécies de Vibrio a antimicrobianos comerciais € um fato
preocupante que tem sido relatado na literatura. Mala et al. (2017) relatam em amostras clinicas
e de 4gua na Tailandia que a multirresisténcia de cepas de V.cholereae a antimicrobianos
comerciais estd associada ao elemento SXT, podendo haver disseminacdo cruzada ou uma
transferéncia horizontal desse elemento entre cepas patogé€nicas do sorogrupo Ol e ndo
patogénicas. Os autores ainda destacam que ambientes aqudticos sdo fontes importantes de

disseminag@o entre microrganismos de genes resistentes a antimicrobianos comerciais.

3.2.4 Pseudomonas sp.: caracteristicas, riscos e incidéncia

O género Pseudomonas pertence a familia Pseudomonaceae € compde um grupo de
bactérias gram-negativas, aerobias estritas, que em alguns casos podem utilizar o nitrato como
aceptor de elétron, permitindo seu crescimento em condi¢des anaerdbicas. Uma caracteristica
peculiar deste género ¢ a capacidade de produzir pigmentos. O pigmento mais conhecido ¢ a
piocianina azul responsavel pela coloragdo azul de secre¢des de ferimentos infectados por P.
aeruginosa (BERGEY, 1994).

Nos ultimos dez anos, mais de 70 novas espécies de Pseudomonas foram isoladas de
diferentes ambientes, dos quais mais de 30 espécies foram isoladas do solo e o restante de
animais, plantas, dgua, ar, fungos, algas, homem, alimentos e ambientes extremos (Antartica e
desertos) (PEIX et al., 2018).

A espécie Pseudomonas aeruginosa ¢ a espécie mais comumente associada a

contaminagdo de agua potavel. Esta bactéria era utilizada como indicador de qualidade



25

microbioldgica em dgua potavel por ser um patégeno oportunista e estar associado a varios
casos de infec¢des hospitalares, como infec¢des no trato respiratdrio, infecgdes urindrias e
septicemia (GUERRA et al., 2000; d’AGUILA et al., 2000). No entanto, a legislagdo brasileira
atual ndo utiliza essa bactéria como parametro microbiologico de dguas potaveis (BRASIL,
2011).

A presenca dessa bactéria em aguas hospitalares ¢ uma preocupagdo constante, pelo
risco de contaminacdo de pacientes e pela multirresisténcia a antibidticos comerciais, o que
dificulta o seu controle. Lefebvre et al. (2017) durante o periodo de 2005 a 2014 em um hospital
americano detectaram a contaminagdo por P. aeruginosa em 16,8% das amostras de agua
analisadas e isolaram 3.946 cepas desse patogeno de 2.996 pacientes. Apesar do estudo ndo ter
estabelecido uma relacdo clara entre as amostras positivas e os casos dos pacientes infectados
sdo altos os riscos de transmissdo direta ou cruzada, especialmente em unidades de terapia
intensiva.

Ferrareze et al. (2006) identificaram 10 pacientes portadores de P.aeruginosa
hospitalizados em uma unidade de cuidados intensiva, dos quais 7 vieram ao 6bito. Kobayashi
et al. (2009) também isolaram cepas de P. aeruginosa multirresistentes de pacientes de um
hospital publico em Goiénia e relatam sua preocupagdo sobre a dificuldade de se estabelecer
um tratamento adequado as infecgdes graves causadas por este patdogeno.

Apesar do crescimento de Pseudomonas spp. ndo ser comum em ambientes de alta
salinidade, como ambientes marinhos, Khan et al. (2010) demonstraram que cepas de
Pseudomonas aeruginosa isoladas de aguas oceadnicas sobrevivem e crescem em altas
concentragdes de NaCl (7%) e alto pH (8-9). Além disso, essas cepas possuem um melhor
potencial de adaptacdo a essas condig¢des do que cepas de P. aeruginosa isoladas de dguas doces

e ambientes hospitalares.

3.2.5 Clostridium sp.: caracteristicas, riscos e incidéncia

O género Clostridium compde um grupo de bactérias gram-positivas, formadores de
esporos e anaerdbicas. Este género possui mais de 100 espécies, muitas das quais sdo
consideradas patogénicas, incluindo C. botulinum, C. tetani, C. difficile e C. perfringens. Todas
as bactérias que produzem a neurotoxina botulinica sdo membros do género Clostridium. Essas
toxinas sdo letais e responsaveis pela sua patogenicidade (PECK, 2014).

As espécies de Clostridium estdo presentes no ambiente e no trato gastrointestinal de
homens e animais, podendo serem utilizados como marcadores de contaminacdo fecal. Esse

género tem sido associado a surtos de toxinfec¢des veiculadas pelo consumo de alimentos
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contaminados em paises em desenvolvimento como a Nigéria. As enterotoxinas produzidas por
essas bactérias sdo responsaveis por varios sintomas e Unicas para cada espécie. Por exemplo,
a enterotoxina do tipo A produzida por C. perfringens sdo responsaveis por diarreia aguda e
vOmitos, e as toxinas produzidas pelo C. botulinum causam paralisia dos musculos, podendo
levar a morte do individuo por asfixia (JONHSON, 2014; CHUKWU et al., 2016).

Dentre essas espécies, C. perfringens ¢ a espécie mais frequentemente encontrada em
aguas ambientais e sedimentos. A sua presenca nesses ambientes indica a polui¢do por esgotos.
Também ¢ importante destacar, que os esporos dessa bactéria sdo mais estaveis na dgua e no
sedimento do que as bactérias do grupo coliformes e estreptococos. Entretanto, a salinidade é
um fator que limita o crescimento dessa bactéria (SKANAVIS; YANKO, 2001; MANAFI,
WALDHERR, KUNDI, 2013, HENRY et al., 2018). Além disso, a presenga dessa bactéria na
agua estd associada a contaminacdo fecal e ainda pode indicar a presenca de Giardia sp
(FERGUSON et al., 1996). Por isso, estudos da literatura recomendam o uso desse
microrganismo como indicador de qualidade da agua (MANAFI, WALDHERR, KUNDI,
2013; BURKHARDT et al., 2000).

3.3 Resisténcia de bactérias a antimicrobianos comerciais

Os antibidticos, nas ultimas décadas, t€ém sido os principais agentes antimicrobianos
selecionados para o tratamento de doengas infecciosas. A utilizacdo deste termo teve inicio no
século XX com a descoberta do primeiro antibidtico, a penicilina, por Alexandre Fleming
(MONTANARI; BOLZANI, 2001).

O termo antibiotico inicialmente era definido como substancias quimicas produzidas
por diferentes microrganismos (bactérias e fungos), sintetizadas em laboratorios, os quais
podem suprimir o crescimento de outros microrganismos ou destrui-los (SCHAECHTER et al,
2002). A esséncia da ac¢do antimicrobiana do antibidtico € a toxicidade sobre o agente invasor,
apresentando um efeito bacteriostatico ou bactericida sobre o microrganismo sem afetar o
hospedeiro (ALTHERTHUM et al, 2004).

No entanto, além da origem microbiana, os antimicrobianos podem ter origem vegetal
e animal. Por isso, segundo Tavares (2007) o conceito de substancias antimicrobianas ¢ muito
mais amplo e pode ser enquadrado no conceito de quimioterdpicos, sendo definido como
substancias quimicas utilizadas no tratamento das doencgas infecciosas e neoplésicas, em
concentragdes que sdo toleradas pelo hospedeiro.

Em relag@o ao mecanismo de acdo do antibiotico, este pode ocorrer em diferentes pontos

da célula bacteriana, tais como a inibi¢cdo da sintese da parede celular, lesio da membrana
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citoplasmatica, inibi¢do da sintese de proteinas e acidos nucléicos (JACKSON et al, 1998). O
desenvolvimento de agentes antimicrobianos teve um grande efeito benéfico na satide humana
e animal, porém temporariamente. Em meados de 1950, iniciou-se o fendmeno da resisténcia
bacteriana e atualmente tornou-se um problema mundial de satide publica (RAPINI et al, 2004).

Segundo o Review on Antimicrobial Resistance divulgado pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), estima-se que a resisténcia a drogas antimicrobianas causa 70.000 mortes
anualmente. Em 2050 podem chegar a 10 milhdes de mortes com custos acima de 10 trilhdes
de dolares. Dessa forma, a resisténcia a antimicrobianos atualmente nao ¢ apenas uma questio
de satde publica, mas um ponto critico para o progresso e desenvolvimento global (REVIEW
ON ANTIMICROBIAL RESISTANCE, 2014; CARLS; JASOVSKY, 2015).

O uso indiscriminado de antimicrobianos comerciais na saide humana e animal, assim
como, seu uso como promotores de crescimento em animais, tem afetado diretamente diversos
ecossistemas e contribuido para disseminagdo de genes de resisténcia a antimicrobianos entre
microrganismos, o que tem refletido em ameagas ao desenvolvimento sustentavel de muitos
paises. A resisténcia a antimicrobianos comerciais ¢ uma evidéncia clara de consequéncias
adversas a saude humana, tendo em vista o aumento na frequéncia das infec¢des, o aumento na
severidade das infecc¢des e falhas no tratamento com antibioticos (OMS, 2017).

Mota et al (2005) afirmam que a utilizacdo indiscriminada de antibidticos tanto em
animais como em humanos, contribuiram progressivamente para o aumento da resisténcia
bacteriana, uma vez que essa resisténcia pode ser transferida por diversos mecanismos, podendo
estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma populagdo ou de populagdes diferentes,
como da microbiota animal para a humana e vice-versa.

Outro fator que também contribui para a disseminacdo de bactérias resistentes ¢ a
ocorréncia de farmacos, como os antibidticos, em esgotos domésticos, aguas superficiais e
sedimentos (FENT et al, 2006). Gil e Mathias (2005) relatam que os farmacos apresentam uma
boa estabilidade ou elevada vida prolongada quando expostos ao ambiente, contribuindo para

o desenvolvimento de microrganismos resistentes.

3.4 Qualidade fisico-quimicas da agua e sedimentos de ecossistemas marinhos e
costeiros

Os componentes fisicos de um ecossistema interagem diretamente com todos os
organismos vivos presentes nesse ambiente, tais como, ar, vegetacao, dgua e solo, influenciando
na composicdo quimica da agua e sedimento. Em particular, ecossistemas marinhos, como

estuarios e sistemas costeiros, sdo altamente produtivos e a atividade bioldgica por acdo de
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microrganismos nesses ambientes ¢ constante, devido a disponibilidade, decomposicdo e
regeneragdo de nutrientes através dos processos biogeoquimicos (FUHRMAN; CRAM,;
NEEDHAM, 2015).

Elementos quimicos importantes sdo biologicamente transformados durante esses
processos, tais como, carbono, nitrogénio, fosforo, enxofre e outros. Nesse contexto, as
propriedades fisico-quimicas de ecossistemas marinhos sdo indicadores importantes da
atividade biologica nesse ambiente. Essas propriedades sofrem uma forte influéncia dos fatores
climaticos e hidrologicos, os quais apresentam variagdes conforme a sazonalidade (JORCIN,
2000).

Lagunas costeiras em locais de clima tropical umido recebem grandes quantidades da
agua do mar e sedimento, apresentando uma alta turbidez com muito sedimento em suspensao.
Além disso, a presenca de vegetacdo, como os manguezais, também influencia nas
caracteristicas fisico-quimicas desses ambientes. Os mangues estdo associados a estudrios e
lagoas devido a alta salinidade, baixos niveis de oxigénio, alta intensidade de luz, fortes ventos
e inundagdo periddica (KATUPOTHA, 2016; GERARDO; PICCOLLO; PINO-QUIVIRA,
1999).

As lagoas com reentrancias restritas por canais sdo menos influenciadas e mais
protegidas dos efeitos das ondas do mar. A entrada e saida de 4gua doce nas lagoas ocorre
através da descarga do rio, infiltracdo de 4guas subterraneas e chuvas, e ¢ perdido por
evaporagdo e trocas d’dguas com o oceano costeiro. Normalmente, a dgua ¢ fresca ou
ligeiramente salobra, mas durante a estiagem, a salinidade aumenta a medida que a 4gua do mar
se propaga ao longo do canal (KJERFVE, 1994).

No Brasil, a resolug¢do n°357 do CONAMA estabelece algumas condi¢des de qualidade
de aguas ambientais com base em propriedades quimicas e fisicas para 4guas ambientais, entre
elas destacam-se a salinidade, pH, turbidez, odor, carbono total, oxigénio dissolvido e pH
(tabela 1).

A salinidade ¢ utilizada como um critério para classificar os tipos de 4guas em doces,
salinas e salobras. Aguas doces possuem salinidade igual ou inferior a 0,5 %o; 4guas salobras
possuem salinidade superior a 0,5 %o e inferior a 30 %o e 4guas salinas possuem salinidade igual

ou superior a 30 %o (BRASIL, 2000).



Tabela 1. Qualidade fisico-quimica das d4guas ambientais brasileiras.

29

Parametros fisico-quimicos Salina Salobra

Classe 1 | Classe 2 | Classe 3 | Classe 1 | Classe 2 | Classe 3
CO" total (mg/mL de C) <3 <5 <10 <3 <5 <10
OD™ (mg/L O») <6 <5 <4 <5 <4 <3
Turbidez (UNT) Ausente | Ausente | Ausente | Ausente | Ausente | Ausente
Odor Ausente | Ausente | Ausente | Ausente | Ausente | Ausente
pH 6,585 |65a85|65a85|65a85|65a8,5 5a9
Salinidade > 30 %o >0,5 %0 ¢ <30 %o

Nota. *CO: Carbono organico total; **OD: Oxigénio dissolvido.
Fonte: BRASIL, 2005.

A turbidez ¢ uma caracteristica da dgua devida a presenca de particulas em estado
coloidal, em suspensdo, matéria organica e inorganica finamente divida, plancton e outros
organismos. Ela expressa a interferéncia & passagem de luz através de um liquido, ou seja, a
transparéncia da 4gua. Em dguas ambientais salinas e salobras ¢ estabelecido pelo CONAMA
auséncia de turbidez. A turbidez de dguas ambientais sofre influéncia de variagdes sazonais
entre os periodos de chuva e estiagem (BRASIL, 2005; BRASIL, 2006).

O pH (potencial hidrogenionico) da dgua ¢ a medida da atividade de ions hidrogénio.
Os valores de pH expressam condi¢des acidas (valores de pH< 7), neutras (pH=7) e alcalinas
(valores de pH> 7). Aguas naturais devem apresentar um pH proximo da neutralidade em
decorréncia da sua capacidade de tamponamento. As caracteristicas do solo, a presenca de
acidos humicos ou uma atividade fotossintética intensa contribuem para a elevag¢ao ou redugao
do pH natural. Além disso, o pH influencia na solubilidade de diversas substincias e na sua
toxicidade, bem como, nas condi¢des de crescimento de organismos vivos (BRASIL, 2005;
BRASIL, 2006).

O odor pode ter origem natural, ou sofrer modificacdes por causa da presenga de
matérias organicas ou organismos aquaticos, associados ou ndo a presenga de contaminantes
quimicos, efluentes domésticos, entre outros. Alteracdes do odor frequentemente estdo
associados a proliferagdo de algas e cianobactérias (BRASIL, 2005; BRASIL, 2006).
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4. MATERIAL E METODOS

A metodologia empregada para a realizacdo das andlises microbiologicas foi a
preconizada pelo Standart Methods for the Examination of Water and Wastewater, da American
Public Health Association (APHA, 2005) e o perfil de sensibilidade das cepas de
enterobactérias e Pseudomonas sp. aos antimicrobianos comerciais foi determinada pelo
método de difusdo de discos estabelecido pela National Commitee for Clinical Laboratory
Standards-CLSI (CLSI, 2012).

4.1 Coleta das amostras

As amostras de 4gua foram coletadas na Laguna da Jansen, em cinco pontos distintos,
georeferenciados por GPS (Figura 2), durante os meses de fevereiro a novembro de 2018. As
coletas foram realizadas na sub-superficie da 4gua, a uma profundidade minima de 30cm e em
frascos estéreis com capacidade para 500mL. Apods as coletas, as amostras foram
acondicionadas em caixas isotérmicas, resfriadas com gelo triturado e transportadas ao
Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Fisico-Quimica de Agua da Universidade Federal
do Maranhdo (PCQA-UFMA).

Figura 2. Pontos de coleta na Laguna da Jansen, Sdo Luis, Maranh3o.

|

Fonte: Arquivo pessoal e Google EarthPro.
Legenda. Ponto 1: Proximo ao Shopping Galeria-Av. Coronel Colares Moreira; Ponto 2: Meio da Laguna; Ponto

3: Proximo a restaurantes- Av. Prof. Mario Meireles; Ponto 4: Proximo a comporta — Av. dos Holandeses; Ponto
5: Proximo ao bairro Sdo Francisco.
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As amostras de sedimento foram coletadas em 3 pontos da Laguna da Jansen, dois

pontos proximos a areas urbanizadas (ponto 3 e 4) e um ponto localizado na regido central.

Aproximadamente, 500 gramas de sedimento foram coletadas usando uma draga metalica e

transferidos para recipientes de plastico. Foram analisados dois peixes de espécies distintas

entre 4 e 5 horas da manha por coleta, conforme descrito na tabela 2.

Tabela 2. Descri¢ao das espécies de peixe coletados na Laguna da Jansen.

Nome
Registro fotografico Coleta Familia Espécie*
comum
Abr./Set. Mugilidae Mugil incilis Tainha
Fev. Albulidae Albuba vulpes | Urubarana
o Oreochromis o
Abr./Jul./Dez. Cichilidae Tilapia
urolepis
) Megalops )
Fev./Jul./Dez. | Megalopopidae Pirapema
atlanticus

Nota: * Fishbase (www.fishbase.in), 2018.

4.2 Aspectos Eticos da pesquisa

Fonte: Arquivo pessoal.

A autorizagdo para coleta de amostras de dgua e pescado da Laguna da Jansen foi

solicitada no site do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais- IBAMA,

Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade-SISBIO, nos servicos de

Licenciamento Ambiental Federal, gerando o seguinte nimero de autorizagdo por parte do

orgao: 65972-1.
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4.3 Parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros fisico-quimicos da agua foram determinados in loco utilizando o
multiparametro HANNA (HI-98280), tais como, pH, solidos soluveis dissolvidos,

condutividade, temperatura e salinidade.

4.4 Analises Microbiologicas

4.4.1 Preparo das amostras

Para a realizacdo das andlises microbioldgicas pertinentes foi realizado uma diluig¢do
na propor¢do de 1:10 das amostras de sedimento e peixe em solucdo salina a 0,85% de cloreto
de sodio- NaCl, sendo retirados assepticamente 10 gramas da amostra e transferidos para 90
mL do diluente. Os peixes foram descamados, eviscerados e filetados com auxilio de uma faca
estéril para analise. As amostras de 4gua foram inoculadas diretamente nos meios de cultura

devidamente esterilizados.

4.4.2 Determinac¢iao do Nimero Mais Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes

Para a determinag¢ao de coliformes termotolerantes, pela técnica de tubos multiplos
foram inoculadas 10, 1 ¢ 0,1mL das amostras utilizando-se trés séries de cinco tubos contendo
Caldo Lactosado (concentragcdo simples e dupla) e tubos de Durham invertidos. Apos a
incubagdo por 24-48 horas a 35°C, os tubos que apresentaram turvagdo e gas nos tubos de
Durham foram considerados como positivos para a prova presuntiva. Para o teste confirmativo,
transferiram-se aliquotas dos tubos positivos no Caldo Lactosado, com auxilio de uma alga de
niquel-cromo para tubos contendo Caldo Escherichia coli (Caldo EC). Os tubos foram
incubados em banho-maria a 45°C, por um intervalo de 24 a 48 horas. Apds a incubacdo, foram
considerados positivos para a presenga de coliformes termotolerantes, os tubos que
apresentaram turvacdo e gas nos tubos de Durhan. O NMP de coliformes

termotolerantes/100mL, foi determinado pela tabela de Hoskins.

4.4.3 Isolamento e identificacio bioquimica de enterobactérias

A partir dos tubos positivos do caldo EC, foram inoculadas aliquotas com auxilio
de alca de niquel-cromo no Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), utilizando-se a técnica de
estrias por esgotamento. As placas inoculadas foram invertidas e incubadas a 35° C por 24 horas

em estufa. Decorrido o periodo de incubacdo, as colonias suspeitas (colonias negras e com
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brilho metalico esverdeado) foram repicadas em tubos contendo Agar Triptona de Soja (TSA)
e incubados em estufa a 37° C, por 24 horas, para posterior identificacdo de espécies de
enterobactérias. A identificagdo das cepas suspeitas foi realizada através de testes bioquimicos
convencionais e utilizando o sistema Bactray para bacilos Gram-negativos (Laborclin, Parana,
Brasil). Os testes convencionais incluiram o teste IMVIC (Indol, caldo Vermelho de Metila e
Citrato), motilidade, descarboxilacdo de aminoécido (lisina), malonato, produ¢do de H»S e
utilizacdo de carboidratos (arabinose, sacarose, xilose e rafinose), segundo metodologia
descrita no Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (BERGEY; KRIEG; HOLT, 1994).
Posteriormente, cepas nao identificadas pelos testes convencionais foram submetidas a sistema
Bactray. Para isso, foi preparado uma suspensao bacteriana em agua estéril com culturas ativas
da bactéria em 24 horas e distribuidas nos conjuntos do Bactray I e II. Cada conjunto apresenta
10 provas bioquimicas, totalizando 20 provas, incluindo: ONPG (o-nitrofenol-beta-d-galacto-
piranoside), Arginina dehidrolase, Lisina descarboxilase, Ornitina descarboxilase, H2S (gés
sulfidrico), indol, uréia, Voges-Proskauer, adonitol, sorbitol, citrato de simmons, salicina,

sacarose, malonato, arabinose, manitol, fenilanina desaminacgao, inositol, ramnose ¢ rafinose.

4.4.4 Isolamento e identificacdo bioquimica de Pseudomonas aeruginosa

A quantificacdo foi realizada pela técnica dos tubos multiplos. Para isso, foram
inoculadas aliquotas de 10, 1 e 0,ImL das amostras, em trés séries de trés tubos contendo Caldo
Asparagina (concentragdo simples e dupla). Apos a incubagdo por 24-48 horas a 35°C em
estufa, os tubos que apresentaram fluorescéncia com coloragdo esverdeada na presenca de luz
ultravioleta foram considerados como positivos.

Desses tubos foram retiradas aliquotas com uma alca de platina e inoculados em tubos
contendo caldo acetamida. Os tubos foram incubados novamente em estufa a 35°C por 24-48
horas. Ap6s o periodo de incubagdo os tubos que apresentaram coloragdo rosa foram

considerados positivos, comprovando a presenca de Pseudomonas.

4.4.5 Identificaciao de Clostridium perfringens

Para identificagdo de Clostridium perfringens utilizou-se as metodologias segundo
APHA (2005) através da técnica de inoculacio em profundidade. Foram retirados,
assepticamente, aliquotas 0,1 mL da amostra coletada e transferidas placas Petri estéril, em
seguida adicionou-se o Agar seletivo para Clostridium perfringens (SPS) e homogenizou-se a
amostra com o meio de cultura através de movimentos circulares. Apos a solidificagdo do agar,

adicionou-se outra camada de 5 a 10 mL do agar e ap6s a solidificagdo do meio, as placas foram
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transferidas para uma jarra de anaerobiose. A incubagdo das placas foi realizada em estufa a
46° C por 24-48 horas. As colonias com coloragdo negra foram consideradas positivas para

Clostridium perfringens.

4.5 Testes de sensibilidade de bactérias a antibioticos comerciais

As cepas testes de bactérias identificadas foram ativadas em caldo Brain Heart
Infusion (BHI). Apo6s o periodo de incubagao de 24 horas em estufa bacterioldgica a 37°C, com
auxilio de um swab, uma aliquota de 0,1mL de cada cepa, foi semeada sobre a superficie das
placas contendo dgar Mueller-Hinton. Em seguida, sobre este, foram aderidos pequenos discos
de papel de filtro contendo o antimicrobiano comercial, com o auxilio de uma pinca
previamente flambada. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas e
posteriormente foram realizadas as leituras dos halos de inibicdo com auxilio de uma régua
milimetrada.

Os antibidticos comerciais (Laborclin, Brasil) testados foram: Tetraciclina (30 pg);
Cefalotina (30 pg), Cloranfenicol (30 pg), Gentamicina (30 pg) e Sulfazotrin (25 pg). As cepas
foram classificadas de acordo com o tamanho do halo de inibi¢do em resistente (R),
intermediario (I) e sensivel (S), com base nas referéncias estabelecidas pelo fabricante (Tabela
3).

Tabela 3. Parametros de halos de inibicdo esperados para enterobactérias e Pseudomonas
aeruginosa.

L Halos de inibicao (mm)
Antibidticos Classe Resistente | Intermediario | Sensivel
Cefalotina Cefalosporinas <14 15-17 >18
Cloranfenicol Fenicois <12 13-17 >18
Tetraciclina Tetraciclina <11 12-14 >15
Gentamicina | Aminoglicosideos 12 13-14 15
Sulfazotrim Sulfamidas 10 11-15 16

Fonte: Laborclin, 2011.
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4.6 Analises estatisticas

Para andlise estatistica descritiva foram utilizados os programas excel 2017
(Microsoft Office 365, versao 1710), Past (HAMMER, HARPER, RYAN, 2001). O teste de
Shapiro-Wilk foi aplicado para verificar a normalidade das varidveis. Devido a ndo normalidade
das variaveis, foi utilizado o teste de correlagdo de Spearman para estabelecer correlagdes entre
os parametros fisico-quimicos e o numero de bactérias detectadas (Coliformes termotolerantes
e P. aeruginosa). Para comparacdo de médias foi utilizado ANOVA um fator, seguido de teste
de Tukey (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Analises microbioldgicas da agua, peixe e sedimento da Laguna da Jansen

5.1.1 Quantificagdo de coliformes termotolerantes

Os dados de quantificagdo de coliformes termotolerantes na dgua, sedimento e peixe
da Laguna da Jansen estdo representados na tabela 4. Os valores médios de coliformes
termotolerantes detectados nas amostras de agua variaram de 360,6 a 1.600 NMP/ 100 mL,
com diferencas significativas entre os meses de coleta. Uma fraca correlagdo positiva

(r=0,03) foi verificada entre o nimero de coliformes e a pluviosidade.

Tabela 4. Quantificacdo de coliformes termotolerantes na dgua, sedimento e peixe da

Laguna da Jansen.

Coliformes termotolerantes (NMP/100 mL)
Amostras , Periodo chuvoso Periodo seco
N Fev Abr Jul  Set Nov
Ponto 1 5 30 1600 300 30 1600
Ponto 2 5 13 1600 170 13 1600
Agua Ponto 3 5 80 1600 1600 80 1600
Ponto 4 5 1600 1600 240 1600 540
Ponto 5 5 80 1600 90 80 240
Média 360,6 1600 480 360,6 1116
Ponto 1 3 1600 150 9,1 1100 1100
Ponto 2 3 1600 1100 1100 1100 2400
Sedimento
Ponto 3 3 1600 2400 2400 150 2400
Média 1600 1216,7 1169,7 783,3 1966,7
Espéciel 5 23 93 93 0 93
Peixe |Espécie2 5 43 93 2400 9.1 21
Média 33 93 12465 0 57

Legenda. Ponto 1: Proximo ao Shopping Galeria-Av. Coronel Colares Moreira; Ponto 2: Meio da Laguna;
Ponto 3: Proximo a restaurantes- Av. Prof. Mario Meireles; Ponto 4: Proximo a comporta - Av. dos Holandeses;
Ponto 5: Proximo ao bairro Sao Francisco. N°: Numero de amostras.



37

De acordo com o CONAMA (BRASIL, 2005), para dguas salobras ou salinas de
classe 1 o limite estabelecido ¢ de 1000 NMP/100 mL em 80% ou mais das amostras
coletadas durante um periodo de um ano, bimestralmente. Neste estudo, apenas 44% das
amostras coletadas excederam o valor de 1.000 NMP/ 100 mL, estando essas aguas dentro
dos padrdes estabelecidos pela legislacdo vigente. Para 4guas salobras ou salinas de classe 2
o limite estabelecido ¢ de 2.500 NMP/100 mL, dessa forma, a 4gua da Laguna da Jansen
encontra-se dentro dos padrdes microbioldgicos.

Trindade et al. (2011) verificaram altas concentragdes de coliformes termotolerantes
(acima de 1.000 NMP/100mL) nos meses de dezembro e marg¢o nas praias da Ponta da Areia
e S0 Marcos, assim como, altas concentragdes de nitrito e fosfato. Segundo os autores esses
dados estdo relacionados com aumento na descarga de nutrientes através do escoamento do
esgoto doméstico, aumento no fluxo de banhistas nas praias e as deficiéncias no sistema
sanitario publico.

Um comportamento similar ao deste estudo foi observado na quantificagdo de
coliformes termotolerantes na dgua da Laguna da Jansen. As amostras que apresentaram
altas concentracdes de coliformes termotolerantes foram coletadas nos meses de abril e
novembro, no qual as amostras apresentaram valores médios de 1600 e 1116 NMP/ 100 mL,
respectivamente.

A entrada de 4gua na Laguna da Jansen ocorre através de um canal que permite a sua
conexdo com a Praia da Ponta da Areia que ¢ aberto periodicamente, o que sugere que 0s
contaminantes detectados nessa praia sdo transferidos para a Laguna da Jansen. E importante
destacar, que existe uma influéncia do periodo chuvoso sobre a populagdo de coliformes
termotolerantes e a lixiviagdo de matéria organica dguas ambientais, assim como outros
fatores como a menor incidéncia de radiagdo ultravioleta e a salinidade.

Abreu e Cunha (2017) verificaram que 75% das amostras de aguas coletadas no rio
estavam contaminadas por coliformes termotolerantes e mostraram uma correlagdo positiva
com a precipitacdo, indicando a existéncia de despejos de esgotos domésticos sem
tratamento ou elevadas taxas de lixiviagdo da matéria organica difusa de origem florestal.

Costa et al. (2014) verificaram que os numeros de coliformes totais foram quatro
vezes maiores no periodo chuvoso em relagdo ao periodo de estiagem em aguas portuarias
de Sao Luis-MA. Além disso, verificaram uma correlacdo negativa entre a salinidade e o
numero de coliformes.

A sensibilidade de microrganismos de origem fecal isolados da agua do mar,

principalmente a E. coli a luz solar ja foi relatado na literatura. A radiacdo UV-B (280-320
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nm) ¢ a parte do espectro solar com maior a¢do bactericida que causa danos diretos ao DNA
e tem efeitos toxicos as células (ROZEN; BELKIN, 2001).

Nossos dados sugerem que o aumento das chuvas no més de abril e as condi¢des
climaticas favoraveis para atividades recreativas no periodo de estiagem na praia da Ponta
da Areia influenciaram no aumento da contaminag¢do por bactérias, sendo, portanto,
necessario um maior monitoramento microbioldgico nesses periodos pelos Orgaos
competentes.

No sedimento, foram detectadas altas contagens de coliformes termotolerantes, com
valores médios variando de 783,3 a 1.966,7 NMP/ 100 mL. Nao houve diferencas
significativas entre os valores médios das amostras por més de coleta, indicando que a
sazonalidade ndo influenciou na contaminagdo do sedimento. Os maiores indices de
contaminagdo por esse grupo de bactérias foram detectados nos meses de novembro e
fevereiro, com valores acima de 1.500 NMP/mL. As contagens de coliformes nos
sedimentos foram maiores em comparacao a agua e o peixe (Figura 3), com exce¢do do més

de abril, no qual a contaminag¢@o na 4dgua foi superior.

Figura 3. Comparagao entre os valores médios de coliformes termotolerantes encontrados

na agua, sedimento e peixe da Laguna da Jansen.
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Karbasdehi et al. (2017) detectaram valores médios de 9,28x10° a 18.33x10°
NMP/100 mL de coliformes termotolerantes em sedimentos do golfo do Pérsio. Esses

autores verificaram que a medida que aumenta a profundidade o niimero de bactérias
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diminuiu em até 50%. O fato foi associado a caracteristica natural de filtracdo dos
sedimentos que retém substancias organicas € microrganismos.

O sedimento ¢ considerado um ambiente favoravel para a sobrevivéncia das
bactérias. Santos et al. (2008) destacam que os fatores limitantes para o crescimento de
bactérias em sedimentos podem estar relacionados com o tamanho do grdo, em uma relagao
inversa com o numero de bactérias, a baixa energia do ambiente e o acimulo de matéria
organica.

Os sedimentos da Laguna da Jansen sdo granulometricamente siltes, de coloragao
cinza-escuro € homogéneos. No periodo chuvoso o silte apresenta-se mais grosso devido o
maior escoamento de material organico para a laguna e revolvimento mecanico do sedimento
pela acdo das chuvas (ROJAS et al., 2013a).

As maiores contagens de coliformes no sedimento foi detectada no més de novembro
e apenas no més de abril o numero de coliformes no sedimento foi menor do que na agua.
Esses dados indicam que no més de novembro, periodo de estiagem, com maior incidéncia
de raios solares, ocorre uma precipitacdo dos sedimentos e microrganismos, aumentando a
concentragdo de coliformes no sedimento. Enquanto que, no periodo chuvoso com o maior
escoamento de matéria organica, solidos em suspensdo e revolvimento mecanico do
sedimento que passa a migrar para dgua, influenciou no aumento de coliformes na agua.

No peixe, foram detectadas contagens de coliformes termotolerantes, com valores
médios variando de 0 a 1.246,5 NMP/ 100 mL e ndo houve diferencas significativas entre
esses valores. A RDC n°12 nao utiliza os coliformes termotolerantes como microrganismo
indicador para produtos de pesca “in natura” apenas para os produtos secos ou salgados com
um limite maximo de 100 NMP/25 g (BRASIL, 2001).

Do ponto de vista geral, as amostras de peixe apresentaram baixos indices de
contaminag¢do com valores inferiores a 100 NMP/g, com excec¢ao do individuo 2 (Urubarana-
Albula vulpes) coletado no més julho, em que foi detectado 2.400 NMP/g de coliformes
termotolerantes. Essa contaminag@o pode estar associada ao seu héabito alimentar carnivoro.

Lopes (1999) avaliaram o conteudo gastrointestinal de 85 individuos A. vulpes
capturados na praia de Jaguaribe, Pernambuco e verificaram que os principais itens
alimentares dessa espécie eram matéria organica digerida, sedimentos e crusticeos. A
pirapema (M. atlanticus) também possui habito alimentar similar urubarana, enquanto que,
a tainha (Mugil sp.) alimenta-se apenas de detritos e planctons. A tilapia (O. noliticus) possui
um hébito alimentar onivoro e apresentam dieta ampla incluindo diferentes itens, incluindo,

fitoplactons (BARBOZA, BARBOZA, PEZZUTI, 2014).
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5.1.2 Quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa

A tabela 5 apresenta os dados de quantificacdo de P. aeruginosa na agua, sedimento
e peixe da Laguna da Jansen. Na dgua, as contagens variaram de 7,3 a 2.400 NMP/100 mL,
com diferengas significativas. Altas contagens de P. aeruginosa foram encontradas nos
meses de abril a agosto, com valores méximos de 2400 NMP/100 mL. No més de fevereiro,
em todos os pontos foram observadas baixas contagens dessa bactéria, variando de <3 a 16
NMP/ 100 mL. Uma fraca correlagdo negativa foi verificada entre o numero de P.

aeruginosa e a pluviosidade (r=-0,10).

Tabela 5. Quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa na agua, sedimento e peixe da Laguna

da Jansen.
P. aeruginosa (NMP/100 mL)
Amostra , Periodo chuvoso Periodo seco

N Fev Abr Jul Set Nov
Ponto 1 5 3 2400 15 1100 2400

Ponto 2 5 <3 2400 240 2400 240

p Ponto 3 5 6.2 2400 1100 2400 240
AgMa |pto4 5 16 2400 28 460 2400
Ponto 5 5 3 2400 1100 2400 2400
Média 7,3 2400 496,6 1752 1536

Ponto 1 3 0 2400 0 2400 93

Ponto 2 3 0 0 0 2400 21

Sedimento

Ponto 3 3 36 2400 0 2400 6.2

Média 1,2 1600,0 0,0 2400,0 40,1

Ponto 1 5 2400 2400 2400 2400 6.2

Peixe Ponto 2 5 2400 2400 2400 2400 23

Média 2400 2400 2400 2400 23

Legenda. Ponto 1: Proximo ao Shopping Galeria-Av. Coronel Colares Moreira; Ponto 2: Meio da Laguna;
Ponto 3: Préoximo a restaurantes- Av. Prof. Mario Meireles; Ponto 4: Proximo a comporta — Av. dos
Holandeses; Ponto 5: Proximo ao bairro Sao Francisco.

No sedimento, as contagens de P. aeruginosa variaram de 0 a 2.400 NMP/10g, com

diferencas significativas. Nos meses de setembro e abril foram detectados os maiores indices
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de contaminagdo por essa bactéria. Enquanto que, no peixe, as contagens variaram de 23 a
2.400 NMP/100 mL. Altas contagens da P. aeruginosa foram verificadas durante na maioria
das coletas de peixe da Laguna da Jansen, com valores de 2.400 NMP/25g.

Uma comparacao estabelecida entre os valores médios de Pseudomonas aeruginosa
encontrados na dgua, sedimento e peixe da laguna da Jansen mostram que o peixe durante
80% das campanhas realizadas apresentou os maiores indices de contaminagdo por essa

bactéria (figura 4). Adicionalmente, a pluviosidade nao interferiu no seu crescimento.

Figura 4. Comparacdo entre os valores médios de Pseudomonas aeruginosa encontrados

na agua, sedimento e peixe da Laguna da Jansen nas campanhas de 2018.
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A bactéria P. aeruginosa possui grande versatilidade para se adaptar em diferentes
ambientes, e tem sido encontrada em aguas salinas de praias e sedimento (KARBASDEHI
et al. 2017; RODRIGUEZ et al., 2015). De acordo com Rodriguez et al. (2015) a salinidade
ndo parece ter um efeito limitante na presenca das populagdes de P. aeruginosa, que ¢ um
organismo ubiquo em aguas costeiras, tendo em vista, que eles detectaram essa bactéria em
valores maximos de 4.600 NMP/100 mL em aguas com salinidade variando de 30 a 40%.

A presenca de Pseudomonas halotolerantes em sedimentos de manguezais tem
demonstrado um grande potencial agricola, industrial e biotecnoldgico. Avila (2012)

mostrou que linhagens de Pseudomonas isoladas de manguezais produzem NH3, solubilizam
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o fosfato e fixam nitrogénio. Além disso, promoveram o crescimento de milho sob condi¢des
de estresse salino.

A incidéncia da Pseudomonas em diversas espécies de peixes carnivoros, onivoros e
zoo-planctivoros tem sido relatada ao longo de todo o ciclo de vida desses animais, desde os
ovos que originam as larvas até a microbiota do intestino. Isso demonstra que essa bactéria
¢ bem adaptada ao organismo de peixes e compdem a sua microbiota natural (EGERTON et
al., 2018).

5.1.3 Incidéncia de Clostridium perfringens

A tabela 6 apresenta os dados de identificagdo de C. perfringens na agua, sedimento
e peixe da Laguna da Jansen. Na 4gua, a presenga de C. perfringens foi detectada apenas no
periodo de estiagem, nos meses de julho a novembro, em 80% das amostras coletadas. Uma
forte correlacdo positiva (r=-0.697) foi verificada entre o percentual de incidéncia de C.
perfringens e a pluviosidade. Um perfil similar foi verificado para o sedimento durante o
periodo de estiagem, no entanto a presenga dessa bactéria foi detectada em 33,3 a 66,6% das
amostras. Em contraste, no peixe foi verificado auséncia em todas as amostras coletadas
(Figura 5).

O Clostridium sp. ¢ uma bactéria anaerdbica que cresce em baixas concentracdes de
oxigénio. Recentemente, Cutrim et al. (2018) ao avaliarem parametros fisico-quimicos da
agua da Laguna da Jansen, observaram no periodo de estiagem os niveis de oxigénio
dissolvidos foram menores do que no periodo chuvoso, variando de 3,73 para 7,05 mg. L"!,
respectivamente. ROJAS et al. (2013b) também verificaram baixas concentragdes de
oxigénio dissolvido na 4dgua laguna da Jansen no periodo de estiagem e relatam que essa
redugdo se deve as altas temperaturas que reduzem a solubilidade do oxigénio na dgua, baixa

frequéncia de renovagao das dguas, baixa profundidade do leito da 4gua e entrada de esgotos.
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Tabela 6. Identificagdo de C. perfringens na agua, sedimento e peixe da Laguna da Jansen.

C. perfringens
Amostra N° Periodo chuvoso Periodo seco
Fev Abr Jul Set Nov
Ponto 1 5 Auséncia Auséncia Auséncia Presenca Presenca
Ponto 2 5 Auséncia Auséncia Presenca Presenca Presenca
Agua Ponto 3 5 Auséncia Auséncia Presenca Presenca Presenca
Ponto 4 5 Auséncia Auséncia Presenca Presenca Presenca
Ponto 5 5 Auséncia Auséncia Presenca Auséncia Auséncia
Percentual (%) 0 0 80 80 80
Ponto 1 3 Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
Ponto 2 3 Auséncia Auséncia Presenca Presenca Presenca
Sedimento ) ) )
Ponto 3 3 Auséncia Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Percentual (%) 0 0 66,6 33,3 66,6
Ponto 1 5 Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
Peixe Ponto 2 5 Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
Percentual (%) 0 0 0 0 0

Legenda. Ponto 1: Proximo ao Shopping Galeria-Av. Coronel Colares Moreira; Ponto 2: Meio da Laguna;
Ponto 3: Préoximo a restaurantes- Av. Prof. Mario Meireles; Ponto 4: Proximo a comporta — Av. dos
Holandeses; Ponto 5: Proximo ao bairro Sdo Francisco. * Percentual: Dados referentes as amostras acima dos
limites estabelecidos pela legislacdo vigente para coliformes termotolerantes e amostras positivas para
Clostridium sp.

A presenca de C. perfringens foi limitada ao periodo de estiagem, o que deve estar
associado a redugdo dos niveis de oxigénio. De acordo com CESTEB (2015) sdo
considerados importantes indicadores bioldgicos e a sua presenca pode ser natural ou
causada por descargas de origem antrdpica. A sua resisténcia a condi¢des adversas, como
altas temperaturas, ocorre por serem microrganismos produtores de esporos que sdo capazes
de permanecer por muito mais tempo no ambiente em comparagdo aos coliformes

termotolerantes.
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Figura 5. Comparagdo entre os valores médios de C. perfringens encontrados na agua,

sedimento e peixe da Laguna da Jansen nas campanhas de 2018.
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5.1.4 Identificacao de enterobactérias

Das 130 cepas de isoladas foram identificadas 19 espécies de bactérias gram-
negativas distribuidas entre oito géneros: Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, Salmonella,
Providencia, Hafnia, Enterobacter, Kluyvera e Stenatrosphomonas. A E. coli foi a espécie
mais abundante, sendo 65 cepas identificadas nas amostras de adgua (26,9%), sedimento
(11,5%) e peixe (11,5%). Esse microrganismo ¢ um dos principais indicadores de
contamina¢do fecal em 4guas ambientais, e a sua presenca reflete a emissdo de efluentes
domésticos nesse ambiente (Tabela 7).

Outras quatro espécies de enterobactérias também foram identificadas na agua,
sedimento e peixe, entre elas encontram-se Citrobacter amalonaticus, Citrobacter diversus,
Citrobacter freundii e Salmonella cholerasius. As demais espécies foram encontradas em
percentuais inferiores a 4%, entre elas estdo: Citrobacter kosei, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter agglomerans, Enterobacter cloacae, Escherichia fergusonii, Hafnia alvei,

Klebisiella ornithinolytica, Klebisiella oxytoca, Klebisiella ozanae, Klebisiella pneumoniae,
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Kluyvera cryocrescens, Providencia spp., Salmonella cholerasius, Salmonella sp. e

Stenatrosphomonas maltophilia.

Tabela 7. Espécies de enterobactérias identificadas na d4gua da Laguna da Jansen.

Percentual (%)
Sedimento

Enterobactérias Agua Peixe

3.8

Escherichia fergusonii

Escherichia coli 11,5 11,5

Citrobacter amalonaticus

Citrobacter diversus

Citrobacter freundii

Citrobacter kosei

Enterobacter aerogenes

Enterobacter agglomerans

Enterobacter cloacae

Hafnia alvei

Klebisiella ornithinolytica

Klebisiella oxytoca

Klebisiella ozanae

Klebisiella pneumoniae

Kluyvera cryocrescens

Providencia spp

Salmonella

Salmonella cholerasius

Stenatrosphomonas maltophilia

N3do identificados

Legenda. Cor vermelha indica percentuais de 27 a 3%; cor branca indica percentuais de 2 a 0,8% ¢ a cor azul

indica auséncia.

A prevaléncia de bactérias gram-negativas em aguas ambientais ¢ bem relatada na
literatura, com maior incidéncia de Enterobacter, Escherichia, Citrobacter, Klebsiella e
Proteus (NASCIMENTO et al, 2016). Costa et al. (2014) identificaram espécies
enterobactérias em dguas do Complexo Portuario do Maranhio, na baia de Sao Marcos, entre
elas encontram-se Escherichia coli, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Proteus

vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella ozaenae, Morganella morganii, Enterobacter
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cloacae e Edwardsiella tarda. Das 98 cepas isoladas, 51 foram identificadas como E.coli
enterotoxigénicas e enteroagregativas.

Silva (2006) identificou E. coli, K. oxytoca e E. aerogenes em aguas das praias de
Sdo Luis e a Praia da Ponta da areia apresentou o maior indice de contaminagdo por
coliformes termotolerantes (valores maximos de 1.600 NMP/100 mL) em comparagdo as
praias do Calhau, Olho d’agua e Aracagy.

Paiva (2016) identificaram 12 espécies de bactérias da familia Enterobacteriaceae
na agua e peixe do rio da cidade de Bacabal, Maranhdo. Os maiores nimeros de espécies
foram detectados no periodo chuvoso e as espécies mais frequentes na dgua e no peixe foram
a E. coli, C. diversus, C. freundii, Serratia liquefaciens e S. odorifera.

Parente et al. (2011) identificaram E.coli em 68% das cepas de bactérias isoladas
de 4guas de cultivo de camardes de duas fazendas do litoral cearense e outras enterobactérias,
como Citrobacter sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp. e Salmonella sp.

A sobrevivéncia de bactérias gram-negativas, como as enterobactérias na agua do
mar por longos periodos, deve-se ao fato de entrarem em um estado de laténcia e
permanecerem viaveis e virulentas (GRIMES et al., 1986). Vieira et al. (2001) verificaram
que cepas de E. coli inoculadas em agua do mar tem o potencial de crescimento em
temperaturas de 37°C e 44,5°C por 48 horas. Isso demonstra as condigdes de salinidade nao
causa efeitos deletérios a bactéria, mas que fatores fisicos, como incidéncia de raios UV e
presenca de matéria organica sdo fatores limitantes para sobrevivéncia desses
microrganismos.

Espécies de bacilos gram-negativos sdo patdgenos oportunistas, principalmente em
pacientes imunocomprometidos, com alta morbidade e mortalidade, responsaveis por varios
tipos de infec¢des hospitalares e multirresistentes a antibidticos. Os géneros Klebsiella,
Enterobacter e Proteus estdao frequentemente associados a infec¢des do trato respiratorio e
infec¢des urinarias. Citrobacter freundii é capaz de causar meningite, abcesso no cérebro e
infec¢des urinarias (BADGER et al., 1999; RANJAN; RANJAN, 2013). Stenatrosphomonas
maltophilia ¢ um patégeno emergente bastante associado a infecgdes respiratorias,
principalmente pneumonia. Essa bactéria ja foi isolada de diferentes fontes agua, solo,

plantas, hospitais e animais, como crocodilos (BROOKE, 2012).

5.2 Susceptibilidade de bactérias Gram-negativas a antibioticos comerciais

A atividade antibacteriana de trés antibioticos comerciais frente a cepas de bactérias

gram-negativas isoladas da Laguna da Jansen estd descrita na tabela 8. As cepas
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apresentaram os maiores percentuais de resisténcia a cefalotina (70%), seguida de
tetraciclina (41%) e cloranfenicol (9%). O cloranfenicol foi o antibidtico que apresentou
maior sensibilidade (73%) sobre as cepas testadas (APENDICE B).



Tabela 8. Sensibilidade dos antibidticos frente as bactérias gram-negativas isoladas da Laguna da Jansen.

48

Percentual (%)

Espécie N° Tetraciclina Cefalotina Cloranfenicol
R I I S R I S
Citrobacter amalonaticus 5 60 20 0 0 0 40 60
Citrobacter diversus 16 38 13 6 0 0 19
Citrobacter freundii 10 40 0 0 0 0 0
Citrobacter kosei 2 50 0 0 0 50 50
E. coli 65 43 12 6
Enterobacter aerogenes 1 0 0 0 0
Enterobacter agglomerans 1 0 0 0
Enterobacter cloacae 1 0 0
Escherichia fergusonii 6
Hafnia alvei 1
Klebisiella ornithinolytica 1
Klebisiella oxytoca 3
Klebisiella ozanae 6 0 ‘
Klebisiella pneumoniae 1 0 ‘
Kluyvera cryocrescens 1 “
Providencia spp 1 0 0
Salmonella sp. 1 0 ‘
Salmonella cholerasius 4 0 ‘
Stenatrosphomonas maltophilia 1 0 ‘
TOTAL 127 10 49

Legenda. N° (numero de isolados); R (resistente); I (Intermediario); S (Sensivel).
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Um microrganismo ¢ considerado multirresistente a antimicrobianos comerciais
quando apresenta resisténcia a 3 ou mais classes de antibioticos (LICHTENFELS et al.;
2008; STANGE et al., 2016). Neste estudo, as espécies que apresentaram multirresisténcia
as trés classes de antibidticos testadas foram a E. coli, E. fergusonii, Klebisiella
ornithinolytica, Kluyvera cryocrescens e Providencia spp.

Em 2017, a Organizacdo Mundial da Satde publicou uma lista de bactérias
consideradas agentes patogé€nicos prioritarios, devido a multiresisténcia a drogas, entre elas
encontram-se Pseudomonas aeruginosa e membros da familia Enterobacteriaceae, incluindo
E. coli e Klebisiella sp. classificados como prioridade critica, dados preocupantes, tendo em
vista que as cepas de enterobactérias isoladas neste estudo apresentaram multiresisténcia a
antibidticos comerciais.

O wuso indiscriminado de antibidticos comerciais ¢ a emissdo de efluentes
domésticos em dguas ambientais exercem uma pressao seletiva sobre as bactérias presentes
em ambientes aquaticos que geram a resisténcia a antibidticos, principalmente de bactérias
gram-negativas, que possuem um maior potencial de adaptagdo a condi¢des ambientais
adversas (VASCONCELOS et al., 2010; FUENTEFRIA et al., 2008).

Yang et al. (2018) realizaram uma meta-andlise dos estudos j& publicados sobre
antibidticos e genes de resisténcia em aguas de lagos ao longo do mundo. Eles verificaram
que antibidticos de varias classes ja foram identificados em lagos, como, sulfonamidas,
tetraciclinas e fenicois avaliados neste estudo. Adicionalmente, também relataram que ha
forte adsor¢dao dos antibidticos na dgua e no sedimento, principalmente de tetraciclinas,
fluoroquinonas e macrolideos.

Recentemente, Hernandez et al. (2019) que cepas de E. coli isoladas da 4dgua do
mar na Antartica mostraram maior frequéncia de resisténcia a ampicilina, seguida de
tetraciclina, trimetropim, sulfonamida, cefoxitina, estreptomicina, acido naxilico e
cefotaxima. Uma preocupacdo relatada pelos autores ¢ a possibilidade de transferéncia
horizontal de genes de resisténcia dessa bactéria para bactérias autoctones da Antartica.

Oliveira; Gomes e Morais (2012) detectaram uma elevada frequéncia de resisténcia
de cepas de E. coli isoladas de aguas da praia do reservatorio de Lajeado, Tocantins, a
Tetraciclina (69%), Sulfametaxazol/trimetoprim (44 %) e Ampicilina (21%).

Vasconcelos et al. (2010) verificaram a multirresisténcia de 21% (n=9) cepas de E.
coli a antibidticos comerciais isoladas de dguas do acude Santo Anastacio (Fortaleza, CE),
incluindo tetraciclina, sulfazotrin, 4acido nalidixico e ciprofloxacina, sendo essas cepas

sensiveis a betalactamicos.
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Figueredo et al. (2015) verificaram uma alta sensibilidade de cepas de Salmonella
(n=90) isoladas de aguas dos rios Acarai e Jaguaribe do Ceara, apenas 13 cepas
apresentaram resisténcia a mais de um antimicrobiano, em particular, a tetraciclina. Os
autores destacam que a resisténcia a tetraciclina se deve ao uso de oxitetraciclina em
pisciculturas comerciais na profilaxia de doengas bacterianas, uma preocupacdo ¢ o fato
desse antibiotico ser utilizado em casos de colera, o que pode comprometer o tratamento.

Rodrigues, Di Gioia e Rossi (2011) detectaram a resisténcia de 54% das cepas de
S. maltophilia de origem hosipitalar a ceftazidima e 23% a ticarcilina/clavulanato. Essa
resisténcia ¢ associada a baixa sensibilidade aos betalactamicos, devido a membrana externa
de bactérias gram-negativas ser impermedvel a essa classe de antibidticos.

Dutra et al. (2010) verificaram uma alta sensibilidade a antibioticos comerciais de
enterobactérias isoladas de pescados capturados no estuario do Bacanga. Todos os isolados
apresentaram sensibilidade a azeotram. Entre as espécies que apresentaram resisténcia a
antibioticos, como ampicilina, gentamicina, cefotaxima, trimetropim/sulfametoxazol e
tetraciclina, estdo a E. coli, E. hermani, E. blatae, P. mirabilis e C. freundii.

Em relagdo a atividade antibacteriana de antibidticos comerciais frente a
P. aeruginosa, observa-se que a maioria das cepas apresentaram sensibilidade frente a
gentamicina (92,5%). Apenas 25% das cepas apresentaram resisténcia a sulfazotrim
(Figura 6).

Lamari, Chakrouna, Rtimi (2017) também verificaram 100% de sensibilidade das
cepas de P. aeruginosa isoladas de peixe a gentamicina, o que demonstra que esse antibiotico
pode ser uma boa op¢ao para tratamento de infec¢cdes causadas por essas cepas. Fuentefria
et al. (2008) avaliaram a sensibilidade de 198 cepas de P. aeruginosa isolados de efluentes
de um hospital de Passo Fundo, Rio Grande do Sul e de aguas superficiais do rio Passo
Fundo. Eles verificaram a resisténcia a carbapenémicos dessa bactéria presente em amostras
de 4gua do Rio Passo Fundo, contudo, constataram que essa resisténcia estd associada a
emissdo de efluentes domésticos e industrial, tendo em vista que os pontos que essa bactéria

foi isolada nao recebiam efluentes do hospital.
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Figura 6. Atividade antibacteriana de antibioticos comerciais frente a cepas de P.

aeruginosa isoladas da Laguna da Jansen.
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Uma preocupacdo iminente ¢ a emissdo efluentes hospitalares sem tratamento em

aguas ambientais com residuos de antibidticos que podem levar a uma sele¢ao das bactérias

desse ambiente e a resisténcia a antimicrobianos. A Laguna da Jansen encontra-se em uma

regido urbana em expansdo e tem crescido o niumero de clinicas em seu entorno o que

desperta uma grande preocupacdo devido aos indices de resisténcia apresentados nesse

estudo que indicam que essas bactérias ja tiveram contato com residuos de antibidticos e

exige um maior monitoramento ndo somente das d4guas, como no sedimento e peixes.

5.3 Avaliagd@o dos parametros fisico-quimicos da dgua da Laguna da Jansen

A figura 7 apresenta dados de precipitagao pluviométrica e temperatura do ar durante

o periodo de coleta, compreendido entre janeiro a dezembro de 2018. O regime de chuvas
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mais intenso nesse periodo concentrou-se nos meses de fevereiro a abril, com precipitagdes
médias variando de 280 a 490 mm, respectivamente.

No més de abril houveram os maiores indices de precipitacdes pluviométricas
registrados no ano de 2018 para a cidade de Sdo Luis-MA. No periodo de julho a novembro
foram registrados baixos indices de precipitagdes, compreendidos entre 94 ¢ 9 mm. A
temperatura do ar variou de 24,8 a 27°C, sendo verificado as maiores temperaturas nos meses
de agosto a dezembro e as menores temperaturas de fevereiro a julho. Com base nesses
dados, esse estudo classificou os meses de fevereiro e abril como periodo chuvoso e de julho

a novembro como periodo de estiagem.

Figura 7. Dados climatoldgicos de precipitacdo pluviométrica e temperatura do ar da

Laguna da Jansen.
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Fonte. Dados disponiveis no site do INPE (http://climal.cptec.inpe.br), 2018.

A figura 8 apresenta os dados dos pardmetros fisico-quimicos analisados (pH,
salinidade, solidos soltveis, condutividade e temperatura da agua) na agua da Laguna da
Jansen em cinco pontos de coleta durante os meses de fevereiro a dezembro de 2018, para

avaliar a influéncia da estacdo chuvosa e seca sobre esses parametros. Os valores médios
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dos parametros fisico-quimicos foram analisados usando o teste de correlagdo de Spearman

para avaliar a influéncia da sazonalidade sobre as variaveis (APENDICE C).

Figura 8. Parametros fisico-quimicos obtidos na 4gua da Laguna da Jansen.

EpH

OSalinidade

@ Condutividade

B TDS
OTemperatura (°C)

Chuvoso* Estiagem**
Periodos de coleta

Legenda. *Periodo chuvoso: meses de fevereiro e abril; **Periodo de estiagem: meses de julho, setembro e
novembro.

O pH apresentou caracteristicas alcalinas, tanto no periodo de estiagem como no
periodo chuvoso, com valores médios variando de 8,4 (periodo chuvoso) a 8,7 (periodo de
estiagem). O teste de correlacdo de Spearman indica uma fraca correlagdo (r= 0,077) com a
pluviosidade, tendo em vista a baixa variag¢ao entre os valores médios. Nao houve diferencas
significativas entre os valores médios de pH. Segundo o CONAMA (BRASIL, 2005) 4dguas
salobras de classe I e II destinadas a preservagdo da vida aquatica devem ter um pH em torno
de 6,5 a 8,5. O pH médio encontrado nas aguas da Laguna se encontra acima dos padrdes
estabelecidos pela legislagcdo vigente, sendo considerado inadequado para a vida aquética.

O perfil alcalino da agua da Laguna da Jansen também foi verificado por outros
autores nos periodos de estiagem e chuvoso (CUTRIM et al., 2018; FERREIRA, 2013;
CANTANHEDE et al., 2014). O pH alcalino de 4guas superficiais estd associado a presenca
de bicarbonato e carbonatos. Em lagoas salinas com grande populag¢do de algas, nos dias
ensolarados, o pH pode ser elevado, atingindo valores de 9 ou mais (MALONE et al., 2012).

Cantanhede et al. (2014) argumentam que a prevaléncia de um pH alcalino em &aguas
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ambientais aumenta a perda de nitrogénio para o meio, pois hd uma maior transformagao do
ion aménio (NHs+") em amonia livre e gasosa (NH3), o que pode influenciar no
desenvolvimento da biota aquatica.

Lima et al. (2014) ao analisarem as variacdes de pH em dguas do estudrio do rio
Curuga constataram que os valores de pH sdo influenciados pelo ciclo das marés. Os maiores
valores de pH ocorreram na maré de sizigia uma maré¢ de menor salinidade nesse estudo,
com oscilagdes de 8,37 2 9,16. A acentuada elevagao do pH da 4gua pode ocasionar impactos
negativos sobre o crescimento da maioria das bactérias sensiveis a variagdes de pH entre 6
a 9 podendo reduzir a fotossintese e gerar impactos sobre a vida aquatica (PEREIRA, 2006).
Neste estudo, as coletas foram realizadas preferencialmente nas marés de sizigia, o que
justifica a maior alcalinidade da dgua.

O parametro salinidade apresentou variabilidade sazonal, com correlagdo negativa
(r=-0,388) com a pluviosidade. A medida que aumentou o indice de chuvas reduziu a
salinidade. Os valores médios de salinidade variaram de 18,5 a 17,4 %o, no periodo chuvoso
e de estiagem, respectivamente, indicando um ambiente de dguas salobras. Nao houve
diferencas significativas entre os valores de salinidade.

A salinidade ¢ um parametro importante para definir o uso de uma agua, sendo
relacionado a clorinidade, ou seja, a quantidade de cloreto em gramas por quilo de agua
(OLIVEIRA; CAMPOS; MEDEIROS, 2010). Segundo CONAMA (BRASIL, 2005) as
aguas podem ser classificadas com base na sua salinidade em aguas salobras (dguas com
salinidade superior a 0,5 %o e inferior a 30 %o) e aguas salinas (dguas com salinidade igual
ou superior a 30 %o).

A 4gua da Laguna da Jansen tem sido caracterizada como aguas salobras em estudos
anteriores. Cutrim et al. (2018) detectaram valores médios de salinidade inferiores a 30 g.
kg! na d4gua da Laguna da Jansen, sendo observado maiores valores de salinidade no periodo
de estiagem. Ferreira (2013) também verificou variagdes de salinidade nas dguas da Laguna
da Jansen analisadas nas campanhas de 2011 e 2012, de 16,81 a 37,05 %o. Essas varia¢des
foram associadas com o balango hidrico ocasionado pela entrada de agua doce na Laguna
pela acdo das chuvas, sendo observado que periodo chuvoso menor salinidade nos pontos
analisados, devido a diluicao dos sais presentes na dgua.

A condutividade ¢ um pardmetro adequado para correlacionar com a salinidade, pela
quantidade de sais na 4gua. Conforme observado na salinidade as variagdes sazonais também

apresentou uma baixa correlagio negativa (r=-0,137) sobre os valores de condutividade. Os
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valores médios de condutividade no periodo chuvoso e de estiagem foram de 29,6 mS.cm’!
e 28,23 mS.cm™!, ndo havendo diferengas significativas entre eles.

O parametro de sélidos soltveis totais (TDS) também apresentou variagdo sazonal,
com correlacdo positiva (r= 0,764) entre o periodo chuvoso e de estiagem, variando de 30,9
a 14,1 mg.L"!, respectivamente, com diferengas significativas. Ferreira (2013) verificou uma
instabilidade nos valores detectados de TDS que oscilaram de 13,95 mg.L!' a 27,97 mg.L!
e destaca que a ocorréncia desses s6lidos deve-se ao mangue proveniente do igarapé Ana
Jansen e a ressuspensdo do sedimento na coluna d’agua. A elevada presenca de sdlidos
soluveis dissolvidos também pode estar associada a niveis mais altos de matéria organica ou
inorganica, influenciados pelos maiores indices pluviométricos.

A temperatura média da dgua da Laguna da Jansen durante as coletas variou de
27,2+1,6 a 29,3°C+1,2, para o periodo chuvoso e de estiagem, respectivamente. Nao houve
diferengas significativas entre os valores médios de temperatura. A temperatura apresentou
uma fraca correlacdo negativa (r=-0,225) em relagdo a pluviosidade. A medida que aumenta
a pluviosidade ocorre uma reducao na temperatura da d4gua e o contrario também ¢ observado
para o periodo de estiagem. Outro fator que também pode influenciar na temperatura da agua
¢ a incidéncia de raios solares que s3o menores no periodo chuvoso.

Variacdes na temperatura da dgua de lagoas de regides tropicais pode afetar o
metabolismo bacteriano. De fato, Scofield et al. (2015) demostraram que o aumento de 1°C
na temperatura da 4dgua de lagoas de regides tropicais diminui em 4% a eficiéncia do
crescimento de bactérias. Além disso, também foi verificado que baixas concentracdes de
oxigénio dissolvido na agua exerce uma influéncia negativa sobre o metabolismo de
bactérias, principalmente, quando existe um aumento de N (nitrogénio) e P (fésforo). Na
Laguna da Jansen foi observado variagdes sazonais na temperatura da agua de 1,2 a 1,6°C,
que podem influenciar no crescimento de bactérias.

De acordo com Lima et al. (2014) os parametros fisico-quimicos, como
condutividade, salinidade e s6lidos soluveis dissolvidos sao influenciados pela sazonalidade
e os efeitos da maré. Neste estudo, a sazonalidade foi um fator que influenciou diretamente

nessas variaveis, especialmente na estacdo chuvosa que ocasionou maiores valores.
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6. CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

- Altas concentragdes do NMP de coliformes termotolerantes na dgua foram encontradas
apenas no més de abril, no entanto, para dguas salobras de classe II a 4gua da Laguna da
Jansen encontra-se dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagdo vigente. Entretanto,
como os maiores indices de contaminac¢ao foram encontrados no sedimento, ha um problema
constante de re-contaminagdo dessas dguas agravados nos meses de maior pluviosidade,
principalmente, devido aos fendmenos de ressuspensao, que tornam o seu uso um risco para
atividades recreativas. Os peixes analisados estavam dentro dos padrdes microbiolédgicos,
com excec¢do da Urubarana, que pode estar relacionado com seu habito alimentar;

- A presenca de E. coli foi detectada na agua, sedimento e peixe, além disso, também foram
identificadas dezoito espécies de enterobactérias, o que demonstra que a Laguna da Jansen
ainda apresenta indices de contaminacdo por patégenos de origem fecal. Os numeros de
Pseudomonas aeruginosa foram superiores nos peixes, em comparacdo a agua € o
sedimento, o que demonstra que essa bactéria estd melhor adaptada a este substrato;

- O Clostridium perfringens foi encontrado apenas no periodo de estiagem, tanto na agua
como no sedimento, ndo sendo detectado no peixe,

- Em relagdo a resisténcia a antibioticos comerciais, as enterobactérias mostraram uma boa
sensibilidade ao cloranfenicol, o que demonstra que esse antibidtico ¢ uma boa opgao para
o tratamento de infecgdes causadas por esses patdgenos. Em contrapartida, a cefalotina e
tetraciclina apresentaram os maiores indices de resisténcia. Ainda, cinco espécies de
enterobactérias apresentaram multirresisténcia aos antibidticos comerciais testados,
incluindo a E. coli, sendo considerado um risco critico para a saude publica;

- A maioria dos parametros fisico-quimicos analisados na dgua da Laguna da Jansen ndo
variaram entre o periodo chuvoso e de estiagem, apenas os sdlidos soluveis totais que
aumentaram com o aumento da pluviosidade. Das bactérias analisadas, apenas o crescimento

de Clostridium perfringens foi influenciado pelos baixos indices de pluviosidade.
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APENDICE A. Correlagdes entre sazonalidade (periodo chuvoso e de estiagem) e os pardmetros fisico-quimicos da dgua. O teste de correlagio

de Spearman foi aplicado para avaliar a possibilidade de correlacdo entre esses parametros e a influéncia da sazonalidade.

Colif. Termot. | Pseudomonas | Clostridium pH Salinidade | Condutividade| TDS | Temperatura | Pluviosidade
Colif. Termot. 0.52247 0.2002 -0.30375 | -0.56488 -0.47649 0.12239 | -0.27228 0.037443
Pseudomonas 0.52247 0.093014 | 0.0078599 | -0.69042 -0.62267 0.069275 | -0.54429 | -0.098577
Clostridium 0.2002 0.093014 0.2389 |-0.070799 0,000 -0.66617 | 0.37184 -0.67937
pH -0.30375 0.0078599 0.2389 0.069225 0.2117 -0.069669 | 0.26797 0.076544
Salinidade -0.56488 -0.69042 -0.070799 0.069225 0.98647 -0.12782 | 0.38285 -0.38778
Condutividade |  -0.47649 -0.62267 0,000 0.2117 0.98647 0.11538 0.3836 -0.13728
TDS 0.12239 0.069275 -0.66617 -0.069669 | -0.12782 0.11538 -0.5047 0.76485
Temperatura -0.27228 -0.54429 0.37184 0.26797 | 0.38285 0.3836 -0.5047 -0.225
Pluviosidade 0.037443 -0.098577 -0.67937 0.076544 | -0.38778 -0.13728 0.76485 -0.225
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APENDICE B. Halos de inibigio (mm) em testes de sensibilidade a antibioticos comerciais.

Escherichia coli (A) e Pseudomonas aeruginosa (B).




APENDICE C. Parametros fisico-quimicos da 4gua da Laguna da Jansen.

Parametro Unidade Periodo -
Chuvoso | Estiagem
pH - 8,42° 8,86
Salinidade g kgl | 18,499 17,386 °
Condutividade mS.cm” | 29 6472 28,226
TDS mg L' | 30,975 14,097
Temperatura °C 27,812 28,228
Pluviosidade mm 4192 53b




