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RESUMO

Ambientes costeiros apresentam elevados adensamentos populacionais, exercendo uma pressao
seletiva, principalmente quando ha a falta de estrutura sanitaria adequada. Efluentes podem carrear
bactérias patogénicas e antibioticos, gerando uma pressdo seletiva aos microrganismos autoctones e
criando resistomas. Desta forma, ¢ importante o monitoramento de indicadores de contaminacao,
como Escherichia coli e Enterococcus sp. Além disto, faz-se importante o estudo dos mecanismos de
resisténcia em areas ambientais, uma vez que representam um sério risco a satde publica global. O
presente trabalho avaliou a diversidade e perfil de resisténcia de Enterobacteriales isolados de trés
arcas com diferentes niveis de contaminagdo: Praia da Fazenda (Ubatuba/SP), Baia do Araga (Sao
Sebastiao/SP) and Ponta da Praia (Santos/SP).. Entre 2016 e 2018, foram coletadas amostras de 4gua
e sedimento para a avaliacdo da qualidade ambiental (densidades de E. coli e Enterococcus sp.) €
diversidade de Enterobacteriales. As cepas de Enterobacteriales foram isoladas, purificadas e
identificadas (bioquimica e molecular), e tiveram seu perfil de suceptibilidade avaliado para nove
antibioticos, incluindo ertapenem (ERT), meropenem (MPM) e imipenem (IPM).
Concomitantemente, as cepas resistentes a carbapenemicos (ERT, IPM e/ou MPM) foram avaliadas
para verificar que mecanismo (enzimatico ou proteinas da membrana externa) atuava em sua
resisténcia. Os resultados apresentam que nos meses de verdo, a Baia do Aragd e Ponta da Praia
sofreram influéncia antrépica, apresentando densidades de E. coli e Enterococcus sp. acima da
legislagdo permitida para dgua. Uma vez que ndo ha nenhuma legislacdo especifica para sedimento,
as amostras de sedimento foram comparadas entre si € com relagcdo aos limites apresentados para
amostras de dgua. Tanto a Ponta da Praia, como a Baia do Araca, apresentaram maiores densidades
para as amostras de sedimento. Ambas apresentaram maiores densidades no verdo, tanto para
amostras de agua, quanto para sedimento. Quanto a diversidade de espécies, a Baia do Araga
apresentou uma riqueza maior de espécies quando comparada com a Ponta da Praia. As amostras de
Santos apresentaram uma maior abundancia de bactérias patogénicas (e.g. Klebisiella pneumoniae),
sendo um sério risco a satide publica e economia local. Por fim, o perfil de suceptibilidade demonstrou
que as cepas isoladas de Santos apresentam maior resisténcia aos antibidticos estudados. Foram
detectadas 11 cepas que eram possiveis produtoras de carbapenemase. Contudo, apds as analises
moleculares, constatou-se que apresentavam mutagdes e/ou delecdes em algumas Omps, conferindo
assim resisténcia a carbapenémicos. Em conclusdo, pode-se verificar que a contaminagdo ambiental
teve relacdo direta com o perfil de suceptibilidade das Enterobacteriales estudadas, bem como na sua
diversidade. Entretanto, mais estudos fazem-se necessarios para uma melhor avaliagdo de locais
menos contaminados, e compreender a variagdo temporal a longo prazo da comunidade microbiana.
O estudo também demonstrou a necessidade de politicas publicas mais rigorosas com relagdo a
ambientes costeiros, especialmente com relagdo aos sedimentos.

PALAVRAS-CHAVE: qualidade microbiologica; balneabilidade; resistencia; Enterobacteriaceae.



ABSTRACT

Coastal environments have high population densities, exerting selective pressure, especially when
there is a lack of sanitary structure. Effluents can carry pathogenic bacteria and antibiotics, generating
a selective pressure on indigenous microorganisms, influencing on the creation of resistomas.
Therefore, it is important to monitor contamination indicators, such as Escherichia coli and
Enterococcus sp. In addition, it is important to study resistance mechanisms in environmental areas,
since they represent a serious risk to global public health. The present work aimed to evaluate the
diversity and resistance profile of Enterobacteriales isolated from three areas with different levels of
contamination: Fazenda Beach (Ubatuba/SP), Araca Bay (Sao Sebastido/SP) and Ponta da Praia
(Santos/SP). Between 2016 and 2018, water and sediment samples were collected to assess
environmental quality (densities of E. coli and Enterococcus sp.) and diversity of Enterobacteriales.
The Enterobacteriales strains were isolated, purified and identified (biochemical and molecular
methods), and their susceptibility profile was evaluated for nine antibiotics, including ertapenem
(ERT), meropenem (MPM) and imipenem (IPM). Concomitantly, strains resistant to carbapenems
(ERT, IPM and / or MPM) were evaluated to verify which mechanism (enzyme or outer membrane
proteins) acted on their resistance. The results demonstrated that in the summer, Ara¢gd Bay and Ponta
da Praia suffered anthropic influence, presenting densities of E. coli and Enterococcus sp. above the
permitted water legislation. Since there is no specific legislation for sediment, these samples were
compared among themselves and compared to the limits for water samples. Both Ponta da Praia and
Aracd Bay showed higher densities for sediment samples, when compared to water samples.
Regarding the diversity, the Araca Bay presented a greater species richness when compared to Ponta
da Praia. Santos showed a greater abundance of pathogenic bacteria (e.g. Klebisiella pneumoniae),
being a serious risk to public health and the local economy. Finally, the susceptibility profile of
Santos’isolates have greater resistance to the studied antibiotics, especially to carbapenems. Eleven
strains that were possible producers of carbapenemase were detected. However, after molecular
analysis, it was found that they had mutations and / or deletions in some Omps, thus conferring
resistance to carbapenems. In conclusion, environmental contamination was directly related to the
susceptibility profile of the studied Enterobacteriales, as well as their diversity. However, more
studies are needed to understand the long-term temporal variation of the microbial community. The
study also demonstrated the need for stricter public policies related to coastal environments,
especially regarding sediments.

KEYWORDS: microbial quality; bathing; resistance; Enterobacteriaceae.
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1. INTRODUCAO

Segundo definicdo da Convencao das Nagdes Unidas sobre o Direito do Mar de
1982, poluigdo ¢ a introdugdo, pelo homem, direta ou indiretamente, de substancias ou
energia no ambiente marinho, que podem resultar em efeitos deletérios (e.g. queda na
qualidade da agua; danos aos recursos € a vida marinha, incluindo a pesca.). Entretanto,
devido as lacunas no conhecimento sobre contamicagdo costeira e ocednica, tbem
dificultado a implementagdo efetiva do gerenciamento da polui¢cdo marinha (ISLAM &
TANAKA, 2004).

Ecossistemas marinhos e estuarinos apresentam grande importancia
socioeconomica devido aos seus possiveis usos (e.g. pesca e turismo) e elevada
importancia ambiental, sendo de suma importancia a qualidade da dgua e do sedimento
destes locais (OLIVEIRA, 2009; ALMEIDA et al., 2012). Entretanto, estas regides
apresentam grandes concentragdes humanas, como, por exemplo, no Brasil, onde cerca
de 70% da populagdo situa-se na regido costeira (IBAMA, 1993; FAGUNDES et al., 2007).
Muitas areas costeiras ao redor do mundo, tém sofrido danos por causa da poluicao,
afetando significativamente a pesca e o comércio nestas areas. Portanto, o controle da
poluicdo aquatica deve ser considerado como primeira necessidade, para a conservagao
ambiental e dos recursos aquaticos (ISLAM & TANAKA, 2004).

A ocupacdo humana das regides costeiras ¢ a causa de diversos impactos
ambientais, como por exemplo descarga de efluentes nos corpos hidricos, muitas vezes
sem tratamento prévio (DALFIOR, 2005; BURUEM et al., 2013). Esgotos domésticos
dispostos em regides costeiras podem carrear diversos microrganismos patogénicos,
como bactérias, virus e protozoarios, além de compostos quimicos, tais como antibioticos
e metais pesados, expondo os usuarios destas areas ao risco de contrair diversas doengas

(OLIVEIRI 1982; WHO, 1998; HIRSCH, 1999; ISLAM & TANAKA, 2004).
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Além do impacto gerado pela disposi¢ao indevida de efluentes, o aumento da
populacdo nas regides costeiras durante o verdo eleva a descarga organica nos corpos
d’agua e, consequentemente, altera a composi¢do qualitativa e quantitativa de
microrganismos, entre eles os patogénicos (PIANETTI et al., 2004; SATO et al., 2005;
OLIVEIRA & PINHATA, 2008, OLIVEIRA et al., 2009). Quando estes patdgenos atingem as
aguas e areias de praias e regides costeiras, expdem os banhistas a possibilidade de
contrair varias doengas, entretanto a incidéncia destas doengas depende de uma variedade
de fatores, tais como os niveis de poluicdo na agua ou areia, a natureza e tempo de
exposicao; e as condi¢des do sistema imune do banhista (BARTRAM & REES, 2000). No
caso das areias de praias e sedimentos, estes mostram-se ambientes mais favoraveis as
bactérias, uma vez que apresentam protecdo contra a luz solar, nutrientes e protecdo
contra predadores (ANDRADE et al., 2015; PIANETTI et al., 2004; DAVIES & BAVOR, 2000;
DAVIES-COLLEY et al., 1999; VILLAR et al., 1999; DAVIES et al., 1995; SINTON et al.,
1994), porém nenhuma legislacdo vigente faz a regulamentacdo da qualidade deste
compartimento ambiental.

Diversos estudos demonstraram concentracdes de microrganismos, incluindo
bactérias patogénicas, mais elevadas em amostras de areia e sedimentos do que na coluna
d’4gua (ANDRADE et al., 2015; WHITMAN et al., 2014; OLIVEIRA & PINHATA, 2008;
MUDRYK, 2005; ALM et al., 2003; WHITMAN & NEVERS, 2003; PAPADAKIS et al., 1997).
Entretanto, os organismos patogénicos, oriundos de esgotos, principalmente domésticos,
ndo afetam apenas os humanos, mas também organismos marinhos. Segundo pesquisa de
Grillo, et al. (2001), diversos mamiferos marinhos (e.g. cetidceos e pinipedes)
apresentaram contaminagdes por patdgenos humanos, sendo principalmente afetados por
bactérias da ordem Enterobacteriales. Além disso, também pode afetar diretamente

recursos pesqueiros, como bivalves, uma vez que sdo organismos filtradores e podem
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concentrar elevadas densidades de compostos quimicos e microrganismos em seus
tecidos, incluindo patdégenos (DAME, 1996; MIGNANI et al., 2013).

Locais onde a coleta e o tratamento de esgoto sdo inficientes, precarios ou até
mesmo inexistente, sdo extremamente suceptiveis a elevacdo da concentragdo de
microrganismos, incluindo organismos patogénicos, sendo assim, a qualidade da agua
deste ambiente ¢ fundamental para que seus usos ndo acarretem prejuizos ao meio
ambiente e a saude da populagdo (OLIVEIRA, 2009). Entretanto, a legislacdo brasileira
referente a qualidade microbioldgica de dguas recreacionais (balneabilidade), Resolugao
CONAMA n° 274 (Brasil, 2000), prevé apenas os padrdes microbioldgicos para aguas
recreacionais, através da analise de indicadores de contaminacao fecal, sendo eles:
coliformes termotolerantes, Escherichia coli ¢ Enterococcus. E sabido que as bactérias
do grupo Enterococcus, sao mais tolerantes a diferentes condi¢des ambientais, como
salinidade, baixo pH e outras variaveis, sendo reconhecidas como melhores indicadores
de qualidade de 4guas marinhas (CABELLI, 1983; INGHAN et al., 2000; HANCOCK &
GILMORE, 2006).

Apesar de diversos estudos com relagdo a qualidade das dguas recreacionais, ha
um déficit com relagdo ao niumero de trabalhos relacionados a qualidade dos sedimentos
encontrados em praias. E de suma importancia a comparagio desde dois compartimentos,
agua do mar e sedimentos de praia, uma vez que diversos estudos comprovaram que ha
uma maior concentracdo de microrganismos nos sedimentos, local onde os banhistas
passam a maior parte do tempo (MENDES et al., 1993; PAPADAKIS et al., 1997; MUDRYXK,
2005; OLIVEIRA & PINHATA, 2008; WHITMAN et al., 2014; ANDRADE et al., 2015).

Além de sedimentos serem locais mais propicios ao crescimento microbiano, a

legislacdo brasileira ndo prevé padrdes, nem limites para a qualidade microbioldgica deste
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compartimento, o que ¢ de extrema importancia para a balneabilidade de uma praia e
assegurar a qualidade ambiental deste local.

Comumente, os organismos utilizados para a analise de balneabilidade de corpos
hidricos, sdo bactérias de origem entérica, na sua maioria Enterobacteriales. Porém, a
detec¢do de microrganismos, especialmente patogénicos, no ambiente, ¢ limitada, dificil
e onerosa. Por isto, sdo utilizados indicadores (e. g. Escherichia coli), que permitem
facilmente detectar a presenca de contaminagdo fecal recente e podem indicar o risco da
presenca de microrganismos patogénicos (FIELD & SAMADPOUR, 2007; SAMPAIO, 2010).
Todavia, segundo o indicador fecal deve estar correlacionado com a presenca do
patogeno, devendo ter um perfil de sobrevivéncia semelhante ao do patdégeno, o que
muitas das vezes ndo ¢ possivel, como no caso da Escherichia coli (indicador) e da
Salmonella spp. (patégeno) (LEMARCHAND & LEBARON, 2003; FIELD & SAMADPOUR,
2007).

A contaminagdo por microrganismos, principalmente por bactérias, acarreta em
sérios riscos ao ambiente, aos recursos, a vida marinha e a saude publica. Sendo assim,
faz-se necessaria a identificacdo dos enteropatdgenos nas aguas e sedimentos de praias,
uma vez que representam recursos hidricos (ALMEIDA et al., 2012). Apesar do uso de
indicadores de contaminagao fecal para avaliar a qualidade ambiental e a balneabilidade,
a deteccdo e avaliagdo dos demais microrganismos patogénicos no ambiente ¢
extremamente importante (SAMPAIO, 2010), uma vez, que aparecem intermitantemente
no meio ambiente e em baixas densidades (SAVICHTCHEVA & OKABE, 2006). Além disto,
na sua grande maioria, estes patdgenos sdo ignorados pelos 6rgdos fiscalizadores e sdo

potencialmente perigosos ao ecossistema, recursos pesqueiros e a vida marinha local.
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7. CONCLUSOES

Zonas costeiras, especialmente no Brasil, sofrem graves impactos, especialmente
devido ao descarte inadequado de efluentes e a falta de saneamento. Com base no presente
estudo, foi possivel detectar uma correlagdo entre a densidade de Enterobacteriales
patogénicos e o grau de contaminacdo de determinados locais. Um maior aporte de
contaminagdo organica foi detectado no verdo, especialmente nas amostras coletadas em
Santos, demonstrando a grande pressdo antropica durante o periodo de veraneio.

As cepas mais resistentes foram isoladas no verdo e na Ponta da Praia (Santos/SP),
sugerindo que a area sofre mais pressdes seletivas, como atividades portudrias, elevada
populacao e falta de estrutura sanitaria que comporte e trate efluentes. Apesar de menos
impactada, a Baia do Araca demonstrou que também sofre com os impactos antrdpicos,
sobre tudo no veraneio. Enquanto que a Praia da Fazenda encontra-se preservada,
provavelmente por encontrar-se dentro de um Parque Estadual, uma é4rea de protecdo
ambiental.

Apesar de nenhum gene codificador de B-lactamases ter sido detectado, mutagdes
importantes nas Omps foram detectadas. Tais mutacdes foram responsaveis pela
conferéncia de resisténcia a carbapenémicos em onze cepas estudadas.

O presente estudo reforga e corrobora que politicas publicas mais eficientes sejam
implementadas na costa do Estado de Sao Paulo, uma vez que a formagdo de possiveis
resistomas e a presenca de bactérias patogénicas indicam degradacdo ambiental,

representando um risco para a sociedade e economia.
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