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RESUMO

A Baia do Araga apresenta grande complexidade morfofisiologica e ambiental e uma
grande diversidade de organismos aquaticos e terrestres. Ela estd exposta a diferentes
tipos de agdes antrdpicas que influenciam sua qualidade ambiental, ocasionado pelo
aumento da poluicdo organica, incluindo efluentes domésticos. A avaliacdo das
densidades de microrganismos indicadores de contaminacgdo fecal é fundamental para
determinar a qualidade microbiologica, tanto da agua, como do sedimento. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar a qualidade microbioldgica da &4gua e do sedimento,
determinando a densidade de E. coli, Enterococcus spp. e da levedura do género Candida.
Os resultados foram correlacionados com as varidveis abi6ticas e comparados com a
legislacdo vigente. Também foi analisado a densidade e diversidade de fungos
filamentosos isolados da agua e do sedimento. Para avaliar a qualidade microbiolégica,
amostras de agua e de sedimento foram coletados na regido entremarés da Baia do Araca
(S&o Sebastido/SP), em campanhas no verao e no inverno durante dois anos. As variaveis
abioticas foram mensurados in situ, com auxilio de uma sonda multiparametro. Foi
utilizado a Técnica de Membrana Filtrante para determinar a densidade das bactérias
Escherichia coli, Enterococcus spp. e da levedura Candida spp. e a Técnica Spread Plate
para determinar a densidade dos fungos filamentosos. A analise estatistica foi utilizada
testes ndo paramétricos, Analise de Correspondéncia Canénica e o indice de Shannon e
Chaol para determinar a diversidade de fungos. Os resultados obtidos mostraram que as
densidades microbianas foram maiores nos sedimentos em relacdo a amostra da agua. As
maiores densidades de Enterococcus spp., Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis e C.
glabrata foram obtidas no inverno, em oposicdo ao E. coli que foi obtida no verao.
Comparando os dados coletados com a Resolugdo CONAMA n° 274/00, as amostras
indicaram condicBGes ambientais improprias para uso recreativo. Ndo foram observadas
correlagbes significativas das varidveis abidticas com as densidades das bactérias e
leveduras. Foram detectadas elevadas densidades de Enterococcus sp. e de Candida
tropicalis tanto na amostra da &gua como no sedimento, indicando que este resultado é
preocupante quanto a qualidade sanitaria do ambiente. Dentre 0s géneros de Enterococcus
sp. foi detectado uma elevada presenca de E. faecium na agua e no sedimento. A
densidade dos fungos filamentosos foram muito mais elevadas em relacdo as bactérias,
sendo identificados ao total 15 géneros: Aspergillus, Aureobasidium, Chaetomium,
Cladosporium, Curvularia, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Paecilomices, Penicillium,
Rhizophus, Sporothrix, Talaromyces, Trichophyton e Trichoderma. As espécies
Aspergillus fumigatus e Penicillium citrinum foram isoladas e identificadas neste trabalho
e por serem conhecidas pela sua patogenicidade e indica um fator preocupante para a
salde dos frequentadores da praia. A analise constante da densidade de bactérias e de
leveduras patogénicas é importante para determinar a qualidade ambiental e os possiveis
riscos que esta contaminacdo pode acarretar na satude dos homens e animais. Apesar da
contaminacéo e do impacto que caracteriza a qualidade da Baia, ela deve ser preservada
por possuir microrganismos que podem servir de fonte para bioprospeccdo de novos
produtos com potencial aplicacao biotecnologica.

Palavras-chave: Escherichia coli. Enterococcus sp. Candida sp. Qualidade sanitéria.
Diversidade fungica.



ABSTRACT

Araca Bay presents great morphophysiological and environmental complexity and a great
diversity of aquatic and terrestrial organisms. It is exposed to different types of
anthropogenic actions that influence its environmental quality, caused by the increase of
organic pollution, including domestic effluents. The evaluation of the microorganisms
densities of fecal contamination indicators is essential to determine the microbiological
quality of both water and sediment. This work aimed to evaluate the microbiological
quality of water and sediment, determining the density of Escherichia coli, Enterococcus
spp. and Candida yeast. The results were correlated with the abiotic variables and
compared with the current legislation. The density and diversity of filamentous fungi
isolated from water and sediment were also analyzed. To evaluate the microbiological
quality, water and sediment samples were collected in the intertidal region of Araca Bay
(Séo Sebastido / SP), in summer and winter campaigns for two years. Abiotic variables
were measured in situ with the aid of a multiparameter probe. The Filter Membrane
Technique was used to determine the density of the bacteria E. coli, Enterococcus spp.
and yeast Candida spp. and the Spread Plate Technique to determine the density of the
filamentous fungi. Statistical analysis was performed using non-parametric tests,
Canonical Correspondence Analysis and the Shannon and Chaol Index to determine
fungal diversity. The results showed that the microbial densities were higher in the
sediments in relation to the water sample. The highest densities of Enterococcus spp.,
Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis and C. glabrata were obtained in winter, as
opposed to E. coli that was obtained in the summer. Comparing the data collected with
CONAMA Resolution No. 274/00, the samples indicated environmental conditions unfit
for recreational use. No significant correlation of abiotic variables with bacterial and yeast
densities was observed. High densities of Enterococcus sp. and Candida tropicalis, both
in the water sample and in the sediment, indicating that this result is of concern regarding
the sanitary quality of the environment. Among the genera of Enterococcus sp. a high
presence of E. faecium was detected in the water and in the sediment. The density of the
filamentous fungi was much higher in relation to the bacteria, being identified to the total
15 genera: Aspergillus, Aureobasidium, Chaetomium, Cladosporium, Curvularia,
Fusarium, Geotrichum, Mucor, Paecilomices, Penicillium, Rhizophus, Sporothrix,
Talaromyces, Trichophyton and Trichoderma. The species Aspergillus fumigatus and
Penicillium citrinum were isolated and identified in this work and because they are known
for their pathogenicity and indicates a worrying factor for the health of beach goers. The
constant analysis of the density of bacteria and pathogenic yeasts is important to
determine the environmental quality and the possible risks that this contamination can
have on the health of men and animals. Despite the contamination and the impact that
characterizes the Bay quality, it must be preserved because it has microorganisms that
can serve as a source for bioprospecting new products with potential biotechnological
application.

Keywords: Escherichia coli. Enterococcus sp.. Candida sp.. Sanitary quality. Fungal
diversity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Algumas estruturas dos fungos filamentosos observados microscopicamente............ 30

Figura 2: Mapa da localizagdo da Baia do Aragd, indicando o Porto de Sdo Sebastido, o Terminal
Petrolifero Almirante Barroso (TEBAR), 0 emissario submarino e o Cérrego Mae Isabel
(adaptado de AMARAL; MORGADO, 1994; AMARAL et al., 2015). ......ccccrueurnee 37

Figura 3: Mapa da regido da Baia do Aracd mostrando a localizacdo do Emissario Submarino
(adaptado de CETESB, 2007), do Corrego Mée Isabel, destaque da mancha verde para
0s bosques de manguezal (adaptado de AMARAL et al., 2015), e dos pontos de coleta
destacados com pontos vermelhos na regido entremarés. ........ccoceveveevieveceeseseesnenns 39

Figura 4: Praias que fazem parte da Baia do Araca (Praia do Germano, Praia Pernambuco, Praia
Deodato e Praia do Topo). A) Vista panoramica do TEBAR. B) Vista da beleza e 4guas
calmas da Baia do Araca. C) ao G) Vista geral da regido entremarés na maré baixa,
expondo o sedimento e os materiais submersos. H) ao L) descarga de efluente ndo
tratado e residuos solidos (lixo) encontrados ao longo da Baia. ...........ccccccceveiirnenene, 41

Figura 5: A) Placas de mTec com crescimento de coldnias ap6s 22 horas de incubacéo em banho
maria. B) Coldnias ao teste confirmativo com o substrato de Uréia...........c.cccccveneee. 44

Figura 6: Morfologia e resultado da reacdo de Gram de cepas isoladas. Bactérias em forma de
bacilo, gram-negativas, visualizadas ao microscépio 6tico em objetiva de 100x....... 44

Figura 7: A) Crescimento das colonias em meio mEnterococos apos 48 horas de incubacdo a
37°C. B) Tubos considerados positivos no teste confirmativo. .........c..cccocveverervennnne 45

Figura 8: Morfologia e resultado da reacdo de Gram de cepas de Enterococcus spp. isoladas.
Bactérias em forma de cocos, gram-positivas, visualizadas ao microscépio 6tico em
ODJELIVA 08 LOOX. ... . ittt 45

Figura 9: A) Tubos de ensaio do Entero Kit contendo substratos para os testes bioquimicos,
realizados com as colbnias isoladas B) Tubos mostrando os resultados dos testes
DIOGUIMICOS. ...ttt ettt 46

Figura 10: Crescimento das colnias de Candida spp., nas placas com meio de culutra Agar
HICKHIOMIE. .ottt et a e aesbeenaesaeereeae s 47

Figura 11: Coldnias de fungos filamentosos em placas com meio PDA acrescido de cloranfenicol
apos 10 dias de incubacdo a temperatura ambiente. ..........coccevvevrieeenienenesseee 48

Figura 12: Variaveis abioticas obtidas da regido entremarés da Baia do Araca analisados por ano
e periodo de coleta, sendo: (A) Temperatura (°C), (B) salinidade, (C) pluviosidade (mm),
(D) oxigénio dissolvido (Mg L) € (E) PH. ..vcveveviieieeeiiecceeceee e 53



Figura 13: Variacdo das médias das densidades de Escherichia coli (E. coli) e Enterococcus sp..
Média geral, média do verdo e do inverno e seus respectivos erros padrdes representado
pelas barras. Expresso em x10? UFC 100mL*. Quadro em destaque representa resultado
do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p), diferenca entre as
densidades da espécie E. coli e Enterococcus sp. em relacéo ao periodo (verdo-inverno).
«: representa diferenca SignifiCatiVa. ..........cocooi v 55

Figura 14: Valores médios das densidades de E. coli e Enterococcus sp. analisados por ano de
coleta, com unidade expressos em x102 UFC 100 mL*. Quadro em destaque representa
resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p) entre as
densidades da espécie E. coli e Enterococcus sp. em relagdo por ano de coleta (2015 e
2016). <+: representa diferenca SignificatiVa. ...........cooeiereiiiiiinic e 57

Figura 15:Variacdo das médias das densidades de Escherichia coli (E. coli) e Enterococcus sp.,
nas estacdes de verdo e inverno de 2015 e 2016 na agua e seus respectivos erros padrfes
representado pelas barras. Valor expresso em x102 UFC 100mL™.......c.cccovvevevivenenee. 58

Figura 16: A) Teste utilizando Kit bioquimico para identificar as col6nias isoladas de
Enterococcus spp. para determinar a espécie. Sequéncia de tubos da esquerda para
direita: Manitol, Arginina, Arabinose, Sorbitol, Motilidade, controle e branco. Teste de
mobilidade da cepa isolada. B) negativo, C) POSItIVO. ......ccceovevriiinirinicneceeee 62

Figura 17: Valores médios da densidade dos microrganismos analisados na agua coletados na
Baia do Aracd (x10%? UFC 100mL™) e seu erro padrdo representado pelas barras.
Microrganismos: C. albicans: Candida albicans; C. krusei: Candida krusei; C.
glabrata: Candida glabrata; C. tropicalis: Candida tropicalis. ..............cccoevvirnennene. 65

Figura 18: Valores médios da densidade das espécies de Candida sp. no verdo e no inverno
analisados na agua (x 10?2 UFC 100mL™) e seu erro padrdo representado pelas barras.
Quadro vermelho em destaque representa resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis
(KW) a 95% de significancia (p), diferenca entre as densidades das espécies de Candida
sp. em relagdo ao periodo (verdo-inverno). <+: representa diferenga significativa.
Microrganismos: C. albicans: Candida albicans; C. krusei: Candida krusei; C.
glabrata: Candida glabrata; C. tropicalis: Candida tropicalis. .......c..c.ccccccervrvennnn. 67

Figura 19: Valores médios da densidade das espécies de Candida sp. nos anos de 2015 e 2016
analisados na agua (x 102 UFC 100mL™) e seu erro padrao representado pelas barras.
Quadro vermelho em destaque representa resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis
(KW) a 95% de significancia (p), diferenca entre as densidades das espécies de Candida
sp. em relacdo aos anos 2015-2016. <: representa diferenca significativa.
Microrganismos: C. albicans: Candida albicans; C. krusei: Candida krusei; C.
glabrata: Candida glabrata; C. tropicalis: Candida tropicalis. .......c....ccccccerervennne. 68

Figura 20: Valores médios da densidade das espécies de Candida sp. nos anos de 2015 e 2016
nos periodos do verdo e inverno, analisados na 4gua (x10?2 UFC 100mL™) e seu erro
padrdo representado pelas barras. Microrganismos: C. albicans: Candida albicans; C.



krusei: Candida krusei; C. glabrata: Candida glabrata; C. tropicalis: Candida
LU 0] o1 0% |13 OSSR 69

Figura 21: Média das densidades de colénias dos fungos filamentosos coletados na 4gua, separado
em inverno e verdo (barras indicam os erros padrdes). Unidade expressa em x10° UFC

Figura 22: Valores médios das densidades das bactérias e fungos filamentosos e seus erros
padrdes (representado pelas barras), encontrados na agua (x10? UFC 100mL™). Quadro
em destaque representa resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de
significancia (p), diferenca entre as densidades da espécie E. coli e Enterococcus sp. em
relacdo ao periodo (verdo-inverno). %¢: representa diferenca significativa. ................ 76

Figura 23: Variagdo das médias das densidades de Escherichia coli (E. coli) e Enterococcus sp.nas
amostras de areia. Média geral, média do verdo e do inverno e seus respectivos erros
padroes representado pelas barras. Expresso em x10? UFC 100mL™. Quadro em
destaque representa resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de
significancia (p), diferenca entre as densidades da espécie E. coli e Enterococcus sp. em
relacdo ao periodo (verdo-inverno). %¢: representa diferenca significativa. ................ 78

Figura 24: Valores médios das densidades de E. coli e Enterococcus sp. analisados por ano de
coleta, com unidade expressos em x10° UFC 100g?. Quadro em destaque representa
resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p) entre as
densidades da espécie E. coli e Enterococcus sp. em relacdo por ano de coleta (2015 e
2016). <+: representa diferenga SignificatiVa. ...........coocevereieininieee 79

Figura 25: Variacdo das medias das densidades de Escherichia coli (E. coli) e Enterococcus spp.
nas estacOes de verdo e inverno de 2015 e 2016 nas amostras de areia e seus respectivos
erros padrdes. Unidade expressos em X102 UFC 100g7™.........cooovvvvveeeeeeeeeeeeeeee s 80

Figura 26: Valores médios dos microrganismos analisados no sedimento (x10% UFC 100g?) e seu
erro padréo representado pelas barras. Microrganismos: C. albicans: Candida albicans;
C. krusei: Candida krusei; C. glabrata: Candida glabrata; C. tropicalis: Candida
EPOPICAIIS. ... bbbt 83

Figura 27: Valores médios dos microrganismos analisados na areia (x10% UFC 100g?) no verdo e
no inverno, e seus respectivos erros padrdes representado pelas barras. Microrganismos:
C. albicans: Candida albicans; C. krusei: Candida krusei; C. glabrata: Candida
glabrata; C. tropicalis: Candida tropicalis. Quadro vermelho em destaque representa
resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p), diferenga
entre as densidades das espécies de Candida sp. em relagdo ao periodo (verdo-inverno).
«»: representa diferenca SignificatiVa...........ccooveeriiiiiineieee e 85

Figura 28: Comparacdo da média das densidade das leveduras na areia, separado por ano e seus
respectivos erros padrBes representado pelas barras. Microrganismos: C. albicans:
Candida albicans; C. krusei: Candida krusei; C. glabrata: Candida glabrata; C.



tropicalis: Candida tropicalis. Quadro vermelho em destaque representa resultado do
teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p), diferenca entre as
densidades das espécies de Candida sp. em relacdo ao periodo (verdo-inverno). <:
representa diferenga SignifiCatiVa. .........c.ccccevv i 86

Figura 29: Valores médios das densidades do género Candida entre os verdes e invernos de 2015
e 2016 na areia, sendo expressas em x10° UFC 100g e seus respectivos erros padroes
representado pelas barras. Destaqgue no quadro para 0S microrganismos que
apresentaram valores médios baixos. Microrganismos: C. albicans: Candida albicans;
C. krusei: Candida krusei; C. glabrata: Candida glabrata; C. tropicalis: Candida
EPOPICAIIS. ... 87

Figura 30: Média das densidades dos fungos filamentosos com seus devidos erros padrdes,
comparados pela estacdo do ano (verdo e inverno). Expresso em x10* UFC 100g™. .. 89

Figura 31: Comparacdo das médias das densidades entre as bactérias E. coli, Enterococcus spp. e
dos fungos filamentosos, expressos em x10® UFC 100g™. Quadro em destaque
representa o resultados do testes estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia
(p) entre as densidades da espécie E. coli e Enterococcus spp. em relacdo a densidade
de fungos filamentosos Nas amostras de areia. ........c.ccecvevveeieriiniee s 90

Figura 32: Anélise de Correspondéncia Candnica entre varidveis ambientais mensurados e a
densidade de microrganismos na agua. Obs.: Temp. - Temperatura (°C); pH — potencial
hidrogenionico; salin - salinidade, OD - oxigénio dissolvido (mg L™) e pluvios. -
pluviosidade (mm). Enter. - Enterococcus spp; C. alb. — C. albicans; C. trop. — Candida
tropicalis; C. alb. — Candida albicans; C. glabr. — Candida glabrata. Pontos vermelhos
— VErao; PONLOS QZUIS — INVEINO. ...uveveieiieieitesie e sieete e sreestesreeseestesseeseesteeseeseessaennens 95

Figura 33: Fungos filamentosos da espécie Aspergillus sp. observadas em microscépico 6tico,
COM AUMENTO A8 400X, ...vveiieeeiieteieeie ettt sttt sttt neereanas 103

Figura 34: Fungos filamentosos da espécie Penicillium sp. observadas em microscépico 6tico,
(oto] o= VU] 1= o (oo T 000 S 104

Figura 35: Fungos filamentosos da espécie Curvularia sp. observadas em microscopico 6tico,
COM AUMENTO A€ 400X, .. veivieiieeieeie ettt be e st et e e sre e e e reaneeneas 104

Figura 36: Abundancia relativa dos géneros dos fungos filamentosos isolados da agua e da areia,
identificadas MOrfolOgICAMENTE. ........cvviiiiiiiie e 107

Figura 37: Abundancia relativa dos fungos filamentosos identificados morfologicamente das
amostras isoladas, separados €m AgUA € Areia..........cocervrverererirerineneneniseseee e 108

Figura 38: Densidade de fungos filamentosos apresentados em porcentagem (%) na agua (A) e na
areia (B) em relacéo a estacdo do ano Verdo € iNVEINO. ........cccceeveeveeeeneneenieneeeee e 109



LISTA DE TABELA

Tabela 1: Descrigdo das classificages da qualidade da agua salobra em relacdo a presenca de E.
coli na legislacdo brasileira CONAMA 375/2005. Valores expressos em UFC 100 mL-
LBRASIL, 2005)......0c0itiietiriiiretesesisieteess sttt a et benens 32

Tabela 2: Descricdo das classificacfes da qualidade da dgua em relacdo a presenca de E. coli e
Enterococcus sp. na legislacdo brasileira segundo CONAMA 274. Valores expressos
em UFC 100 ML (BRASIL, 2000). ........ccccoerrieriiirerereesisieesssseseesessssesessssesesesssnanes 33

Tabela 3: Limites das densidades de indicadores de contaminacdo fecal em aguas marinhas
recreacionais, estabelecidos por outros paises ou organizagGes. Valores expressos em
UFC 100 ML oo 34

Tabela 4: Proposta de padrfes para avaliagdo da qualidade microbiologica das areias............... 36
Tabela 5: Valores das varidveis abidticas obtidas da Baia do Araga: Geral, verdo e inverno..... 51

Tabela 6: Valores referente a classificagdo da Correlacdo de Spearman (modificado) segundo
Cabral et al. (2006)..........coveiiiiiriiie e e 60

Tabela 7: Resultado da analise estatistica de Corrrelagdo de Spearman (r) em relacdo a densidade
de microrganismos na agua em comparagao aos parametros ambientais coletados no
verdo e no inverno. (p): Nivel de significancia p<0,05. .........ccccooviernieininniiieenn 61

Tabela 8: Resultado dos testes bioquimicos das cepas isoladas de Enterococcus spp. (+ positivo,
(=0 = LAV O T B 7 T T- Vo (o) PSSRSO 63

Tabela 9: Porcentagem de Enterococcus spp. identificados pela técnica bioquimica. (n): nimero
dE CEPAS TESTAUAS. ...oveivieiiiie ettt b 63

Tabela 10: Valores resultantes do teste de Kruskal-Wallis a 95% de significancia (p) entre as
densidades das espécies de Candida sp. (Candida albicans, Candida krusei, Candida
glabrata, Candida tropiCalis)...........cccoveiiiiiiiii e 66

Tabela 11: Resultado da analise estatistica de Corrrelacdo de Spearman (r) em relacéo a densidade
de microrganismos na &gua em comparag&o as variaveis ambientais coletados no verdo
e no inverno. Nivel de significancia: P<0,05........ccccooeriiirniirniinee s 71

Tabela 12: Parametros ambientais obtidos das amostras de dgua da regido entremarés da Baia do
N Uor: PSSR 73

Tabela 13: Valores resultantes da analise estatistica da correlagdo de Spearman (r) dos fungos em
relacdo aos pardmetros abioticos, e com nivel de significancia p<0,05.................... 74

Tabela 14: Resultado da correlacdo de Spearman (r) relacionando as densidades de bactéria E.
coli e Enteococcus spp. com a densidade de fungos filamentosos. ...........cccccvvvenene. 76

Tabela 15: Porcentagem das espécies de Enterococcus spp. identificados pela técnica bioquimica.
(n) quantidades de cepas analiSadas..........ccccvvvverereeriese e 81



Tabela 16: Resultado da correla¢do de Spearman relacionando a densidade das bactérias E. coli e
Enterococcus spp. € dos fungos filamentosos. .........ccccvvvevviveic s 91

Tabela 17: Resultados do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p) entre
as densidades da espécie E. coli e Enterococcus spp. em comparando oS
compatimentos agua e areia na visdo geral, no verdo, no inverno e por ano 2015 e 2016.

Tabela 18: Valores resultantes da analise estatistica Kruskal-Wallis (KW) comparando as
densidades das Candidas albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata encontrados
na &gua e na areia, no geral, no verdo, inverno, e por ano 2015 e 2016. Nivel de
SigNIficancia de P<0,05. ..o 93

Tabela 19: Densidade em média geométrica de E. coli e Enterococcus spp. da dgua (expressos
em x102 UFC 100mL™) nos anos de 2015 e2016. Referéncias dos valores limites das
legislaces citados nas colunas da direita de bactérias estabelecidos pela legislacéo.

Tabela 20: Densidade em média geométrica de E. coli e Enterococcus spp. na agua (expressos
em x10? UFC 100mL™?) durante o periodo do verédo e inverno, e separados por ano
(2015-2016). Quantidade de amostras acima do valor estabelecido descrito em % entre
PATBINTESES. ...ttt ettt b bbb bbb r et 98

Tabela 21: Densidade de Candida na agua (expressos em x10? UFC 100mL™?) durante o verdo e
inverno no geral e nos anos estudados (2015 € 2016)........ccccccvevevieevineeiieseeiennens 100

Tabela 22: Densidade em média geométrica de E. coli e Enterococcus spp. na areia (expressos
em x10% UFC 100g™?) nos anos 2015 e 2016, e por periodo verdo e inverno.......... 101

Tabela 23: Densidade em média geométrica do género Candida na areia (expressos em x10° UFC
100g?), nos anos de 2015 e 2016 e por periodo do verdo e inverno. ...................... 102

Tabela 24: Identificacdo molecular das cepas de fungos filamentosos isolados nas amostras
coletadas na Baia do Aracé (identificaco acima de 979%). .....cccccoevvverveireninenns 106

Tabela 25: Valores obtidos do indice de Diversidade de Shannon-Wiener (H’) e Riqueza do
ambiente por Chao 1 das espécies de fungos filamentosos isolados da agua e da areia,
NoSs periodos do VErao € d0 INVEINO. .........ccuveiieireise e 112



LISTA DE ABREVIATURAS

AC — Agua Continental

ACAS — Agua Central do Atlantico Sul

APHA - American Public Health Association

CCA — Anadlise de Correspondéncia Canodnica

CETESB — Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
CONAMA - Conselho Nacional do Meio Ambiente

E. coli — Escherichia coli

Enteroc. — Enterococcus spp.

EU —European Union

GPS — Global System Position

ITS — Internal Transcribed Spacer

KW- Kruskal-Wallis

LSU — Large Subunit

NHMRC - National Health and Medical Research Council of Australia
OD - Oxigénio dissolvido

PCR — Polymerase Chain Reaction

Pfc — Proposito de formacéo de col6nias

pH — Potencial Hidrogenidnico

pluvios. - pluviosidade

PDA — Potato Dextrose Agar

salin — Salinidade

SMA — Secretaria do Meio Ambiente

SMAC - Secretaria Municipal de Meio Ambiente

TEBAR — Terminal Petrolifero Almirante Barroso

Temp. - Temperatura

UFC (CFU) — Unidade Formadora de Colonia (Colony Forming Unit)
USEPA - United States Environmental Protection Agency

VMA - Valores Maximos Admissiveis

WHO - World Health Organization



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt aan s, 17
2. OBUJIETIVOS ...ttt ettt be e 19
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......cootiiiineieeiseieee e 20
3.1. ECOSSIStEMA A& Prala......ccveviiiiiiiiiiieeee e 20
3.2. Microrganismos na agua e Nas areias de Praias .........ccoccoverererenereienennns 21
3.3. Microrganismos indicadores de contaminacao fecal ..............cccccevvevienne 22
3.4. ESChEriChia COli...ccuviiiiiiiie e 23
3.5. ENTErOCOCCUS SPP. .eviiirieiiie ettt 25
3.6. Levedura do género Candida SP. .....coeoverererieninenieiee e 27
3.7. FUNQOS FIAMENTOSOS ......eecviciece et 28
3.8. Legislacio brasileira para corpos d’agua ................ccocooooiiiiiiiiecne 31
3.9. Legislagdes internacionais estabelecidas para corpos hidricos.................. 33
3.10. ResoluGao para areias de Praias..........ccoeeererererenenieeeee e 35
4. AREA DE ESTUDO: ABAIADO ARACA .......coooieieeeeeeeeeeeeeee, 37
5. MATERIAL E METODOS.........coooiieiieeeeeeesieeesesessses s sesas s 42
5.1. Coletas e determinagfes dos parametros fiSiCo-QUIMICOS...........c.ceveveeenee. 42
5.2. Processamento de AMOSIIAS.........cccueiveiireeresie e e e se e see e nee e 43
5.3. Determinacao das densidades de Escherichia coli ............cccccceeveviiiciiennen, 43
5.4. Determinacéo da densidade de bactérias do grupo Enterococcus sp. ......... 44
5.5. Testes bioquimicos para diferenciacdo das espécies de Enterococcus spp..46
5.6. Determinacéo das densidades da leveduras e das espécies de Candida sp. 47
5.7. Determinacéo de fungos filamentosos ...........cccevieriieneene i 47
5.8. Identificacdo de fungos fIlameNntoS0S ...........coveiiiiiinie s 48
5.9. Tratamento de dados e Analise EStatiStiCa ...........ccocveveveniieneneninieen 49
6. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......coooviirieieiniieiesssis s 50
6.1. Parametros FiSiCO-QUIMICOS ........coovviiiiiiiecciie ettt 50
6.2. IMICEODIOTA. ... e 54
B.2.1.  AQUA .. ittt e e b e e nae e b e e nreeare e 54
6.2.1.1. Bactérias indicadoras de contaminacao fecal ............ccccccevvvieiieiecieiienns 54

I B O 14 To [ o = ] ] SRS SSORSSN 65



6.2.1.3.
6.2.2.
6.2.2.1.
6.2.2.2.
6.2.2.3.
6.2.3.
6.3.
6.4.
6.5.

7.

FUNQOS FIAMENTOSOS ......veivieiece et 72

SEAIMENTO ...ttt ere e be et e neenneas 77
Bactérias indicadoras de contaminagao fecal ...........cccccoviriiiiniiiincnne 77
(OF= V0T [0 F= TR o o RSOSSN 82
FUNQOS FIAMENTOSOS ......eeivieiece et 88
Comparacio Agua e SEdiMENtO ...........c.c.cueveeirveverceeseeeee e, 91
Resultados Microbioldgicos e a Legislacido nos corpos d’agua ................... 95
Resultados Microbiologicos e a Legislacdo para areias de praias ............ 100
Diversidade de fUNQOS ........coviiieieiie e 102
CONCLUSOES FINAIS ..ot ssssnes 114

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ........ooooeeeeeeeeeeeeeee e, 115



17

1. INTRODUCAO

A Baia do Araca localizado no litoral norte de S&o Paulo, por conter
remanescentes de manguezal e abrigar alta diversidade bioldgica, € uma regido de grande
importancia ambiental sujeita as diversas formas de intervencdo antrépica, como
ocupacdo populacional, dragagem, aterros, agricultura, poluicdo industrial e urbana
(GUBITOSO et al., 2008; PLDS/Araca, 2016). As comunidades desta regido dependem,
direta e indiretamente dos ecossistemas da Baia e dos ciclos bioldgicos que ali ocorrem,
0s quais, devido a proximidade da cidade de Sdo Sebastido e do Porto de So Sebastido,
acabam sendo impactados pelos efluentes gerados e langados no ambiente, incluindo o
despejo de esgotos domésticos (AMARAL et al., 2010).

O langamento de efluentes domésticos parcialmente tratados ou sem tratamento,
na Baia do Araca, implica em risco a salde da comunidade que utiliza essa agua
contaminada para recreacdo de contato primario ou para obtencdo de alimentos
(CERUTTI; BARBOSA, 1996).

Deste modo, é de fundamental importancia para manutencao da satde humana e
ambiental, monitorar os efeitos das acdes antropicas a fim de manter a qualidade deste
ambiente (GUBITOSO et al., 2008; AMARAL et al., 2010; PLDS/Araca, 2016).

A determinacdo da densidade de microrganismos indicadores de contaminacéo de
origem fecal tais como da bactéria Escherichia coli e as do grupo Enterococcus spp. nos
diversos compartimentos da Baia, € fundamental para monitorar a qualidade do ambiente
e da salde da populacdo tendo em vista que sua presenca indica o risco da presenca de
outras bactérias e microrganismos patogénicos (BRASIL, 2005).

Atualmente as bactérias do género Enterococcus spp. sd@o consideradas como
melhor indicador de qualidade microbiol6gica para dgua e sedimentos provenientes de
ambientes salinos e salobros devido a sua alta sua capacidade de sobrevivéncia em
ambientes com presenca de sal (CABELLI et al., 1983; BRASIL, 2000; WHO, 2003;
BOEHM; SASSOUBRE, 2014).

Adicionalmente, os fungos presentes nos sedimentos marinhos e estuarinos, além
de ter um importante papel na dindmica da cadeia alimentar, na ciclagem de materiais e,
também, na decomposi¢do da matéria organica produzida pelos produtores primérios ali
presentes (HILL et al., 2000; ANDREOTE et al., 2012), podem, no caso de algumas
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espeécies de leveduras (e.g. Candida spp.), ser importantes indicadores da qualidade do
ambiente. Existe uma grande diversidade de leveduras em ambientes aquéaticos e, segundo
HAGLER et al. (1995), boa parte destas tem origem a partir de ambientes terrestres
incluindo os esgotos domésticos. De fato, as espécies de Candida tém sido observadas
em ambientes que recebem grande quantidade de esgoto doméstico, tendo sido muitas
vezes utilizadas como indicadoras de contaminagdo fecal, principalmente para
sedimentos (MEDEIROS, 2002; PINHATA, 2007; PEREIRA et al.,, 2011; PINTO;
OLIVEIRA, 2011).

Vaérios estudos demostraram a correlacdo entre a ocorréncia de leveduras em
ambientes aquéticos e a presenca de bactérias indicadoras de poluicdo fecal
(ARVANITIDOU; KANELLOU; VAGIONA, 2005; HAGLER, 2006; PINHATA, 2007,
PINTO; OLIVEIRA, 2011; OLIVEIRA, 2016) e, devido a isto, as leveduras tem sido
utilizadas também como indicadoras de contaminacdo fecal para avaliacdo da qualidade
das aguas recreacionais (HAGLER, 2006), como um complemento as contagens de E.
coli e Enterococcus spp.

Esta pesquisa esta vinculada ao Projeto Biota Tematico da FAPESP:
Biodiversidade e Funcionamento de um Ecossistema Costeiro Subtropical que tem como
objetivo entender o funcionamento da regido costeira, sua dindmica, sustentabilidade e

diversidade, resultando em uma anélise e descricdo integrada da regido.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a qualidade microbioldgica das
aguas e sedimentos da Baia do Aracad por meio da determinacdo das densidades das
bactérias Escherichia coli, Enterococcus spp. e da presenca de espécies de Candida spp.
e sua relagdo com os parametros ambientais. Neste sentido, 0s objetivos especificos

foram:

e Determinar as varia¢des das densidades de bactérias indicadoras de contaminacao
fecal em &guas e sedimentos da Baia do Aracad (Sdo Sebastidao/SP) e avaliar a
qualidade microbioldgica de acordo com as Legislacdes vigentes;

e Identificar as espécies de Enterococcus isoladas da dgua e do sedimento coletados
da Baia do Araca.

e Avaliar as densidades e diversidade de fungos filamentosos na agua e no
sedimento através de métodos morfofisioldgicos e moleculares;

e Avaliar a relacdo entre as densidades de bactérias e de fungos;

e Estabelecer uma relacéo existente entre as variaveis fisico-quimicas (e.g. oxigénio
dissolvido (OD), pH, temperatura e salinidade) e as densidades de Escherichia

coli, Enterococcus spp. e Candida spp..
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Ecossistema de praia

A costa brasileira abrange a porcéo tropical e subtropical do Atlantico Sul, e tém
sido reconhecida como uma importante area de elevada diversidade de organismos
aquaticos, representando uma das areas prioritarias para conservacao da biodiversidade
do Oceano Atlantico (MMA, 2010; LONGO; AMADO FILHO, 2014). Dentre 0s
ecossistemas que ocorrem na zona costeira estdo os manguezais, recifes, dunas, restingas,
praias, costdes rochosos, lagoas, marismas e estuarios (MMA, 2010).

Neste ambiente costeiro entremarés estao situadas as praias que sdo contiguas aos
mares, oceanos, estuarios e outros corpos hidricos (MMA, 2010). Diversos fatores
interagem e determinam a dindmica especifica de cada praia, dentre eles a granulometria
do sedimento, padrdo de circulacdo, correntes e marés, inclinacdo da praia dentre outros
(VELOSO; CARDOSO; FONSECA, 1997). O ambiente sofre influéncia das variacoes
fisico-quimicas e bioldgicas, podendo ser classificado conforme a sua caracteristica
ambiental e abrigando vérios ecossistemas dindmicos e complexos, sendo muitas vezes
dificil localizar e definir seus limites com precisdo (MMA, 2010).

As praias sdao ambientes importantes ecologicamente pela riqueza bioldgica,
intimamente ligado as caracteristicas geomdrficas no qual processos fisico, quimico e
bioldgico afetam no depoésito sedimentar, alterando a sua estrutura e textura (BOGGS,
1995), juntamente com a circulacdo hidrodindmica (FURTADO, 1995).

A sedimentacdo do canal de Sdo Sebastido esta ligada a hidrodinamica, sendo que
na face continental ocorrem o depdsito de materiais mais finos, enquanto no eixo do canal
encontram sedimentos mal selecionados (FURTADO, 1995). Estes sedimentos
constituem depdsitos de areias acumuladas pelos agentes de transporte fluvial ou marinho,
apresentando uma largura variavel em fungédo da maré (PRATES; GONCALVES; ROSA,
2012).

Outro aspecto importante do ambiente de praias € a existéncia de um gradiente de
estresse por temperatura e dessecagdo, no sentido perpendicular a linha d’4gua, isto &,
guanto mais perto da agua, mais rica e densa é a comunidade e gquanto mais longe da agua,

mais varidvel € a temperatura e mais seco o ambiente (CETESB, 2007).
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O litoral norte de S&o Paulo apresenta planicie litoranea estreita, com inimeras
praias intercaladas por costdes rochosos (LAMPARELLI et al., 1999), possuindo um total
de 184 praias, a maioria com extensao inferior a 1 km (CETESB, 2017).

Encontra-se neste ambiente uma extensa atividade antropica como turismo,
esportes nauticos, navegacdo, pesca a maricultura entre outras atividades, que provocam
sua deterioragdo causando impactos ao meio marinho (LAMPARELLI, 2006). Portanto,
a qualidade das aguas costeiras, principalmente das praias, sdo bastante influenciadas
pelas condicdes de saneamento basico existentes nas cidades litoraneas, tornando-se
bastante comum encontrar o aporte de esgotos domesticos em muitos locais (SATO et al.,
2005).

A balneabilidade das &guas das praias vém sendo analisada e monitorada seguindo
critérios estabelecidos, baseado nas densidades de indicadores microbiolégicos para que
possam identificar as suas condi¢fes de qualidade ambiental (BRASIL, 2000). A
preocupacdo com a contaminacgdo ndo s6 da &gua, mas das areias vém aumentando ao
longo dos anos devido a disposi¢do inadequada de lixo, descarte de efluentes sem
tratamento que sdo carreadas pela agua da chuva para as praias (VALDEZ; GROSBELLI,
2012; OLIVEIRA, 2016).

3.2. Microrganismos na dgua e nas areias de praias

As bactérias podem ser encontradas nos mais variados tipos de ambientes
terrestres e aquaticos, podendo ser em locais aparentemente indspitos, como sob
temperaturas elevadas ou em frio extremo (ZHANG et al., 2007).

As bactérias sendo de menor tamanho que os fungos, algas e protozoarios, ocupam
uma maior variedade de nichos e sdo fundamentais para o funcionamento destes
ambientes, participando dos ciclos do carbono, ciclo do nitrogénio (ABRAHAM et al.,
2004), servindo de alimento para organismos de maior tamanho participando de teias
alimentares (THOMAZ, 1999; FENCHEL, 2008; ANDRADE, 2015) e como
decompositores primarios de matéria organica (LOKA-BHARATHI; OAK;
CHANDRAMOHAN, 1991).

Estes ambientes aquaticos sdo utilizados para vérias atividades e distintas

finalidades, dentre elas o abastecimento de &gua, irrigacdo, recreacdo, navegacao,
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aquicultura entre outros (LOPEZ-PILA; SZEWZYK, 2000; LEBARON et al., 2005). A
contaminacdo desses ambientes ocorre principalmente pelo descarte de residuos e
efluentes liberados indiscriminadamente, favorecendo o aumento de microrganismos
patogénicos na agua, nas areias e nos animais aquaticos utilizados como alimento, o que
pode acarretar doencas e prejudicar a saude dos usuarios e do ambiente (ALM; BURKE;
SPAIN, 2003; ALERJ, 2006; ANDRAUS, 2006; OLIVEIRA; PINHATA, 2008; PINTO;
OLIVEIRA, 2011; MELO, 2015; ZAMPIERI et al., 2017).

O sedimento marinho foi reconhecido como importante local para a atividade
microbiana nas zonas costeiras (DANOVARO et al., 2000; MORENO et al., 2006),
podendo apresentar uma rica diversidade microbiana, sendo 91% da biomassa
compreendida por bactérias e fungos (ALONGI, 2002).

Maiores densidades e diversidades bacterianas ocorrem nos primeiros 3 a 5cm do
sedimento pois, a medida que a profundidade do sedimento aumenta, diminui a
concentracdo de oxigénio presente principalmente por causa da textura fina e da matéria
organica presente (SHERMAN; FAHEY; HOWARTH, 1998). Apesar da granulometria
influenciar na densidade microbiana, os sedimentos mais finos e arredondados dificultam
a adesdo dos microrganismos (OLIVEIRA et al., 2007). Zampieri (2015) relatou que nos
sedimentos de granulometria fina e muito fina da Baia do Araca houve grande quantidade
de matéria organica e que este fator pode ter acarretado na elevada densidade microbiana
encontrada.

Em relacdo a presenca de fungos filamentosos no ambiente, estudos descrevem
que estes microrganismos sdo importantes tanto nos sedimentos, incluindo aqueles de
praias, quanto na agua, pelo seu papel na decomposicdo da matéria organica detritica de
plantas e animais (CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 2001; JONES et al., 2009)

3.3. Microrganismos indicadores de contaminagéo fecal

A agua é essencial para todo ser vivo e a necessidade por boa qualidade tem se
acentuado devido ao aumento da poluicdo hidrica (CABRAL, 2010). Muitas cidades
localizadas em zonas costeiras ndo dispdem de infraestrutura de saneamento basico
adequada para acompanhar o crescimento da populacéo e o consequente aumento da

carga de efluentes organicos, que acabam sendo lancados in natura no ambiente



23

(MENDONGCA-HAGLER; VIEIRA; HAGLER, 2001; SATO et al., 2005; ROHDEN et
al., 2009).

A 4gua que recebe esgotos domésticos pode servir como veiculo de diversos
microrganismos, incluindo patdégenos. A presenca de tais microrganismos podem
ocasionar tanto através da ingestdo, quanto pelo contato direto durante atividades
recreacionais, podendo ocasionar diversos tipos de doencas, desde as do trato
gastrointestinal, até dermatites, otites (GERMANO; GERMANO, 2001; COSTA et al.,
2003; ANA, 2014). Nas praias com alta incidéncia de contaminacdo fecal pode ser um
risco para salide somente o contato ou exposi¢do com este ambiente, provocando diarreia,
nausea e vomito (LAMPARELLI; SATO; BRUNI, 2003).

Deste modo, é evidente a necessidade de monitorar a qualidade microbioldgica
das aguas e de outros compartimentos, tais como 0s sedimentos e os alimentos de origem
marinha, de maneira a garantir a qualidade ambiental e a salde dos que utilizam estes
ambientes e/ou seus recursos (OLIVEIRA et al., 2007; PINHATA, 2007; REGO, 2010;
PINTO; OLIVEIRA, 2011; MELO, 2015; OLIVEIRA, 2016; ZAMPIERI et al., 2017).

Tendo em vista a grande diversidade de patdgenos que podem estar presentes em
aguas e sedimentos contaminados, a analise da presenca de todos 0s microrganismos é
invidvel devido ao tempo e ao custo de tais analises. Sendo assim a qualidade
microbioldgica € determinada pela anélise de bactérias indicadoras de contaminacédo fecal.
Os indicadores mais comumente usados para avaliacdo da qualidade microbioldgica de

aguas sao as bactérias do género Enterococcus spp. € E. coli.

3.4. Escherichia coli

Bactéria bacilo Gram negativo, pertencente a familia Enterobacteriaceae
caracterizada pela atividade da enzima 3-galactosidase e B-glicuronidase, néo esporulada,
aerobia facultativa, fermenta lactose e manitol com producdo de acido e gas. Em sua
maioria movimenta-se por flagelos peritriquios, cresce em meio complexo a 44-45°C, e
produz indol a partir do aminoéacido triptofano (BRASIL, 2000; BRASIL, 2001; BRASIL,
2005).

As coldnias de E. coli apresentam cerca de 1 a 3mm de didmetro quando cultivadas

em meios solidos, podendo apresentar aspecto rugoso, grosseiro e com contornos
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irregulares, ou aspecto liso com coldnias lisas, convexas, brilhantes e com bordas
regulares (MURATORI et al., 2000).

O género Escherichia compreende as espécies E. coli, E. blattae, E. fergusonii,
E.hermanii, E. vulneris, no entanto, a principal espécie de importancia patogénica é a E.
coli (CAMPOS; TRABULSI, 2002; BARNES et al., 2003; QUINN et al., 2005).

De acordo com Kaper e colaboradores (2004) esta espécie compreende grande
namero de grupos e tipos de sorotipos, sendo que a maioria faz parte da microbiota
comensal do intestino dos seres humanos e outros animais homeotérmicos. No entanto
certos sorotipos sdo patogénicos para 0 homem e para outros animais, ndo sendo
considerados como integrantes da microbiota intestinal (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004; KONEMAN et al., 2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Sua incidéncia tem
sido relacionada com doencas do trato digestivo e infeccBes em casos de eventual
desequilibrio do seu habitat natural, que podem variar, desde formas benignas até formas
que podem ser mortais, dependendo de fatores como o tipo de cepa patogénica, a
susceptibilidade do paciente e o grau de exposi¢do (BRASIL, 2004; KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004; KONEMAN et al., 2008).

Considerada a representante do grupo dos coliformes termotolerantes (bactérias
com capacidade de crescer a temperatura de 44-45°C), a contagem de E. coli vem sendo
extensivamente utilizada nos monitoramentos de qualidade microbioldgica das aguas. A
resolucdo CONAMA n° 357 (BRASIL, 2005) afirma que a E. coli pode substituir o
parametro de coliformes termotolerantes, por serem restritas ao trato intestinal de animais
homeotérmicos. Diversos autores consideram este microrganismo como mais
significativo que os coliformes totais para expressar poluicdo ambiental de origem fecal
(LOPEZ-PILA; SZEWZYK, 2000; ALM; BURKE; SPAIN, 2003; MELO, 2015).

As técnicas de detecgdo de E. coli sdo préticas e relativamente rapidas, com varios
métodos disponiveis, dentre eles: tubos maltiplos, contagem em membranas filtrantes e
utilizacdo de substratos cromogénicos (EDBERG; ALLEN; SMITH, 1988; FRANCO;
LANDGRAF, 2003; SOUZA; DANIEL, 2008).

No ambiente marinho, existem condi¢6es bem diferentes daquelas encontradas no
trato gastrointestinal, que s&o estressantes a E. coli, sendo o principal deles a salinidade.
Esta caracteristica motiva a busca por novos indicadores de contaminacdo fecal para
ambientes salinos e salobros (PINHATA, 2007; OLIVEIRA, 2016).
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3.5. Enterococcus spp.

Este género compreende bactérias cocos Gram-positivos que ocorrem isolados,
aos pares ou em pequenas cadeias. S&o anaerobios facultativos, alguns sdo moveis e a
temperatura 6tima de crescimento é de 36°C +1°C (FATTAL etal., 1987; BRASIL, 2000).

Os Enterococcus spp. sao comensais e estdo presentes no trato gastrointestinal
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012), constituindo uma pequena propor¢ado da microbiota
intestinal, cerca de menos de 1% (FINEGOLD; SUTTER; MATHISEN, 1983; SGHIR et
al., 2000).

Dentre as 36 espécies descritas pertencentes ao género Enterococcus sp., E.
faecalis é citada como a espécie dominante, seguida por E. faecium, E. hirae, E. avium e
E. durans (RUOFF et al., 1990). Dentre essas espécies, E. faecalis e E. faecium estdo
presentes em fezes humanas (ANDRE et al., 2005).

Nas fezes de adultos saudaveis ha elevadas concentracdes de E. faecalis, enquanto
que E. faecium é encontrado em menores concentracdes (HAYDEN et al., 1993). Layton
et al. (2010) cita em seu trabalho que apesar da concentragéo de E. faecium ser menor nas
fezes humanas, sua presenca foi detectada em 100% das amostras que analisou, enquanto
E. faecalis esteve presente em somente 78%. Estas podem ser patogénicas quando
encontrados fora do seu habitat natural, causando infecgdes urinarios e infeccbes em
feridas (SCOTT et al., 2002; HENRIQUE, 2007), sendo E. faecalis responséavel por
aproximadamente quase 90% das infeccBes humanas, enquanto que E. faecium é
responsavel por apenas 5% das infecgdes enterocdcicas (RUOFF, 1995; TAVARES,
2000).

Na década de 90, eram conhecidas aproximadamente 36 espécies de Enterococcus
spp., sendo que 26 sdo associadas a infec¢cdes humanas (FACKLAM; COLLINS, 1989;
RUOFF et al., 1990; GORDON et al., 1992). Atualmente sdo 54 espécies descritas
(EUZEBI, 2017), sendo a espécie E. faecalis considerada a patdgena humana mais
comum (MURRAY, 1990; NASER et al, 2005; CATTOIR; LECLERCQ, 2013), uma das
mais isoladas em ambientes marinhos (BOEHM et al., 2002; KORAJKIC; BROWNELL;
HARWOOD, 2011).

Até meados da década de 1990, E. faecalis representava 90-95% dos isolados
clinicos e a infeccdo por E. faecium era rara (HUYCKE; SAHM; GILMORE, 1998).



26

Desde entdo, a proporcdo de isolados de E. faecium aumentou, em grande parte devido a
disseminacdo de resisténcia a antibidticos, particularmente vancomicina e ampicilina
(ARIAS; MURRAY, 2012; GILMORE; LEBRETON; VAN SCHAIK, 2013).

Dentre outras espécies associadas a infeccbes humanas podem ser citados
Enterococcus gallinarum, E. casseliflavus, E. avium, E. cecorum, E. durans, E. hirae, E.
malodoratus, E. mundtii, E. pseudoavium e E. raffinosus (FACKLAM; COLLINS, 1989;
GORDON et al., 1992; MELLMAN; SPISAK; BURAKOFF, 1992; VAN GOETHEM et
al., 1994; DE BAERE et al., 2000).

Caracterizam-se pela alta tolerancia as condi¢des adversas ao seu crescimento,
como a capacidade de sobreviverem na presenca de 6,5% de cloreto de sodio
(halotolerantes), em pH 9,6 e crescem em ampla faixa de temperatura (de 10° a 45°C)
(BARTRAM; REES, 2000; BRASIL, 2000; FORSYTHE, 2002). Tém sido utilizadas
como as indicadoras de contaminacéo fecal mais adequada para os ambientes marinhos e
salobros (ANDREA et al., 2002; NOBLE et al., 2003; OLIVEIRA; PINHATA, 2008;
OLIVEIRA, 2011; PINTO; ZAMPIERI et al., 2017).

Sendo assim, altas densidades de Enterococcus spp. em aguas marinhas e salobras
indicam a ocorréncia de contaminacao fecal, o que pode colocar em risco a saude dos
banhistas e de usuérios de praias (CABELLI, 1983; OLIVEIRA; PINHATA, 2008;
PINTO; OLIVEIRA, 2011; PINTO; PEREIRA; OLIVEIRA, 2012; ANDRADE, 2015;
ZAMPIERI et al., 2017).

A Resolucdo CONAMA n° 274/2000 que dispde sobre a qualidade das aguas
recreacionais, quando utilizado mais de um indicador microbiolédgico, as aguas serdo
avaliadas de acordo com o criterio mais restritivo. Os padrdes referentes aos Enterococcus
aplicam-se somente para as aguas marinhas conforme legislacdo brasileira (BRASIL,
2000). Choi et al. (2003) verificaram que além de terem sobrevivido por mais tempo,
Enterococcus spp. se apresentaram mais resistentes aos processos de tratamento de
efluentes quando comparados a E. coli, havendo boa correlacdo destes microrganismos

com a presenca de outros microrganismos patogénicos.



27

3.6. Levedura do género Candida sp.

As leveduras Candida spp. pertencem a familia Cryptococcaceae, apresentam
formato oval com brotamento Unico, alguns podem aparecer como brotamentos
alongados, formando pseudo-hifas (KURTZMAN; FELL, 1998; LEVINSON; JAWETZ,
2005; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Sado predominantemente unicelulares,
imoveis, na sua maioria sapréfitos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Crescem na
faixa de temperatura preferencialmente entre 18°C e 45°C (KURTZMAN; FELL, 1998).
As leveduras sdo microrganismos encontrados tanto em ambientes aquaticos como
terrestres, sendo em sua maioria saprofitas e algumas parasitas oportunistas (BRANDAO
et al., 2010).

Por serem facilmente cultivadas, estes microrganismos estdo entre os eucariotas
mais bem estudados em seus aspectos genéticos, fisio, morfo e tecnoldgicos. Estas
leveduras vém sendo amplamente estudadas em ambientes aquaticos, sendo a Candida
sp. amais comum (HAGLER et al., 1995; MORAIS et al., 1996; PECANHA et al., 1996;
MEDEIROS, 2002; PINHATA, 2007; PINTO; OLIVEIRA, 2011).

Hagler e Ahearn (1987) descreveram que a contagem das leveduras em lagos
poluidos foram maiores em relacdo aos ndo poluidos, destacando uma correlacdo entre 0s
niveis de poluicdo organica e a populacdo de leveduras. Foi observada uma grande
diversidade de leveduras em todos os estagios de tratamento de esgoto (COOKE;
MATSUURA, 1963; COOKE, 1965).

As leveduras do género Candida podem ser encontradas em varios ambientes,
como a agua e solo, alimentos e na microbiota natural do trato gastrointestinal de homens
e animais (YANONG, 2003; KUTTY; PHILIP, 2008; BRILHANTE et al., 2011;), e
podem comportar-se como um patdgeno oportunista (HAGLER; AHEARN, 1987). A
contamina¢do microbiologica por bactérias e Candida albicans nos ambientes é
provocada por efluentes domésticos lancados sem tratamento (BRANDAO et al., 2010).

Existem pelo menos 20 espécies de Candida spp. capazes de provocar doenga em
humanos (CDC, 2017). Leveduras como Candida tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei,
C. guilliermondii e C. glabrata, muitas vezes isoladas de ambientes aquéticos, tém sido

frequentemente relatadas como agentes etioldgicos da candidiase (BRANDAO et al.,
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2010). Odds (1988) relata como isolada do trato gastrointestinal humano as espécies:
Candida albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. parapsilosis e C. tropicalis.

A espécie Candida albicans se destaca dentre as outras leveduras (CALDERONE,
2002; SAMARANAYAKE et al.,, 2002; SILVA et al., 2012; BONDARYK;
KURZATKOWSKI; STANISZEWSKA, 2013), sendo frequentemente isolada em
infeccdes (LIM et al., 2012; SILVA et al., 2012; BONDARYK; KURZATKOWSKI,
STANISZEWSKA, 2013; SARANYA et al., 2014). Este género também foi identificado
como causador de fungemia nosocomial entre os hospedeiros imunocomprometidos e
imunodeprimidos (MAGANTI, 2011).

Devido a incidéncia de micoses e infec¢bes bacterianas contraidas por pessoas
frequentadores das praias e que utilizam suas areias como local de recreacdo, as
autoridades publicas e pesquisadores tem se preocupado com a contaminacao destas
areias (CABELLI et al., 1983; MENDES; NASCIMENTO; OLIVEIRA, 1993;
PEREIRA et al., 2011; PINHATA, 2007). Existe um consenso mundial a respeito das
areias das praias serem indicados como uma fonte de potencial de contaminacgdo por
patégenos (MENDES; NASCIMENTO; OLIVEIRA, 1993; PAPADAKIS et al., 1997).

3.7.  Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos constituem um grupo de organismos eucariéticos,
heterotroficos, imdveis, multicelular que se reproduzem sexualmente e assexuadamente
via esporos (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996; BLACKWELL;
SPATOFORA, 2004; MARGULIS; CHAPMAN, 2009; TORTORA; FUNKE; CASE,
2012), sendo a maioria terrestre, mas encontrados também em ambiente aquéatico
(MARGULIS; CHAPMAN, 2009).

Estes organismos desempenham um papel importante nas vias de decomposi¢éo
da matéria organica presente no ecossistema (JONES et al., 2009). A diversidade de
especies fungicas no mundo varia de acordo com a localidade (latitude, longitude e
altitude) e com a profundidade (no caso de ecossistemas aquaticos) e ressalta-se a
tendéncia de encontrar maior diversidade nos trépicos (SHEARER et al., 2007). Gutiérrez

et al. (2010) descreveram a distribuicdo vertical da biomassa fungica no ecossistema
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marinho, resultando alta diversidade biolégica nas camadas superficiais do sedimento
marinho.

Os fungos filamentosos formam massas visiveis chamadas de miceélios
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012), que se estabelece e torna-se capaz de crescimento
e persisténcia ilimitados (ZAK; WILLIG, 2004). Os micélios sdo constituidos por longos
filamentos (hifas), septados ou ndo, que se ramificam e permanecem interconectados,
tornando possivel a comunicacdo intercelular e o sustento dos esporos reprodutivos
(CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 2001; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012)
(Figura 1A).

A sobrevivéncia da micobiota, sua diversidade e sua composi¢do no ambiente
aquatico podem ser influenciadas por fatores abidticos como a temperatura, salinidade,
oxigénio dissolvido (OD), disponibilidade e diversidade de substratos (JAITLY; RAI,
1982; JAITLY, 1987; TUCCI; MENDES, 2006; RAGHUKUMAR, 2008) além da
granulometria do sedimento (ROITMAN; TRAVASSOS; AZEVEDO, 1991). A
comunidade fangica é influenciada pelas varidveis abidticas, tais como pH, oxigénio
dissolvido (OD), fosfatos totais dissolvidos (HAGLER et al., 1986; FUJITA;
KOMEMUSHI; YAMAGATA, 1987; ROSA et al., 1995; MORAIS et al., 1996), elevada
temperatura e umidade (SHEARER et al., 2007). A maioria dos fungos é aer6bia ou
microaerdfilas, embora algumas espécies mostrem um metabolismo anaerébio limitado e
poucos sdo capazes de crescimento totalmente sem oxigénio (TABAK; COOKE, 1968;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Os fungos mais frequentemente isolados nas praias sdo do género Aspergillus e
Penicillium (LARRONDO; CALVO, 1989; PAPADAKIS et al., 1997; OLIVEIRA et al.
2011; GOMES et al., 2008). As espécies de fungos do género Aspergillus apresentam
caracteristicas microscépicas como as hifas septadas, conidiéforos nao ramificados e
célula podal de base. Conidioforo alargado e arredondado no topo, formando uma
vesicula volumosa coberta de fialides e destas fidlides, cadeias de conidios de formagéo
basipétala (RAPER; FENNELL, 1977; KLICH, 2002; HOUBRAKEN; DEVRIES;
SAMSON, 2014) (Figura 1B). Os fungos do género Penicillium apresenta hifas septadas
com conidiéforos que podem ser ramificados ou ndo, possuindo métula (estrutura

secundaria do conidioforo), que suporta a fidlide e esta apoia cadeias ramificadas de
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conidios arredondados de formacao basipétala (PITT, 1985; HOUBRAKEN; DEVRIES;
SAMSON, 2014) (Figura 1C).
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Figural: Algumas estruturas dos fungos filamentosos observados microscopicamente.

Estes microrganismos geralmente sdo adaptados a condigdes adversas, portanto,
possuem capacidade de sobreviver em diversos ambientes e em diversos substratos, como
agua, solo, vegetal e em materiais organicos em decomposi¢cdo (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012). Mendes et al. (1998) pesquisaram presenca de fungos em areias imidas e
secas de 12 praias de Lisboa e Vale do Tejo (Portugal) e descrevem que a presenca e 0s
niveis de fungos podem ter relacéo direta e indireta de residuos/detritos trazidos pela marée
ou deixados por banhistas. A presenca de fungos nas aguas e areias das praias foram
citados por Ghinsberg et al., (1994) e Maier et al., (2003), em que citam a importancia do
monitoramento da qualidade da dgua e da areia, por ser uma possivel fonte de contagio
destes microrganismos.

Segundo Organizacdo Mundial da Sadde (WHO, 2003), tém sido encontrados
freglientemente no ambiente como saproéfitas e podem atuar como patdgenos oportunistas,
especialmente em pacientes imunocomprometidos. Espécies patogénicas foram
detectadas vindas principalmente de areas poluidas (WALSH et al., 2004).

Os fungos sé@o encontrados em todos os ambientes, produzindo diversos tipos de
enzimas, crescendo sobre os mais diversos substratos e até em condi¢cGes ambientais
extremas (RICKLEFS, 2003). Alguns fungos sdo produtores de enzimas com potencial
para degradacdo de varios substratos, sendo isolados de diversos ambientes e 0s géneros
mais frequentes sdo Penicillium e Verticillium, além de Aspergillus que é responsavel

pela assimilacdo de hidrocarbonetos (ATLAS, 1981), degradando poluentes da &gua e do
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solo para formas menos prejudiciais ao ambiente (VIDALI, 2001; NOVOTNY et al.,
2004; PASSOS et al., 2009).

3.8. Legislacio brasileira para corpos d’agua

No Brasil existem leis especificas para avaliacdo e monitoramento da qualidade
dos mais diversos tipos de agua. Diretamente relacionadas a este trabalho estdo a
Resolucdo CONAMA 357 de margo de 2005 que dispOe sobre a classificagdo dos corpos
de agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as
condicdes e padrbes de lancamento de efluentes e a Resolucdo CONAMA 274 de
novembro de 2000 que define os critérios de balneabilidade em aguas brasileiras.

A CONAMA n°357 de 2005 considera que a classificacdo das aguas em doces,
salobras e salinas € essencial a defesa dos niveis de qualidade das mesmas, 0s quais devem
ser avaliados por variaveis fisico-quimicos e microbiologicos sendo que alguns destes
podem ser especificos para cada tipo de agua e também variam de acordo com uso a que
se destinam. Nesta resolucédo estdo definidos os variaveis e os indices de qualidade para
os diversos tipos de aguas e seus usos, de forma a assegurar as condi¢cGes necessarias ao
uso seguro dos corpos de adgua pelos seres vivos (BRASIL, 2005).

De acordo com a resolucdo foram adotadas as definicGes de agua doce para agua
com salinidade abaixo a 0,5; agua salobra para dguas com salinidade superior a 0,5 e
inferior a 30 e aguas salinas para salinidade acima de 30. As aguas salobras, sdo
classificadas em classes de 1 a 3 e especial, sendo a classe especial destinada a
preservacao dos ambientes aquéaticos em unidades de conservacdo de protecdo integral
(BRASIL, 2005).

A Classe 1 abrange as &4guas destinadas a recreacao de contato primario, protecdo
de comunidades aquaticas, a aquicultura e atividade de pesca, ao abastecimento para o
consumo humano apoés o tratamento convencional ou avangado e a irrigacdo. Os limites
e parametros estabelecidos para a qualidade da dgua desta classe s&o: carbono organico
total até 3 mg/L; oxigénio dissolvido ndo inferior a 5 mg/L O2; pH entre 6,5 a 8,5; éleos
e graxas, materiais flutuantes, substancias que produzem cor, odor e turbidez, residuos

solidos objetaveis, todos virtualmente ausentes.
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Os limites para as densidades de bactérias indicadoras de contaminacéo fecal, E.
coli e Enterococcus sp, variam conforme a destinacdo da agua e estas sdo calculadas
através da média geométrica. No caso do seu uso para recreacdo de contato primério, a
Legislacdo pertinente deixa de ser a CONAMA 357/2005 e passa a ser a CONAMA
274/2000, que define os padrbes para avaliacdo da balneabilidade das aguas. Para os
demais usos, os limites e parametros sdo os estabelecidos pela Resolugdo CONAMA 357

como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1: Descricdo das classificagbes da qualidade da dgua salobra em relagdo a presenca de
E. coli na legislacdo brasileira CONAMA 375/2005. Valores expressos em UFC 100 mL?
(BRASIL, 2005).

PROPRIA classificacio E. coli

classe 1 para uso excelente méaximo de 200

recreativo (CONAMA muito boa méaximo de 400

Agua 274/2000) satisfatéria ~ maximo de 800

salobra classe 1 para uso geral naximo de 1.000
classe 2 naximo de 2.500
classe 3 naximo de 4.000

Para Classe 2, destinada a pesca amadora e recreacdo de contato secundario, 0s
parametros e limites (que diferem da Classe 1) sdo OD ndo inferior a 4 mg/L de Oz e a
média geométrica de E. coli até 2.500 UFC (Unidade Formadora de Col6nia) por 100mL
(Tabela 1) em 80% ou mais de pelo menos 6 amostras coletadas durante o periodo de um
ano, com frequéncia bimestral.

Para as aguas destinadas a navegacdo e harmonia paisagistica (Classe 3), o pH
deve ser entre 5 a 9; OD néo inferior a 3 mg/L O2; e a densidade de E. coli ndo devera
exceder um limite de 4.000 UFC por 100 mL (Tabela 1) em 80% ou mais de pelo menos
6 amostras coletadas.

A Resolucdo 274/2000 considera as densidades das médias geométricas nédo
somente de E. coli como também a densidade de Enterococcus sp., como parametros para
avaliacdo da qualidade das aguas. A Tabela 2 mostra os limites dos valores de referéncia

que classificam a agua analisada como impropria ou propria para uso em atividades de
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lazer de contato primario (BRASIL, 2000). Para classificacdo das aguas como improprias
para atividades de contato primario, pode ser adotado também o critério em que se a
ultima amostragem resultar em valor superior a 2.000 de E. coli ou 400 de Enterococcus
sp. por 100 mL da amostra (BRASIL, 2000).

Tabela 2: Descrigdo das classificacdes da qualidade da 4gua em relagdo a presenca de E. coli e
Enterococcus sp. na legislagdo brasileira segundo CONAMA 274. Valores expressos em UFC
100 mL* (BRASIL, 2000).

E. coli Enterococcus sp

maximo de 200 em 80%  maximo de 25 em 80%
Excelente ) )
OuU mais amostras ou mais amostras

) _ méaximo de 400 em 80%  maximo de 50 em 80%
PROPRIA  Muito boa ) )
OuU mais amostras Ou mais amostras

_ . maximo de 800 em 80% maximo de 100 em 80%
Satisfatoria ) ]
Ou mais amostras OuU mais amostras

superior a 800 em mais de  superior a 100 em mais
i 20% do amostras de 20% do amostras
IMPROPRIA _ o _ o
maior que 2000 na ultima maior que 400 na Gltima

amostra amostra

Cabe ressaltar que a Resolugdo CONAMA 357/2005 classifica os corpos d’aguas
analisando parametros fisico-quimicos e microbioldgicos, como a presenca de
cianobactérias e E. coli, mas ndo menciona o uso de leveduras e de bactérias do género
Enterococcus sp. como indicadores. Em relacdo as leveduras, o0 mesmo ocorre na
Resolugdo CONAMA 274, a qual ndo menciona estes microrganismos como possivel
indicador de qualidade. Quando for utilizado mais de um indicador microbioldgico, as

aguas terdo as suas condicOes avaliadas, de acordo com o critério mais restritivo.

3.9. Legislacdes internacionais estabelecidas para corpos hidricos

Cada pais possui politicas e diretrizes com valores estabelecidos de organismos
indicadores fecais em aguas marinhas costeiras e de transicdo. A Tabela 3 apresenta
alguns parametros utilizados por outros paises em relacdo as densidades de E. coli e

Enterococcus spp. para uso recreacional, calculadas através da média geométrica.
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No caso da Unido Européia, o Decreto-lei n.° 135 de 3 de junho de 2009 estabelece
o regime juridico de identificacdo, gestdo, monitorizagdo e classificacdo da qualidade das
aguas balneares e da prestagdo de informacao ao publico sobre as mesmas. Este decreto
se aplica as aguas balneares superficiais, que podem ser interiores, costeiras ou de
transicdo (EU, 2006). O limite estabelecido para E. coli em aguas costeiras e de transicéo
é de 500 UFC 100 mL™ (com base de avaliagio em que 90% das amostras sejam inferior
ao limite estabelecido) para &guas serem de qualidade satisfatdria, enquanto que para a
bactéria Enterococcus spp. 0 valor maximo é de 185 UFC 100 mL™ (EU, 2006) (Tabela
3).

Tabela 3: Limites das densidades de indicadores de contaminacdo fecal em &guas marinhas
recreacionais, estabelecidos por outros paises ou organizagdes. Valores expressos em UFC 100
mL.

Decreto-Lei  Decreto-Lei
n.° 135/09. n.° 135/09.

WHO* Australia Health Health
Legislagdo/ Pai! UE (&gua UE (4
gistag as (_gu X (gguas Canada Canada
costeiras e costeiras e
transicéo transicao
CATEGQRIN E. coli Enteroc.** Enter_oc. Enter_oc. E. coli Enteroc.
organismo Intestinal Intestinal i

Excelente (base de

< avaliacdo de 95%) 250 100 <40 <40
Eoubotes w0 ow oaw
) S:\tzl;zggad(ebgzige 500 185 500 500 200 175
st 095%) s

Referéncia EU (2006) EU (2006) (\;\gHO(SJ) N(I;(I)\(/IJ;R)C gae:allg; g::e:::iha

(2012)  (2012)

*WHO - World Health Organization, **Enteroc. — Enterococcus spp.

As novas diretrizes da Organizagdo Mundial da Saude (“World Health
Organization” - WHO) para ambientes de &guas destinadas ao uso recreacional,
manifestam preocupagdo com o estado atual da contaminagdo dos ambientes costeiros e
de agua doce utilizados para recreacdo de contato primario e seus efeitos na satde dos
frequentadores (WHO, 2003). Esta diretriz aborda a contaminagdo fecal, estabelece

valores da densidade de Enterococcus sp. superiores a 500 UFC 100mL™ como restritivos
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devido a possibilidade de haver um risco significativo de altos niveis de transmissao de
doenga (WHO, 2003) (Tabela 3).

O “National Health and Medical Research Council of Australia” (NHMRC) adota
0s mesmos valores de referéncia para aguas recreacionais marinhas, recomendados e
descritos pela Organizacdo Mundial da Satde (WHO, 2003; NHMRC, 2008) (Tabela 3).

Em relacdo aos microrganismos indicadores de contaminacéo fecal, as bactérias
do grupo Enterococcus sp. sdo utilizadas como indicador padrdo para avaliacdo da
qualidade das aguas recreacionais marinhas em diversos paises, incluindo o Brasil
(BRASIL, 2000; NHMRC, 2008; USEPA, 2012; WHO, 2003).

A legislagdo canadense e a européia adotaram os Enterococcus sp. e a E. coli para
avaliacdo da qualidade de aguas recreacionais, estabelecendo para a E. coli média
geométrica com valores maximos de 200 UFC 100mL™ e de 900 UFC 100mL™* de um
percentil de 90% de pelo menos 8 amostras coletadas durante o periodo de maior
frequéncia de banhistas (HEALTH CANADA, 2012) (Tabela 3).

Além das legislacOes citadas anteriormente, nos Estados Unidos € utilizado o
regulamento de United States Environmental Protection Agency (USEPA), que
recomenda o uso do grupo Enterococcus sp. como indicador de contaminacéo fecal para
aguas marinhas e enfatiza que a sua presenca em determinadas densidades esta associada
ao aumento do risco de contrair doencas gastrointestinais e respiratorias. A taxa estimada
da ocorréncia de doenca gastrointestinal foi de 36 doentes por 1000 banhistas, sendo 130
UFC 100 mL™ o valor limiar estatistico (USEPA, 2012).

3.10. Resolucédo para areias de praias

Fato a ser destacado é que, até 0 momento, ndo existem pardmetros ou normas
brasileiras adotadas para a avaliacéo e a determinagdo da qualidade microbioldgica dos
sedimentos de ambiente marinho, incluindo as areias de praias. Alguns paises e
localidades tém estabelecido padronizacdes para qualidade microbioldgica das areias de
praias, para determinar a balneabilidade tanto da agua como da areia, conforme
apresentado na Tabela 4.

No caso do Brasil, a Resolugio CONAMA n° 274/2000 embora expresse

preocupacdo em relacdo a qualidade dessas areias, recomendando em seu artigo 8°, a
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avaliacdo das condi¢bes parasitologicas e microbioldgicas das areias das praias, ndo
foram determinados parametros e limites para tal avaliagéo.

Existe a resolucdo nacional utilizada no Rio de Janeiro utilizando outro método
de contagem das bactérias, ndo sendo plausivel utilizar em trabalhos com resultados
expressos em UFC (Unidade Formadora de Colonia). A prefeitura do Rio de Janeiro
estabeleceu na Resolugdo SMAC (Secretaria Municipal de Meio Ambiente) n° 468 de
2010, limites méximos utilizando somente a unidade de expressdo NMP (numeros mais
provaveis) para determinar a densidade de E. coli, sendo assim, classificar as areias para
recreacdes de contato primario, ndo recomendando o contato com areias nas quais tenham
sido detectadas concentragdes superiores a 3.800 NMP de E. coli por 100g de areia
(SMAC, 2010).

Mendes e colaboradores (1993) descreveram a preocupacao com a qualidade
microbioldgica da dgua e também da areia das praias e propds um critério para controle
microbioldgico das areias, analisando E. coli e Candida sp (Tabela 4). Associacdo
Bandeira Azul (ABAE, 2011) de Portugal também propds monitoriza¢do da qualidade
das areias das zonas balneares utilizando como parametro bacteriolégico indicadores 0s
enterococos intestinais e E. coli. Foram adotados os Valores Maximos Admissiveis
(VMA) em que classifica a qualidade da areia como boa ou imprdpria, utilizando a
unidade proposito de formag&o de coldnias por grama (pfc g1), descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Proposta de padrdes para avaliacdo da qualidade microbiol6gica das areias.
Enterococcus  Candida

Pais Referéncia E. coli
sp. spp.
Portugal Mendes, Nascimento, 3
(UFC 100g1)* Oliveira, 1993 1.000 10
Portugal Associagao Bandeira Azul 20 20
(PFC gh)** (ABAE), 2011

*UFC: unidades formadoras de coldnias; ** PFC: prop6sito de formagao de colbnias (Portugal).
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4. AREA DE ESTUDO: A BAIA DO ARACA

A Baia do Aracé localiza-se na por¢do central do municipio de S&o Sebastido
(entre as latitudes 23°48’S e 23°49°S e longitude 45°24’W aproximadamente), no litoral
norte do estado de S&o Paulo (Figura 2), préxima aos bairros Varadouro, Topolandia e
Centro. Faz parte da Area de Protecio Ambiental Municipal de Alcatrazes (Lei Municipal
n® 848/1992), da Area de Protecio Ambiental Marinha do Litoral Norte (Decreto Estadual
n® 53.525/2008) (PLDS/Araca, 2016). Mantém um dos Ultimos remanescentes de
manguezal do litoral de S8o Sebastido abrigando alta diversidade bioldgica além de
serreduto de pescadores artesanais (AMARAL et al., 2010; PLDS/Aracéa, 2016).

Terminal Petrolifero Almirante Barroso
. Séo Sebastido (TEBAR) +
Séo Sebastléo Sao Paulo
> o N\
Nf:cr:::gcl 37 Porto de Sdo Sebastifio /.
Baia do Aragéd
2 Ilha Bela

Figura 2: Mapa da localizacdo da Baia do Araga, indicando o Porto de Sao Sebastido, o Terminal
Petrolifero Almirante Barroso (TEBAR), o emissario submarino e o Cérrego Mae Isabel
(adaptado de AMARAL; MORGADO, 1994; AMARAL et al., 2015).

Esta € uma regido considerada protegida devido a sua configuracéo fisiografica,
apresentando uma enseada limitada por flancos rochosos, manguezais e por uma extensa
planicie de fundo mole (sedimento areno-lamoso), com sua hidrodindmica baixa sendo

dominada pelas marés, pela acdo de ondas de baixa amplitude e protegida contra a agédo
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direta de correntes e fluxos de agua que ocorrem no Canal de Sao Sebastido (AMARAL
etal., 2010; LITTO et al., 2016).

A Baia do Aragéa contém o ultimo testemunho existente preservado das areas de
manguezal entre Bertioga e Ubatuba (AMARAL et al., 2010), sendo composta por quatro
praias: Deodato, Pernambuco, Germano e Topo (Figura 4), duas ilhotas (Pernambuco e
Pedroso) e trés ndcleos principais de bosques de mangue (AMARAL et al., 2010;
ANDRADE, 2015; ZAMPIERI, 2015) (Figura 3). Proximos as praias Pernambuco e
Deodato estdo localizados os bancos arenosos com bosque de mangue e uma faixa
entremarés mais larga e plana do que o encontrado perto do Porto, incluindo duas ilhas,
a llha de Pernambuco e a Ilha Pedroso, apresentando maior heterogeneidade ambiental
(AMARAL et al., 2010 apud Denadai, 2001). Entre a praia do Deodato e do Germano
também contém uma parte do nucleo do manguezal. Na praia do Topo € uma regido mais
estreita e inclinada em relacdo as outras praias (AMARAL et al., 2010 apud Denadai,
2001).

A Baia compreende um espaco relativamente pequeno quando comparado com
outras baias brasileiras, com area interna de cerca de 550.000m? (AMARAL et al., 2010).
Considerado héabitat de peixes e crustaceos, os quais sao capturados por pescadores
artesanais que utilizam pequenas canoas caigaras (AMARAL et al., 2010; VAZ-DOS-
SANTOS; GRIS, 2016). Além de possuir uma beleza cénica, com aguas calmas (Figura
4B) e que favorecem a pratica de atividades de lazer e recreacdo (XAVIER; STORI;
TURRA, 2016). Na maré baixa, a Baia expde o sedimento areno-lamoso, vegetacao e
materiais antes submersos na maré alta (Figura 4C ao G).

Em 2007 a estimativa populacional de S&o Sebastido foi de 67.348 habitantes,
apresentando um aumento de 25% em 2016, com 84.294 habitantes no municipio, sendo
que somente 36% da populacao urbana tem acesso a rede de esgotos e destes, apenas 55%
do esgoto é tratado (CETESB, 2017). E importante salientar que esta regido vem sofrendo
constantes alteracdes influenciadas pela acao antrdpica, principalmente relacionadas ao
desenvolvimento urbano de grandes obras e empreendimentos, ocasionando intenso
crescimento populacional e ocupagdes irregulares (PLDS/Arac, 2016).

Dentre estas obras estdo a amplia¢do do Porto de Séo Sebastido, nas décadas de
70 e 80, que levou ao aterro de parte da Baia do Aracd (AMARAL et al., 2010;

PLDS/Araca, 2016), a instalagdo de uma dragagem para o Emissario Submarino, na
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década de 1990 (GUBITOSO et al., 2008; TEODORO; DULEBA; GUBITOSO, 2011,
PLDS/Araca, 2016) e a constru¢cdo do Terminal Petrolifero Almirante Barroso da
Petrobras (TEBAR) (Figura 4A), que j& foi considerado um dos maiores terminais
petroliferos do Brasil, operado pela Companhia Petréleo Brasileiro S.A. (PETROBRAS)
(AMARAL et al., 2010). O TEBAR possui tanques para armazenamento de petroleo e
derivados, um pier de atracacao de navios (GUBITOSO, 2010) e um emissario submarino
de efluentes industriais (CETESB, 2007) (Figura 2).
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Figura 3: Mapa da regido da Baia do Aracd mostrando a localizagdo do Emissario Submarino
(adaptado de CETESB, 2007), do Corrego Mée lsabel, destaque da mancha verde para 0s
bosques de manguezal (adaptado de AMARAL et al., 2015), e dos pontos de coleta destacados
com pontos vermelhos na regido entremarés.

Proximo & Baia do Arag4, existe uma estacdo de pré-condicionamento de esgotos
(EPC), o EPC Itatinga, juntamente onde 0 esgoto passa por tratamento antes de ser
liberado pelo emissario do Araca (CETESB, 2007 e 2017). Esta EPC tem sua eficiéncia

comprometida em periodos chuvosos devido a falta de rede de drenagem adequada que
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atenda a regido. Devido a isto, em periodo chuvosos, os residuos da drenagem sdo
langados na rede de estotos e também carreados para a EPC o que acaba comprometendo
o tratamento (CETESB, 2007).

O emissario submarino implantado e operado pela SABESP desde 1991, na
profundidade de 8 m e comprimento aproximado de 100 m (CETESB, 2007), transporta
e lanca no canal de S&o Sebastido quase todo esgoto doméstico da cidade (GUBITOSO,
2010). Estes efluentes sdo previamente levados para estacdes de pré-condicionamento,
onde passam por: gradeamento para remoc¢do de sélidos grossos, peneiramento para
remocao de sélidos finos e por deareanadores (MARCELINO, 2000), e posteriormente
sdo desinfectados por cloragdo, antes de serem lancados nas aguas costeiras. Como apenas
parte do esgoto € tratado, esta regido ainda apresenta areas contaminadas por esgotos
domésticos, o que aumenta a concentracdo de carbono organico e de matéria organica em
decomposicédo podendo levar a formacéo de zonas anoxicas (GUBITOSO et al., 2008).

A principal fonte de agua doce a Baia do Aragd vem do Cérrego Mée Isabel, que
nasce a aproximadamente 300m de altitude, desaguando na Baia, proximo ao aterro atual
do Porto de Sao Sebastido (Figura 3). Este cdrrego sofre influéncia do aporte de esgotos
domésticos por ter seu caminho incorporado na drenagem urbana dos bairros de Olaria e
Topolandia, o que ocasiona seu transbordo em épocas de chuvas fortes. Devido a alguns
fatores, como o assoreamento, 0s esgotos sanitarios domésticos carreados pelo corrego e
a elevacdo da concentracdo de matéria organica, agravou-se o problema de eutrofizacédo
das aguas na Baia (IBAMA, 2009).

O crescimento populacional desordenado estd associado a falta de saneamento
adequado (Figura 4H), ocasionando uma aceleracdo da descaracterizacdo do ambiente
com lixo e entulho depositado nas margens da Baia (Figura 4L) (AMARAL et al., 2010;
AMARAL et al., 2015; PLDS/Aragé, 2016), desmatamento e descargas ilegais de esgoto
(Figura 41 ao K) provocando impactos ambientais nesta Baia e levando riscos a saude da
populacéo.

A Baia do Aracéa apresenta uma diversidade de ecossistemas, incluindo costdes
rochosos, praias e manguezais, e também uma grande diversidade de organismos, que
utilizam o local para reproducdo, alimentagdo e desenvolvimento, como 0S mariscos,
camard@es, caranguejos, peixes entre outros organismos (AMARAL et al., 2010 e 2015;
PLDS/Aracd, 2016; XAVIER; STORI; TURRA, 2016).
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Praia do Germano Praia Pernambuco

Figura 4: Praias que fazem parte da Baia do Araca (Praia do Germano, Praia Pernambuco, Praia
Deodato e Praia do Topo). A) Vista panordmica do TEBAR. B) Vista da beleza e 4guas calmas
da Baia do Araca. C) ao G) Vista geral da regido entremarés na maré baixa, expondo o sedimento
e 0s materiais submersos. H) ao L) descarga de efluente ndo tratado e residuos sélidos (lixo)

encontrados ao longo da Baia.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Coletas e determinagdes dos parametros fisico-quimicos

Foram realizadas 8 coletas durante os anos de 2015 e 2016, em 10 pontos de
monitoramento na regido de entremarés, a fim de obter-se uma homogeinedade amostral
da Baia do Araca (Figura 3). Em cada ano foram realizadas duas coletas na estacdo de
verdo (janeiro e fevereiro) e duas na de inverno (junho e julho). Os pontos de coleta foram
definidos por um estudo prévio realizado pelo Projeto Tematico Biota Fapesp-Aracé e as
coordenadas verificadas com aparelho GPS (Marca: Garmim, modelo: MONTANA 650).

Os parametros fisico-quimicos temperatura (°C), salinidade, pH e oxigénio
dissolvido (OD) foram mensurados no local de coleta, com o uso de uma Sonda
Multiparametro (Horiba U-50). Para a realizagdo das medidas in situ, a sonda foi
submersa e posicionada préxima ao sedimento de fundo.

Os dados pluviométricos foram obtidos através dos dados meteorologicos
coletados pelo Centro de Biologia Marinha da Universidade de S&o Paulo em Séo
Sebastido (CEBIMAR, 2017) sendo adotado como parametro o volume de chuva
acumulado em milimetros nos cinco dias antecedentes a data da coleta.

As amostras de dgua foram coletadas no estofo da maré alta, na is6bata de 1 (um)
metro, conforme normas descritas na Legislagéo brasileira, a Resolugdo CONAMA 357
(BRASIL, 2005), utilizando frascos estéreis com capacidade aproximada de 300mL,
contendo 0,2 pL de EDTA para neutralizar a presenca de elementos traco e 0,2 pL de
tiossulfato de sodio (3%) para neutralizar o cloro (BRASIL, 2005). As amostras foram
mantidas sob refrigeracédo até o processamento no Laboratdrio de Microbiologia Marinha
(Micromar) localizado na UNESP — S&o Vicente, SP.

Os sedimentos de fundo foram coletados manualmente, sem o uso de
equipamentos especificos, utilizando sacos de plastico inertes e estéreis como luvas, nos
mesmos pontos correspondentes as coletas de &gua, sendo coletada apenas a camada
superficial dos mesmos (maximo 1cm de profundidade). Apos coletado o sedimento foi
acondicionado nos proprios sacos que serviram de luvas, os quais foram fechados,
numerados e armazenados sob-refrigeragdo em caixa térmica, até o seu processamento no
no Laboratorio de Microbiologia Marinha (Micromar) (UNESP/CLP).
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5.2. Processamento de Amostras

Para a determinagdo da densidade dos microrganismos nas amostras de agua e
de areia, foi utilizada a Teécnica de Membrana Filtrante (APHA, 2017), usando
membranas Milipore de 0,45 pum de porosidade e meios de cultura especificos conforme
descrito abaixo. Foram filtrados volumes de 25 mL, 10 mL e 1 mL de amostra de agua.

Para as amostras de sedimento, foram pesadas aliquotas de 20g de sedimento, as
quais foram acondicionadas em Erlenmeyers estéreis e acrescidas de agua deionizada
estéril. As amostras foram submetidas ao processo de agitacao (agitador tipo vortex), por
dez minutos, para a remocgdo dos microrganismos aderidos aos grdos de areia. Depois
deixadas em repouso para assentar o sedimento antes do processamento e utilizados
somente o sobrenadante para as andlises (OLIVEIRA; PINHATA, 2008; ANDRADE,
2015; ZAMPIERI, 2015). Para determinar a densidade dos microrganismos nas amostras
de sedimento, através da Técnica de Membrana Filtrante (APHA, 2017), realizou-se a
filtragem de volumes de 10 mL, 5 mL e 1 mL do sobrenadante.

Os resultados das densidades bacterianas foram expressos em Unidades
Formadoras de Col6nias por 100ml (UFC 100mL') para a agua e em Unidades

Formadoras de Colonias por 100g (UFC 100g™) para o sedimento.

5.3. Determinacdo das densidades de Escherichia coli

Para determinacéo das densidades de E. coli, foi utilizado como meio de cultura
o Agar mTec (Marca: Acumedia), 0s quais apos receberem as membranas com o filtrado,
foram incubados na estufa a 35+2°C por 2 horas e posteriormente incubados em banho-
maria por 22h a 44,5°C. Ap0s o periodo de incubacéo, as col6nias amarelas, crescidas
sobre a membrana (Figura 5A), foram submetidas ao teste confirmativo para E. coli com
uso do substrato de Ureia. Foram consideradas E. coli as colonias que mantiveram a

coloracdo amarela por néo terem a capacidade de hidrolisar a ureia (Figura 5B).
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B)

Figura 5: A) Placas de mTec com crescimento de col6nias apds 22 horas de incuba¢do em banho
maria. B) Coldnias ao teste confirmativo com o substrato de Uréia.

Também foi realizada a coloragdo de Gram com cepas isoladas e purificadas
para observacdo das caracteristicas morfoldgicas da bactéria, confirmando sua forma
(bacilo flagelados), arranjo e reacdo a Coloracao de Gram (gram-negativa) (Figura 6).

Figura 6: Morfologia e resultado da reacdo de Gram de cepas isoladas. Bactérias em forma de
bacilo, gram-negativas, visualizadas ao microscépio ético em objetiva de 100x.

5.4.  Determinacdo da densidade de bactérias do grupo Enterococcus sp.

Para a determinacdo das densidades de Enterococcus sp. foi utilizado o meio de
cultura Agar mEnterococcus (Marca: BD). As amostras foram incubadas a 37°C por
24/48 horas. Apo6s o periodo de incubacdo, foram contadas como Enterococcus spp. as
colonias de coloracdo vermelho-marrom (Figura 7A). Colénias aleatorias foram
selecionadas, isoladas e purificadas para realizacdo de testes posteriores. Para a
confirmacédo do género Enterococcus sp., foi realizado o teste com caldo Enterococcosel
(BBL Enterococcosel caldo, Marca: BD). As coldnias selecionadas foram transferidas



45

para os tubos com meio de cultura e incubadas a 35+2°C por 2 a 24h. As bactérias do
grupo Enterococcus sp. hidrolisam a esculina para produzir esculetina, a qual reage com
citrato de amoénio férrico para formar uma coloragdo marrom escuro a preto. Foram

considerados positivos os tubos que apresentaram enegrecimento do meio (Figura 7B).

Figura 7: A) Crescimento das colonias em meio mEnterococos ap6s 48 horas de incubagdo a
37°C. B) Tubos considerados positivos no teste confirmativo.

Também foi realizada a coloracdo de Gram para algumas cepas selecionadas,
afim de observar-se caracteristicas morfoldgicas da bactéria, confirmando sua forma

(cocos) e reacdo positiva a coloragdo (Gram-positivas) (Figura 8).
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Figura 8: Morfologia e resultado da reacdo de Gram de cepas de Enterococcus spp. isoladas.
Bactérias em forma de cocos, gram-positivas, visualizadas a0 microscopio 6tico em objetiva
de 100x.
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5.5. Testes bioquimicos para diferenciacéo das espécies de Enterococcus spp.

As colonias isoladas que foram confirmadas como pertencentes ao grupo dos
Enterococcus sp, foram testadas com uso do kit de identificacdo Enterokit (Marca:
Probac) para diferenciar as espécies presentes através das suas caracteristicas bioquimicas
(descritos por FACKLAM; COLLINS, 1989) (Figura 9A). O kit abrange o teste de
fermentacdo de carboidratos (Arabinose, Manitol, Sorbitol), motilidade, produgédo de
pigmentacdo amarela, descarboxilagéo da arginina e producéo de catalase (MURRAY et
al., 2007) (Figura 9B).
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Figura 9: A) Tubos de ensaio do Entero Kit contendo substratos para os testes bioquimicos,
realizados com as coldnias isoladas B) Tubos mostrando os resultados dos testes bioquimicos.

Segundo Facklam e colaboradores (2002), as espécies podem ser divididas em 5
grupos com base na formacdo de acido em manitol, soro de sorbose e hidrélise da
Arginina (FACKLAM; CARVALHO; TEIXEIRA, 2002).

Grupo | consiste de espécies que inclui E. avium e E. canis; Grupo Il inclui as
especies E. faecalis e E. faecium; Grupo Il inclui espécies E. durans, E. hirae e E. rotai;
Grupo 1V inclui E. aquamarinus e E. plantarum; O Grupo V inclui E. casseliflavus e E.
gallinarum (FACKLAM; CARVALHO; TEIXEIRA, 2002). Outras provas bioquimicas
sdo adicionadas para diferenciacdo das espécies do mesmo grupo, como E. faecalis com

E. faecium, como o teste da Arabinose e motilidade.
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5.6. Determinacéo das densidades da leveduras e das espécies de Candida sp.

Em relacdo a levedura do género Candida, a determinacdo de suas densidades
também foi feita pela Técnica de Membrana Filtrante utilizando como meio de cultura o
cromogénico HiChrome (marca HiMedia), incubado a 35+2°C a 40-48h. Além da
determinagéo das densidades, o uso de um meio seletivo e diferencial como este permitiu
a diferenciacdo de algumas espécies do género através da coloracdo e da morfologia das
colénias (Candida albicans — colénias circulares, lisas de cor verde/azul clara), Candida
tropicalis (coldnias circulares arroxeadas), Candida glabrata (coldnias circulares de
coloragédo branca) e Candida krusei (colonias circulares com estrias, rosado, com centro

mais escuro) (Figura 10).

Figura 10: Crescimento das coldnias de Candida spp., nas placas com meio de cultura Agar
HiChrome.

5.7.  Determinagéo de fungos filamentosos

Para determinacao quantitativa e qualitativa da presenca de fungos filamentoso na
agua e no sedimento da Baia do Aracd, foram utilizadas apenas 4 campanhas amostrais
(duas no inverno de 2015 e duas no verdo de 2016). A andlise das densidades dos fungos
foram relacionadas com os parametros ambientais do periodo da coleta. As amostras de
sedimento foram processadas da mesma maneira que para determinacdo das densidades
das bacteérias citada anteriormente.

Amostras de agua e sedimento foram inoculadas (500uL) através da Técnica de
Spread Plate em placas com meio Potato Dextrose Agar (PDA) acrescido do antibidtico
Cloranfenicol (200 pg). As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 7 a 14

dias. Apds o periodo de incubacéo as placas foram analisadas quanto ao crescimento de
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colénias de fungos filamentosos (Figura 11). Também foram realizadas as contagens
totais das coldnias dos fungos filamentosos (APHA, 2017) e calculadas suas densidades
expressas Unidades Formadoras de Col6nias por 100mL para agua (UFC 100mL™) e UFC
por 100g (UFC 100g™?) para sedimento.

Figura 11: Coldnias de fungos filamentosos em placas com meio PDA acrescido de
cloranfenicol ap6s 10 dias de incubacdo a temperatura ambiente.

5.8. Identificacdo de fungos filamentosos

A partir das placas com crescimento dos fungos filamentosos foram isoladas
colbnias que apresentaram diferentes caracteristicas macromorfoldgicas (cor, didmetro e
aspecto da col6nia) e micromorfoldgicas (microestruturas), para determinacdo dos
géneros dos fungos seguiu-se as descri¢cbes em Alexopoulos, Mims e Blackwell (1996),
Houbraken, deVries e Samson (2014) e Talaiekhozani e Ponraj (2015). As laminas para
observacao foram preparadas utilizando o corante Azul de Metileno e especial atencédo
foi dada a observacao das estruturas, formato, disposicao e formacéo dos esporos.

De acordo com as caracteristicas microscopicas observadas, foram realizados 3
agrupamentos das estruturas fisiologicas, sendo estes determinados pela presenca de
vesicula no conididforo, auséncia de vesicula e formato diferencial do conidio. A partir
destes agrupamentos, foram selecionadas as 20 cepas com variagdes morfofisioldgicas
mais marcantes e estas foram submetidas a identificagdo molecular no Laboratorio de
Microbiologia do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) do Instituto de Biociéncias
da UNESP/Rio Claro.
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As cepas selecionadas foram reinoculadas em meio PDA acrescido de 0,2 pg de
cloranfenicol e incubadas a 25°C por 5 a 7 dias, para posterior identificagdo molecular.

O DNA genbmico foi extraido a partir do micélio cultivado em meio PDA,
seguindo a versao modificada do Método da Técnica de Extracdo com o uso de Brometo
de Cetil-Trimetil Aménio - CTAB (Cationic hexadecyl trimethyl ammonium bromide)
(GERARDO et al., 2004).

O DNA extraido foi amplificado utilizando dois primers diferentes para analise
filogenética (LSU e ITS) (MOLLER et al., 1992). O primer LSU seguiu a sequéncia: 2
min de denaturacdo a 95°C, 40 ciclos de 95°C/30s; 62°C/60s; 72°C/90s e 5min de
extensdo a 72°C (AUGUSTIN et al., 2013). O primer ITS seguiu a sequéncia: 96°C por
3 min e 35 ciclos de 94°C/1min, 55°C/1min, 72°C/2min e passo de extensdo final
72°C/10min (WHITE et al., 1990).

Os produtos da PCR foram limpos com Kit Wizard SV Gel e PCR Clean-up
System (Promega), as reacdes do ciclo de sequenciamento foram realizadas usando
BigDye Terminator v.3.1 Cicle Sequencing Kit (Life Technologies), e as sequéncias
foram geradas usando ABI3500 (Life Technologies). Os contigs foram montados em
Bioeditv.7.1.3 (HALL etal., 1999) e consultados no GenBank do NCBI para comparacao.

5.9. Tratamento de dados e Analise Estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados obtidos foi utilizado o programa Past
(Paleontological STatistics) versdo 2.16c (HAMMER et al., 2001).

Primeiramente foi realizado o teste estatistico Shapiro-Wilk que mostrou que a
distribuicdo dos dados néo se ajustou a normalidade (p<0,05). Foi aplicado entdo o teste
de normalidade ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (KW, p<0,05) para comparar entre as
médias de contaminacdo medidas pelas densidades dos diferentes microrganismos
indicadores avaliados, dos parametros ambientais e da sazonalidade.

A existéncia de correlagdo entre os parametros ambientais e densidades de
bactérias e leveduras foram avaliadas pela Correlacdo Linear de Spearman, seguindo
classificacdo (modificado) conforme Cabral et al. (2006).

A Andlise de Correspondéncia Canénica foi aplicada para relacionar o conjunto

dos parametros ambientais com as densidades de microrganismos. Este € um método de
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ordenacdo que ordena os pontos de acordo com 0s eixos, e prevé possiveis gradientes
ambientais (HAMMER et al., 2001).

Para determinar a diversidade flangica foi utilizado o indice baseado na
abundancia relativa das espécies, o indice de Shannon (MAGURRAN, 1988) e utilizado
o0 estimador de riquezas Chaol (COLWELL; CODDIGTON, 1994).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1.  Parametros Fisico-Quimicos

A regido entremarés da Baia do Araca € utilizada como area de recreacao, lazer e
navegacdo. Segundo Resolucdo CONAMA n° 357 de 2005, a qualidade da agua
ambiental é classificada pelo seu uso, no qual para as &guas salobras a salinidade mantém-
se inferior a 30,0 e acima de 0,5, com condi¢des de OD n&o inferior a5,0 mg L, pH entre
6,5 a 8,5 para recreacdo para classificar como sendo da categoria “propria”.

Os valores do oxigénio dissolvido (OD) apresentaram uma variacdo de 4,2 a 6,9
(Tabela 5) com uma média geral de 5,7 e maior no inverno de 2016, com 6,0 (Tabela 5).
Apesar de alguns pontos das coletas apresentarem OD com valores menores que 5,0 mg
L%, observou-se que a média de cada coleta se mostraram ideais para aguas recreacionais,
segundo CONAMA 357 (BRASIL, 2005).

O OD é um dos principais parametros ambientais para controlar o nivel de
poluicdo das aguas, sendo fundamental manter e verificar as condigdes aerdbias na agua
que recebe aporte de material poluidor (BAUMGARTEM; POZZA, 2001) e podera ter
consequéncias negativas para 0 ecossistema, afetando os organismos aquaticos e a cadeia
trofica (MACEDO et al., 2000). Sant’Anna e Whately (1981) cita grande flutuaco de
OD, assim sendo possivel encontrar grandes variagdes deste parametro, como encontrado
em trabalhos de Boehs et al. (2008) e Grisi e Gorlach-Lira (2010). De acordo com
Vanucci (1999) as marés sdo responsaveis pela manutencdo de nutrientes e matéria
organica nos sedimentos além de promover a aeracdo do substrato.

A biota marinha encontrada na Baia do Araca sofreu impactos pela agdo antropica
como a construcdo de aterros e a descarga de efluentes domésticos através do emissario,
corrego e fontes difusas, provocando assoreamento natural e eutrofizacdo das aguas da

Baia (IBAMA, 2009). Apesar de a Baia apresentar problemas de eutrofizacdo decorrente
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da decomposicdo da matéria organica, diminuindo os teores de oxigénio, neste estudo o
teor de oxigénio dissolvido na 4gua mensurada foi superior a 4,0 mg L em toda
amostragem, indicando valores adequados de OD na &gua para uso recreacionais em todos

0s periodos estudados, conforme a legislacdo vigente.

Tabela 5: Valores das variaveis abidticas obtidas da Baia do Araga: Geral, verdo e inverno.
variaveis

abicticas Geral Verao Inverno
min - max Xts min - max Xts min - max Xts
*Temp. (°C) 19,8-336 257+04 243-336 293104 198-257 229+0,2
pH 72-85 79+£002 73-85 79004 72-82 7,9%0,02

salinidade 206-288 260+02 206-288 254+03 23,7-284 26,6+0,2

**OD (mgL?) 42-69 57+01 42-66 55+01 48-69 5901

pluviosidade 0-42 21 - 42 0-2
(mm)

*Temp. - Temperatura (°C), **OD - oxigénio dissolvido (mg L™*). Onde: min — valor minimo, max — valor
méaximo, X — média, s — erro padréo.

Segundo Secretaria do Meio Ambiente (SMA, 1997), o litoral norte apresenta um
clima local quente e Umido, devido a proximidade com o oceano, influenciado pelas
dindmicas atmosféricas locais e a geomorfologia, registra temperatura média do ar entre
17°C em julho a 25,9°C em fevereiro, com precipitacdo pluviométrica anual variando de
1.300 a 4.700mm. Matsuura (1986) cita que a distribuicdo e variacao sazonal das massas
de aguas presentes na regido de Sdo Sebastido e Ubatuba sdo possivelmente tipicas da
plataforma continental sudeste, fato que pode ser atribuido a pequena variabilidade
espacial na distribuicdo da salinidade e temperatura entre Cabo Frio (RJ) e cabo de Santa
Marta Grande (SC).

Conforme Belucio (1995) o clima da regido de Sdo Sebastido é quente e umido,
com precipitacdo pluvial maxima registrado em dezembro (2.000mm) que corresponderia
ao més de verdo, e 0 minimo registrado em agosto (79mm), correspondente ao inverno.
Para este trabalho observou-se valores baixos de pluviosidade nas coletas realizadas no
verdo de 2015, registrando valores de 21mm, no verdo de 2016, com acumulo de 42mm
(dos cinco dias que antecederam a coleta). No inverno de 2015 quase néo foi registrada a

pluviosidade, com somente 2mm de chuva acumulada.
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Na figura 12 estdo representados as variaveis abidticas coletadas no veréo e no
inverno nos anos de 2015 e 2016. OD (Figura 12D) e pH (Figura 12E) mantiveram
estaveis ao longo do periodo, observa-se uma pequena queda de OD no verdo de 2016
com aumento da pluviosidade e temperatura. A temperatura apresentou uma queda
gradativa no periodo da coleta enquanto na salinidade observou-se o inverso com um leve
aumento.

Analisando a temperatura da agua neste trabalho, verificou-se que os dados
obtidos no verdo de 2015 apresentaram a média mais elevada em relacdo aos outros
periodos (31,0°C), seguido de menores temperaturas nas coletas seguintes (Figura 12A).
A temperatura manteve-se acima de 19°C em todos os periodos das coletas (no verao e
no inverno), sendo que a maior temperatura mensurada foi de 33,6 °C no verédo de 2015
e a minima de 19,8 °C no inverno de 2016 (Figura 12A).

As aguas do Canal de S&o Sebastido sdo formadas principalmente pela Agua
Costeira (AC), com temperatura média acima de 24°C e salinidade menor que 34,5, com
eventos de intrusdo durante a primavera e verdo da Agua Central do Atlantico Sul
(ACAS), apresentando temperaturas menores de 20°C e salinidade acima de 35,4
(CASTRO et al., 2008; DOTTORI et al., 2015). As misturas das aguas entre o canal e 0
interior da Baia decorrem das correntes geradas pelas marés e pela acdo do vento
(DOTTORI et al., 2015).

Pucci (2016) descreve em seu trabalho que registrou maiores médias de salinidade
(34,1) e temperatura (27,7°C) no verdo em comparacdo ao inverno (33,1 e 22,2°C,
respectivamente), provavelmente pelas amostras serem da proximidade do Canal de Séo
Sebastido. Neste trabalho, a salinidade foi mais baixa no verédo, nao ultrapassando de 30
e a temperatura foi maior, com média de 29,3°C, indicando aguas mais quentes e menos
salinas, provavelmente incluenciadas pela descarga de agua doce do cdérrego e

proximidade com a praia (declive suave e rasa na regido entremaré).
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Figura 12: Variaveis abidticas obtidas da regido entremarés da Baia do Arac¢a analisados por
ano e periodo de coleta, sendo: (A) Temperatura (°C), (B) salinidade, (C) pluviosidade (mm),
(D) oxigénio dissolvido (mg L) e (E) pH.

O valor do pH quase ndo apresentou variacdo ao longo do periodo de estudo
mantendo-se na média de 7,9 no geral e nas duas estacdes do ano (Figura 12E). A agua
manteve-se levemente alcalina, com valores acima de 7,8 ao longo de todas as coletas
(Figura 12E). O pH da agua é um indice importante por influenciar nos processos
quimicos e bioldgicos, podendo indicar espécies quimicas, e ou toxicidade de metais
(DALLAS; DAY, 2004). Gubitoso (2010) analisou a variavel pH nas proximidades do
emissario do Araca e descreve que os valores apresentaram-se homogéneos e semelhantes
aos de ambientes marinhos ndo poluidos, que foram entre 6,5 e 8,5, mas considerados
acidos. A acidificacdo provocada pela acdo antropica é resultado de diferentes tipos de
poluicdo, como efluentes de produtos quimicos, drenagem de minas e poluicdo do ar que
resulta em precipitacdo acida (VAN WYK, 2012).

A salinidade média foi de 26,0, sendo a mais elevada no periodo de inverno de
2015, com media de 27,6, mantendo-se acima de 20,0 em todas as coletas, com minima
de 20,6 e maxima de 28,8 no verdo de 2015 (Figura 12B). As aguas podem portanto ser
classificadas como agua salobra, segundo CONAMA 357 (BRASIL, 2005).

Observou-se que o acimulo da pluviosidade foi maior no verdo em relacdo ao
inverno (Figura 12C), e apesar da quantidade de chuva registrados na estagéo do verdo e
descarga de agua doce pelo Corrego Mae Isabel, ndo foram observadas diminui¢Ges ou

grande variacdo da salinidade nos periodos da coleta.
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6.2. Microbiota
6.2.1. Agua
6.2.1.1.  Bactérias indicadoras de contaminacao fecal

Diversos estudos foram realizados com relacdo a qualidade sanitaria de praias e
ecossistemas aquaticos litoraneos com o objetivo de avaliar a qualidade microbiologica,
analisando a &gua em relacdo a contaminacdo por bactérias fecais e outros
microrganismos potencialmente patogénicos que podem oferecer riscos a salde humana
e organismos aquaticos.

O tipo mais comum de poluicdo encontrado no litoral de todo estado de Sao Paulo
é pela contaminacdo da agua por efluentes domésticos (PINHATA, 2007; PINTO;
OLIVEIRA, 2011; MELO, 2015; OLIVEIRA, 2016; ZAMPIERI et al., 2017), seguido
por derramamento de petroleo, que ocorrem em regides com portos petroleiros, como é o
caso da regido de Sdo Sebastido (LAMPARELLI, 2006; GUBITOSO, 2010).

O Enterococcus spp. apresentou maior densidade média, com 3,0x10? UFC
100mL™?, em relagdo ao E. coli com 2,4x10? UFC 100mL? (Figura 13). A maxima
densidade encontrada na agua para o género Enterococcus sp. foi de 25,7x10> UFC
100mL?, enquanto a densidade méaxima para E. coli foi inferior a 13,4x10? UFC 100mL"
! Verificou-se que as bactérias do género Enterococcus sp. foram detectadas em todas as
amostragens (Figura 13). Resultados similares foram observados em Zampieri et al.
(2017), que obteve densidades maiores de Enterococcus spp. do que E. coli em amostras
de &gua, coletadas nos municipios de Santos (SP) e Itanhaém (SP).

Sanchez et al. (1986) avaliou a densidade de bactérias de origem fecal em 8 praias
da Baixada Santista e uma de Ubatuba, obtendo resultados de aproximadamente 10° UFC
100mL™ de Enterococcus spp. Oliveira e Pinhata (2008) analisaram Enterococcus spp.
nas aguas das praias de Gonzaguinha e llha Porchat, no municipio de Sdo Vicente (SP).
Comparando a densidade de Enterococcus sp. com trabalhos de Sanchez et al. (1986) e
Oliveira e Pinhata (2008), a 4gua da Baia do Araca apresentou densidades inferiores
indicando menor contaminacdo microbiologica em relagdo as outras localidades.

Em relacéo as estagfes do ano, E. coli foi mais abundante no verdo enquanto
Enterococcus spp. apresentou densidades maiores no inverno (Figura 13). A bactéria E.

coli apresentou valores aproximadamente duas vezes maiores no verao do que no inverno
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(3,6x10% UFC 100mL™ e 1,6x10% UFC 100mL™?, respectivamente) (Figura 13). Segundo
Lamparelli (2006), o Estado de S&o Paulo possui uma populagdo de aproximadamente 2
milhdes de habitantes na zona costeira, podendo duplicar durante o verdo. Este aumento
populacional aliado a insuficiéncia dos sistemas de saneamento provoca um aumento nos
volumes de esgotos langados aos recursos hidricos litoraneos influenciando na qualidade
sanitaria do ambiente. Este fluxo da populacéo para a costa litoranea pode ter influenciado
no aumento da densidade da E.coli no veréo.

Neste trabalho, analisando a densidade de Enterococcus sp. verificou que no
inverno a densidade foram mais elevadas do que os obtidos no verdo, divergindo de
trabalhos de Passos et al. (2011) e Pereira (2014) em que obtiveram elevada densidade de
bactérias E. coli e Enterococcus sp. no periodo do verdo em relacdo ao inverno nas

analises de areia e agua de praias.
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Figura 13: Variacdo das médias das densidades de Escherichia coli (E. coli) e Enterococcus sp.. Média
geral, média do verdo e do inverno e seus respectivos erros padrdes representado pelas barras. Expresso em
x10%2 UFC 100mL. Quadro em destaque representa resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a
95% de significancia (p), diferenca entre as densidades da espécie E. coli e Enterococcus sp. em relagdo ao
periodo (verdo-inverno). <: representa diferenga significativa.
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Em um estudo realizado com amostras de agua no estuario de Cananéia, litoral sul
do Estado de Séo Paulo, constatou-se que no verdo a densidade de bactérias indicadoras
de contaminacao fecal foi muito maior comparando com as amostras coletadas no inverno
provavelmente em decorréncia ao elevado nivel de contaminacao por efluentes e grandes
volumes pluviométricos (DOI; BARBIERI; MARQUES, 2014). Ristori et al. (2007)
analisaram a &gua estuarina da costa sul do Brasil e detectaram um elevado nivel de
contaminacdo de origem fecal relacionado as variagBes sazonais, sendo que no verao foi
a densidade mais alta, com possivel influéncia da pluviosidade e aumento da populacéo
turistica.

A capacidade dos Enterococcus spp. de sobreviverem em aguas marinhas por um
periodo mais prolongado que a E. coli pode ter acarretado no aumento da densidade.
Neste presente trabalho, a densidade média no inverno de Enterococcus sp. foi de 4,8x10?
UFC 100mL? e no verdo foi densidade bem inferior, com 1,8x10?> UFC 100mL,
detectando diferenca significativa entre as densidades no periodo do verdo e inverno
(KW=9,10, p<0,002), mas ndo foi observada diferenca significativa entre as densidades
de E. coli (Figura 13).

Analisando os dados por ano de trabalho, observou-se que no ano de 2015 as
densidades médias de E. coli (0,9x10? UFC 100mL™) e Enterococcus spp. (1,8x10%? UFC
100mL?Y) foram inferiores quando comparado com o ano de 2016 (Figura 14),
constatando diferencas significativas entre as densidades dos anos 2015 e 2016 para E.
coli (p=0,0009) e também para Enterococcus spp. (p=0,0003). A densidade média de
2016 indicou uma elevada contaminag&o de bactérias de origem fecal, provavelmente por
receber uma descarga maior de efluentes e esgotos domeésticos.

CETESB (2017) avaliou a qualidade microbioldgica de outras praias de Séo
Sebastido, constatando que na maioria destas praias, as médias de Enterococcus sp. em
2016 foram menores do que as obtidas em 2015. Entretanto os dados encontrados neste
trabalho apresentou dados inversos, no qual no ano de 2016 a densidade média de
Enterococcus sp. foi de 4,8x102 UFC 100mL™, muito mais elevada que em 2015 (1,8x10?
UFC 100mL™?) (Figura 14), possivelmente diferindo pelo periodo de coleta e influéncia
da dindmica de dispersdo do local (acdo da maré e correnteza). O mesmo pode ser
observado nas densidades de E. coli em que apresentou valor muito mais elevado em

2016, detectado diferenca significativa entre os anos de 2015 e 2016 para a densidade de
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E. coli (KW=21,47, p=0,0009) e para os Enterococcus spp. (KW=12,95, p=0,0003),
sendo que as maiores densidades encontradas na agua foi em 2016 para ambas bactérias
(Figura 14).
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Figura 14: Valores médios das densidades de E. coli e Enterococcus sp. analisados por ano de coleta, com
unidade expressos em x102 UFC 100 mL*. Quadro em destaque representa resultado do teste estatistico
Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p) entre as densidades da espécie E. coli e Enterococcus sp.
em relacdo por ano de coleta (2015 e 2016). <+: representa diferenca significativa.

Analisando os dados separadamente por estacao (verdo e inverno) e por ano (2015
e 2016), observou-se que a maior densidade obtida de E. coli foi no verdo de 2016 (Figura
15). No verdo de 2015 a amostra de 4gua apresentou pequena densidade (0,6x10?> UFC
100mL™) deste microrganismo e um leve aumento no inverno de 2015 (1,1x10%2 UFC
100mL™?). No verdo de 2016 foi o periodo que apresentou uma elevada densidade
(6,6x10% UFC 100mL™), decaindo novamente no inverno de 2016 (2,1x10? UFC 100mL"
1y (Figura 15). As concentracdes e distribuicdo de bactérias marinhas estdo diretamente

relacionadas com as atividades antropogénicas que, consequentemente, aumentam o
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indice de contaminacdo do local analisaddo, mostrado que estas bactérias podem ser
utilizadas como indicadoras de polui¢cdo (ALMEIDA, 2009).

Os Enterococcus spp. apresentaram as menores densidades no verdo de 2015
(0,5x10% UFC 100mLY), aumentando no inverno de 2015 (3,0x10? UFC 100mL™) e no
verdo de 2016 (3,1x10?> UFC 100mL™1), e elevando mais no inverno de 2016 (6,5x10?
UFC 100mL™). A densidade méaxima analisada entre os microrganismos na agua foi do
Enterococcus sp., detectado no inverno de 2016 (25,7x10? UFC 100mL™) (Figura 15).
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Figura 15:Variagdo das médias das densidades de Escherichia coli (E. coli) e Enterococcus sp.,
nas estagbes de verdo e inverno de 2015 e 2016 na &gua e seus respectivos erros padrées
representado pelas barras. Valor expresso em x102 UFC 100mL"2.

Conforme Gubitoso (2008), o sistema de bombeamento do emissario submarino
é periodicamente ativado e desativado para realizacdo da manutencdo periodica, e este
funcionamento ndo é informado pela SABESP, ocasionando a variagcdo dos valores dos
microrganismos nas amostras coletadas por refletir a atividade ou inatividade do

emissario, e este efluente carreado para o litoral.
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Estudos epidemioldgicos relacionaram contato com a agua contaminada com
microrganismos patogénicos e incidéncias de doengas gastrointestinais e dermatoldgicas
variaram em cada caso (LAMPARELLI et al., 2003; YAMAHARA; WALTERS;
BOEHM, 2009). As aguas de praias contaminadas por esgotos e efluentes de origem
urbana que apresentaram densidades elevadas de bactérias de origem fecal foram
relacionadas a doencas em banhistas, nadadores e frequentadores (LAMPARELLI,
SATO; BRUNI, 2003; YAMAHARA; WALTERS; BOEHM, 2009).

Diversos estudos relataram o risco crescente da contracdo de doencgas pelo contato
direto com os ambientes apresentando indices elevados de contaminacdo fecal, como
McBride et al. (1998) em praias de Nova Zelandia, Cheung et al. (1990) em praias
costeiras de Hong Kong, Fleisher et al. (1996) em praias costeiras no Reino Unido,
Heaney et al. (2009) em praias dos EUA, Oliveira et al. (2007), Pinhata (2007), Andrade
(2015), Melo (2015), Zampieri et al. (2017) nas praias do Estado de Séo Paulo, entre
outros. Para pessoas com maior tempo de contato com esta &gua, como nadadores, 0 risco
de contrair doencas sdo maiores, especialmente em épocas com aumento da populacéo
flutuante (turistas), que eleva a descarga de esgotos em locais com falta de saneamento,
fato que pode ser agravado pela ocorréncia de chuvas (SATO et al., 2005).

Os fatores ambientais aquaticos sofrem com a variacdo em funcéo dos ciclos da
maré, sazonal e temporal, efeitos da dispersdo por correntes, acdo dos ventos, alterando
parametros fisico-quimicos e estes podem influenciar na densidade dos microrganismos
pela capacidade de sobrevivéncia nestas condi¢fes adversas.

As variaveis abidticas mensuradas neste trabalho apresentaram-se adequadas para
a sobrevivéncia, adaptabilidade e estabelecimento dos microrganismos. A temperatura
média foi de 25,7°C, o nivel de pH manteve-se com pouca variacdo entre neutro a
levemente basico (7,9), a salinidade manteve inferior a 30 e os valores do OD variaram
de 4,01 26,9 mg L%, e a pluviosidade concentrou-se no periodo do verao.

Considerou-se a classificacdo (modificado) segundo Cabral et al. (2006) conforme

descrito na Tabela 6:
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Tabela 6: Valores referente a classificacdo da Correlagdo de Spearman (modificado) segundo
Cabral et al. (2006).

Classificacao Valores
muito fraca correlacdo (MFC) <0,50
fraca correlacdo (FRC) entre 0,50 e 0,70
forte correlacdo (FC) entre 0,70 e 0,89
correlagdo muito forte (CMF) entre 0,90 e 1

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos com a Correlagdo de Spearman
(seguindo classificacdo descrito na Tabela 6), onde o verdo apresentou correlacdes
negativas fracas (FRC) entre E. coli e temperatura (r= -0,5258, p<0,0001) e entre
Enterococcus spp. e temperatura (r= -0,6610, p=0,001), indicando que conforme este
pardmetro aumentasse, menor a densidade de bactérias indicadoras de contaminag&o fecal.
Estes mesmos microrganimos apresentaram correlacdo positiva fraca (FRC) em relacao
a pluviosidade, portanto indicando que o aumento da chuva elevaria a densidade de E.
coli (r=0,5164, p=0,011) e Enterococcus spp. (r=0,6587, p=0,012).

Trabalhos anteriores citam que 0 aumento da densidade de E. coli durante os
meses de verdo podem ser ocasionado pelas temperaturas mais elevadas (WHITMAN;
NEVERS, 2003; EDGE; HILL, 2007; ZEHMS et al., 2008) sugerindo que este
microrganismo possa persistir mais neste periodo. Divergentes resultados foram obtidos
neste trabalho em que a temperatura influenciou negativamente na densidade das
bactérias, indicando que em temperatura mais elevadas foram obtidas menores
densidades de bactérias no verdo (Tabela 7).

Esta relagdo ndo foi obsevada nos dados coletados no inverno. Ndo foram
observadas relagdes entre os parametros abidticos mensurados no inverno com a desidade
das bactérias E. coli e Enterococcus spp., indicando que os valores das variaveis ndo

influenciaram diretamente na contagem das bactérias.
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Tabela 7: Resultado da andlise estatistica de Corrrelagdo de Spearman (r) em relacdo a
densidade de microrganismos na dgua em comparacdo aos parametros ambientais coletados no
verdo e no inverno. (p): Nivel de significancia p<0,05.

E. coli Enterococcus spp.

VERAO INVERNO VERAO INVERNO

r p r p r p r p
Temperatura (°C)  -0,5258  <0,0001 -0,3256 0,266 -0,6610 0,001 0,1769 0,997
pH -0,1943 0,389  -0,0940 0,750 -0,2761 0,656 0,1394 0,371
salinidade 0,2061 0,104  -0,1836 0,326 0,4349 0,052  -0,0808 0,704
oD -0,2672 0,057 0,1533 0,197 -0,3875 0,235 0,2474 0,107
pluviosidade 0,5164 0,011 0,0200 0,870 0,6587 0,012  -0,0850 0,190

Obs.: Os valores acima de correlagéo fraca (FRC) estdo destacados em negrito na Tabela.

Segundo Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2003) e Niencheski et al. (2006),
a contaminacdo microbioldgica pode agravar com chuvas fortes, que carreiam a poluicao
elevando o indice de contaminacdo fecal do ambiente. A sobrevivéncia das bactérias
fecais no ambiente aquatico é determinada por diversos fatores como temperatura,
salinidade, oxigénio, predagédo e pH (MCFETERS; SINGH, 1991; DAVIES et al., 1995;
ROZEN; BELKIN, 2001; HUGHES, 2003; CRAIG; FALLOWFIELD; CROMAR, 2004;
MOUNA; AHMED; OMAR, 2014).

No trabalho de Mouna e colaboradores (2014) avaliaram o impacto dos fatores
abioticos, como a temperatura, salinidade, pH e turvagdo da area costeira marroquina e a
relacdo da sobrevivéncia da bactéria E. coli com estes parametros, concluindo que a
salinidade e o pH correlacionam negativamente na densidade da bactéria e positivamente
com maior turvagdo.

Diversos trabalhos vém mostrando que as variagcdes nas condi¢fes ambientais,
como as mudancas climaticas, sdo parcialmente responsaveis pelas variagdes espaciais da
diversidade de microrganismos, assim sendo, a composicdo das comunidades
microbianas nos ecossistemas pode ser afetada por inimeros fatores bidticos como
abidticos (HUNTER-CEVERA; KARL; BUCKLEY, 2005; MARTINY et al., 2006).

Entretanto neste trabalho ndo foram observadas correlacdes significativas entre as
densidades das bactérias analisadas com as variaveis pH, OD e salinidade obtidas no
verdo, indicando que estas ndo influenciaram nos valores da densidade bacteriana,
entretanto a temperatura e a presenca de chuva influenciaram nos valores das densidades

das bactérias.
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Com relacdo a identificacdo das coldnias isoladas de Enterococcus spp., 31 cepas
isoladas das amostras de agua foram selecionadas aleatoriamente e submetidas aos testes
bioguimicos, utilizando Entero Kit, para determinar as espécies (Figura 16A). Exemplo
do resultado de um dos testes pode ser visualizado nas Figuras 16B (resultado negativo)

e 16C (resultado positivo). A realizacdo do teste e os resultados seguiram as orientacdes
do fabricante (Probac).
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Figura 16: A) Teste utilizando Kit bioquimico para identificar as colbnias isoladas de
Enterococcus spp. para determinar a espécie. Sequéncia de tubos da esquerda para direita:

Manitol, Arginina, Arabinose, Sorbitol, Motilidade, controle e branco. Teste de mobilidade da
cepa isolada. B) negativo, C) positivo.

Sendo assim, as espécies de Enterococcus isolados neste trabalho foram definidas
pelos resultados dos testes bioquimicos descritos na Tabela 8.

As cepas isoladas foram testadas bioquimicamente para determinar a espécie.
Uma cepa isolada ndo foi possivel determinar a espécie por dificuldade de leitura. Das 30
cepas isoladas da agua foram numeradas e listadas a seguir:
e Grupo 1: 31Ae, 32Ae, 311ADb, 312Ab, 43Ae, 45ADb, 46Ae, 47A¢, 48A¢, 49A¢,
410Ae, 52A¢, 55A¢, 71A, 75A, 86A, 811A, 812A.
e Grupo 2: 311Ae, 510Ab, 511Ae, 33Aeg, 74A, 58Ae¢, 76A.
e Grupo 3: 81A, 82A, 83A.
e Grupo 4: 63Ae, 69Ae.
e Indeterminado: 66ADb.
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As cepas foram agrupadas em grupos, conforme trabalho de Facklam e
colaboradores (2002), determinando a espécie do Enterococcus sp. conforme os

resultados dos testes apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Resultado dos testes bioquimicos das cepas isoladas de Enterococcus spp. (+ positivo,
- negativo, +/- variado).

NUmero do grupo 1 2 3 4 5
Motilidade - - + - -
Arabinose + - + - +

Manitol + + + - +
Sorbitol +/- + + - +
Arginina + + + + -

Pigment./controle - - - - -

Catalase - - - - -

E. faecium E. faecalis E. gallimarum E.duram E. avium

(1) (1) *(V) *(1) *(1

Espécie

*Numero romano indica classificagdo conforme Facklam et al. (2002). (pigment.: pigmentacéo)

Observou-se que a E. faecium foi a espécie dominante com 60,0% das cepas

identificadas, seguido do E. faecalis com 23,3% (Tabela 9).

Tabela 9: Porcentagem de Enterococcus spp. identificados pela técnica bioquimica. (n): namero
de cepas testadas.

Espécie % das cepas (n=30)

E. faecium 60,0% (18)
E. faecalis 23,3% (7)

E. gallinarum 10,0% (3)
E. duram 6,6% (2)
E. avium 0,0%

Todas as espécies identificadas bioquimicamente neste trabalho sdo consideradas
patogénicas associadas a infecgdes cutaneas, sendo que houve uma predominancia da
espécie E. faecium, que é encontrado nas fezes humanas em menor proporg¢éo do que E.
faecalis, sugerindo que o ambiente apresenta uma elevada contaminacdo por efluentes
domésticos. Enquanto E. faecalis representava quase 95% dos isolados clinicos, isolados
de E. faecium eram raras até a década de 1990 (HUYCKE; SAHM; GILMORE, 1998),
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mas com a disseminacdo de resisténcia a antibidticos, a proporcdo de isolados em
infecgBes por E. faecium aumentou tornando-se casos problematicos para tratamento
(GILMORE; LEBRETON; VAN SCHAIK, 2013).

A espécie E. faecium ndo € uma bactéria enterococica exclusiva de origem
humana, apesar de ser encontrado em 100% das fezes analisadas, também foi isolada do
trato gastrointestinal de bovinos, suinos, cdes e de aves como a galinha e em menor
densidade (DEVRIESE et al., 1992).

Oliveira e Pinhata (2008) analisaram a agua de praias de Sdo Vicente (SP) e
constataram uma elevada densidade de Enterococcus sp. nas amostras e a espécie
dominante foi E. faecalis na d4gua, concluindo que o local analisado apresenta um alto
indice de contaminacdo fecal, provavelmente de origem humana. Ferguson et al. (2005)
descreve em seu trabalho realizado nos sedimentos marinhos e aguas intertidais da costa
sul da Califérnia, a elevada presenca das espécies E. faecium, E. casseliflavus, E. durans
nas suas amostras.

Bartram e Rees (2000) descreve que as bactérias E. faecalis e E. faecium ocorrem
em quantidades significativas em fezes humanas e animais e, juntamente com a espécie
E. durans, foram relatados como sendo as espécies mais frequentemente encontrada em
ambientes aquéaticos poluidos. As espécies E. gallinarum e E. avium, inicialmente
isolados de aves, ocorrem em altas concentragcdes em fezes de animais, mas ndo estéo
exclusivamente associados a estas fontes.

Um estudo mais recente descreve que em aguas de praias recreacionais da Malasia
foram detectados maior nimero de E. faecium do que E. faecalis (DADA et al., 2012).
Outros trabalhos também apresentaram resultados positivos ao analisar a sobrevivéncia
de Enterococcus spp. nas dguas doce (ANDERSON; WHITLOCK; HARWOOD, 2005;
HALLER et al., 2009), 4gua marinha (LITOPOULO-TZANETAKI; TZANETAKIS,
1992; BOEHM, et al., 2002; KORAJKIC; BROWNELL; HARWOOD, 2011) e em
estuarios (JENG; ENGLAND; BRADFORD, 2005).

Sinclair et al. (2012) citou em seu trabalho a correlacdo entre a elevada
concentracdo das bactérias Enterococcus spp. relacionadas com riscos de doencas
gastrointestinais, respiratéria e de infec¢do de pele em humanos durante o contato com
agua de uso recreacional (KAY et al., 1994; PRUSS, 1998).
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A grande quantidade destas bactérias no ambiente indica elevada contaminagéo
por esgoto e efluentes ndo tratados, por serem consideradas bactérias fecais de origem
humana (BOEHM; SASSOUBRE, 2014). Estas espécies sdo as principais causadoras de
infeccbes e de doencas gastrointestinais (MALANI; KAUFFMAN; ZERVOS, 2002;
WERNER, et al., 2008; PRABAKER; WEINSTEIN, 2011). Assim, elevadas densidades
podem provocar aumento de doengas enterocdcicas nos organismos que mantenham
contato com a 4gua contaminada, e a identificacdo correta pode auxiliar no tratamento e
na caracterizacdo do meio ambiente (BOEHM; SASSOUBRE, 2014; LEBRETON;
WILLEMS; GILMORE, 2014).

6.2.1.2.  Candida spp.

A Figura 17 apresenta os resultados das densidades das espécies de Candida sp. na
agua. A espécie C. tropicalis foi a mais abundante especialmente no inverno. C. glabrata
foi a levedura menos abundante, apresentando uma média geral de 0,10x10> UFC
100mL™* (Figura 17). As variacdes da densidade e as diversidades encontradas na agua
dependem dos fatores bi6ticos e abidticos do ambiente que influenciam na sobrevivéncia
dos microrganismos (HAGLER, 2006).
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C. albicans C. krusei C. glabrata  C. tropicalis

Figura 17: Valores médios da densidade dos microrganismos analisados na agua coletados na
Bafa do Aracd (x102 UFC 100mL%) e seu erro padrdo representado pelas barras.
Microrganismos: C. albicans: Candida albicans; C. krusei: Candida krusei; C. glabrata:
Candida glabrata; C. tropicalis: Candida tropicalis.
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No trabalho de Van Wyk (2012) foram isolados diferentes espécies de leveduras,
sendo o género Candida sp. 0 que apresentou 0 maior nimero representativo, como C.
krusei, C. tropicalis e C. guilliermondii, citando serem comuns em ambientes aquéaticos
e provavelmente de origem terrestre e por serem espécies patogénicas oportunistas,
quando encontradas no ambiente podem indicar um potencial risco para a saude dos
usuarios de agua e frequentadores do local. Neste presente trabalho foram detectadas a
presenca de quatro espécies de Candida: Candida albicans, Candida krusei, Candida
glabrata e Candida tropicalis, sendo que esta Ultima se destacou em relagdo as outras na
densidade encontrada da agua.

Chen e colaboradores (2009), cita a Candida tropicalis como a espécie mais
encontrada no litoral das &guas do nordeste de Taiwan e descreve como a levedura que é
amplamente distribuida no ambiente marinho, corroborando com os achados deste
trabalho.

As densidades das Candida analisadas neste trabalho, variou conforme a espécie
identificada. Analisando estatisticamente as densidades das espécies de Candida foram
detectados diferenca significativa (p<0,05) entre as todas as espécies estudadas, com 0s

valores de Kruskal-Wallis descritos na Tabela 10.

Tabela 10: Valores resultantes do teste de Kruskal-Wallis a 95% de significancia (p) entre as
densidades das espécies de Candida sp. (Candida albicans, Candida krusei, Candida glabrata,
Candida tropicalis).

C. albicans C. krusei C. glabrata
C. krusei 49,33 (p<0,0001)
C. glabrata 45,45 (p<0,0001) 4,02 (p=0,031)

C. tropicalis 12,05 (p=0,0005) 64,84 (p<0,0001) 60,58 (p<0,0001)

A densidade de todas as espécies de Candida sp. analisadas foram maiores no
inverno do que no verdo (Figura 18). Obteve-se uma densidade alta de C. tropicalis no
inverno, quando comparado as outras espécies de Candida sp. indicando uma possivel
capacidade de sobrevivéncia em ambientes diversos, com presenca de contaminacao por
dejetos ou efluentes, visto que esta levedura faz parte da microbiota humana normal e de
outros animais (OKSUZ et al., 2007; NEGRI et al., 2010). Somente as leveduras C. krusei
(p=0,009) e C. tropicalis (p=0,019) apresentaram diferenca significativa entre os dados

do verdo e inverno (Figura 18).
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Figura 18: Valores médios da densidade das espécies de Candida sp. no verdo e no inverno analisados na
agua (x 102 UFC 100mL™) e seu erro padrdo representado pelas barras. Quadro vermelho em destaque
representa resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p), diferenca entre as
densidades das espécies de Candida sp. em relagdo ao periodo (verdo-inverno). «: representa diferenca
significativa. Microrganismos: C. albicans: Candida albicans; C. krusei: Candida krusei; C. glabrata:
Candida glabrata; C. tropicalis: Candida tropicalis.

No ano de 2015 a densidade média de quase todas as espécies de Candida spp.
analisadas foram menores em relacdo ao encontrado em 2016, com exce¢do da C.
tropicalis que apresentou uma queda em 2016 (Figura 19). C. krusei e C. glabrata quase
ndo foram observados no ano de 2015, entretanto em 2016 foi verificado um aumento da
densidade, indicando que a presenca destas leveduras aumentaram na agua da Baia.

Apesar da densidade de Candida albicans, C. krusei e C. glabrata serem baixas
em relagdo aos outros microrganismos, observou-se um aumento na densidade em

comparacdo ao ano anterior (Figura 19). Neste trabalho verificou-se que somente C.
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albicans ndo apresentou diferenca significativa entre os anos de 2015 e 2016 (KW=1,65,
p=0,20) (Figura 19).
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Figura 19: Valores médios da densidade das espécies de Candida sp. nos anos de 2015 e 2016 analisados
na dgua (x 10?2 UFC 100mL™) e seu erro padrdo representado pelas barras. Quadro vermelho em destaque
representa resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p), diferenca entre as
densidades das espécies de Candida sp. em relagdo aos anos 2015-2016. <: representa diferenca
significativa. Microrganismos: C. albicans: Candida albicans; C. krusei: Candida krusei; C. glabrata:
Candida glabrata; C. tropicalis: Candida tropicalis.

Analisando os dados separadamente em verdo e inverno nos dois anos coletados,
as densidades das C. albicans, C. krusei e C. glabrata apresentaram valores relativamente
baixos comparados com C. tropicalis, mantendo-se abaixo de 0,7x10? UFC 100mL™* nos
dois anos, mas no inverno de 2016 foram constatados aumento nas densidades destas
leveduras, diferindo dos outros periodos analisados (Figura 20). Este aumento pode ter

ocorrido por ter recebido um aporte maior de efluentes com material contaminado.
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Figura 20: Valores médios da densidade das espécies de Candida sp. nos anos de 2015 e 2016
nos periodos do verdo e inverno, analisados na agua (x10%2 UFC 100mL"!) e seu erro padréo
representado pelas barras. Microrganismos: C. albicans: Candida albicans; C. krusei: Candida
krusei; C. glabrata: Candida glabrata; C. tropicalis: Candida tropicalis.

Diversos trabalhos citam a Candida albicans como sendo a mais encontrada nas
amostras analisadas. No estudo de Bhat e Kachwalla (1955) descrevem a levedura C.
tropicalis como a mais frequentemente isolada da agua do mar de Bombay, concluindo
gue esta espécie provavelmente seja comum encontrar nas aguas marinhas. Yan e
colaboradores (2010) analisaram agua, sedimento marinho, lama, plantas de manguezais
e algas marinhas para presenca de leveduras marinhas e obtiveram 44 cepas de Candida
tropicalis, indicando que esta espécie tem ampla distribuicdo em diferentes ambientes
marinho tropical e subtropical.

A especie Candida albicans é o agente etiologico de maior importancia por ser
frequentemente relacionada a infec¢des, como micoses (RUEDA, 2002). Esta espécie faz

parte da microbiota normal do trato digestorio e membranas mucocuténeas de seres
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humanos, mas também pode causar doengas como micose superficial ou invasiva (ODDS,
1988).

As leveduras C. tropicalis, C. krusei e C. glabrata também podem ser encontradas
na microbiota normal humana e de animais homeotérmicos (TAYSI; VAN UDEN, 1964),
tendo sido relatadas como importantes patégenos oportunistas a partir da década de 80
(FOONGLADDA et al., 2002).

Hagler e Mendonga-Hagler (1981) examinaram as espécies de leveduras em aguas
estuarinas e costeiras com diferentes niveis de poluicdo no estado do Rio de Janeiro,
encontrando densidades de leveduras acima de 100 UFC 100mL™* em locais com maiores
niveis de poluicdo, enquanto na maioria dos locais com baixo indice de polui¢do ou ndo
poluidos, foram encontradas densidades inferiores a 100 UFC 100mL™. No presente
estudo, somente a densidade média geral da levedura Candida tropicalis ultrapassou o
valor de 100 UFC 100mL™, demonstrando a existéncia de fontes de contaminagdo
atuando nessas areas.

Trabalho de Pinhata (2007) estudou a variacdo da densidade de Candida spp.
encontrada nas aguas e areias das praias do municipio de Guaruja (SP), indicando fontes
de contaminacdo existentes nos locais com maior nivel de presenca deste microrganismo.
Pinto e Oliveira (2011) descreveram a preocupacdo em relacdo a presenca de
microrganismos patogénicos no ambiente, sugerindo monitoramento das aguas e areias
das praias, incluindo leveduras do género Candida.

Em relacdo a densidade de Candida sp. e as variaveis abidticas no verdo somente
a densidade de C. tropicalis apresentou correlacdo positiva fraca (FRC) com a salinidade
(r=0,5788, p=0,005) e correlacdo positiva forte (FC) com a pluviosidade (r=0,8185,
p<0,0001) pelo teste de Correlagdo de Spearman (Tabela 11), seguindo classificagdo
descrito na Tabela 6. N&o foram observadas outras correlagdes significativas entre os
valores das variaveis abioticas mensuradas no verdo com as leveduras C. albicans, C.
krusei e C. glabrata (Tabela 11).

A espécie C. krusei apresentou em correlacdo fraca negativa para temperatura (r=
-0,6421, p<0,0001) e correlacdo forte negativa para o pardmetro salinidade (r=-0,7206,
p<0,0001) no periodo do inverno. A relacdo entre a salinidade e a densidade desta
levedura foi observada, com indice de significancia mais forte entre os valores das

densidades em relacdo a elevada salinidade. Esta levedura também apresentou relagédo
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inversa com a temperatura, sendo que as temperaturas altas corresponderam com valores
menores da densidade de C.krusei
Tabela 11: Resultado da andlise estatistica de Correlacdo de Spearman (r) em relacdo a

densidade de microrganismos na agua em comparagdo as variaveis ambientais coletados no
verdo e no inverno. Nivel de significancia: p<0,05.

VERAO C. albicans C. krusei C. glabrata C. tropicalis
r p r p r p r p
Temperatura (°C) 01714 0,203 -0,2899 0320  -0,0078 0,907  -0,3773 0,161
pH 01272 0452 -0,1608 0,722 00401 0622  -0,1237 0,825
salinidade 01996 0275 -0,1959 0,925  -0,1525 0,914 0,5788 0,005
oD -0,1740 0495 -0,0922 0850  -0,0479 0480  -0,3575 0,172
pluviosidade 02832 0005 -0,1068 0,776  -0,0887 0,452 0,8185  <0,0001
INVERNO C. albicans C. krusei C. glabrata C. tropicalis
Temperatura (°C)  -0,2250 0,002  -0,6421 <0,0001 -0,4774 0,004  -0,0639 0,985
pH 0,1767 0,724 -0,0124 0894 01925 0,730  -0,1647 0,721
salinidade -0,5570  0,0001 -0,7206  <0,0001 -0,6576  <0,0001 -0,1809 0,576
oD -0,2441 0421 -02282 0,027 -04361 0,08  -0,0167 0,638
pluviosidade -0,3480 0,175  -0,4447 0,037  -0,3760 0,105 0,6529  <0,0001

Obs.: Os valores acima de correlacéo fraca (FRC) estdo destacados em negrito na Tabela.

No inverno, as leveduras C. albicans (r= -0,5570) e C. glabrata (r= -0,6576)
apresentaram correlacdo negativa fraca (FRC) para a variavel salinidade (Tabela 11).
Estas leveduras relacionaram-se inversamente com os valores da salinidade, sendo que
nos valores elevados da salinidade foram observados menores valores da densidade destas
leveduras. Kurtzman e Fell (1998) descreve a baixa densidade de leveduras em aguas de
ambiente hipersalino, indicando que a salinidade é um fator negativo para as leveduras.

A temperatura é um fator importante que influencia no crescimento de algumas
espécies de Candida em ambientes marinhos, podendo variar a densidade conforme a
temperatura do ambiente (BUCK; BUBUCIS; COMBS, 1977; ANDERSON, 1979).

A C. tropicalis apresentou correlacéo fraca positiva com a pluviosidade (r=0,6529,
p<0,0001). A densidade desta levedura no inverno apresentou correlacdo com os valores
da pluviosidade, indicando que na presenga da chuva os valores obtidos desta levedura
foram maiores. De modo geral, como a mesma reacdo foi observada no ver&o, os valores

da densidade da C. tropicalis aumentaram com a agéo da chuva.
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As leveduras estdo presentes em diversos tipos de ambiente onde sofrem
influéncia da temperatura, pH, umidade, e OD, além da predacdo que afeta o
estabelecimento e manutencdo dos fungos (LOUREIRO et al., 2005). Apesar de no
inverno ndo ter registro de alta pluviosidade, a C. tropicalis apresentou correlacao
positiva com a pluviosidade, indicando que neste periodo de chuva, foi detectado o
aumento da densidade deste microrganismo.

Em pesquisa nas aguas de lagos da regido de Lagoa Santa (MG), as leveduras
isoladas nos periodos de chuva e seca, ndo foram encontradas correlacdo entre os dados
ambientais com a presenca deste microrganismo (ROSA et al., 1995; MORAIS et al.,
1996). Entretanto trabalho de Medeiros (2002) realizado na lagoa Carioca cita a
correlagdo das leveduras com a temperatura e pH. Neste trabalho foram constatadas
algumas fracas correlacdes entre os géneros de Candida e a salinidade, sendo que somente
C. tropicalis apresentou correlacdo positiva com a pluviosidade, tanto no verdo como no

inverno.

6.2.1.3. Fungos filamentosos

Os valores do oxigénio dissolvido (OD mg L) variaram de 4,0 a 6,7, com média
geral de 5,5 mg L (Tabela 12), apresentando se na maioria das amostras dentro dos
valores estabelecidos pelo CONAMA 357/2005 para &guas salobras de boa qualidade.
Apesar de alguns pontos apresentarem OD abaixo de 5,0 mg L, a média no veréo foi 5,1
mg L* e maior no inverno, com 6,2 mg L (Tabela 12).

A regido entremarés analisada apresentou boa quantidade de OD na &gua na maior
parte das amostragens. O oxigénio sendo considerado um elemento essencial para o
crescimento e desenvolvimento da maioria dos microrganismos, o ambiente analisado
indica boa aeracdo e retrata-se favordvel para varios organismos e microrganismos

aquaticos.
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Tabela 12: Parametros ambientais obtidos das amostras de dgua da regido entremarés da Baia
do Araca.

parametro Geral Verdo Inverno

ambiental min - max X*s min - max X*s min - max Xzts

Temp. (°C) 226-316 26,2+0,3 243-316 27,7+0,7 22,6-254 239+0,3
pH 77-81 790,01 77-80 7,9+0,02 78-81 8,0+ 0,02

salinidade  24,8-281 27,0+01 248-275 266201 27,1-281 27,4%0,07
OD(mgL?)  40-67 55+0,1 40-65 51+02 53-67 6220,

*Temp. - Temperatura (°C); **OD - oxigénio dissolvido (mg L™*). Onde: min — valor minimo, max — valor
maximo, X — média, s — erro padrao.

Os niveis de pH mantiveram-se levemente alcalino e com pouca variacéo a longo
do estudo, variando de 7,7 a 8,1 (Tabela 12) de acordo com os pontos coletados. Trabalho
de Raghukumar et al. (2004) cita que o pH ideal para crescimento e producdo de enzimas
extracelulares dos fungos marinhos fica entre pH 7 a 8, indicando que os valores de pH
mensurados neste trabalho estavam propicios para o crescimento destes fungos.

A salinidade mensurada neste trabalho manteve inferior a 30, sendo classificada
como agua salobra, conforme determinado pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005, ndo
oscilando muito em toda amostragem, variando a salinidade entre 24,8 a 28,1 (Tabela 12).
Mbata (2008) analisou de aguas marinhas profundas e hiper salinas do Mar Morto, isolou
e identificou vérios fungos filamentosos, incluindo os géneros Aspergillus e
Aureobasidium.

A temperatura mensurada neste trabalho favorece a reproducéo e a diversidade
dos fungos. Kohlmeyer (1983) e Wong et al. (1998) citam que a temperatura interfere na
distribuicéo e diversidade de fungos filamentosos, sendo que ha uma diversidade maior
em areas tropicais, quando comparados com &guas temperadas. Fungos marinhos
necessitam de temperaturas de 25°C a 30°C para se reproduzir (GRIFFIN, 1981).

N&o foi constatada correlagdo da densidade de fungos filamentosos com o0s
parametros ambientais através do teste estatistico Correlacdo de Spearman, conforme
resultado na Tabela 13 (seguindo classificacdo descrito na Tabela 6), Apesar de Mueller,
Bills e Foster (2004) descrever que a salinidade é o fator limitante de crescimento dos
fungos, ndo foi observado correlagdo da densidade com esta varidvel abiotica neste
trabalho (Tabela 13).
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Tabela 13: Valores resultantes da analise estatistica da correlacdo de Spearman (r) dos fungos
em relagcdo aos pardmetros abiéticos, e com nivel de significancia p<0,05.

r p
Temperatura (°C) -0,160 0,40
pH 0,026 0,89
salinidade 0,271 0,15
oD 0,102 0,59

Silveira e colaboradores (2013) estudaram a presenca de fungos e leveduras no
estuario da Lagoa dos Patos e praia do Cassino, no Rio Grande do Sul avaliando a
variabilidade temporal e espacial, descrevendo que Aspergillus spp. e Penicillium spp.
foram as espécies dominantes e que a distribuicdo dos fungos foi afetada pela
negativamente pela salinidade, divergente dos dados encontrados no presente trabalho.

Dentre as quatro coletas realizadas, verificou-se que as média geral dos fungos
nas amostras de agua foi de 3,0x10° UFC 100mL, apresentando valores entre 0,4x10°% a
46,2x10® UFC 100mL™, constatando uma elevada variacdo da densidade entre as
amostragens. As coletas realizadas no verdo apresentaram as menores densidades, com
média de 1,8x10° UFC 100mL, e no inverno obteve-se valores entre 0,6x10° e 46,2x10°
UFC 100mL, com média de 4,9x10° UFC 100mL™ (Figura 21).

Lopes et al. (2009) descrevem a distribui¢do dos fungos em ambiente poluido e
ndo poluido em rio no Portugal e cita que no inverno foram observados menores valores
em relacdo ao verdo, sendo que a maior densidade observado no verdo teve a menor
diversidade de fungos.

A densidade de fungos no inverno foi muito maior em compara¢do ao verdo
(4,9x10% UFC 100mL* e 1,8x10° UFC 100mL%, respectivamente) (Figura 21), mas ndo
foi observado diferenga significativa (p>0,05) entre as densidades de verdo e inverno
(KW=0,01, p=0,93).
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Figura 21: Média das densidades de coldnias dos fungos filamentosos coletados na agua,
separado em inverno e verdo (barras indicam os erros padrdes). Unidade expressa em x10% UFC
100mL-2.

Analisando a densidade das bactérias E. coli e Enterococcus spp. juntamente com
os fungos filamentosos, observou-se que a densidade dos fungos foi muito mais elevada
que as bactérias encontradas na regido entremarés da Baia do Araca (Figura 22).
Estatisticamente houve diferenca significativa entre a densidade de E. coli e fungos
filamentosos (p=0,026) e entre Enterococcus spp. e os fungos (p<0,0001) através do teste
Kruskal-Wallis (Figura 22).
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Figura 22: Valores médios das densidades das bactérias e fungos filamentosos e seus erros padrdes
(representado pelas barras), encontrados na agua (x10> UFC 100mL™). Quadro em destaque representa
resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p), diferenca entre as densidades

da espécie E. coli e Enterococcus sp. em relagdo ao periodo (verdo-inverno). «: representa diferenca
significativa.

Considerou-se a classificacdo (modificada) segundo Cabral et al. (2006) dos
valores de Spearman (seguindo classificacdo descrito na Tabela 6), ndo foram observadas
correlagdes entre os fungos filamentosos e E. coli e entre os fungos filamentosos e

Enterococcus spp., indicando que as suas densidades ndo foram influenciadas entre si
(Tabela 14).

Tabela 14: Resultado da correlagdo de Spearman (r) relacionando as densidades de bactéria E.
coli e Enterococcus spp. com a densidade de fungos filamentosos.

r p
E. coli x Fungos filamentosos 0,470 0,79
Enterococcus spp. x Fungos filamentosos -0,049 0,35
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Diversos estudos citaram a relacdo entre os diferentes microrganismos
encontrados no ambiente, seja fungo ou bactéria, analisando a correlagdo entre eles.
Bonadonna et al. (2002) estudou as densidades de bactérias e fungos na Italia, em que cita
correlacdo entre leveduras e fungos filamentosos e entre E. coli e Enterococcus spp.
Entretanto, neste trabalho ndo foram observados correlagdes entre 0s microrganismos

analisados.

6.2.2. Sedimento
6.2.2.1. Bactérias indicadoras de contaminacao fecal

A Figura 23 representa as médias gerais e as médias das densidades no verdo e no
inverno das bactérias indicadoras de contaminacao fecal (Enterococcus spp. e E. coli) nas
amostras de areia. A densidade média de E. coli encontrados nas amostras de areia foi de
4,7x10% UFC 100g%, com minima de 0,04x10° UFC 100g™* e méaxima de 36,3x10° UFC
100g™ (Figura 23). Observou-se que a densidade média no veréo foi maior em relagéo ao
encontrado no inverno (6,3x10° UFC 100g™* e 3,7x10%® UFC 100g?, respectivamente).
Né&o foi observado diferenca significativa entre os periodos de verdo e inverno na amostra
da areia (p=0,358) (Figura 23).

As densidades de Enterococcus spp. foram maiores quando comparadas as de E.
coli, com média geral de 6,9x10° UFC 100g™*. A densidade de Enterococcus sp. no verao
foi maior em relacdo ao inverno (9,1x10®° UFC 100g™* e 4,7x10° UFC 100g*,
respectivamente) (Figura 23). Estatisticamente foi observado diferenca significativa entre
verdo e inverno nas amostras de areia para as Enterococcus spp. (KW=7,02, p=0,008)
(Figura 23).

Os resultados deste trabalho podem ser comparados com estudos de Sanchez et al.
(1986), Oliveira e Pinhata (2008) e Pinto (2010) em relacdo a andlise da contaminacgao
microbiologica das praias. Estudo realizado por Sanchez et al. (1986), em praias da
Baixada Santista e uma praia de Ubatuba, verificiou a densidade de bactérias
Enterococcus na areia e constataram elevada contamina¢do por este microrganismo.
Dados semelhantes foram observados no trabalho de Oliveira e Pinhata (2008), em que
citaram concentragGes de Enterococcus spp. na ordem de 10° UFC 100g?, em amostras

de areia Umida e areia seca em duas praias de Sao Vicente (SP).
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Figura 23: Variacdo das médias das densidades de Escherichia coli (E. coli) e Enterococcus
sp.nas amostras de areia. Média geral, média do verdo e do inverno e seus respectivos erros
padrdes representado pelas barras. Expresso em x102 UFC 100mL!. Quadro em destaque
representa resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p),
diferenca entre as densidades da espécie E. coli e Enterococcus sp. em relacdo ao periodo
(verdo-inverno). < : representa diferenca significativa.

Trabalhos de Oliveira e Pinhata (2008) e Pinto, Pereira e Oliveira (2012) que
avaliaram a contaminacgdo fecal das areias e aguas de praias do Estado de S&o Paulo,
analisando a densidade de Enterococccus spp entre estes dois compartimentos, e
verificaram que a areia apresenta contaminacdo superior a da dagua, pois 0S
microrganismos sobrevivem por longos periodos por encontrar condi¢des favoraveis e
protecéo contra predacéo.

O verdo chuvoso geralmente apresentam contaminagao superior em relagcdo aos
outros periodos pela agua da chuva carrear os lixos e poluigdes para as praias
(ELMANARA et al., 2005; SATO et al., 2005; ANDRAUS, 2006), e pelo aumento de
turistas na época, que ocasiona o acumulo de residuos, lixo e efluentes, elevando
proporcionalmente o contato com areia e agua contaminada (ALM; BURKE; SPAIN,
2003; BOUKAL, 2005).
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Pinto (2010) analisou areia seca, umida e a agua de praias da Baixada Santista,
mostraram maior contaminagdo fecal na areia seca e Umida em relacdo ao encontrado
aguas, sendo que o periodo do verdo apresentou maior contaminacdo em relacdo ao
inverno.

No ano de 2015 a densidade média de E. coli foi menor em relacdo ao encontrado
em 2016 (5,6x10° UFC 100g™ e 6,6x10° UFC 100g™, respectivamente) (Figura 24). Os
Enterococcus spp. também apresentaram densidades maiores no ano de 2016, com
11,5x10° UFC 100g™* em relacio ao ano de 2015 (3,2x10° UFC 100g), indicando um

aumento na contaminacao microbiologica no ano de 2016 (Figura 24).
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Figura 24: Valores médios das densidades de E. coli e Enterococcus sp. analisados por ano de
coleta, com unidade expressos em x10% UFC 100g™. Quadro em destaque representa resultado
do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p) entre as densidades da
espécie E. coli e Enterococcus sp. em relagdo por ano de coleta (2015 e 2016). «: representa
diferenca significativa.

Obteve-se um grande aumento na densidade das bactérias de Enterococcus spp. e
da E. coli em 2016 em relacdo ao ano anterior (2015). Apesar das densidades nas areias
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serem geralmente mais altas do que as observadas nas aguas devido ao fendmeno de
bioacumulacdo (MANCINI et al., 2005), a densidade de Enterococcus spp. em 2016 foi
muito mais elevado, indicando que além da bioacumulagéo, provavelmente recebeu uma
elevada descarga de efluente contendo este microrganismo (Figura 24). Esta elevada
densidade mostrou diferenca significativa entre os anos de 2015 e 2016 tanto para E. coli
(p=0,0040) e como para 0s Enterococcus spp. (p<0,0001) (Figura 24).

Os dados foram separados por ano (2015 e 2016) de coleta e por estacdo (verdo e
inverno) para determinar a variacao da densidade por periodo de coleta. A densidade de
E. coli no verdo de 2015 foi de 5,7x10° UFC 100g™*, diminuindo no inverno (1,9x10% UFC
100g™), e no verdo de 2016 apresentou a maior média entre os periodos (6,9x10° UFC
100g1), e diminuindo no inverno para 5,5x10° UFC 100g, entretanto ainda apresentando

densidade elevada em relacdo ao ano de 2015 (Figura 25).
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Figura 25: Variacdo das médias das densidades de Escherichia coli (E. coli) e Enterococcus
spp. nas estacBes de verdo e inverno de 2015 e 2016 nas amostras de areia e seus respectivos
erros padrdes. Unidade expressos em x10% UFC 100g*.
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A Figura 25 representa a densidade média das bactérias E. coli e dos Enterococcus
spp., nos periodos verdo e inverno de 2015 e de 2016 nas amostras de areia. Tanto a E.
coli como Enterococcus sp. apresentaram densidades maiores no verdo e menores no
inverno, entretanto no verdo de 2016, a densidade de Enterococcus sp. foi muito mais
elevada que os outros periodos, provavelmente ocasionado por ter recebido um aporte
maior na época da coleta ou algum fator ambiental atipico, como a ressaca.

A andlise bioguimica para determinar a espécie dos Enterococcus spp. seguiu 0s
mesmos procedimentos das amostras de agua. Foram testadas 25 cepas isoladas da areia,
sendo que uma ndo foi possivel concluir a leitura. Observou-se que a espécie E. faecium
foi identificada 50% dos isolados seguido do E. faecalis com 25,0% das cepas amostradas
(Tabela 15).

Tabela 15: Porcentagem das espécies de Enterococcus spp. identificados pela técnica
bioquimica. (n) quantidades de cepas analisadas

% das cepas (n=24)

E. faecium 50,0% (12)
E. faecalis 25,0% (6)
E. gallinarum 8,3% (2)
E. duram 8,3% (2)
E. avium 8,3% (2)

Todas as espécies identificadas bioguimicamente neste trabalho, tanto na agua
como na areia sdo consideradas patogénicas e estdo associadas a infecgbes cutaneas.
Assim como verificado nas amostras de &gua, a amostra da areia apresentou a
predominancia da espécie E. faecium seguido por E. faecalis, em menor proporcéo.

Similar resultado foi obtido por Oliveira e Pinhata (2008) que analisou a areia de
praias recreacionais do Sudeste de Brasil e encontrou predominancia nas espécies de E.
faecalis e E. faecium, citando que a contaminacdo fecal das areias das praias foi
principalmente de origem humana pois estas bactérias s&o mais especificas de humanos.
Ferguson et al. (2005) descreve em seu trabalho a presenca nas areias de praias de agua
doce e marinhas no sul da Califérnia, as espécies E. faecium, E. casseliflavus, E. durans,

e nos sedimentos marinhos, as especies E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. casseliflavus
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e E. mundtii, citando que elevados valores desta bactéria indicam retencdo e possivel
ressurgimento no ambiente.

Elevada densidade de Enterococcus faecium foram isolados nas amostras de areia,
seguido com menor proporc¢do, E. faecalis. As grandes quantidades destas bactérias na
areia indicam elevada contaminagdo por esgoto e efluentes nédo tratados, por serem
consideradas bactérias fecais de origem humana (FEACHAM, 1975; FACKLAN;
COLLINS, 1989).

6.2.2.2.  Candida spp.

A Figura 26 apresenta as médias gerais das densidades obtidas para Candida sp.
em amostras de areia. A levedura C. tropicalis foi a que apresentou maior densidade entre
as espécies de Candida sp. (média geral de 2,2x10% UFC 100g™). C. krusei apresentou
as menores densidades nas amostras de areia, diferentemente das amostras de agua
(Figura 26), nas quais C. glabrata foi a levedura que apresentou menor densidade. No
trabalho de Sato et al. (2005) nas amostras de areia de praias marinhas em S&o Paulo
foram detectados concentracéo de 3,4x10* UFC g, densidades muito mais elevadas do
que as encontradas neste trabalho.

Elevadas concentracdes de leveduras nas areias podem ser explicados pela
natureza das particulas de areia oferecem micro-habitats protegidos (fendas e rachaduras),
ricas em nutrientes fornecendo locais para sobrevivéncia e crescimento, e pelo fato da
areia filtrar os microrganismos da coluna de agua durante o ciclo da maré e aprisionar

células provenietes de escoamento de aguas superficiais (VOGEL et al., 2007).
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Figura 26: Valores médios dos microrganismos analisados no sedimento (x10% UFC 100g™) e
seu erro padrdo representado pelas barras. Microrganismos: C. albicans: Candida albicans; C.
krusei: Candida krusei; C. glabrata: Candida glabrata; C. tropicalis: Candida tropicalis.

No trabalho de Pinhata (2007) os resultados foram similares, onde foram
detectadas C. tropicalis e C. krusei com maior freqiiéncia nas areias das praias do Guaruja,
e menor freqliéncia as espécies C. albicans e C. glabrata. Vogel et al. (2007) também cita
a C. tropicalis como a levedura mais comum em praias do sul da Flérida e atribuiu esse
resultado a intensa atividade humana nas praias.

A levedura C. tropicalis foi isolada normalmente em animais de homeotérmicos
(KURTZMAN; FELL, 1998) e é uma das trés espécies de Candida ndo-albicans mais
isoladas em hospitais (BINELLI et al.,, 2006; COLOMBO et al.,, 2007; NUCCI,
COLOMBO, 2007; MIRANDA et al., 2009), geralmente em culturas de sangue e urina
(KAUFFMAN et al., 2000; ALVAREZ-LERMA et al., 2003). Baseada na incidéncia
desta levedura no organismo humano, proporcionalmente sdo encontrados também no
ambiente onde sdo frequentados pelos homens. Esta levedura tem a capacidade de
sobreviver por mais tempo no ambiente e crescer nas areias (VOGEL et al., 2007),
confirmando os resultados achados neste trabalho, no qual a densidade da C. tropicalis

foi muito mais elevada em relacdo as outras leveduras (Figura 26).
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A C. albicans foi a segunda levedura que apresentou maior densidade nas areias,
com 0,9 x10% UFC 100g* (Figura 26). Esta espécie apresenta capacidade de aderéncia a
diferentes mucosas e epitélios, e sdo termotolerantes (SILVA et al., 2012). E uma das
leveduras mais isoladas em infec¢cbes superficiais e invasivas (SILVA et al, 2012),
apresentando assim, resultados similares a C. tropicalis, onde sdo isolados com maior
frequiéncia em locais com alta taxa de frequentadores da praia. Entretanto, esta levedura
pode apresentar alta taxa de mortalidade, sendo indicado como indicador de
contaminacdo imediata (PINHATA, 2007). Esta caracteristica pode explicar a densidade
de C. albicans apresentar menor densidade na areia em relacdo a C. tropicalis neste
trabalho.

Hagler, De Oliveira e Mendonga-Hagler (1982) relatam uma elevada densidade
de levedura em sedimentos da regido entremaré de locais poluidos do estuario, ao longo
da Ilha do Funddo, no Rio de Janeiro, com a maior presenca de Pichia kudriavzevii (=
Candida krusei). Apesar desta espécie ndo ser bem adaptada as condi¢cbes marinhas,
podem ser encontradas em ambientes com presenca de contaminacdo doméstica
(MEYERS; AHEARN, 1974).

No verdo foram detectadas que as leveduras C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata
apresentaram densidades menores em relagdo ao inverno, entretanto as densidades de C.
albicans no verdo foram maiores do que o inverno (Figura 27).

Papadakis et al. (1997) e Kishimoto e Baker (1969) citaram em seus trabalhos
maiores densidades de leveduras no verdo, pelo aumento da popula¢do em contato com a
praia, corroborando com os dados encontrados para C. albicans. Dados divergentes foram
observados entre as outras espécies de Candida em que a densidade no inverno foi
superior a do verdo, resultado que pode ter sido influenciado pelas varia¢Ges abidticas do
ambiente. Estatisticamente, verificou-se que somente a densidade C. krusei apresentou
diferenga significativa (KW=20,15, p<0,0001) entre os dados coletados no veréo e no
inverno, indicando uma grande variacdo na densidade entre os periodos analisados
(Figura 27).
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Figura 27: Valores médios dos microrganismos analisados na areia (x10% UFC 100g™) no verdo e no inverno,
e seus respectivos erros padrdes representado pelas barras. Microrganismos: C. albicans: Candida albicans;
C. krusei: Candida krusei; C. glabrata: Candida glabrata; C. tropicalis: Candida tropicalis. Quadro
vermelho em destaque representa resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia
(p), diferenca entre as densidades das espécies de Candida sp. em relacdo ao periodo (verdo-inverno). «:
representa diferenca significativa.

Diversos trabalhos descrevem a presenca e identificacdo das leveduras
encontradas nos sedimentos de ambientes marinhos no mundo (NAGAHAMA, 2006; LI
et al., 2008; ESSIEN; ANTAI; BENSON, 2010; CHI et al., 2012; KANDASAMY;
ALIKUNHI; SUBRAMANIAN, 2012) como no Brasil (HAGLER; DE OLIVERA;
MENDONCA-HAGLER, 1982; LOUREIRO et al., 2005 e 2011; PINHATA, 2007,
ARAUJO; HAGLER, 2010), destacando o género Candida como a mais freqiientemente
encontrada, a semelhanca do que foi obtido neste trabalho.

Em relacdo aos anos analisados, C. albicans apresentou densidade maior em 2015
e uma pequena queda no seguinte ano (Figura 28), enquanto que a densidade das outras
espécies de Candida aumentaram em 2016, sugerindo aumento da contaminacdo por

efluentes domésticos em 2016. As leveduras C. krusei e C. glabrata foram os que menos
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foram detectados neste trabalho, entretanto, também foram observados aumento na
densidade em 2016 (Figura 28).
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Figura 28: Comparacdo da média das densidade das leveduras na areia, separado por ano e seus respectivos
erros padrbes representado pelas barras. Microrganismos: C. albicans: Candida albicans; C. krusei:
Candida krusei; C. glabrata: Candida glabrata; C. tropicalis: Candida tropicalis. Quadro vermelho em
destaque representa resultado do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p), diferenca
entre as densidades das espécies de Candida sp. em relacdo ao periodo (verdo-inverno). «: representa
diferenca significativa.

No resultado das amostras de areia, o teste estatistico Kruskal-Wallis mostrou
diferenca significativa entre os anos de 2015 e 2016 somente na C. krusei (p=0,0009) e
C. tropicalis (p=0,0135) (Figura 28), indicando grande diferenca entre as densidades de
2015 e 2016.

Entre as densidades de Candida spp., apesar de apresentarem densidades
relativamente pequenas, observou-se a presenca destas leveduras em todo o periodo
estudado (Figura 29). C. krusei foi a que apresentou menor densidade, sendo que no

verdo de 2015 (0,6x10* UFC 100g™) quase ndo foi detectado, entretanto, constatou-se que
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a densidade foi aumentando ao longo do trabalho, indicando densidade de 0,5x10* UFC
100g* na Gltima amostragem (inverno de 2016) (Figura 29).

A densidade de C. tropicalis foi baixa no verdo de 2015 (0,3x10°® UFC 100g%),
aumentou e manteve-se proximo a 2,8x10° UFC 100g™* nos periodos seguintes, decaindo
pouco no inverno de 2016 (2,7x10® UFC 100g™?) (Figura 29). N&o foi observado um
padrdo referente a estacdo do ano, variando conforme a espécie de levedura. C. albicans
foi a levedura que mais se manteve estavel nas contagens, apesar das variagdes sazonais

e temporais (Figura 29).
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Figura 29: Valores médios das densidades do género Candida entre os verdes e invernos de 2015
e 2016 na areia, sendo expressas em x10° UFC 100g* e seus respectivos erros padrdes
representado pelas barras. Destaque no quadro para 0S microrganismos que apresentaram
valores médios baixos. Microrganismos: C. albicans: Candida albicans; C. krusei: Candida
krusei; C. glabrata: Candida glabrata; C. tropicalis: Candida tropicalis.
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Né&o foram observados padrdes temporais (verdo e inverno) e anual nas densidades
de Céandida spp., sendo que cada espécie apresentou diferentes variagfes nos periodos
amostrados. Em estudos nas aguas limpas, C. tropicalis e C. krusei foram as espécies que
mais se destacaram nas comunidades, independentemente de ser marinho ou dulcicola
(KUTTY; PHILIP, 2008).

6.2.2.3.  Fungos filamentosos

A média da densidade dos fungos filamentosos na areia foi de 3,7x10* UFC
100g! variando entre 0,4x10* UFC 100g* e 42,5x10* UFC 100g™? (Figura 30). A
densidade obtida neste trabalho foi inferior em relacdo ao trabalho de Larrondo e Calvo
(1989) e Alerj (2006). O trabalho de Larrondo e Calvo (1989) analisou densidades de
fungos nas areias das praias da costa do Mediterraneo e obteve densidade variando entre
15 UFC g e 76x10° UFC g*. Alerj (2006) examinou presenca de parasitos, coliformes
totais, termotolerantes e fungos nas areias provenientes da Praia de Copacabana (Rio de
Janeiro/RJ), encontrando densidades destes microrganismos entre 10° a 10° UFC 50g*
nas amostras analisadas.

Os fungos encontrados nos sedimentos foram descritos como sendo importantes
pelo seu papel no processamento de matéria organica detricial dos vegetais (CARLILE;
WATKINSON; GOODAY, 2001) e ativos na decomposi¢do de compostos organicos,
tanto na areia como na agua (HARLEY, 1971; MOORE-LANDECKER, 1996).

Apesar de Branddo et al. (2002) citar em seu trabalho que as maiores densidades
de fungos filamentosos nas aguas e nas areias foram encontradas nas épocas de alta
temporada (verdo), valores diferentes foram constatados neste trabalho em que a

densidade de fungos no inverno foi muito mais elevada em relagéo ao verdo (Figura 30).
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Figura 30: Média das densidades dos fungos filamentosos com seus devidos erros padroes,
comparados pela estagcdo do ano (verdo e inverno). Expresso em x104 UFC 100g?.

Comparando as densidades de bactéria E. coli, Enterococcus sp e fungos
filamentosos, verificou que houve diferenca significativa entre as densidades de E. coli e
fungos filamentosos (KW=30,38, p<0,0001) e entre Enterococcus spp. e fungos
filamentosos (KW=19,23, p<0,0001) (Figura 31). A densidade dos fungos filamentosos
na areia (37,0x10° UFC 100g™) apresentou média muito mais elevada enquanto as
bactérias representaram em média na casa dos 10° (4,7x10° de E. coli e 9,4x10° UFCg™*
de Enterococcus sp.) (Figura 31).

Apesar de pequena diferenca na densidade entre as bacterias, houve diferenca
significativa entre eles (KW=10,24, p<0,001). Divergentes dados foram citados em
Mancini et al. (2005) em que analisou diversas praias na costa da Italia para a densidade

de bactérias e fungos na areia e ndo foram encontradas correlagdes entre eles, mas
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descrevem a importancia da analise da qualidade das areias por representar um maior

percentual destes microrganismos em relagéo a agua.
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Figura 31: Comparacdo das médias das densidades entre as bactérias E. coli, Enterococcus spp. e dos fungos
filamentosos, expressos em x10° UFC 100g?. Quadro em destaque representa o resultados do testes
estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p) entre as densidades da espécie E. coli e
Enterococcus spp. em relacdo a densidade de fungos filamentosos nas amostras de areia.

Por meio do teste de Correlacdo de Spearman, observou-se que houve correlagéo
entre as bactérias estudadas e os fungos filamentosos, seguindo classificacdo descrito na
Tabela 6), Verificou-se correlacédo fraca positiva (FRC) entre a densidade de bacteria E.
coli e densidade de fungos (r=0,64) (Tabela 16), indicando que quando aumentar a
densidade das E. coli, as densidades dos fungos também vdo aumentar. Os Enterococcus
spp. resultou em correlagdo fraca negativa (r=-0,49) em relacéo a densidade de fungos,
apesar de existir significancia (p=0,008), a correlacdo de Spearman indica que a relagéo

é fraca negativamente entre eles.
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Tabela 16: Resultado da correlacdo de Spearman relacionando a densidade das bactérias E. coli
e Enterococcus spp. e dos fungos filamentosos.

r P
E. coli x fungos filamentosos 0,6408 0,002
Enterococcus spp. X fungos filamentosos ~ -0,4929 0,008

Obs.: Os valores acima de correlacdo fraca (FRC) estdo destacados em negrito na Tabela.

Resultados similares foram citados em relacdo a correlacéo entre os diferentes
microrganismos encontrados no ambiente, seja entre bactérias e fungos, ou leveduras.
Bonadonna et al. (2002) estudou as densidades de bactérias e fungos na Italia, em que cita
correlacdo entre leveduras e fungos filamentosos e entre E. coli e Enterococcus spp.
Sabino e colaboradores (2011) estudaram a ocorréncia de fungos nas areias das praias
marinhas de Portugal e descreve a correlacdo positiva entre as leveduras e coliformes

totais, mas ndo foram encontradas entre outras bactérias fecais.

6.2.3.  Comparacdo Agua e Sedimento

Apesar da Baia do Araca apresentar caracteristicas de praia e salinidade inferior a
30, a presenca de bactérias indicadoras de contaminacdo fecal foi elevada, indicando uma
regido que recebe aportes de efluentes, contaminando a agua e areia. Utilizou-se o teste
estatistico ndo paramétrico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p) para
comparar o nivel de contaminacdo da bactéria E. coli, Enterococcus sp. e densidades das
espécies Candida, obtidos entre as amostras da agua e da areia.

No geral, verificou-se que a densidade das bacteérias E. coli e Enterococcus sp. na
areia foi muito maior em relacdo ao encontrado na agua, diferindo estatisticamente, com
nivel de significancia p<0,05 (para E. coli o valor foi KW=82,19, para Enterococcus sp.
o valor foi de KW=107,40) (Tabela 17). Estudos realizados analisando a qualidade
microbioldgica das praias determinando as densidades de bactérias de origem fecal nas
aguas e nas areias das praias, obtiveram maiores densidades de microrganismos na areia
em relagéo a coluna dagua (ALM; BURKE; SPAIN, 2003; ELMANAMA et al., 2005;
OLIVEIRA; PINHATA, 2008; PINTO; OLIVEIRA, 2011).

Estudo de Craig, Fallowfield e Cromar (2004) analisaram a sobrevivéncia da E.

coli em microcosmos simulando trés diferentes ambientes costeiros, analisando a agua e
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sedimento, concluindo que a sobrevivéncia mais prolongada foi constatada nos
sedimentos, o que pode implicar no risco aumentado de exposicao a este microrganismo.

Pinto, Pereira e Oliveira (2012) analisaram &gua, areia Umida e seca da praia do
litoral de S&o Paulo para presenca de microrganismos patogénicos. Segundo estes autores
a densidade de microrganismos na areia seca, areia Umida e agua apresentam valores
diferentes, sendo a areia seca a mais contaminada e a agua que apresenta menor densidade
de microrganismos e que a densidade de microrganismos aumenta no verdo devido ao
afluxo de turistas, além do tamanho dos grdos do sedimento (CRAPEZ, 2002) e
quantidade de matéria organica (OLIVEIRA et al.,, 2007) pode agregar o0s

microrganismos no sedimento.

Tabela 17: Resultados do teste estatistico Kruskal-Wallis (KW) a 95% de significancia (p) entre
as densidades da espécie E. coli e Enterococcus spp. em comparando 0s compatimentos dgua e
areia na visdo geral, no verdo, no inverno e por ano 2015 e 2016.

4gua x areia E. coli Enterococcus sp.
KW p KW p
geral 82,19 <0,0001 107,40 <0,0001

verao 26,06 <0,0001 58,67 <0,0001
inverno 57,79 <0,0001 47,34 <0,0001
2015 4421 <0,0001 55,90 <0,0001
2016 38,94 <0,0001 58,23 <0,0001

Houve diferencas significativas com percentagem de significancia p<0,0001 entre
as dendidades das bactérias coletadas no verdo em relacdo a amostras de agua e da areia,
tanto para E. coli (KW=26,06), como para 0s Enterococcus spp. (KW=58,67), sendo 0s
maiores valores encontrados nas amostras de areia. O mesmo resultado foi obtido nas
amostras coletadas no inverno das bactérias E. coli (KW=57,79) e Enterococcus spp.
(KW=47,34) e quando analisados os dados separadamente por ano coletado (Tabela 17).
Todas as andlises indicaram diferenca significativa entre as densidades de bactérias
encontradas na &gua e na areia, sendo que na areia os valores foram muito mais elevados.

Sdo encontradas altas densidades de microrganismos nas areias pelo fato de filtrar
estes microrganismos da coluna de agua e aprisionar as células entre os espacos, sevindo
como micro-habitats que protegem e fornecem nutrientes para sobrevivéncia e

crescimento (VOGEL et al., 2007). As elevadas densidades de Enterococcus spp.
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observadas tanto nas dguas como nas amostras de areias, podem ser explicadas pela
capacidade de tolerar maior variagdo ambiental (BRASIL, 2000).

Os valores da densidade média da E. coli na areia foi muito maior em relacéo ao
da agua, observado diferenca estatistica entre eles no ano de 2015 (KW=44,21, p<0,0001).
Este resultado foi obtido no ano de 2016 para esta bacteéria, e igual resultado da bactéria
Enterococcus spp. em que a densidade da areia foi muito maior em relacéo ao da agua
(Tabela 17).

No geral, foram detectadas diferencas significativas entre as densidades das
leveduras Candida albicans (KW=99,43), C. tropicalis (KW=42,49) e C. glabrata
(KW=13,43), sendo as maiores densidades encontradas nas amostras de areia. Exceto C.
krusei ndo houve diferenca significativa entre as amostras de &gua e areia por ser a
levedura que apresentou densidades baixas neste trabalho e indicando pouca diferenca
entre os compartimentos analisados (Tabela 18).

Este mesmo resultado foi obtido no periodo do verdo, apresentando diferencas
entre as densidades de leveduras nas guas e nas areias, exceto das C. krusei, entretando
no inverno esta levedura apresentou diferenca significativa entre as amostras. C. krusei
apesar da densidade detectada ser bem inferior ao das outras leveduras, constatou no
inverno uma elevada densidade na areia em comparacdo ao da agua, detectando

diferengas significativas entre os compartimentos.

Tabela 18: Valores resultantes da analise estatistica Kruskal-Wallis (KW) comparando as
densidades das Candidas albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata encontrados na agua e
na areia, no geral, no verdo, inverno, e por ano 2015 e 2016. Nivel de significancia de p<0,05.

agua x areia C. albicans C. krusei C. glabrata C. tropicalis
KW p KW p KW p KW p
geral 99,43 <0,0001 0,72 0,33 13,43 0,0117 42,49 <0,0001

verao 53,55 <0,0001 0,71 0,159 2,19 0,1277 38,22 <0,0001
inverno 43,26 <0,0001 6,92 0,0069 12,61 0,0003 11,41 0,0007
2015 53,06 <0,0001 0,003 0,9455 17,24 0,0071 16,80 0,0115
2016 45,18 <0,0001 28,19 0,0735 1,37 0,2253 28,01 <0,0001

Em uma anélise separada por ano, foram detectadas diferencas significativas entre
as densidades das leveduras Candida albicans nos dois anos (2015: KW=53,06 e 2016:
KW=45,18) e C. tropicalis (2015: KW=16,80 e 2016: KW=28,01). Constatou diferenca
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significativa da densidade de C. glabrata ente a agua e areia no ano de 2015 (KW=17,24),
mas ndo houve diferenca no ano de 2016 (KW=1,37), sendo as maiores densidades
encontradas nas amostras de areia, mas ndo diferindo muito nas densidades encontradas.

Exceto a levedura C. krusei, ndo houve diferenca significativa entre as amostras
de agua e areia nos dois anos analisados por ser a levedura que apresentou densidades
baixas em todo periodo deste trabalho e indicando pouca diferenca entre 0s
compartimentos analisados (Tabela 18).

A densidade elevada encontrada nas areias das leveduras tem a mesma explicacéo
das descritas nas bactérias. Vogel et al. (2007) descreve a areia como um material que
filtra e aprisiona 0s microrganismos nos espacgos, fornecendo abrigo e nutrientes para
sobrevivéncia e crescimento destes organismos. O trabalho de Meyers e Ahearn (1974)
relataram que C. krusei ndo é uma espécie bem adaptada as condi¢cdes marinhas,
entretanto Kutty e Philip (2008), cita que as leveduras C. tropicalis e C. krusei séo as
espécies que mais se destacaram nas comunidades aquaticas, independentemente de ser
marinho ou dulcicola.

Verificou-se que a densidade dos fungos filamentosos na areia foi muito mais
elevada na média total em comparacdo com a agua, constatando diferenca significativa
entre a densidade de agua e areia dos fungos filamentosos (KW=36,65, p<0,0001).
Ghinsberg et al. (1994) estudaram as aguas e areias em praias de Tel Aviv e descreve a
que presenca desses microrganismos na areia tém densidade maior que na agua, além de
sugerir que podem ser prejudiciais a satde, podendo provocar doencas nas pessoas gque
tém contato com a agua e a areia.

Realizou se a Analise de correspondéncia Canénica (CCA) para analisar a relacéo
entre as variaveis abidticas mensuradas neste trabalho com a densidade de bactérias e as
leveduras do género Candida isolados da agua (Figura 32). O Eixo 1 explicou 51,6% da
variabilidade da densidade dos microrganismos, positivamente relacionado com a
pluviosidade que se apresentou maiores densidades de E. coli, C. albicans, C. glabrata e
C. krusei. Em oposicéo, projetam-se negativamente no eixo 1 as variaveis salinidade, pH,
OD, e as densidade das espécies de Enterococcus spp. e Candida tropicalis.

Para E. coli que esta a direita do eixol, apresentou relacdo inversa com pH,
salinidade e OD, indicando que a densidade desta bactéria diminui com o aumento dos

valores dos varidveis citados. Candida albicans, C. glabrata e C. krusei revelaram
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associacdo inversa em relacdo ao parametro salinidade, OD e pH. Para estas leveduras, o
aumento da salinidade influenciou negativamente na densidade encontrada, e para a E.
coli, a pluviosidade foi o que apresentou maior influéncia positiva nas amostras coletadas
na agua.

O Eixo 2 explicou 40,6% da variavel ambiental, no qual mostrou correlagédo
negativa com as variaveis salinidade, temperatura, pluviosidade, e OD, e as bactérias E.
coli e Enterococcus spp. As espécies de Candida mostraram correla¢do positiva com o0
parametro pH. Este eixo dividiu os microrganismos em espécies de Candida nas
correlacdes positivas e as bactérias em uma correlagdo inversa ao das leveduras (Figura
32).
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Eixo 2: 40,6% da variavel abiotico
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Eixo 1: 51,6% da variabilidade da densidade dos microrganismos

Figura 32: Anéalise de Correspondéncia Candnica entre varidveis ambientais mensurados e a
densidade de microrganismos na agua. Obs.: Temp. - Temperatura (°C); pH - potencial
hidrogenionico; salin - salinidade, OD - oxigénio dissolvido (mg L) e pluvios. - pluviosidade
(mm). Enter. - Enterococcus spp; C. alb. — C. albicans; C. trop. — Candida tropicalis; C. alb.
— Candida albicans; C. glabr. — Candida glabrata. Pontos vermelhos — verdo; pontos azuis —
inverno.

6.3. Resultados Microbioldgicos e a Legislagiio nos corpos d’agua

As densidades de E. coli obtidas no presente estudo, foram analisadas de acordo
com a legislacdo vigente para aguas classe 1 (BRASIL, 2005), que dispbe sobre a

qualidade da agua para diversos usos, dentre eles atividades de pesca e preservacao da
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comunidade aquatica. Como a agua também é utilizada para uso recreativo de contato
primario, as densidades de E. coli e Enterococcus spp. foram analisados de acordo com a
legislagdo CONAMA 274/2000 (o mesmo critério de CONAMA 357/2005 para este uso
descrito na Tabela 1).

A Tabela 19 apresenta as médias geométricas das densidades dos microrganismos
indicadores de contaminagdo no periodo estudado (2015, 2016), para a avaliacdo da
qualidade microbioldgica da dgua em relacdo a legislagdo vigente. Foram analisadas as
quantidades de amostras que apresentaram acima do limite estabelecido pelas normas
vigentes, e estas foram descritas em porcentagem entre parénteses, sendo os valores
limites de E. coli < 8,0x10> UFC 100mL™ para CONAMA 357/2005 ¢ CONAMA
274/2000 e para Enterococcus spp. valores < 1,0x102 UFC 100mL* (BRASIL, 2000).
Foram incluidos nesta tabela os valores limites para classificar a 4gua como “propria”, da
densidade de E. coli para CONAMA 357/2005 e CONAMA 274/2000 para densidade de
Enterococcus spp. expressos em x10? UFC 100mL™, como referéncia para comparagao.

Tabela 19: Densidade em média geométrica de E. coli e Enterococcus spp. da dgua (expressos
em x102 UFC 100mL™?) nos anos de 2015 e2016. Referéncias dos valores limites das legislagdes
citados nas colunas da direita de bactérias estabelecidos pela legislacdo.

AGUA CONAMA 357,
8 (x102 UFC 100mL™) ano 2015 ano 2016 S classe 1 uso CONAMA 274
= 2 . recreativo
g =g
8 Microrganismo X*s X*s 8 ‘cEI
o
= E coli 07+03  1,8+07 = §  <8,0em 80% das
=} . —
~§ (*0) (*30,0%) g amostras (*)

0,9+0,3 2,6+0,9 o <1,0 em 80% das

Enterococcus sp. (45,0%) (80,0%) amostras

* = porcentagem de amostras acima do limite estabelecido para E. coli de <8,0x10% UFC 100mL™, e 1,0x10?
UFC 100mL* para Enterococcus sp.

Analisando a densidade em média geométrica da bactéria E. coli no ano de 2015,
resultou que a 4gua estava dentro do limite estabelecido pela legislacdo, tanto em relacdo
a densidade como na gquantidade de amostras dentro dos valores limites. Mas no ano de
2016 verificou um aumento na densidade de bactérias indicadoras de contaminacao fecal,
tanto de E. coli como Enterococcus spp. A média geométrica da densidade de E. coli em
2015 foi de 0,7x10? UFC 100mL™* para 1,8 x10? UFC 100mL™ em 2016, com 30% das
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amostras ultrapassando o limite estabelecido, indicando que a &gua estava ndo estava
apropriada para uso recreativo no ano de 2016 (Tabela 19).

Analisando a densidade da média geométrica de Enterococcus spp. em 2015, nota-
se que o valor apresentou-se dentro dos limites (0,9x10?> UFC 100mL™?), entretanto a
quantidade de amostras que ultrapassa o limite foi elevado (45% da amostras acima do
limite), ndo podendo ser classificada como “propria” para uso recreativo. Em 2016, tanto
a média geométrica (2,6x10?> UFC 100mL™) como a quantidade de amostras acima do
limite, a 4gua seria classificada como “impropria” para recreagao.

A legislacio CONAMA 274/2000 e CETESB (2017) utilizam os mesmos critérios
no que diz respeito a avaliacdo da qualidade de &guas recreacionais, em que considera E.
coli e Enterococcus spp. como indicador microbioldgico da qualidade de aguas litoranea.
A classificacdo seguiu-se os dados descritos na Tabela 1. Conforme CONAMA 274
(BRASIL, 2000), quando for utilizado mais de um indicador microbiolégico, as dguas
terdo as suas condicGes avaliadas, de acordo com o critério mais restritivo.

Para a anélise da qualidade da agua da Baia do Arac4, a bactéria Enterococcus sp.
foi mais restritiva, sendo assim, utilizou-se os dados coletados deste microrganismo para
determinar a classificacdo da 4gua como “impropria” tanto no ano de 2015 como em 2016.

Realizando uma analise mais detalhada separando por estacdo verdo e inverno e
nos anos de coleta, observou-se que na agua a media geométrica de E. coli em 2015, tanto
no verao como no inverno permaneceram dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo
vigente (Tabela 20). A densidade da E. coli apresentou valores menores no inverno em
relagdo ao verdo tanto em 2015 como em 2016, mas somente no verdo de 2016 obteve-se
amostras com densidades elevadas ultrapassando o limite estabelecido.

Em contrapartida a Enterococcus sp. apresentou elevados valores no inverno nos
dois anos de analise em relacdo ao verdo. Enquanto que na E. coli notou-se variagao
sazonal (densidades maiores no verdo e inverso no inverno), os Enterococcus spp. foram
aumentando a cada periodo (verdo / inverno). Assim, a agua pode ser classificada como
“impropria” para uso recreativo desde o inverno de 2015, utilizando o Enterococcus sp.

como o microrganismo indicador de contaminacgéo fecal mais restringente (Tabela 20).
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Tabela 20: Densidade em média geométrica de E. coli e Enterococcus spp. na agua (expressos
em x102 UFC 100mL™*) durante o periodo do verdo e inverno, e separados por ano (2015-2016).
Quantidade de amostras acima do valor estabelecido descrito em % entre parénteses.

; - INVERNO - INVERNO

AGUA VERAO 2015 VERAO 2016
© 2015 2016
©
= X*s Xts X*s Xts
e
3 ) 0,9+0,6 06+04 30x11 1,1+£0,7
> E. coli . .
2 (0%) (0%) (*50%) (*15%)
= 04x0,1 2,0£05 2,3+£0,6 3,0£0,6

Enterococcus spp.
(*5%) (*70%) (*85%) (*80%)

Legenda: x = média geométrica, s = erro padrao,
* = porcentagem de amostras acima do limite estabelecido para E. coli de <8,0x102 UFC 100mL™, e 1,0x10?
UFC 100mL* para Enterococcus sp.

Comparando com valores estipulados pelas diretrizes internacionais em relacédo a
balneabilidade da &gua, sendo indicados valores entre 2,0x102 e 5,0x10?> UFC 100mL™*
para E. coli e para Enterococcus spp. de 1,75x10? e 5,0x10? UFC 100mL para categoria
satisfatoria para recreacdo (descritas na Tabela 3), poderia ser classificado como propria
em 2015 mas impropria em 2016 pela quantidade de amostras com elevada densidade de
E. coli. Entretanto, analisando a densidade de Enterococcus sp. observou-se que nos dois
anos de pesquisa, a quantidade de amostras com densidade elevada desta bactéria
classifica a 4gua da praia como impropria para recreacao.

A legislagdo canadense (HEALTH CANADA, 2012) apresenta limites mais
rigidos para as densidades de E. coli (2,0x10?> UFC 100mL?) e mais leve para
Enterococcus spp. (1,75x10?> UFC 100mL*) comparando com a legislacdo brasileira.
Segundo esta legislacdo canadense, para avaliar a qualidade da agua como satisfatoria
para recreacdo, a densidade media ou 10% dos dados ndo podem ultrapassar este limite
de 2,0x10? UFC 100mL™* para E. coli.

Verificando os valores em relacdo as legislagGes internacionais, utilizando o limite
da legislacdo mais restringente, na analise geral a Baia do Araga apresentou densidades
de E. coli menores do limite estabelecido, entretanto analisando os valores das amostras
resultou na porcentagem de dados com valores elevados muito maiores do que a
estabelecida. O microrganismo que mais se destacou com elevada densidade foi o
Enterococcus sp., ultrapassando o limite descrito pela legislacdo canadense em 2016,

classificando a &gua como impropria para uso recreativo.
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A comparacdo dos dados com as diretrizes estrangeiras, tomando cuidado com
particularidade de cada ambiente, pode auxiliar na melhor classificacdo da qualidade
microbiolégica do ambiente analisado, agregando informacdes para melhoria das
resolucdes nacionais.

Trabalhos de Sanchez et al. (1986) e Vieira et al. (2001) sugeriram verificar
somente a presenca ou auséncia da Candida albicans nas &guas de praias para caracterizar
sua classificacdo. Apesar de indmeros trabalhos indicarem presenca de leveduras
patogénicas do género Candida em aguas e sedimentos de praias e estuarios (MENDES;
NASCIMENTO; OLIVEIRA, 1993; MEDEIROS, 2005), ndo constam limites
estabelecidos para densidades de leveduras na agua de uso recreacional como para pesca
no Brasil. Neste presente trabalho, foram analisadas as densidades de leveduras do género
Candida sp., na agua, por ser considerado um microrganismo patogénico e de suma
importancia na area clinica.

Pinhata (2007) analisou areia seca e Umida das praias do municipio de Guaruja
para presenca de Candida e constatou densidades maiores nas areias secas e predominio
das espécies C. krusei e C. tropicalis nas suas analises. Pinto e Oliveira (2011) descreve
valores limites sugeridos na literatura para género Candida e outros microrganismos para
determinar a qualidade dos sedimentos e areias de praias, e sugere que progamas de
monitoramento sejam estabelecidos.

Observou-se que a densidade de Candida spp. na agua, juntamente com as
bactérias analisadas, resultaram em um grande aumento de 2015 para 2016, passando de
0,1x10? para 3,0x102 UFC 100mL™, sendo que no inverno apresentou média geométrica
maior, com 0,2x10% UFC 100mL*em relagéo ao verdo que foi de 0,07x102 UFC 100mL"
! em 2015. Entretanto em 2016, a densidade média geométrica do género Candida sp.
manteve-se em 0,3x10? UFC 100mL* (Tabela 21).
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Tabela 21: Densidade de Candida na dgua (expressos em x10%2 UFC 100mL™) durante o verdo e
inverno no geral e nos anos estudados (2015 e 2016).

VERAO INVERNO VERAO INVERNO
& .
st  AGUA 2015 2015 2016 2016
O @
S E Xts Xts X*s X*s
<  Candidasp. 0,07+ 01 02+1,0 0,3+0,8 0,3+0,9

Sendo: x = média geométrica, s = desvio padrao.

6.4. Resultados Microbioldgicos e a Legislacdo para areias de praias

Estudos realizados em Portugal verificaram a densidade de microrganismos
considerados patogénicos (e.g. E. coli e Candida sp.) encontrados na areia e a partir dos
resultados obtidos, foram sugeridos padrdes e limites para definir a qualidade da regido.
Algumas das propostas sugeridas na literatura em relacdo a qualidade da areia de praia
analisando a densidade de E. coli e Enterococcus spp. foram Mendes e colaboradores
(1993) e Associacdo Bandeira Azul (ABAE, 2011), citando valores limites para a
presenca destas bactérias, incluindo a levedura Candida sp. por Mendes, Nascimento e
Oliveira (1993) (valores descritos na Tabela 4).

Apesar destas propostas estarem sendo estudadas, nao existe ainda um padrao ou
limite baseado em estudos microbiolégicos classificando a areia de uma praia como
apropriada ou ndo para seu uso (BRASIL, 2000). Diversos trabalhos como de Pinto e
colaboradores (2012) e Zampieri et al. (2017) analisaram a qualidade microbiolégica das
aguas e areias das praias do litoral de So Paulo, analisando a densidade de Enterococcus
sp., comparando os dois compartimentos. Estes resultados apresentaram valores maiores
nas amostras da areia do que nos da agua, indicando que a areia pode promover um risco
maior a saude dos frequentadores das praias do que a agua, indicando a importancia de
uma regulamentacdo em relacdo a densidade de microrganismos encontrados na areia.

Neste presente trabalho foi constatado elevada densidade de Enterococcus spp. na
areia em relacédo a E. coli, conforme descrito anteriormente. Na média geométrica geral,
constatou-se densidade de Enterococcus sp. de 2,3x10° UFC 100g™ em 2015, e 9,1x103
UFC 100g* em 2016, com uma média chegando a quase quatro vezes maior ao do ano
anterior. A E. coli na areia apresentou valores menores que a Enterococcus spp.,
entretanto tambeém apresentou elevacdo na densidade no segundo ano, passando de
1,2x10° UFC 100g* para 3,1x10% UFC 100g™ em 2016 (Tabela 22). Os dados resultantes
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deste trabalho podem servir como complemento para determinar valores limites para
contaminagdo microbioldgica da areia.

Observou-se que a densidade média geométrica da E. coli foi maior no inverno
(2,7x10% UFC 100g™Y), diferentemente encontrado nos Enterococcus spp., no qual essa
densidade foi observada no verdo com 6,2x10% UFC 100g™ (e mais detalhadamente no
verdo de 2016, com 13,2x10% UFC 100g? ) (Tabela 22).

Tabela 22: Densidade em média geométrica de E. coli e Enterococcus spp. na areia (expressos
em x10% UFC 100g!) nos anos 2015 e 2016, e por periodo verdo e inverno.

VERAO INVERNO VERAO INVERNO
AREIA 2015 2016

_§ 2015 2015 2016 2016
E’ Xxs Xxs Xts Xts Xts Xts
%’ E. coli 12+12 31+12 08+24 1701 22+272 43+0,9
@ Enterococcus

= pp. 23+04 91+09 29+07 1705 132+11 6,2+0,6

Onde: x = média geométrica, s = erro padrao.

N&o constam limites estabelecidos no Brasil para densidades de leveduras na areia
de uso recreacional. Neste presente trabalho, foram analisadas as densidades de leveduras
do género Candida, na &gua como na areia, por ser considerado um microrganismo
patogénico, que pode causar doengas aos banhistas e frequentadores das praias. As
espécies de Candida detectadas neste trabalho foram calculadas utilizando os valores das
densidades das espécies em conjunto para gerar medias geométricas e resultados nédo
como espécie, mas como género Candida.

Similar aos dados encontrados nas densidade das bactérias, a Candida sp.
apresentou menor valor em 2015 (0,3x10? UFC 100mL™) e aumentou em 2016 (0,6x10?
UFC 100mL™?) (Tabela 23), semelhante ao observado nas amostras de agua. Mendes et
al. (1993) sugeriu limite de densidade para género Candida encontrados na areia como
1,0x10° UFC 100g?, portanto comparando os dados coletados neste trabalho néo
ultrapassaram este limite sugerido nos dois anos de andlise, indicando que a areia pode
ser classificada como boa/satisfatoria para a presenca desta levedura.

Analisando por periodo, verificou-se que a densidade média geométrica das

Candida spp. estava dentro do valor indicados por Mendes et al. (1993), sendo somente
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no verdo de 2016 foi observado maior densidade (1,2x10° UFC 100g™ ), ultrapassando o

limite sugerido (Tabela 23).

Tabela 23: Densidade em média geométrica do género Candida na areia (expressos em x10°
UFC 100g%), nos anos de 2015 e 2016 e por periodo do verdo e inverno.

S AREIA 2015 2016  VERAO INVERNO VERAO INVERNO
£ 2015 2015 2016 2016

o

g X*sS X*xs Xts X*s Xz%s X*s
a5}

% candida 03+01 0601 03£008 03%03 12+02 04%0,2

spp
Onde: x = média geométrica, s = erro padrao.

Pesquisas envolvendo as espécies das leveduras em varios ecossistemas aquaticos
promovem a melhor compreensdo do crescimento, desenvolvimento, potencial
patogénico, auxiliando a determinar 0s microrganismos que possuem caracteristicas
como indicador de contaminagdo ambiental (GADANHO; SAMPAIO, 2004; ARAUJO;
HAGLER, 2010; LOUREIRO et al., 2011). A presenca de leveduras foi citada também
em area que recebe esgoto doméstico e industrial na Baia de Sepetiba, RJ (PAGNOCCA;
MENDONCA-HAGLER; HAGLER, 1989), sedimentos do manguezal (ARAUJO:;
HAGLER, 2010; LOUREIRO et al., 2011), estuarios (VAN UDEN; FELL, 1968;
HAGLER; MENDONCA-HAGLER, 1981; GADANHO; SAMPAIO, 2004). Os géneros
mais frequentemente observados nos habitats marinhos e estuarios foram Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces e Rhodotorula (KUTTY; PHILIP, 2008).

6.5. Diversidade de fungos

As col6nias isoladas foram agrupadas pelas caracteristicas macro e
micromorfolédgica seguindo a literatura (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL,
1996; HOUBRAKEN; DEVRIES; SAMSON, 2014; TALAIEKHOZANI; PONRAJ,
2015) em trés grupos distinguindo pelas estruturas fisioldgicas que mais se destacaram,
sendo elas a presenca de vesicula no conidioforo, auséncia de vesicula e formato

diferencial do conidio.
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Os fungos que apresentaram a caracteristica presenca de vesicula no conidiéforo
foram caracterizados como Aspergillus spp. Os fungos em que ndo foram observadas as
vesiculas, mas sim a estrutura métula foram agrupados como Penicillium spp. Os fungos
que apresentaram outras caracteristicas distintas, como formato diferencial do conidio,
presenca de rizoides, hifas septadas foram agrupadas no terceiro grupo.

Foram observadas caracteristicas microscopicas do agrupado da espécie de
Aspergillus sp. como os conidioforos alargados e arredondados no topo, formando uma

vesicula volumosa coberta de fialides e cadeias de conidios (Figura 33).

Asp

rgillus spp

%

Figura 33: Fungos filamentosos da espécie Aspergillus sp. observadas em microscépico 6tico,
com aumento de 400x.

O fungo Penicillium sp. observados microscopicamente apresentou hifas septadas
com conidiéforos ramificados, métula, fialide e as cadeias de conidios arredondados
(Figura 34).
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Penicillium spp

P. chrysogenum
‘ 7§

Figura 34: Fungos filamentosos da espécie Penicillium sp. observadas em microscépico 6tico,
com aumento de 1000x.

Algumas caracteristicas observadas microscopicamente do género Curvularia
foram os conideos elipsoides largos, assimétricos com um dos lados mais dilatado,
septados transversalmente em 4 compartimentos celulares, de coloracdo marrom escura.
Estas caracteristicas foram descritas por Lima e Furtado (2007), além de que os

conidioforos sdo eretos, septados e ndo ramificados (Figura 35).

Curvularia spp

Figura 35: Fungos filamentosos da espécie Curvularia sp. observadas em microscopico 6tico,
com aumento de 400x.
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Foram isoladas 208 col6nias de fungos filamentosos que apresentaram
caracteristicas morfoldgicas diferentes, sendo 68 das amostras da agua e 140 das amostras
da areia. Ao total 15 géneros foram identificados: Aspergillus, Aureobasidium,
Chaetomium, Cladosporium, Curvularia, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Paecilomices,
Penicillium, Rhizophus, Sporothrix, Talaromyces, Trichophyton, Trichoderma além dos
anamorfos.

Das coldnias agrupadas pelas caracteristicas macro e micromorfoldgicas e que,
apresentaram maior densidade, 20 cepas foram selecionadas para a identificacdo
molecular para as quais foram realizadas a extracdo, amplificacdo e sequenciamento para
identificaco da espécie (7 com caracteristicas de Aspergillus, 11 com caracteristicas
Penicillium e 2 colnias com conidio diferencial).

Apesar das cepas separadas para identificacdo molecular terem apresentado
algumas diferencas morfologicas, obteve-se alguns isolados pertencerem a mesma
espécie. As cepas com identificacBes iguais foram: 1, 3, 6, 18 (Penicillium chrysogenum),
7,2,12, 16 (P. citrinum), 4, 10 (Aspergillus fumigatus), 15, 23 (Penicillium spp.) e 8, 22
(Aspergillus protuberus). As cepas 11, 19 e 20 ndo foram identificadas por problemas na
amplificacdo (os primers utilizados nao foram suficientes para um bom sequenciamento).

Baseado nos resultados dos sequenciamentos e no GenBank, foram identificados:
Aspergillus fumigatus, A. protuberus, A. terreus, Penicillium citrinum, P. chrysogenum e
Talaromyces flavus, Cladosporium sp., Penicillium sp. e Aspergillus sp. Na Tabela 24
foram descritas as principais identificacfes dos isolados com similaridade acima de 98%,
sendo as espécies Aspergillus sp. e Penicillium sp. as mais comuns. Algumas cepas ndo
foram possiveis identificar até a espécie, com similaridade abaixo de 97%.

As espécies mais identificadas, tanto na &gua como na areia, pertencem ao género
Aspergillus e Penicillium, sendo estes géneros as mais isoladas nos ambientes aquéaticos
(JAITLY, 1987; RICHARDSON; WARNOCK, 2003; DAMARE; RAGHUKUMAR,;
RAGHUKUMAR, 2006; SONJAK; FRISVAD; GUNDE-CIMERMAN, 2006;
HOUBRAKEN; FRISVAD; SAMSON, 2010; DOl et al., 2018).
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Tabela 24: Identificacdo molecular das cepas de fungos filamentosos isolados nas amostras
coletadas na Baia do Araca (identificacdo acima de 97%).

cdd. Tamanho query max
isolado  p.b. Identificacdo coverage ident  N° de acesso
1 713 Penicillium chrysogenum 100% 99% JF922035.1
5 591 Talaromyces flavus 99% 98% JF922044.1
7 767 Penicillium citrinum 100% 100% AB284185.1
9 707 Cladosporium spp. 100% 99%  KM232484.1
10 792 Aspergillus fumigatus 100% 99%  KT222005.1
14 743 Aspergillus terreus 100% 99%  KC119206.1
15 716 Penicillium spp. 100% 97% HM469417.1
22 715  Aspergillus protuberus 100% 100% KM458640.1

As cepas da espécie Aspergillus fumigatus foram isoladas somente na areia da
Baia do Araca. Este fungo é um saprofitico onipresente (HAINES, 1995), sendo
encontrado na agua, alimento e solo, sobrevivendo em detritos organicos
(RICHARDSON; WARNOCK, 2003; RAJA; SINGH, 2006). Considerado como agente
etiol6gico mais comum, responsavel por aproximadamente 90% das infec¢des humanas
(DIXON; WALSH, 1992; DEROUIN, 1994; LATGE et al., 1997), por possuir
capacidade termotolerante, crescendo a temperatura entre 15 °C a 53 °C (BHABHRA;
ASKEW, 2005; MARTINS; MELO; HEINS-VACCARI, 2005).

No presente estudo, o fungo Aspergillus terreus foi isolado majoritariamente das
amostras da areia e pouco na agua. Este é um fungo marinho facultativo isolado de
sedimentos marinhos, que também é distribuido em habitats terrestres e pode crescer sob
condicdes de alto mar (DAMARE; RAGHUKUMAR; RAGHUKUMAR, 2006).
Saprofita do solo e produtor de varios metabolitos secundarios € uma causa comum de
infeccdes, como aspergilose e de micoses disseminadas (MARTINS; MELO; HEINS-
VACCARI, 2005; CARVALHO, 2013).

A espécie Penicillium chrysogenum muito comum que pode habitar uma grande
variedade de habitats, incluindo os solos de florestas degradadas (JKA; SHARMA,
MISHRA, 1992), no gelo subglacial do Artico, onde se alimentam de plataformas de gelo
basal ricas em sedimentos (SONJAK; FRISVAD; GUNDE-CIMERMAN, 2006). Esta
espécie também foi isolada do solo de diferentes areas de Lahore, Paquistdo, e testadas
para producdo de enzima, resultando ser um potente produtor de protease com
implicacdes na area industrial (HAQ; MUKHTAR; UMBER, 2006).
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A espécie de Talaromyces flavus foi pouco observada neste trabalho, tanto na dgua
quanto na areia. Esta espécie € comumente encontrada no solo, utilizada como controle
bioldgico de alguns agentes patogénicos do solo (MAROIS; FRAVEL; PAPAVIZAS,
1984). Talaromyces flavus também produz polissacarideos unicos como o talaron, uma
série de enzimas, utilizado para o controle bioldgico de pragas (PROKSA, 2010) e na
inddstria de alimentos.

Dos fungos isolados no total, Aspergillus e Penicillium foram os géneros que se
destacaram (38,9% e 35,1% respectivamente) (Figura 36). Os outros fungos identificados
foram pouco representativo, como Cladosporium (4,3%), Chaetomium (3,3%),
Trichophyton (2,8%), Geotrichum (2,4%) e Fusarium (2,4%).

50 B GERAL

40

38,9

Abundéncia relativa dos fungos em porcentagem (%)

Figura 36: Abundancia relativa dos géneros dos fungos filamentosos isolados da agua e da areia,
identificadas morfologicamente.

Na agua, o fungo do género Aspergillus (39,7%) foi a espécie mais observada,
seguido de Penicillium (19,1%) e Cladosporium (8,8%) (Figura 37), diferentemente da
areia em que Penicillium foi o mais observado (42,8%), seguidos de Aspergillus (38,5%)
e Chaetomium (2,8%) (Figura 37). A maioria dos fungos foram observados em ambas as
amostras mas os géneros Paecilomices, Rhizophus e Sporothrix foram observados
somente nas amostras da dgua e Mucor e Thichoderma somente na areia.
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Figura 37: Abundéancia relativa dos fungos filamentosos identificados morfologicamente das
amostras isoladas, separados em agua e areia.

Na &gua Aspergillus foi o género dominante no periodo do inverno representando
54,5%, seguido de Penicillium (25,0%). Diferentemente no verdo, 0s géneros
Cladosporium (20,8%) e Aspergillus (12,5%) foram o0s que apresentaram maior
abundancia relativa, ndo apresentando dominancia e mais dispersos (Figura 38A).

Em relacdo a areia, também foram observados dominancia de dois géneros, o
Penicillium (47,2%) e Aspergillus (40,8%), em relagdo aos outros géneros. Enquanto no
verdo as espécies observadas foram mais dispersas, ndo apresentando forte dominéncia,
observando que Aspergillus (20,0%), Cladosporium (13,3%) e Trichoderma (13,3%)
foram os mais encontrados. O género Aureobasidium foi observado somente nas coletas

de verdo tanto na &gua como na areia (Figura 38B).
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Figura 38: Densidade de fungos filamentosos apresentados em porcentagem (%) na agua (A) e

na areia (B) em relacdo a estagdo do ano verdo e inverno.
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Resultado similar foi observado no trabalho realizado por Gomes et al. (2008),
que analisaram &gua com elevada salinidade e pH alcalino da Praia da Casa Caiada (PE)
e isolou 50 espécies de fungo, sendo Aspergillus e Penicillium os mais frequentes. Em
estudo de Gomes et al. (2011), Penicillium foi considerado o género com maior
diversidade na estacdo de estiagem no sedimento coletado no manguezal da Barra das
Jangadas, Pernambuco. Sengupta e Chaudhuri (1995) isolaram fungos do sedimento de
do estuario do rio Ganges na India, no qual predominaram os géneros Aspergillus e
Penicillium.

Gomes et al. (2008) analisaram a agua e o sedimento da praia de Olinda,
Pernambuco, durante as estag0es seca e chuvosa e identificaram Aspergillus, Penicillium
sp. e anamorfos como os mais frequentes, seguidos de Fusarium, Trichoderma,
Cladosporium, Curvularia, Paecilomyces, entre outros. No sul da india foram coletadas
amostras de agua, sedimentos e alguns organismos aquaticos e diferentes espécies de
Aspergillus sp. foram identificadas, entre elas, Aspergillus flavus, A. fumigatus, A.
nidulans, A. niger, A. terreus e A. terricola (BABU et al., 2010).

Os fungos do género Cladosporium apresentam distribuicdo mundial e podem ser
isolados de diversos substratos, como agua e sedimento (GOMES et al., 2008) e
ambientes aquéaticos (XIONG et al., 2009; SILVEIRA; LOBATO; ABREU, 2013).
Mbata (2008) isolou fungos filamentosos de aguas marinhas profundas e hiper salinas,
entre eles Chaetomium globosum, Aspergillus versicolor, Hortaea wemeckii e
Aureobasidium pullulans. O fungo A. pullulans encontra-se distribuida em ambientes
marinhos com condi¢Oes ambientais variadas, podendo ser aplicadas em diversas
industrias biotecnologicas (LIU et al., 2008), pela capacidade de produzir véarias enzimas
como protease, lipase, celulase entre outros (CHI et al., 2009).

No Brasil, o fungo do género Paecilomyces foi isolado das areias da Praia de
Ipanema/RJ (SARQUIS; OLIVEIRA, 1996), na &4gua e sedimento da praia de Olinda,
Pernambuco (GOMES et al., 2008) e na agua do estuario da Lagoa dos Patos, RS
(SILVEIRA; LOBATO; ABREU, 2013). Marante et al. (2012) isolaram uma nova cepa
de Paecilomyces variotti do ambiente marinho e comprovaram que esta era capaz de
produzir compostos bioativos volateis e ndo volateis, como lipideos e peroxido de

ergosterol.
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Vérios estudos citam a capacidade de producdo de enzimas por fungos
filamentosos com aplicacdes biotecnoldgicas, tais como aquelas produzidas pelos géneros
Aspergillus e Penicillium, como por exemplo a celulase (CASTILLO et al., 1994,
ZHANG,; KIM, 2010), a xilanase (SHAH; MADAMWAR, 2005; ZHANG; KIM 2010),
lipase (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2005; ZHU et al.,, 2009), a amilase
(PRABAKARAN et al., 2009; MISHRA; DADHICH, 2010).

Fato preocupante € que alguns fungos identificados neste trabalho sdo conhecidos
pela sua patogenicidade, como o Aspergillus fumigatus, A. terreus (MARTINS; MELO;
HEINS-VACCARI, 2005; WALSH et al., 2008), Penicillium chrysogenum (BARCUS;
BURDETTE; HERCHLINE, 2005) e Penicillium citrinum (HOUBRAKEN; FRISVAD;
SAMSON, 2010). Apesar de alguns fungos serem conhecidos pela sua patogenicidade,
espécies como Aspergillus fumigatus e A. terreus também sao citadas como potenciais
degradadoras de hidrocarbonetos (ATLAS, 1981; CHAILLAN et al., 2004). Penicillium
chrysogenum tem a capacidade de produzir amilase (PRABAKARAN et al., 2009;
SILVA et al., 2011) e protease alcalina (ZHU et al., 2009) e P. citrinum apresenta étima
producdo de lipase (SILVA; BRUNO; CASTRO, 2009) e producdo de celulase
(SANTOS et al., 2017). Apesar de algumas espécies de fungos tenham capacidade de
producdo de enzimas, ndo sao utilizados nas aplicacBes biotecnoldgicas pela sua
patogenicidade.

De acordo com Wilhm e Dorris (1968) e Piedras et al. (2006) o indice de
diversidade de Shannon-Wiener (H’) pode fornecer, além de informag¢des sobre a
biodiversidade e sua conservacdo, também sobre o impacto a que estdo submetidos 0s
ambientes, sugerindo os seguintes valores para avaliar a qualidade como: H* < 1,0
indicando forte polui¢do; H” = entre 1,0 a 3,0 com polui¢cdo moderada e H> 3,0 como
sendo sem poluicao.

A maior diversidade de fungos foi observada na areia durante o verao (H’=2,38)
pelo Indice de Diversidade de Shannon-Wiener (H’) e a menor diversidade foram
observados na agua durante o inverno (H’=0,87). O periodo do verdo provavelmente é o
mais diverso (maior indice de Shannon) que no periodo do inverno devido a melhor
distribuicéo das espécies. Conforme Wilhm e Dorris (1968), os dados analisados da Baia

do Araca indica que todo o sistema apresenta indices de forte poluicdo a moderada.
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O indice do Chao 1 consiste em estimador simples do nimero absoluto de espécies
em uma amostra, baseado no nimero de espécies raras (MAGURRAN, 1988). Levando
em conta dos resultados deste teste e &gua do periodo do verdo (Chaol=14) foi a que
apresentou maior riqueza (Tabela 25), indicando que dentre os compartimentos
analisados, foi observado na agua a maior quantidade de espécies de fungos coletados no

periodo do verdo neste trabalho.

Tabela 25: Valores obtidos do indice de Diversidade de Shannon-Wiener (H’) e Riqueza do
ambiente por Chao 1 das espécies de fungos filamentosos isolados da dgua e da areia, nos
periodos do verdo e do inverno.

agua areia
H’> Chao-1 H’ Chao-1
verdio 2,11 14 2,38 12
inverno 0,87 10 1,20 13

A diversidade de fungos em ambientes marinhos e correlacionado ao potencial
para aplicacBes biotecnoldgicas tém sido descritas por diversos pesquisadores
(GAYLARD, BELLINASO; MANFIO, 2005; PASSOS et al.,, 2009; PEREIRA,;
FREITAS, 2012; BONUGLI-SANTOS et al., 2015).

Considerando gque a Baia do Araca sofre impactos ambientais diversos, causados
pelos derrames acidentais das atividades da industria petrolifera, e pela proximidade ao
Porto de S&o Sebastido e Terminal Petrolifero Almirante Barroso (TEBAR), os fungos
presentes nas aguas e nas areias tem papel importante na degradacdo e remocao de
compostos derivados do petréleo do ambiente, transformando-o0s em substancias como
gas carbdnico e agua, bioremediando as areas afetadas e diminuindo os impactos
negativos causados por esses contaminantes, sendo, portanto, fundamental a manutencao
da biodiversidade destes microrganismos no sistema.

Cabe ressaltar que os resultados deste trabalho identificaram a presenca de fungos
de interesse biotecnoldgico, com possibilidade de embasar futuros trabalhos para analise
e utilizacdo de compostos provenientes da micobiota tanto para obtencdo de compostos
bioativos quanto para uso em biorremediacéo.

Deste modo, a preservacgdo das comunidades microbianas apresenta beneficio para
todo o ecossistema, pois a biodiversidade tornou-se uma questdo importante para a

sustentabilidade do ecossistema. Alem disso, estudos de diversidade podem ajudar a
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explicar melhor sobre os microrganismos autdctones, alteracdes bioldgicas associadas

com disturbios ambientais, sustentabilidade de plantas e animais e do ecossistema.
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7. CONCLUSOES FINAIS

A falta de legislacdo ou normas para monitorar a qualidade sanitéria das areias de
praias dificulta na caracterizacdo e classificacdo do ambiente. Para proteger o tanto o local
como os frequentadores, sdo necessarios estabelecer padroes e critérios para monitorar e
preservar o ambiente. A areia sofre influéncia direta da qualidade da agua e variacao
ambiental em relacdo a presenca de microrganismos. E comprovado que as areias
apresentam maiores densidades em relacdo a agua, por agregar os materiais decantados e
servir de abrigo para muitos organismos. Assim sendo importante estabelecer programas
de monitoramento para a qualidade microbioldgica das areias das praias recreacionais em
conjunto com a qualidade da dgua para determinar e classificar a balneabilidade da praia.

Atualizacdo dos critérios das legislacdes devem ser realizadas conforme a
variacdo ambiental e populacional, com propdsito de classificar corretamente o ambiente
analisado. Inclusdo da determinacdo da densidade de leveduras patogénicas nas normas
pode contribuir para melhorar na anélise da qualidade microbiol6gica da regiao.

A preservacdo das comunidades microbianas apresenta beneficio para a
biodiversidade e tornou-se uma questdo importante para um ecossistema mais sustentavel.
Além disso, estudos de diversidade podem ajudar a esclarecer sobre 0s microrganismos
nativos, alteracdes bioldgicas associadas com distdrbios ambientais, sustentabilidade de
plantas e ecossistemas.

A presenca de fungos filamentosos no ambiente podem indicar capacidade de
sobrevivéncia em ambientes com acdo antropica. Os fungos filamentosos isolados neste
trabalho podem apresentar maior resisténcia e até mesmo potencial de biodegradacdo de
substancias contaminantes, por sobreviverem em ambientes contaminados, podendo
embasar um possivel trabalho em relacdo ao uso dos fungos para biorremediacéo e
biodegradacao.

Perspectivas futuras: Continuar analise da diversidade microbiolégica da Baia do
Araca e testar futuramente os fungos isolados neste trabalho para a capacidade de

producéo de enzimas de interesse biotecnoldgicos e farmacéuticos.
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