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Resumo

O desenvolvimento urbano em areas costeiras tem ocorrido intensamente e o
aumento das descargas de esgotos domésticos ¢ uma das consequéncias desta expansao
e motivo de preocupagdo para a saude publica. Assim a qualidade microbioldgica das
aguas, sedimentos e alimentos de origem marinha devem ser monitoradas,
principalmente os organismos filtradores como os mexilhdes, Perna perna. moluscos
bivalves, por filtrarem a agua para obtencdo de alimento e oxigénio, concentram
material em suspensdo nos seus tecidos, inclusive bactérias patogénicas resistentes a
substancias antimicrobianas, o que os torna uma fonte potencial de contaminac¢do
humana por patéogenos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a densidade e
resisténcia a antimicrobianos de Enterococcus sp, Escherichia coli e Aeromonas sp
isolados dos tecidos de mexilhdo Perna perna, agua e sedimento coletados em Santos e
Itanhaém, Estado de Sdo Paulo. Como resultado observa-se que as densidade de
Enterococcus sp e Escherichia coli encontradas na dgua dos dois pontos de coleta estao
dentro das normas da Resolu¢do Conama 274/2000, ja as densidades encontradas nos
sedimentos e em tecidos moles dos mexilhdes foram elevadas. Para Aeromonas sp ndo
existe padrdo, pois as mesma ndo estdo presentes na legislagdo. Observou-se também
altas frequéncias de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos. Os resultados obtidos
sugerem que pode haver uma questdo importante para a saude publica, pois foram
encontrados microrganismos apresentando multipla resisténcia aos antibidticos
analisados, sendo que apenas a ciprofloxacina se mostrou mais eficiente para os trés
microrganismos analisados. Tendo em vista os resultados obtidos foi possivel concluir a
existéncia de situacdo preocupante, pois 0s microrganismos testados se mostram
altamente resistentes a multiplos antimicrobianos, gerando um grande problema de

saude publica.

Palavras chaves: Aeromonas sp, antibidticos, contaminacdo ambiental,

Enterococcus sp, Escherichia coli manipulacdo alimentar, mexilhdo Perna perna



Abstract

Urban development in coastal areas has occurred intensely and the increase in
discharges of domestic sewage is one of the consequences of this expansion and cause
of concern for public health. Thus the microbiological quality of the waters, sediments
and foods of marine origin must be monitored, mainly the filtering organisms like the
mussels, Perna perna, bivalve molluscs, in view of the fact that by filtering the water to
obtain food and oxygen they concentrate suspended material in their tissues, including
pathogenic bacteria resistant to antimicrobial substances, which makes them a potential
source of human contamination by pathogens. The objective of the present study was to
evaluate the density and antimicrobial resistance of Enterococcus sp, Escherichia coli
and Aeromonas sp isolated from tissues mussel Perna perna, water and sediment
collected in Santos and Itanhaem, Sdo Paulo State. As a result, it was observed that the
density Enterococcus sp and Escherichia coli found in the water of the two collection
points were within the norms of Conama Resolution 274/2000, since the densities found
in the sediments and soft tissues of the mussels were high. For Aeromonas sp there is no
standard because they are not present in the legislation. Equally, it was observed high
rates of antimicrobial resistance. The results suggest that there may be an important
issue of public health, since microorganisms were found to have multiple resistance to
the analyzed antibiotics, once ciprofloxacin was the most efficient against the three
microorganisms analyzed. A worrisome situation is concluded because the tested
microorganisms are highly resistant to multiple antimicrobials, resulting in a great

public health problem.

Key words: antibiotics, Aeromonas sp, environmental contamination, Escherichia coli,

Enterococcus sp, food handling, mussel Perna perna.
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1.0 Introducao

As regides costeiras oferecem muitos beneficios ao homem, como obten¢do de
alimento, atividades econOmicas, praticas de esporte e lazer, entre outros, ocasionando um
desenvolvimento populacional elevado. Esse desenvolvimento por sua vez acarreta uma
producdo elevada de lixo e esgoto, sendo que esta producdo nem sempre ¢ acompanhado
de infraestrutura de saneamento basico. Este fato leva a uma grande preocupagdo em
relag@o a qualidade das dguas e areias recreacionais (Oliveira ef al., 2008).

O crescente desenvolvimento das cidades litoraneas tem gerado diversos impactos
ambientais. Embora essa relacdo seja ha muito tempo conhecida, apenas recentemente
comecou a ser dada a devida atencdo aos impactos que o desenvolvimento dessas areas
pode causar ao ecossistema marinho, bem como a satde da populagdo.

A poluicdo dos ecossistemas costeiros ¢ um grave problema ambiental. A
descarga de contaminantes em areas marinhas ¢ influenciada por vérios fatores, incluindo a
distribuicdo espacial da populacdo. Dessa maneira, considerando que a grande maioria da
populacdo vive nessas areas, a tendéncia ¢ que esse nimero continue a crescer, € a pressao
sobre os ecossistemas também (Elofsson et al, 2003).

O principal impacto antropogénico ocasionado pelo aumento populacional em
cidades litoraneas ¢ o despejo de esgoto doméstico in natura diretamente no mar, elevando
significativamente a carga organica lancada nesse ambiente (Sato et al., 2005). Além disso,
o despejo de efluentes carrega uma grande variedade de microrganismos patogénicos como
bactérias, virus e protozoarios. A presencga desses microrganismos pode ocasionar doengas
de veiculagdo hidrica aos banhistas, como gastroenterites, hepatite A, colera e até
dermatoses (WHO, 1998).

Embora a incidéncia de tais doengas dependa de varios fatores como o grau de
poluicdo da 4gua, o tipo e o tempo de exposicao, a situacdo imunoldgica do banhista, entre
outros (Bartram & Rees, 2000), o monitoramento da qualidade das dguas recreacionais
marinhas deve ser considerado parte vital dos programas de gerenciamento costeiro
integrado (Afifi et al., 2000) devido ao risco que podem oferecer a satde publica.

Além da auséncia de sistemas de tratamento de esgotos, outros fatores podem
propiciar o aumento da contaminacdo das praias: o dimensionamento inadequado de

emissarios e sistemas de tratamento de esgotos, a existéncia de ligagdes inadequadas da
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rede de esgotos a rede pluvial, a existéncia de corregos fluindo ao mar, a ocorréncia de
chuvas e as condi¢des de maré (CETESB, 2007).

A qualidade da dgua para fins de recreacdo de contato direto e prolongado com a
agua (contato primario) ¢ denominada balneabilidade. No Estado de Sao Paulo, a
balneabilidade das praias ¢ monitorada pela CETESB (Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental). O programa de balneabilidade estd estruturado para atender a
Resolugdo CONAMA n°274/2000. Segundo os critérios estabelecidos, as praias sdo
classificadas em relagdo a balneabilidade, em duas categorias: Propria e Impropria sendo
que a primeira reune trés categorias distintas: Excelente, Muito Boa e Satisfatoria. Essa
classificagdo ¢ feita de acordo com as densidades de bactérias fecais resultantes de analises
feitas em cinco semanas consecutivas. A Legislacdo prevé o uso de trés indicadores
microbiologicos de polui¢do fecal: coliformes termotolerantes (antigamente denominados

Coliformes fecais), Escherichia coli e Enterococcus (figura 1).

Gropo dos coliformes Grupo dos enterococos/estreptococos

/. N A

f ' 5 total ; \
Coliformes fotass Estreptococos fecais

) _h__\
/- -, —
Coliformes termotolerantes
Enterococos
-~ . o
( mtestinals
Ercharichia coli
e A
A -

N AN Y

Figura 1. Grupo de microorganismos indicadores de poluicdo fecal (Cetesb, 2010)

O critério adotado pela CETESB para aguas marinhas ¢ o seguinte: densidades de
Enterococcus superiores a 100 UFC 100 mL™', em duas ou mais amostras de um conjunto de
cinco semanas, ou valores superiores a 400 UFC 100 mL"' na ultima amostragem,
caracterizam a impropriedade da praia para recreacdo de contato primario. Sua
classificagdo, como Impropria, indica um comprometimento na qualidade sanitdria das
aguas, implicando em um aumento no risco de contaminacdo do banhista e tornando

desaconselhavel a sua utilizagdo para o banho (Cetesb, 2010).
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Atualmente bactérias do grupo Enterococcus sdo consideradas como um indicador
de exceléncia para a classificagdo das 4guas salinas, uma vez que eles apresentam um
amplo tempo de sobrevivéncia e maior resisténcia quando comparados a Escherichia coli e
aos coliformes termotolerantes (Dufour, 1994).

Embora os programas de monitoramento das aguas recreacionais marinhas ja
tenham sido implantados em varios estados brasileiros com sucesso, pouca atengdo tem
sido dada as areias das praias, que estdo sendo desconsideradas do ponto de vista da saude
publica. Devido a potencialidade de conter altas densidades de patdgenos, o contato
prolongado com as areias de praias contaminadas talvez apresente mais risco a satde das
pessoas do que o contato com a propria agua (Ghinsberg et al., 1994; Papadakis et al.,
1997).

Os sedimentos devem receber aten¢do especial, uma vez que atuam como filtros
que concentram varios tipos de poluentes, deixando-os armazenados. Alguns trabalhos ja
vém demonstrando que as concentragdes bacterianas encontradas nas areias tém sido
superiores as encontradas na coluna de dgua (Andrade et al, 2015). Esse fato pode ocorrer,
uma vez que as bactérias podem sobreviver por mais tempo nesse ambiente (Whitman &
Nevers, 2003), por encontrarem condi¢des favoraveis de nutrientes (Brunke & Fischer,
1999), prote¢do contra os raios solares (Davies-Colley et al., 1999) e contra a predacao por
protozoarios (Davies & Bavor, 2000).

A movimentacdo de barcos, condi¢cdes de marés, dragagens, agdo das ondas,
ressuspensdo de areias e/ou sedimentos contribuem significativamente para que as
bactérias contidas nas areias sejam liberadas para a coluna d’agua, aumentando as
concentragdes de bactérias na dgua (AN et al, 2002; Crabill et al, 1999). A quantificacio de
organismos indicadores de contaminacdo nas areias recreacionais sdo de grande
importancia para verificar o risco da presenca de microrganismos patogénicos (Cabelli et
al., 1982).

Mendes et al., 1993, a fim de contribuir para pesquisas com a contaminagdo das
areias de praias, utilizaram como indicadores as bactérias Escherichia coli. Todavia,
estudos mostram que as bactérias do género Enterococcus parecem se acumular mais na
areia (Alm et al., 2003). Assim sendo, as bactérias do género Enterococcus seriam 6timos
indicadores de contaminagdo para esse tipo de ambiente.

A introducdo de bactérias aloctones em aguas costeiras marinhas, ndo s6 causam

impacto direto sobre a qualidade da 4dgua e areias, como também acarretam efeitos sobre os
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organismos que habitam esse ecossistema, inclusive aqueles que possuem interesse
comercial para consumo humano (Otway, 1995).

Do ponto de vista de satde publica ¢ importante considerar ndo apenas a
possibilidade da transmissdo de doencgas de veiculacao hidrica aos banhistas, mas, também
a contaminacdo dos alimentos retirados do mar, uma vez que eles podem ser consumidos
crus ou parcialmente cozidos. Logo a qualidade sanitaria da 4gua do mar e de organismos
utilizados como fonte de alimento para humanos sdo extremamente importantes uma vez
que a ingestdo de alimentos e/ou dguas contaminadas por microrganismos patogénicos sao
importantes causas da ocorréncia de doencas diarreicas no Brasil (Brasil, 1999) como
discutem varios pesquisadores (Instituto Adolfo Lutz, 2004). Tais doengas representam
uma perda econdmica significativa para o pais e prejuizos para a satide da populagao.

No caso dos moluscos bivalves, este fato ¢ especialmente importante, uma vez
que, ao filtrarem a dgua para obtencdo de alimento e oxigénio, concentram em seus tecidos
todo material em suspensdo, inclusive as bactérias patogénicas (Vieira, 2004). Assim, a
contamina¢do de dguas onde moluscos bivalves sdo retirados para consumo ou cultivados
pode ser um sério risco a saide humana (Munn, 2004). Por esta razdo, mexilhdes e ostras,
sdo utilizados mundialmente como organismos indicadores de polui¢cdo fecal (Henriques et
al., 2000).

Os moluscos bivalves, como os mexilhdes sdo organismos micréfagos que se
alimentam de microrganismos e particulas organicas em suspensio na agua (Ruppert et al.,
2005). Estes organismos formam um aglomerado na zona entremarés de costdes rochosos e
tém importancia econdmica e como fonte de proteina para as populagdes caicaras. Além
disto, a pratica de mitilicultura no litoral brasileiro é crescente, constituindo uma atividade
econdmica adicional para muitas cidades costeiras (Abessa et al., 2005).

As doengas de maior incidéncia sdo aquelas do trato gastrointestinal, associadas a
natagdo e ao consumo de peixes e frutos do mar contaminados. Podem ocorrer desde
infec¢des mais graves, como gastrenterites, hepatite A, colera e febre tifoide, até outras
causadas por patégenos oportunistas (Who, 1998).

Os padrdes microbiologicos da qualidade de alimentos inclusive de origem
marinha, tais como peixes, moluscos e crustaceos sdo regulamentadas pela Resolugdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Resolugdo ANVISA RDC n° 12/01,
baseando-se nas densidades de Coliformes a 45°C, Staphylococcus coagulase positiva e

Salmonella sp (ANVISA, 2001).
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O género Aeromonas ¢ formado por microrganismos que apresentam oxidase e
catalase positivas, anaerobias facultativas, geralmente moveis devido a presenca de flagelo,
gram negativas, fermentadoras de glicose.

Essas bactérias ndo fazem parte do monitoramento da qualidade de praias
previsto pela legislagdo CONAMA 274/2000 nem dos padrdes microbiologicos da
qualidade de alimentos, porém alguns estudos vem apontando que os peixes tém sido um
importante veiculo de infecgdes humanas causadas por esse género de bactéria,
principalmente quando sdo ingeridos crus ou ap6s tratamento térmico brando (Silva, 2010).
As Aeromonas estdo associadas a infecgdes oportunistas, tanto no ser humano como nos
animais homeotérmicos e em peixes, tendo capacidade de apresentar resisténcia a multiplas
drogas (Palu et al., 2006).

Aeromonas sp sao capazes de causar doencas em diversas espécies de peixes,
anfibios, bem como nos seres humanos que podem adquirir as infecgdes através de feridas
abertas ou pela ingestdo de alimento ou 4gua infectadas por essa bactéria (FDA, 2009). No
Brasil, as bactérias desse género sdo descritas como patogenos emergentes de importancia
crescente em alimentos (Lewis; Pumb, 1979).

As bactérias da espécie Escherichia coli, sdo caracterizadas por células em forma
de bastonetes, com presenca de flagelo, ndo esporulados, gram negativa e anaerdbia
facultativa. E um habitante normal do intestino humano e de outros animais, que em
determinadas situacdes, como pessoas debilitadas e imunossuprimidas podem causar
infecgdes (Drasar; Hill, 1974).

Muitas infecgdes podem ser causadas por essa espécie. Torres (2004) ainda afirma
que a Escherichia coli é uma bactéria do grupo dos coliformes termotolerantes e a
principal causadora de doencas diarreicas via ingestao de dgua e alimentos contaminados.

Os microrganismos do género Enterococcus sdo bactérias gram positivas, que se
apresentam em forma de cocos, aerobios facultativos, catalase negativa e fermentadores de
glicose.

Enterococcus sdo tipicos patdgenos oportunistas, constituindo a terceira causa de
infeccdes adquiridas no ambiente hospitalar (Euzéby, 2011). As infec¢des por essas
bactérias podem se originar da microbiota normal do ser humano, da transferéncia de
microrganismo de pessoa para pessoa ou do ambiente para a pessoa e pela aquisi¢do dos

patdgenos através do consumo de agua ou alimentos contaminados.
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Além de serem fontes potenciais de contaminagdo humana por patégenos, os
organismos filtradores que s3o cultivados em 4aguas contaminadas, podem também
contribuir para a disseminagdo de microrganismos resistentes a substancias
antimicrobianas, tais como antibioticos utilizados no tratamento de inimeras doengas.

Um estudo realizado pelo National Research Council Comittee on Drug Use in
Food Animals (1999), relatou que o uso de antibidticos na terap€utica animal ou como
promotores de crescimento elevaram as chances de desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana e sua transferéncia a patdogenos que causa doencas ao homem, causando um
sério problema de satde publica.

O uso massivo e descontrolado de antibidticos leva a resisténcia bacteriana que ¢
um problema crescente no mundo todo, gerado por processos de selecdo (Frieden et al.,
1993).0 despejo de efluentes provenientes de ambientes fortemente seletivos para cepas
resistentes tais como hospitais, industrias, atividades veterinarias, aquicultura, entre outros,
tem levado a um aumento da distribuicdo e da frequéncia de genes bacterianos de
resisténcia, inclusive em ambientes aquaticos (Schwartz et al., 2003).

A resisténcia bacteriana também pode ser de origem ndo genética, ou seja,
fenotipica, o microrganismo adquire resisténcia a determinada droga, momentaneamente, e
ndo consegue transmiti-la. Esse mecanismo geralmente esta relacionado a processos de
multiplicagdo bacteriana necessarios para a combater as agdes antibacterianas das drogas
(Jawetz et al., 1991).

Aguas marinhas que recebem esgoto doméstico podem contribuir para a
disseminagdo de microrganismos carregados com genes de resisténcia antimicrobiana
(Meirelles-Pereira et al., 2002), e também, podem adquirir resisténcia através do plasmideo
(Huycke et al., 1998) por conjugagao.

Recentemente, infec¢des causadas por Enterococcus sp tornaram-se um grande
desafio para seu tratamento, devido ao aumento da variabilidade de cepas resistentes
(Arvanitidou et al., 2001). Os fendtipos mais importantes de resisténcia estdo relacionados
aos aminoglicosideos (estreptomicina e gentamicina) aos betalactimicos (amoxicilina e
ampicilina) e glicopeptideos (teicoplanina e vancomicina) ( D’Azevedo et al., 2004).

Deve ser dada muita atengdo a problematica da resisténcia bacteriana, uma vez
que os genes de resisténcia podem ser disseminados para bactérias da mesma espécie ou de

espécies diferentes (Kuhn et al., 2000). Essa resisténcia também pode ser transferida por
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microrganismos de uma mesma populacdo ou de populagdes diferentes (Nijsten et al,
1993).

Dessa maneira a hipotese desse trabalho ¢ que a regido potencialmente mais
poluida apresente maiores densidades de microrganismos e portanto maior percentual de

resisténcia aos antibiodticos testados.

2.0 Objetivo

O presente trabalho teve como objetivos relacionar o grau de contaminagdo
organica por esgoto doméstico em agua, sedimento e mexilhdo Perna perna (Linnaeus,
1758), coletados nos municipios de Santos e Itanhaém (SP), com a diversidade e
densidades de espécies de bactérias indicadoras de contaminacdo de origem fecal
(Enterococcus sp, Escherichia coli e Aeromonas sp) e com seus padrdes de resisténcia a

antimicrobianos comummente utilizados para tratamento de infecgdes.

3.0 Metodologia

A area de estudo esta localizada no litoral sul do estado de Sao Paulo, nos
municipios de Santos e Itanhaém (figura 2), ambos estdo localizados na Baixada Santista.
Em Santos as coletas foram realizadas na ilha de Urubuquegaba, potencialmente
impactada, a ilha esta situada dentro da Baia de Santos, proximo ao emissario submarino,
local abrigado da acdo das ondas e um dos pontos do litoral paulista mais sujeito a
contaminac¢do bacterioldgica (Henriques et al., 2000) . J4 em Itanhaém, as amostras foram
coletadas no Costao dos Sonhos, localizado na praia dos Sonhos, uma regido aberta, com

forte influencia das ondas, sendo assim uma regido potencialmente menos impactada.
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Figura 2. Locais de coleta: Santos e [tanhaém, respectivamente (Google, 2016).

O municipio de Santos apresenta uma elevada concentragdo demografica, sendo a
cidade mais populosa da Baixada Santista segundo IBGE, 2015. O municipio ¢
considerado um ponto turistico, muito frequentado por moradores da capital paulista e seus
arredores, principalmente nos meses de verdo. Porém as praias dessa regido encontram-se
contaminadas por substancias diversas, gerando problemas ambientais e de saude publica.

Em Santos também esta localizado o Porto de Santos, um dos maiores do Brasil
que movimenta muito da nossa economia. Ocorre que, com isso aumenta ainda mais a
degradacdo desse ambiente, pois com a contaminagao depositada nos sedimentos do fundo
¢ constantemente revolvida pelo processo de dragagem. Esses residuos antropogénicos
muitas vezes sdo langados nas regides costeiras (Abessa et.al, 2012), comprometendo a
qualidade desse ambiente.

Segundo a Cetesb 2015, todas as praias desta regido tiveram aumento significativo
no percentual de classificagdo Impropria, sendo que na classificagdo anual foi apresentada
como péssima, indicando queda na qualidade da dgua dessas praias. Segundo os critérios
da OMS (Organizagdo Mundial da Saude), que associa a concentragdo de Enterococcus ao
risco de contrair doengas, a classificagdao geral do municipio foi regular no tltimo ano.

O municipio de Itanhaém apresentou suas praias proprias para banho em mais

80% do tempo no ano de 2015, sendo que a praia dos Sonhos, nosso local de amostragem,
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se mostrou 95% do tempo como proprias, revelando assim uma melhor qualidade
ambiental, comparado ao municipio de Santos, (Cetesb, 2015).

Foi realizado uma coleta durante o verdo de 2016, periodo no qual as areas
costeiras sofrem um maior impacto. As amostras de dgua foram coletadas durante a maré
baixa, em frascos estéreis, na isobata de 1 metro. Os exemplares de moluscos da espécie
predominante nos costdes selecionados, foram coletados através da raspagem de uma area
dos costdes rochosos com o uso de uma faca estéril. Os animais coletados foram
armazenados em sacos estéreis. As amostras foram mantidas sob refrigeracdo até o

momento do processamento.

Figura 3. Mexilhdo Perna perna (Linnaeus, 1758), em seu ambiente natural (Foto tirada
em Itanhaé¢m 2016).

O sedimento foi coletado em cada ponto com auxilio de uma pa estéril e
acondicionados em sacos estéreis. Foi considerado um transecto paralelo a linha costeira
com trés pontos equidistante de coleta de areia para constituir uma amostra composta. As
amostras coletadas foram transportadas em bolsas térmicas para o Laboratério de
Microbiologia da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus Experimental do

Litoral Paulista — Unidade Sdo Vicente, onde foram analisadas.

3.1 Determinacio da densidade de Enterococcus sp
3.1.1. Agua

As determinagdes das densidades bacterianas na dgua do mar foram feitas através
da técnica de membrana filtrante (APHA, 2012). Foi filtrado um volume de 100 mL da
amostra em membrana de 0,45 pm de porosidade. Apos a filtragdo, as membranas foram

depositadas em placas contendo meio de cultura Agar mEnterococcus. As placas de Agar
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mEnterococos foram incubadas em estufa bacterioldgica da marca Binder a 37°C por
24/48h. Apos este periodo, as colonias de coloragdo vermelho-marrom foram contadas
como Enterococcus. As densidades médias das colonias de bactérias do grupo
Enterococcus isoladas da dgua foram expressas em Unidades Formadoras de Colonias por
100mL (UFC 100 mL™") para 4gua do mar. Com o auxilio de alga de platina estéril, algumas
coldnias consideradas nas contagens e escolhidas aleatoriamente, nas amostras de dgua e
foram repicadas para tubos de ensaio contendo o meio Enterococcosel Caldo (Becton
Dickinson Laboratories) e incubadas a 37°C por 24/48h. Os tubos que apresentarem
enegrecimento do meio foram considerados positivos. Apos a confirmacdo de colonias
positivas, estas foram repicadas para tubos de ensaio contendo o meio Agar BHI inclinado

para a realizagdo de testes bioquimicos e de suscetibilidade a antimicrobianos.

Figura 4. Kit de filtragdo utilizado para realizar a técnica de membrana filtrante (Micromar,

2016).

3.1.2 Mexilhoes
As densidades de bactérias nos tecidos moles de mexilhdo coletados foram
obtidas pelo método de Membrana Filtrante a semelhanca dos procedimentos realizados

para as amostras de dgua. Para a extracdo das bactérias foram utilizados 20g dos tecidos
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moles dos mexilhdes acrescidos de 180ml de 4gua homogeneizados em liquidificador por
cerca de 10 minutos. A partir do sobrenadante da diluigdo 10" das amostras o molusco
processadas para andlise das densidades de coliformes, volumes de 1 ¢ 5 mL foram
filtrados em membrana filtrante 0,45 um de porosidade. Estas foram transferidas para
placas contendo meio de cultura Agar mEnterococcus, as quais foram incubadas a 37°C
por 24/48 horas. Apos o periodo de incubagdo foram contadas como Enterococcus sp as
colonias de coloragdo vermelho-marrom. A confirmag¢do do género Enterococcus foi feita,
por amostragem, através da repicagem das coldonias em meio Enterococosel caldo. Os
resultados das densidades de Enterococcus sp. nas amostras dos moluscos serdo expressos
como Unidades Formadoras de Colonias em 1g (UFC g'). Dessas coldnias algumas serdo

escolhidas para realizag¢@o dos testes de suscetibilidade a antimicrobianos.

3.1.3 Areia/Sedimento

As amostras de areia foram pesadas em balanca analitica e acondicionadas em
erlenmeyers, acrescidas de agua destilada estéril (1:10) e submetidas a agitagdo em um
agitador , por cerca de 10 minutos para lavagem e extracdo das bactérias da areia e
obtengao do sobrenadante.

As determinag¢des das densidades de bactérias no sobrenadante foram feitas
através da técnica de membrana filtrante (APHA, 2012). Volumes de 10 mL e 50 mL do
sobrenadante foram filtrados em membranas de 0,45pum de porosidade. Apds a filtragdo, as
membranas foram depositadas em placas contendo meio de cultura Agar mEnterococcus.
Essas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 48h. Apos este periodo, as
colonias de coloracdo vermelho-marrom foram contadas como Enterococcus. Dessas
colonias algumas serdo escolhidas para realizacdo dos testes de suscetibilidade a

antimicrobianos.
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Figura 5. Placa de Agar mEnterococcus com coldnias de Enterococcus sp (Micromar,

2016)

3.2 Determinac¢ao da densidade de Escherichia coli
3.2.1 Agua

Para a determinagdo da densidade de Escherichia coli também foi utilizada a
técnica de Membrana Filtrante (APHA, 2012). Volumes de 100 mL das amostras de agua
foram filtrados em membranas de 0,45um de porosidade e foram transferidos para placas
de Petri contendo meio de cultura Agar mTEC. Estas foram incubadas a 37°C por 2h e em
seguida a 44°C por 24h em banho-maria. Apds o periodo de incubagdo as colonias de
coloracdo amarela foram consideradas E. coli. Dessas colonias algumas foram escolhidas

para realizacdo dos testes de suscetibilidade a antimicrobianos.

3.2.2. Mexilhdes

As densidades de E coli nos tecidos moles de mexilhdo coletados foram obtidas
pelo método de Membrana Filtrante a semelhanga dos procedimentos realizados para as
amostras de 4dgua. A partir do sobrenadante da diluicio 10" das amostras o molusco
processadas para analise das densidades, volumes de 1 e 5 mL foram filtrados em
membrana filtrante 0,45 pm de porosidade. Estas foram transferidas para placas contendo
meio de cultura Agar mTEC. Estas foram incubadas a 37°C por 2h e em seguida a 44°C
por 24h em banho-maria. Apds o periodo de incubag@o as colonias de coloragdo amarela
foram consideradas E. coli. Dessas colonias algumas foram escolhidas aleatoriamente para

realizacdo dos testes de suscetibilidade a antimicrobianos.
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3.2.3 Areia/Sedimento

As amostras de areia foram pesadas em balanca analitica e acondicionadas em
erlenmeyers, acrescidas de agua destilada estéril (1:10) e submetidas a agitacio em um
agitador por cerca de 10 minutos, para lavagem e extracdo das bactérias da areia e
obtencdo do sobrenadante. A determinagdo das densidades de bactérias no sobrenadante
foram feitas através da técnica de membrana filtrante (APHA, 2012). Volumes de 10mL e
50mL do sobrenadante foram filtrados em membranas de 0,45um de porosidade. Apos a
filtragdo, as membranas foram depositadas em placas contendo meio de cultura Agar
mTec. Estas foram incubadas a 37°C por 2h e em seguida a 44°C por 24h em banho-maria.
Ap6s o periodo de incubagdo as colonias de coloracdo amarela serdo consideradas E. coli.
Dessas colonias algumas serdo escolhidas para realizacdo dos testes de suscetibilidade a

antimicrobianos.

Figura 6. Placa de Agar mTec com coldnias de Escherichia coli (Micromar, 2016)

3.3 Determinacio da densidade de Aeromonas sp
3.3.1 Agua

Para determinar as densidades de Aeromonas sp, foi utilizada a técnica de
membrana filtrante (APHA, 2012). Volumes de 100mL das amostras de agua foram
filtrados em membranas de 0,45 um de porosidade e foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura Agar MacConkey. Estas foram incubadas a 35°C por 24h. As
placas que apresentarem coldnias tipicas, isto ¢, didmetro de 2 e 3 mm, brilhantes e

convexas, foram isoladas, para posterior teste de identificagdo . Apos a confirmagao das
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coldnias positivas, essas foram repicadas para tubos de ensaio contendo o meio Agar
Miiller-Hinton inclinado para a realizagdo de testes bioquimicos e de suscetibilidade a

antimicrobianos.

3.3.2 Mexilhoes

As densidades nos tecidos moles de mexilhdo coletados foram obtidas pelo
método de Membrana Filtrante a semelhanca dos procedimentos realizados para as
amostras de agua. A partir do sobrenadante da diluigio 10" das amostras do molusco
processadas para analise das densidades, volumes de 1 e 5 mL foram filtrados em
membrana filtrante 0,45 pm de porosidade. Estas foram transferidas para placas contendo
meio de cultura Agar MacConkey. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. As
placas que apresentarem colOnias tipicas, isto ¢, didametro de 2 e 3 mm, brilhantes e
convexas. Dessas colonias algumas foram selecionadas para realizagdo dos testes de

suscetibilidade a antimicrobianos.

3.3.3 Areia/Sedimento

As amostras de areia foram pesadas em balanca analitica e acondicionadas em
erlenmeyers, acrescidas de agua destilada estéril (1:10) e submetidas a agitagdo em um
agitador , por cerca de 10 minutos para lavagem e extracdo das bactérias da areia e
obtengdo do sobrenadante. As determinagdes das densidades de bactérias no sobrenadante
foram feitas através da técnica de membrana filtrante (APHA, 2012). Volumes de 10 mL e
50 mL do sobrenadante foram filtrados em membranas de 0,45um de porosidade. Apos a
filtracdo, as membranas foram depositadas em placas contendo meio de cultura Agar
MacConkey. Estas foram incubadas a 35°C por 24 horas. As placas que apresentarem
coldnias tipicas, isto ¢, didmetro de 2 e 3 mm, brilhantes e convexas. Dessas colonias
algumas foram selecionadas para realizagdo dos testes de suscetibilidade a

antimicrobianos.
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Figura 7. Placa de Agar MacConkey com colonias de Aeromonas sp (Micromar, 2016)

3.4 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Para os testes de sensibilidade a antimicrobianos foi utilizado o método de
antibiograma disco-difusdo proposto por Kirby-Bauer, recomendado pelo National
Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2010) utilizando o Agar Miiller-
Hinton.

As colonias bacterianas isoladas foram testadas frente aos antibidticos como
segue:  Enterococcus sp ampicilina 10pg, ciprofloxacina 5pg, eritromicina 15ug,
gentamicina 10pg, vancomicina 30pg, penicilina 10pg e estreptomicina 10ug. Escherichia
coli foram submetidas aos seguintes antimicrobianos: eritromicina 15ug, amoxicilina +
acido clavulanico 30ug, vancomicina 30ug, ciprofloxacina 5Sug, levofloxacina 5ug,
norfloxacina 10pg e fosfomicina 200pg. Aeromonas sp foram submetidas aos seguintes
antimicrobianos: norfloxacina 10ug, ciprofloxacina 5pg, gentamicina 10pg, cefalotina

30ug, tetraciclina 30pg, cefuroxima 30 pg e Ceftriaxona 30 pg.
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Figura 8. Frascos contendo discos impregnados por antibioticos, no caso a Estreptomicina,

representando os discos utilizados nos testes (Micromar, 2016).

Das culturas mantidas em BHI inclinado, algumas foram escolhidas
aleatoriamente e transferidas, com o auxilio de uma alca de platina estéril, para tubos
contendo 10mL de 4gua destilada estéril, em quantidade suficiente de inoculo até atingir o
grau de turvagdo 0,5, comparativamente a tubo padronizado de acordo com a escala de
MacFarland (Bier, 1994).

Esta escala ¢ utilizada para aferir uma suspensdo bacteriana mediante o grau de
turvacdo e consiste numa série de 10 tubos de turvacgdo crescente, obtidos pela mistura de
solucdes de cloreto de bario (BaCly) a 1% e de acido sulfirico (H2SO4) a 1% em
quantidades varidveis.

Os inoculos foram preparados imediatamente antes do inicio de cada teste. Apds o
ajustamento de sua turbidez, foi introduzido em cada inéculo um “swab” de algodao
estéril, girando-o vdrias vezes a apertando-o firmemente contra a parede interna do tubo, a

fim de retirar qualquer excesso de inodculo do swab.
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A superficie seca da placa de Agar Miieller-Hinton foi inoculada esfregando o
swab em toda a superficie estéril do agar, procedimento que foi repetido outras duas vezes,
girando a placa cerca de 60° cada vez, assegurando a distribuicdo uniforme do indculo.
Posteriormente, a placa foi tampada para haver uma completa absor¢ao do excesso de
umidade.

Com o auxilio de uma pinga previamente flambada, os discos de antimicrobianos
foram distribuidos de forma equidistante sobre a superficie da placa, evitando que a
distancia de centro para centro ndo excedesse 24mm. Apos este procedimento, as placas
foram invertidas e colocadas em estufa a 35°C por 16-18 horas.

Passado o periodo de incubagdo, as amostras foram analisadas quanto a presenca
ou auséncia de halos de inibigdo. Nos casos em que houve formacao de halos de inibi¢ao,
os didmetros foram medidos em milimetros com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo),
incluindo o didmetro do disco.

A medicao foi realizada encostando-se o paquimetro na parte de trds da placa de
petri invertida, a qual estava sobre um fundo ndo refletor. As medidas obtidas dos halos
foram comparadas com valores ja conhecidos, especificados na tabela padrao fornecida
pelo fabricante dos discos de papel.

De acordo com os diametros encontrados, estabelecemos o grau de suscetibilidade
das bactérias aos antimicrobianos testados, verificando se os organismos sdo sensiveis,

intermediarios ou resistentes.

Figura 9. Placa de Agar Miieller-Hinton com teste de resisténcia a antimicrobianos

(Micromar, 2016)
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4.0 Resultados e Discussao
4.1 Densidades

Os valores médios das densidades de Enterococus sp, E. coli e Aeromonas sp,
obtidos para as amostras de agua, sedimento e mexilhdo, coletadas na Ilha de
Urubuquecaba (Santos) e no Costdo dos Sonhos (Itanhaém) sdo apresentados na Tabela 1.
Na tabela 1 ¢ possivel observar que as densidades de Enterococcus sp nas aguas,
sedimentos e mexilhdes coletados em Santos foram superiores aquelas obtidas para
Itanhaém. Entretanto, o mesmo ndo foi observado para E. coli e para Aermonas sp, fato
que pode ser explicado por se tratar de um ambiente salobro, no qual os Enterococcus
sabidamente (Dufour, 1994) sobrevivem por mais tempo por estarem mais adaptados as
condi¢des de salinidade. Além disto ndo se pode descartar a possibilidade da presenca de

fontes difusas de contaminag@o proximo ao local de coleta no municipio de Itanhaém.

Tabela 1. Densidade de Enterococcus sp, Escherichia coli e Aeromonas sp isolados da
agua (UFC 100mL™), sedimento e tecido moles de mexilhdo (UFC g-1), coletados nos

municipios de Santos e Itanhaém.

Enterococcus sp  Escherichia coli Aeromonas sp
Agua(UFC 100mL™") 212 2 28
Santos Sedimento (UFC g™) 2354 109 2008
Mexilhao (UFC g™) 18181 5090 8318
Agua(UFC 100mL™) 164 76 170
Itanhaém Sedimento (UFC g™) 90 209 6536
Mexilhao (UFC g™) 13272 1363 818

As amostras de agua coletadas na Ilha de Urubuquecaba (Santos), apresentaram
densidades médias de 212 UFC 100mL"'de Enterococcus sp, enquanto que nas amostras de
sedimento e de mexilhdo os valores obtidos sdo bem superiores, de 2.354 UFC g e de

18.181 UFC g'' respectivamente.
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Em relagdo as densidades de Escherichia coli os maiores valores foram obtidos
nas amostras de sedimento e mexilhdo. O valor médio na dgua de 2 UFC 100mL’,
enquanto que no sedimento e nos mexilhdes as densidades foram de 109 UFC g e de 5.090
UFC g respectivamente.

As densidades médias de Aeromonas sp também foram maiores no sedimento e
nas amostras de mexilhdo, comparativamente a média obtida para as amostras de agua.
Para 4gua foram encontrados 28 UFC 100mL"', para o sedimento 2.008 UFC g e os tecido
dos mexilhdes apresentando a maior densidade 8.318 UFC g™

Em Itanhaém, na 4agua coletada das adjacéncias do Costdo dos Sonhos, a
densidade média de Enterococcus sp foi de 164 UFC 100mL™" de 4gua, enquanto que no
sedimento o valor obtido foi de 90 UFC g e nos mexilhdes de 13.272 UFC g™ (Tabela 1).

Para Escherichia coli foram encontrados 76 UFC 100mL™" de 4gua, 290 UFC g
de sedimento e 1.363 UFC g de tecido de mexilhdo. Para Aeromonas sp, encontramos uma
média de 170 UFC 100mL™" para 4gua, 6.536 UFC g' para sedimento ¢ de 818 UFC g
para os tecidos dos mexilhdes (Tabela 1).

Segundo a resolugio CONAMA n° 274, de 29 de novembro de 2000, ¢
considerada propria para banho a praia que apresentar densidade de Enterococcus até 400
UFC 100mL™" , 2.500 UFC 100mL™" de coliformes fecais (termotolerantes), ou, ainda,
2.000 UFC 100mL" de Escherichia coli em uma tnica amostra. Ou quando em 80% ou
mais de um conjunto de amostras obtidas em cada uma das cinco semanas anteriores,
colhidas no mesmo local, houver no maximo 1.000 coliformes fecais (termotolerantes) ou
800 Escherichia coli ou 100 Enterococcus por 100 mililitros.

Os resultados obtidos no presente estudo apontam que as aguas coletadas na Ilha
de Urubuquecgaba e no Costdo dos Sonhos, estdo proprias para banho. O resultado obtido
para Santos contradiz os relatérios da Cetesb, que indica o ponto como improprio a maior
parte do tempo. Ja no Costdo dos Sonhos, esses resultados sdo corroborados.

Para os valores obtidos para sedimento e tecidos moles de mexilhdo observam-se
valores elevados, comprovando que as areias e os organismos filtradores concentram
maiores densidades de microrganismos quando comparado com a coluna de dagua,
causando uma contaminacdo cronica. Elmanama et al, 2005, obtiveram resultados
semelhantes para as praias de Gaza, assim como Bonilla et al, 2007, encontraram
densidades de bactérias de 2 a 23 vezes maiores que na coluna de 4gua, em estudos

realizados na Florida.
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Martinez et al. (2010) em seu estudo realizado em Santos e Sdo Vicente também
encontrou maiores densidades de Enterococcus sp nos mexilhdes em relagdo a agua,
segundo ele os P. Perna apresentem um grande potencial para acumular bactérias devido a
maneira de alimentar-se e apesar dessa capacidade a relacdo entre o nimero de bactérias na
coluna da agua e as bactérias aculumadas pelo mexilhdo ndo ¢ direta e depende de muitos
fatores.

Pinto et al. (2012) e Pinhata et a/ (2008) também encontraram maiores densidades
de Enterococcus sp nas areias do que na coluna da 4gua em seus trabalhos realizados em
Santos e Sdo Vicente, corroborando os valores obtidos no presente estudo.

Segundo Davies — Colley et al, 1999, estudos tém demonstrado que indicadores
fecais na dgua do mar sofrem inativacdo causada pelos raios solares e estdo expostos a
acdo de bacteriofagos, baixa quantidade de nutrientes, predacdo e competicdo com
organismos autdctones. Dessa forma, as areias de praias agiriam como protetoras para tais
microrganismos. De fato, as areias de praia constituem um ambiente protetor
possibilitando a sobrevivéncia dessas bactérias, pois elas podem se aderir a particulas do
sedimento (Whitman; Nevers, 2003). Ainda, grandes quantidades de detritos organicos sdo
encontrados aderidos no sedimento, possibilitando a sobrevivéncia dessas bactérias por
longos periodos (Pinto et al, 2012).

Os resultados das densidades em &gua, sedimento e dos tecidos moles de
mexilhdo foram submetidas a correlagdo de Pearson. Houve correlagdo positiva as
amostras de Santos entre agua e o sedimento (p= 0,62) e negativa entre d4gua e o mexilhao
(p= -0,25). Ja para as amostras de Itanhaém ocorreu o inverso, houve correlagdo negativa

entre a agua e o sedimento (p=-0.21) e positiva entre d4gua e o mexilhdo (p=0,1).

4.2 Relacdes entre a densidade de microrganismos e sua resisténcia

As bactérias do género Enterococcus sp se mostraram melhores indicadores, uma
vez que o grau de contaminacdo teve uma relacdo direta com a resisténcia aos
antimicrobianos analisados. Pode se observar que que as maiores densidades foram
observadas nos tecidos dos mexilhdes e esses também apresentaram as maiores
porcentagens de resisténcia aos antimicrobianos analisados (Tabela 2).

As Escherichia coli e as Aeromonas sp ja ndo apresentaram esse padrdo. As

Escherichia coli apresentaram um padrdo de contaminagdo entre a dgua e o mexilhdo,



31

porém a resisténcia aos antimicrobianos ndo acompanhou o grau de contaminagao. Por fim,
as Aeromanas sp ndo apresentaram relacdo entre as densidades e a resisténcia aos
antimicrobianos (Tabela 2).

Tabela 2. Densidade e resisténcia de Enterococcus sp, Escherichia coli e Aeromonas sp
isolados da agua (UFC 100mL™"), sedimento e tecido moles de mexilhdo (UFC g-1),

coletados nos municipios de Santos e Itanhaém.

Enterococcus sp  Resistentes E. coli Resistentes Aeromonas sp Resistentes

(%) (%) (%)

Agua(UFC 212 61,9 2 21,4 28 56,7
100 mL™")

Santos Sedimento 2354 54 109 26,5 2008 23,8
(UFCg")

Mexilhdo 18181 47 5090 0 8318 42,3
(UFCg")

Agua(UFC 164 37,5 76 42,9 170 53
100 mL™")

Itanhaém Sedimento 90 14,2 209 12,9 6536 48
(UFCg")

Mexilhdo 13272 57,1 1363 42,9 818 28,5
(UFCg")

Smith et al. (2008) em seu trabalho com peixes também ndo encontrou um padrao
de densidades e resisténcia aos antimicrobianos em Aeromonas sp, vindo de encontro com
o presente estudo. Ele elucida que as diferengas fisiologicas entre as espécies que habitam
o ambiente aquatico e esse ambiente sdo muito grandes interferindo na forma de agdo dos

antimicrobianos, necessitando de farmacocinéticas especificas.

4.3 Resisténcia a antimicrobianos de Enterococcus sp

O presente estudo apresentou 61,9% de cepas resistentes a antimicrobianos nas
aguas de Santos, enquanto a 4gua de Itanhaém apresentou apenas 37,5% de resisténcia. O
sedimento de Santos apresentou 54% de resisténcia, enquanto o de Itanhaém tem seu

menor percentual, com apenas 14,2% de cepas resistentes. Para os tecidos do mexilhdo, em
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ambos o0s pontos a resisténcia foi parecida com 47% e 57,1% em Santos e Itanhaém,

respectivamente (figura 10).
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Figura 10. Porcentagem de Enterococcus sp resistentes a antimicrobianos isolados de dgua,

sedimento e tecidos moles de mexilhdo coletados em Santos e Itanhaém

O uso massivo e descontrolado dos antibidticos em diferentes ambientes gerou
como consequéncia a selecdo de bactérias resistentes. Essa resisténcia ¢ resultado de um
fendomeno genético, relacionado a existéncia de genes contidos nos microrganismos que
codificam diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a a¢do das drogas, ou também
ocorre a transferéncia dos genes de resisténcia, através dos mecanismos de transducao,
transformac¢do e conjugagdo e, frequentemente, envolve genes situados em plasmideos e
transposons (Tavares, 2000), transferindo assim genes de resisténcia a um ou mais
antibioticos.

As cepas analisadas nesse trabalho apresentaram resisténcia multipla aos
antimicrobianos, como observado na dgua de Santos (22,2% das cepas resistentes a seis
antimicrobianos e 44,4% resistentes a quatro). O sedimento coletado em Santos também

apresentou 40% de suas cepas resistentes a seis antibidticos. Essa resisténcia a
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antimicrobianos tem gerado problemas de satde publica, uma vez que os medicamentos
mais utilizados para tratamento da populagdo vém se mostrando ineficaz.

O mexilhdo, um organismo filtrador, utilizado como alimentacdo de base para
muito ribeirinhos, também tem revelado esse problema, uma vez que esse trabalho apontou
uma alta resisténcia a multiplos antimicrobianos, chegando a 44,4% das cepas resistentes a
cinco antibidticos nas amostras coletadas em Itanhaém (figura 11).

Estudo realizado por Cereda (2000), constatou multipla resisténcia a dez
antibioticos diferentes, inclusive a vancomicina, uma das drogas mais utilizadas para
tratamento das cepas de Enterococcus sp. No presente estudo a vancomicina se mostrou
eficaz, exceto para as cepas isoladas nas dguas de Santos, onde houve resisténcia a 77%

das amostras o que ¢ um fato extremamente importante.
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Figura 11. Porcentagem de cepas de Enterococcus sp isolados de dgua, sedimento e tecido
moles de mexilhdo, coletados em Santos e Itanhaém resistentes a multiplos

antimicrobianos.

A disseminagdo de bactérias resistentes € preocupante, pois elas podem estar em
aguas para consumo humano ou recreativas, no ar ¢ em alimentos de origem animal e
vegetal, como no caso dos mexilhdes. A descarga de efluentes de esgotos hospitalares e
urbanos deficientemente tratados e de residuos de antibidticos por parte da industria
farmacéutica, o uso intensivo de antibioticos na producdo animal e na aquicultura podem
ser algumas das razdes apontadas, que justificam a presenca dessas bactérias resistentes

nos alimentos, nos animais e na agua (Silveira, 2009). Alguns trabalhos apontam grandes
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quantidades de antibidticos como a ciprofloxacina (Silveira, 2009), tetraciclinas,
sulfonamidas, fluoroquinolonas em aguas superficiais em alguns paises (Bila ef al, 2003).

A preocupagdo com os antibioticos langados no meio aquatico estd no fato de que
eles resultam em um aumento da resisténcia das bactérias desse ambiente a estas
substancias, obtendo maior relevancia se levarmos em consideragdo a ocorréncia de
bactérias patdgenas (Silva, 2003). Visto que os mexilhdes sdo organismos filtradores,
utilizados como alimento, essa preocupagdo ¢ ainda maior, pois eles retém todo tipo de
particulas, inclusive essas cepas resistentes, disseminando até a populagao.

As amostras de agua coletada em Santos apresentaram uma resisténcia de 100% a
eritromicina, 88,8% a penicilina, 77,7% a vancomicina, se apresentando mais eficiente a
ciprofloxicina, com apenas 11,1% de cepas resistentes (Figura 12). Ja para agua coletadas
em Itanhaém, houve umas resisténcia de 75% em gentamicina, estreptomicina e

eritromicina, como pode ser observado na figura 13.

Figura 12. Porcentagem de cepas de Enterococcus sp isoladas da agua coletados em
Santos, resistentes aos antimicrobianos testados, sendo CIP (ciprofloxacina — 11,1%), GEN
(gentamicina — 44,4%), VAN (vancomicina — 77,7%), EST (estreptomicina 44,4%), PEN
(penicilina — 88,8%), ERI (eritromicina — 100%) e AMP (ampicilina — 66,6%).
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Figura 13. Porcentagem de cepas de Enterococcus sp isoladas da dgua coletados em
Itanhaém, resistentes aos antimicrobianos testados, sendo CIP (ciprofloxacina — 25%),
GEN (gentamicina — 75%), EST (estreptomicina — 75%), PEN (penicilina — 25%) e ERI

(eritromicina — 75%).

Para as cepas isoladas do sedimento de Santos, houve uma resisténcia de 90% a
estreptomicina, de 80% a ciprofloxacina e gentamicina, o Unico antimicrobiano que se
mostrou sensivel foi a vancomicina (Figura 14). Para as cepas isoladas em Itanhaém,
somente para estreptomicina houve resisténcia de 40%, para os demais antibidticos

testados, houve sensibilidade de 80% ou mais (Figura 15).
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Figura 14. Porcentagem de cepas de Enterococcus sp isoladas do sedimento coletados em
Santos, resistentes aos antimicrobianos testados, sendo CIP (ciprofloxacina — 80%), GEN
(gentamicina — 80%), EST (estreptomicina — 90%), PEN (penicilina — 40%), ERI
(eritromicina — 50%) e AMP (ampicilina — 40%).

Figura 15. Porcentagem de cepas de Enterococcus sp isoladas do sedimento coletados em
Itanhaém, resistentes aos antimicrobianos testados, sendo CIP (ciprofloxacina — 20%),

GEN (gentamicina — 20%), EST (estreptomicina — 40%) e AMP (ampicilina — 20%).

Por fim, as cepas isoladas dos tecidos moles do mexilhdo, 90% foram resistentes a
eritromicina ¢ 80% a gentamicina e estreptomicina (Figural6). Para os mexilhdes
coletados em Itanhaém, 100% das cepas foram resistentes a estreptomicina e eritromicina.

A vancomicina se mostrou sensivel para essa cepas (Figura 17).
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Figura 16. Porcentagem de cepas de Enterococcus sp isoladas dos tecidos moles de
mexilhdo coletados em Santos, resistentes aos antimicrobianos testados, sendo CIP
(ciprofloxacina — 50%), GEN (gentamicina — 80%), EST (estreptomicina — 80%), PEN
(penicilina — 30%) e ERI (eritromicina - 90%).

Figura 17. Porcentagem de cepas de Enterococcus sp isoladas dos tecidos moles de
mexilhdo coletados em Itanhaém, resistentes aos antimicrobianos testados, sendo CIP
(ciprofloxacina — 44,4%), GEN (gentamicina — 88,8%), EST (estreptomicina — 100%),
PEN (penicilina — 55,5%), ERI (eritromicina - 100%) e AMP (ampicilina — 11,1%).

Arvanitidou et a/ em 2001, relatou em seu trabalho a resisténcia a eritromicina em

Enterococcus sp, vindo ao encontro dos resultados obtidos no presente estudo. Um
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trabalho de grande interesse, pois este ¢ frequentemente utilizado em pacientes com
suspeitas de alergia a penicilina. Junco et al. (2001) e Rice et al. (1995) também isolaram
cepas com alta resisténcia a aminoglicosideos (estreptomicina e gentamicina) em aguas
recreacionais € em esgotos.

O trabalho de Pinhata, 2006, relatou a resisténcia a antimicrobianos de
Enterococcus isolados de areias e aguas recreacionais marinhas, demonstrou que esse
género de bactéria foi resistente a ampicilina, eritromicina, gentamicina, rifampicina e a
vancomicina. Esses resultados vao ao encontro dos obtidos no presente estudo, exceto a
vancomicina que houve sensibilidade para a maioria das cepas analisadas.

Enterococcus sp resistentes a vancomicina foram isolados em aguas superficiais
da Suécia e da Espanha por Kiihn ez al. (2000). Esses autores ressaltaram que a ocorréncia
de cepas resistentes a ampicilina no ambiente marinho, ¢ fator preocupante diante da
possibilidade da tranferéncia desta resisténcia a outras bactérias (Marcinek et al, 1998;
Blom et al., 2000)

Esse aumento de bactérias resistentes gera um problema de satide publica, pois a
maioria dos antibioticos utilizados em larga escala pela medicina acaba sendo ineficientes
a infec¢des que antes eram de fécil tratamento e acabam por se tornar dificeis de tratar,

podendo, inclusive, tornar-se fatais.

4.4 Resisténcia a antimicrobianos de Escherichia coli

As analises de resisténcia a antimicrobianos por Escherichia coli realizadas neste
trabalho mostrou que 21,4% das cepas da agua coletada em Santos foram resistentes,
enquanto as de Itanhaém foram de 42,9%. Bactérias isoladas do sedimento de Santos
apresentaram uma resisténcia de 26,5% e as isoladas em Itanhaém de apenas 12,9%. Para
os tecidos moles de mexilhdao coletados em Santos, os antimicrobianos se mostraram
totalmente eficientes, com nenhuma porcentagem de resisténcia. O mesmo nao acontece
para mexilhdes coletados em Itanhaém, onde as cepas de Escherichia coli foram resistentes

a 42,9% dos antimicrobianos testados, (Figura 18).
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Figura 18. Porcentagem de Escherichia coli resistentes a antimicrobianos isolados de dgua,

sedimento e tecidos moles de mexilhdo coletados em Santos e Itanhaém

A maultipla resisténcia aos antibidticos ¢ um problema serissimo para a saiude
publica, interferindo no tratamento efetivo das infecgdes por esse agentes, deixando
pouquissimas opgdes terapéuticas. O presente estudo mostra mais uma vez essa resisténcia
multipla, onde 10% das cepas do sedimento de Itanhaém foram resistentes a cinco
antibioticos e 50% daquelas isoladas da dgua foram resistentes a quatro antibidticos, como

pode ser visto na figura 19.
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Figura 19. Porcentagem de cepas de Escherichia coli isolados de dgua, sedimento e tecido
moles de mexilhdo, coletados em Santos e Itanhaém resistentes a multiplos
antimicrobianos.

Analises de Schneider et al. (2009) ao perfil de suscetibilidade a antimicrobianos
de cepas de Escherichia coli isoladas de amostras de agua superficiais, mostraram que a
frequéncia de resisténcia variou entre um e sete antimicrobianos, porém o maior numero de
isolados resistentes foi obtido para somente um antimicrobiano, esse trabalho vai de
encontro com os resultados obtidos nesse estudo, onde também houve a multipla
resisténcia, variando de um a cinco antimicrobianos.

Von Baum e Marre (2005), também descreveram em seu trabalho que a
resisténcia a pelo menos duas classe de antimicrobianos tem sido comum tanto na
medicina veterinaria quanto humana, restringindo as opgoes terapéuticas disponiveis.

As amostras de agua coletadas em Santos apresentaram uma resisténcia de 75% a
vancomicina e a eritromicina, se mostrando eficiente para os demais antibioticos testados
(Figura 20). Ja para 4gua coletada em Itanhaém, houve resisténcia de 100% para
vancomicina e eritromicina, de 50% para amoxicilina + acido clavulanico, 37,5% das
cepas foram resistentes a fosfomicina e por fim a ciprofloxacina se mostrando mais

eficiente com apenas 12,5% de cepas resistentes, como pode ser observado na figura 21.
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Figura 20. Porcentagem de cepas de Escherichia coli isoladas da dgua coletada em Santos,
resistentes aos antimicrobianos testados sendo, VAN (vancomicina — 75%) e ERI

(eritromicina — 75%).

Figura 21. Porcentagem de cepas de Escherichia coli isoladas da dgua coletada em
Itanhaém resistentes aos antimicrobianos testados, sendo CIP (ciprofloxacina — 12,5%),
AMC (amoxicilina + &cido clavulanico — 50%)VAN (vancomicina — 100%), ERI
(eritromicina — 100%) e FOS (fosfomicina — 37,5%)

Para as cepas isoladas do sedimento de Santos, houve uma resisténcia de 85% a
vancomicina, de 43% a eritromicina ¢ 57,1% fosfomicina, os demais antimicrobianos

analisados se mostraram eficaz. (Figura 22). Para as cepas isoladas em Itanhaém, 25%
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foram resistentes a amoxilina + acido clavulanico e eritromicina e 40% foram resistentes a

fosfomicina, (Figura 23).

Figura 22. Porcentagem de cepas de Escherichia coli isoladas do sedimento coletado em
Santos resistentes aos antimicrobianos testados, sendo VAN (vancomicina — 85%), ERI

(eritromicina — 43%) e FOS (fosfomicina — 57,1%)

Figura 23. Porcentagem de cepas de Escherichia coli isoladas do sedimento coletado em
Itanhaém resistentes aos antimicrobianos testados, sendo AMC (amoxicilina + acido
clavulanico — 25%), ERI (eritromicina — 25%) e FOS (fosfomicina — 40%)

Para as cepas isoladas dos tecidos moles dos mexilhdes coletados em Santos
houve total sensibilidade dos antimicrobianos analisados. J& para os coletados em Itanhaém

100% se mostraram resistentes a vancomicina e eritromicina, 50% foi resistente a
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fosfomicina, 20% resistente a norfloxacina e amoxicilina + acido clavulanico e somente

10% foi resistente a levofloxacina, como indicado na figura 24.

Figura 24. Porcentagem de cepas de Escherichia coli isoladas dos tecidos moles de
mexilhdo coletado em Itanhaém resistentes aos antimicrobianos testados, sendo NOR
(norfloxacina — 20%) AMC (amoxicilina + 4cido clavulanico — 20%), VAN (vancomicina
— 100%), ERI (eritromicina — 100%), LEV (levofloxacina — 10%) e FOS (fosfomicina —
40%)

A ciprofloxacina se mostrou altamente eficiente, sendo totalmente sensivel nas
cepas de Escherichia coli isolada em Santos e Itanhaém. Isso pode ocorrer por ser um
medicamento mais novo, da década de 80, que somente era utilizado no caso de multipla
resisténcia a outros antibidticos (Neu HC, 1988).

A sensibilidade das cepas de Escherichia coli em relacdo a ciprofloxacina também
foi observado nos trabalhos de Vasconcelos (2005) e Morelli (2003), ambos analisando a
resisténcia bacteriana em ostras do mangre.

Alguns estudos como o de Canal (2010) demostrou a ocorréncia de cepas de
Escherichia coli altamente resistentes a amoxicilina + 4cido clavulanico, ampicilina e
tetraciclina, o que vai de encontro com os resultados do presente estudo, que também
mostra cepas de Escherichia coli resistentes a amoxicilina + &cido clavulanico.

Em ambientes aquaticos, os perfis de resisténcia encontrados em amostras de E.
coli apresentam grande variabilidade. Gallert et al. (2005) verificaram linhagens de
Escherichia coli com elevados indices de resisténcia a penicilina, ampicilina e
vancomicina, um pogos localizados proximos a canos de emissdo de esgoto doméstico,

resultados que vao de encontro com os apresentados ate 0 momento, em Santos, local de
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coleta proximo ao emissario submarino, houve grande resisténcia a vancomicina. Esses
resultados apontam a influencia da emissdo de efluentes na contaminacdo de dguas e na
veiculacdo de microrganismos resistentes, implicando em riscos a saude.

A norfloxacina se mostrou uma droga sensivel para as cepas analisadas nesse
estudo, corroborando o trabalho apresentado por Blanco (1997), ja Lambie et al. (2000) em
seus estudos relataram indices de resisténcia significativos para esse antibiotico.

A fosfomicina apresentou significativa resisténcia para as amostras coletadas em
Itanhaém, o mesmo ndo acontece para as amostras de Santos, onde apenas no sedimento
houve cepas resistentes a esse medicamento. Cardoso et al. (2002) também relatam alta

resisténcia da fosfomicina a cepas de Escherichia coli, corroborando esse estudo.

4.5 Resisténcia a antimicrobianos de Aeromonas sp

As analises da resisténcia a antimicrobianos de Aeromonas sp mostraram que as
cepas isoladas da agua de Santos e de Itanhaém apresentaram padrdes de resisténcia muito
similares, sendo de 56,7% 53% respectivamente. Em relacdo ao sedimento de Santos
23,8% das cepas isoladas foram resistentes a pelo menos a um antimicrobiano enquanto
que, no sedimento de Itanhaém apenas 4,8% foram resistentes. Para os tecidos moles de
mexilhdo coletados em Santos, as cepas resistentes foram de 42,3%, enquanto em

Itanhaém foi de 28,5%, (Figura 25).
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Figura 25. Porcentagem de Escherichia coli resistentes a antimicrobianos isolados de dgua,
sedimento e tecidos moles de mexilhdo coletados em Santos e Itanhaém

A problematica da multipla resisténcia mais uma vez ¢ comprovada no presente
estudo. Nas amostras coletadas nas aguas de Santos houve resisténcia a até seis
antibioticos, 0 mesmo acontece para os organismos filtradores coletados em Santos, com
12% e para as amostras de 4dgua de Itanhaém, onde 14% das cepas analisadas foram
resistentes a seis antibidticos. Fato que se mostra muito preocupante pois os valores
aumentam quando falamos na resisténcia a quatro ou cinco antimicrobianos, como
podemos ver na figura 20, que 55% das cepas isoladas das 4guas de Santos foram

resistentes a quatro antibidticos (Figura 26).
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Figura 26. Porcentagem de cepas de Aeromonas sp isolados de agua, sedimento e tecido
moles de mexilhdo, coletados em Santos e Itanhaém resistentes a multiplos
antimicrobianos.

Esse tipo de resisténcia pode ser em virtude da utilizacdo de varias drogas para o
tratamento e profilaxia de doengas, muitas vezes utilizado de forma indiscriminada
(Schmidt et al., 2000), considerando que a selecdo de clones bacterianos multirresistentes
ocorra principalmente em ambientes hospitalares e de produgdo animal (Teuber, 2001).
Além de que, os animais contaminados com esses genes de resisténcia sdo considerados
uma das principais vias para o carreamento de bactérias resistentes aos antibioticos para os
seres humanos (Howgate, 1998).

Evangelista-Barreto e al. (2010) em seu trabalho com no Rio Coc6 no Ceara,
Brasil, isolou sete espécies diferentes de Aeromonas e testou a resisténcia frente a oito
antibidticos, sendo que 60% apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano,
corroborando os dados encontrados no presente estudo.

Mejdi et al. (2010) em sua pesquisa com aguas do mar e mexilhdes para
determinar a sensibilidade in vitro de Vibrio ssp e Aeromonas ssp frente a 12
antimicrobianos, comprovou que a maioria se mostrou resistente a pelo menos dois agentes
antimicrobianos, os mesmos resultados foi encontrado no presente estudo.

Fato esse que traz um grande problema para a satde publica, visto que alguns

estudos apontam que as bactérias do género Aeromonas sao um dos principais causadores
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de perdas na piscicultura sendo um importante patégeno encontrado na agua, solo, fezes
humanas e animais (Gram et al., 1999). Além do que essas bactérias sdo importantes
agentes causadores de gastroenterites transmitidas aos seres humanos pelo contato e
consumo de carne e 4gua contaminadas (Abdullah et al., 2003).

As amostras de dgua coletadas em Santos apresentaram uma resisténcia de 85,7%
a cefuroxima, 77,7% a ceftriaxona e gentamicina ¢ 100% a cefalotina mostrando-se os
maiores indices de resisténcia. Para os demais antibioticos testados houve resisténcia de
22,2% para ciprofloxacina e tetraciclina, sendo o mais eficiente a norfloxacina com apenas
11,1% das cepas resistentes (Figura 27). J4 para dgua coletada em Itanhaém, 100% das
cepas foram resistentes a cefalotina e cefuroxima, enquanto 57,1% foram resistentes a
tetraciclina, 42,8% a ceftriaxona, 28,5% a norfloxacina e gentamicina, se mostrando mais

eficaz a ciprofloxacina com apenas 14,2% de cepas resistentes (Figura 28).

Figura 27. Porcentagem de cepas de Aeromonas sp isoladas da dgua coletado em Santos
resistentes aos antimicrobianos testados sendo, CRO (ceftriaxona — 77,7%), NOR
(norfloxacina — 11,1%), GEN (gentamicina — 77,7%), CIP (ciprofloxacina — 22,2%), TET (
tetraciclina — 22,2), CFL ( cefalotina — 100%) e CRX (cefuroxima — 85,7%)
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Figura 28. Porcentagem de cepas de Aeromonas sp isoladas da dgua coletada em Itanhaém
resistentes aos antimicrobianos testados sendo, CRO (ceftriaxona — 42,8%), NOR
(norfloxacina — 28,5%), GEN (gentamicina — 28,5%), CIP (ciprofloxacina — 14,2%), TET (
tetraciclina — 57,1%), CFL ( cefalotina — 100%) e CRX (cefuroxima — 100%)

Para as amostras de sedimento coletadas em Santos apresentaram uma resisténcia
de 100% para celafotina, de 16,6% para ceftriaxona, norfloxacina, gentamicina e
cefuroxima, senso totalmente eficiente para ciprofloxacina e tetraciclina (figura 29). As
cepas isoladas do sedimento de Itanhaém houve resisténcia somente de 16,6% para

cefalotina e cefuroxima, para os demais nao houve resisténcia (figura 30).

Figura 29. Porcentagem de cepas de Aeromonas sp isoladas do sedimento coletado em
Santos resistentes aos antimicrobianos testados sendo, CRO (ceftriaxona — 16,6%), NOR
(norfloxacina — 16,6%), GEN (gentamicina — 16,6%), CFL ( cefalotina — 100%) ¢ CRX

(cefuroxima — 16,6%)
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Figura 30. Porcentagem de cepas de Aeromonas sp isoladas do sedimento coletado em
Itanhaém resistentes aos antimicrobianos testados sendo, CFL ( cefalotina — 16,6%) e CRX
(cefuroxima — 16,6%)

Por fim para as amostras de mexilhdo coletados em Santos, houve resisténcia de
100% das cepas para cefuroxima, 87,5% para tetraciclina, 33,3% para cefalotina, 25% para
ceftriaxona e gentamicina e de 12,5% sobre a norfloxacina e ciprofloxacina (figura 31). Ja
para os coletados em Itanhaém resisténcia de 100% para cefalotina, 55% tetraciclina e de

44% para cefuroxima (figura 32).
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Figura 31. Porcentagem de cepas de Aeromonas sp isoladas do tecidos moles de mexilhdao
coletado em Santos resistentes aos antimicrobianos testados sendo, CRO (ceftriaxona —
25%), NOR (norfloxacina — 12,5%), GEN (gentamicina — 25%), CIP (ciprofloxacina —
12,5%), TET ( tetraciclina — 87,5%) CFL ( cefalotina — 33,3%) e CRX (cefuroxima —
100%)

Figura 32. Porcentagem de cepas de Aeromonas sp isoladas do tecidos moles de mexilhdao
coletado em Itanhaém resistentes aos antimicrobianos testados sendo, TET ( tetraciclina —

87,5%) CFL ( cefalotina — 33,3%) e CRX (cefuroxima — 100%)

A resisténcia a tetraciclina e gentamicina também foram encontradas em outros
trabalho, como Ghenghesh et al. (2001), em seu estudo com aguas de pogo; Son et al.

(1997), também encontrou resisténcia desses antibidticos em Aeromonas hydrophila em
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cepas isoladas em tilapia; Ishida ef al. (2010) em seu trabalho realizado em sistemas de
piscicultura no Egito encontrou resisténcia a tetraciclina, corroborando o presente estudo.

Scoaris et al. (2008) isolou cepas de Aeromonas a partir de 4gua mineral, essas
apresentaram multipla resisténcia, porém foram 100% sensiveis a ciprofloxacina, 0 mesmo
pode ser visto nesse estudo, onde esse antibiotico apresentou altas taxas de sensibilidade.

Ko et al. (1998) encontraram altas taxas de resisténcia a cefalotina, em torno de
75%, ao analisarem cepas de Aeromonas isoladas de pacientes com infec¢do corroborando
os resultados encontrados aqui, que apresentam resisténcia de ate 100% as cepas
analisadas.

Altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos analisados ¢ muito preocupante,
visto que esse grupo de microrganismos formam biofilmes contribuindo para o aumento
dessa resisténcia (Isonhood & Drake, 2002). Além do que alguns estudos provam que esse
género possuem capacidade de sobreviver e se multiplicar em alimentos mantidos sob

refrigeracdo ou ate mesmo apos cozimento (Pereira ef al., 2004).

5.0 Conclusao

As densidades de microrganismos isolados dos sedimentos demonstram um fator
preocupante, uma vez que as areais nao fazem parte do programa de monitoramento de
praia da Cetesb, e elas apresentam valores muito superiores comparado com a coluna de
agua. O problema ¢ potencializado uma vez que, estudos ja demostraram que a populagdo
passa a maior parte do tempo nessa faixa de areia.

Outra atengdo deve ser dada para os mexilhdes, esses apresentaram as maiores
densidades de microrganismos encontradas em todo o trabalho, caracterizando uma
contaminac¢do cronica. Fato que se torna grave, visto que esses organismos sao utilizados
como fonte de alimentos.

Os valores de densidade dos microrganismos do género Enterococcus sp sugerem
mais uma vez que esses sao excelentes indicadores de contaminagao fecal.

Nao existem padrdes para as bactérias do género Aeromonas sp uma vez que as
mesmas nao fazem parte dos programas de monitoramento, porém deve ser dada uma
atengdo para esses microrganismos visto as altas densidades encontradas nas aguas, areias
e principalmente nos mexilhdes.

Também foram encontradas altas taxas de resisténcia bacteriana para os trés

microrganismos analisados, um problema sério de satde publica, uma vez que, os
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microrganismos passam pela sele¢cdo natural, tornando as drogas ineficientes, dessa
maneira, de tempos em tempos as drogas sdo cada vez mais fortes, com microrganismos
cada vez mais resistentes.

Contudo ¢ necessario um programa de monitoramento severo para o ambiente
costeiro, como o tratamento de esgotos, disposicdo correta dos emissarios, educagdo

ambiental, coleta de lixos, entre outros, para minimizar tais impactos.
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