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Resumo

As ocupacgdes demograficas em areas litoraneas que ndo contam com rede de
coleta de esgotos domésticos, ou que possuem um baixo indice de coleta e
tratamento, s&o preocupantes para o ambiente devido aos impactos exercidos
sob a saude da fauna e da populagédo humana, principalmente em locais onde o
turismo compde a receita municipal, como o municipio de Iltanhaém, que além
de abrigar uma populacéo crescente, pode quintuplicar seu numero devido a
quantidade de turistas durante os meses de temporada, e esse aumento tem
como consequéncia, o aumento da descarga de efluentes domésticos na rede
coletora e também o despejo de irregular desses efluentes. Essas descargas
podem influenciar diretamente na qualidade da agua dos rios, prejudicando a
balneabilidade e trazendo riscos a populagdo e a fauna. Além disso, um
agravante para a contaminagao é a resisténcia do patdégeno a antimicrobianos
que dificulta o tratamento das infecgdes podendo levar seu hospedeiro a ébito.
Neste trabalho foi utilizado a densidade de bactérias bioindicadoras presentes
nos corpos hidricos, como a Escherichia coli, para estimar a contaminag¢ao dos
principais rios do municipio de Itanhaém utilizando padrbes quali e quantitativos
estabelecidos pela legislagao e verificar a existéncia de cepas resistentes aos
antimicrobianos. Para isso foram utilizados nove antibidticos, todos indicados
para o tratamento de infecgdes por E. coli, sendo eles Fosfomicina, Amoxicilina,
Amoxicilina + Acido Clavulanico, Amicacina, Imipenem, Cefuroxima,
Ciprofloxacina, Sulfazotrim e Tetraciclina. Destes, apenas a Fosfomicina e o
Imipenem tiveram eficacia em 100% das amostras e em contrapartida, o
Sulfazotrim e a Tetraciclina tiveram as maiores resisténcias com 76% e 73%
respectivamente. Os dados obtidos indicaram que existe grande influéncia da
sazonalidade nas densidades bacterianas nos rios estudados e que, o aumento
do despejo de efluentes em corpos hidricos afeta os niveis de resisténcia das
bactérias presentes neste ambiente aos antibioticos testados. Nenhum dos
pontos analisados p6de ser considerado préprio para contato direto de acordo
com os critérios de balneabilidade estabelecidos pela CONAMA.

Palavras chave: Rio Itanhaém; Escherichia coli; Contaminagao; Antibioticos;
Resisténcia.



Abstract

Demographic occupations in coastal areas that do not have a domestic sewage
collection network or that have a low rate of collection and treatment are
worrisome for the environment due to the impacts on the health of fauna and the
human population, especially in places where tourism makes up the municipal
revenue, such as the municipality of Itanhaém, which in addition to having a
growing population, can quintuple its number due to the number of tourists during
the season months, and this increase has the consequence of increasing the
discharge of effluents domestic waste in the collection network and also the
irregular discharge of these effluents. These discharges can directly influence the
water quality of rivers, impairing bathing and bringing risks to the population and
fauna. In addition, an aggravating factor for contamination is the pathogen's
resistance to antimicrobials, which makes it difficult to treat infections and can
lead to the death of the host. In this work, the density of bioindicator bacteria
present in water bodies, such as Escherichia coli, was used to estimate the
contamination of the main rivers in the municipality of tanhaém using qualitative
and quantitative standards established by legislation and to verify the existence
of strains resistant to antimicrobials. For this, nine antibiotics were used, all
indicated for the treatment of E. coli infections, namely Phosphomycin,
Amoxicillin, Amoxicillin + Clavulanic Acid, Amikacin, Imipenem, Cefuroxime,
Ciprofloxacin, Sulfazotrim and Tetracycline. Of these, only Fosfomycin and
Imipenem were effective in 100% of the samples and, on the other hand,
Sulfazotrim and Tetracycline had the highest resistances with 76% and 73%
respectively. The data obtained indicated that there is a great influence of
seasonality on the bacterial densities in the rivers studied and that the increase
in the discharge of effluents into water bodies affects the levels of resistance of
the bacteria present in this environment to the tested antibiotics. None of the
points analyzed could be considered suitable for direct contact according to the
bathing criteria established by CONAMA.

Keywords: Itanhaém River; Escherichia coli; Contamination; Antibiotics; Drug

resistance.
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Introducgao

Seguindo a tendéncia mundial, grande parte da populagéo brasileira vive
em areas costeiras. As areas costeiras, tanto no Brasil quanto em outros paises,
sempre atrairam as populagdes ao longo da histéria humana, onde se formaram
as maiores e mais prosperas cidades, devido aos abundantes recursos
disponiveis, a facilidade para as navegacgoes, a pratica de esportes e lazer, entre
outros. Com isso, a produgao de residuos solidos e efluentes de origem agricola,
industrial e, principalmente, doméstica tem sido intensificada nessa regido
(ABESSA, 2012; OLIVEIRA, 2017).

O crescimento populacional no litoral de Sao Paulo aumentou
significativamente a partir da segunda metade do século XX devido a
proximidade da Baixada Santista a Regidao Metropolitana de Sao Paulo. Além
disto, a disponibilidade de empregos com o crescimento do Porto de Santos, a
instalagao de industrias e as obras viarias que facilitaram a interligagao entre as
cidades, geraram um aumento no fluxo de migragao para o litoral (POLIS, 2012;
MELLO, 2013).

A Regidao Metropolitana da Baixada Santista (RMBS), € a mais populosa
da costa do estado de Sao Paulo, sendo composta por nove municipios,
Bertioga, Cubatdo, Guaruja, Itanhaém, Mongaguda, Peruibe, Praia Grande,
Santos e Sao Vicente. Destes apenas Cubatdo ndo se caracteriza como uma
estancia balnearia, titulo dado pelo governo do estado de Sdo Paulo para
municipios turisticos que atendem a determinados requisitos como aspectos
culturais, histéricos, etc., além da capacidade para recebimento de turistas
(Governo de S&o Paulo, 2020).

O adensamento populacional e 0 aumento da populacao flutuante devido
ao turismo, associado a falta de saneamento de algumas areas (como a rural e
periurbana) onde grande parte possuem fossas ou contam com descarte
irregular de efluentes domésticos e agricolas, levam a contaminacao dos rios da
regido pelo aporte de nutrientes e pela presenga de microrganismos (ABESSA,
2012; GIATTI, 2004; SAMPAIO, 2010).
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Além do despejo de esgotos sem tratamento, a contaminagdo dos rios
também sofre influéncia da precipitagao. O fluxo das aguas da chuva chega aos
rios e ao estuario carregando nutrientes e microrganismos para locais que sao
utilizados para recreacao, pesca, coleta de crustaceos e bivalves, entre outros,
levando os usuarios e consumidores dos alimentos de origem marinha, ao risco
de se contaminar com diversos tipos de patégenos como parasitas, virus, fungos
e principalmente bactérias (ABESSA, 2012; GIATTI, 2004; SAMPAIO, 2010).

Grande parte das aguas recreacionais do mundo recebem o
monitoramento de 6érgaos competentes, que se empenham em monitora-las e
qualifica-las, para que sejam seguras ao contato direto em atividades como,
natagéo, surf, mergulho, banho, etc., ou indireto, onde o risco de contato &
menor, porém pode ocorrer como em navegacao, pesca, entre outros (BERG,
2013; WADE, 2005).

Nos meses de verdo € comum ocorrer o aumento de pacientes que apresentam
quadros relacionados as doengas de veiculagéo hidrica, causados pela ingestao
e/ou contato com agua contaminada ou alimentos, sendo este um grande
problema de saude publica, atrelado as demandas ambientais e sociais (BILA,
2003; RODRIGUES, 2016).

Essas diferentes formas de contato com agua contaminada, podem
ocasionar casos de infec¢ao por diversos patdgenos, entre eles, os mais comuns
sao a contaminacao por bactérias como a Escherichia coli que podem causar
gastroenterites, eventos diarreicos, infecgdes, entre varias outras doencgas
(OLIVEIRA, 2017; SOUTO, 2015).

No Brasil, a balneabilidade é regulada pela resolugdo do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) 274/2000, com critérios resumidos na

Tabela 1 e da qual valem ser destacadas as seguintes informagdes:

“Art. 2°: As aguas doces, salobras e salinas destinadas a balneabilidade
(recreagao de contato primario) terdo sua condigéo avaliada nas categorias
PROPRIAS E IMPROPRIAS.

§ 1° As &guas consideradas PROPRIAS poderdo ser subdivididas nas
seguintes categorias:

e Excelente: quando em 80% ou mais de um conjunto de amostras obtidas em
cada uma das cinco semanas anteriores, colhidas no mesmo local, houver,
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no maximo, 250 coliformes fecais (termotolerantes) ou 200 Escherichia coli
ou 25 Enterococcus por 100 mililitros;

¢ Muito Boa: 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, 500 coliformes fecais (termotolerantes) ou 400 Escherichia coli
ou 50 Enterococcus por 100 mililitros;

e Satisfatéria: 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.

§ 2° Quando for utilizado mais de um indicador microbiolégico, as aguas terao
suas condigbes avaliadas, de acordo com o critério mais restritivo.

§ 3° Os padrdes referentes aos Enterococcus aplicam-se, somente, as aguas
marinhas.

§ 4° As aguas serdo consideradas IMPROPRIAS quando no trecho avaliado,
for verificada uma das seguintes ocorréncias:

a) Nao atendimento aos critérios estabelecidos para as aguas proprias;

b) Valor obtido na ultima amostragem for superior a 2.500 coliformes fecais
(termotolerantes) ou 2.000 Escherichia coli ou 400 Enterococcus por 100
mililitros;

¢) Incidéncia elevada ou anormal, na regido de coleta, de enfermidades
transmissiveis por via hidrica, indicada pelas autoridades sanitarias;

d) Presenga de residuos ou despejos solidos ou liquidos, inclusive esgotos
sanitarios, Oleos, graxas e outras substancias capazes de oferecer riscos a
saude ou tornar desagradavel a recreagao;

e) pH <6,0 oupH > 9,0 (aguas doces), a excegdo das condigbes naturais;

f) Floragdo de algas ou outros organismos até que se comprove que néo
oferecem riscos a saude humana;

g) Outros fatores que contraindiquem, temporaria ou permanentemente, o
exercicio da recreagao de contato primario;

§ 5° Nas praias ou balnearios sistematicamente impréprios recomenda-se a
pesquisa de organismos patogénicos.”

Tabela 1: Limites, em unidade formadora de colénia (U.F.C.), de coliformes
termotolerantes e E. coli por 100 mL de agua para cada categoria (Resolugdo CONAMA
n° 274/2000) Fonte: CETESB, 2017 adaptado

Coliforme Termotolerante Escherichia coli
CATEGORIA
(100 mL) (100 mL)
Mdximo de 250 em 80% ou Méximo de 200 em 80% ou
mais tempo [ *) mais tempo
PROPRIA MUITO BOA Maximo de 500 em 80% ou Mdximo de 400 em 80% ou
mais tempo mais tempo

m Maximo de 1.000 em 80% ou
mais tempo po

em
IMPROPRIA

(*) refere-se ao periodo de cinco amostragens

No caso do Estado de Sao Paulo, a fiscalizacdo é de competéncia da
Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB), que segue as
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Resolugcdes do CONAMA. A Resolucdo CONAMA 357 de margo de 2005, que
dispbe sobre a classificagdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o
seu enquadramento, complementada pela Resolugdo CONAMA 430 de maio de
2011, que estabelece as condi¢cdes e padrbes de lancamento de efluentes e a
Resolugcdo CONAMA 274 de 3 novembro de 2000 que define os critérios de
balneabilidade em aguas brasileiras. Na CONAMA 274 as classes Excelente,
Muito Boa e Satisfatéria podem ser agrupadas em uma unica classificagao
denominada PROPRIA (Tabela 1).

A classificagdo de aguas como IMPROPRIAS, indica um
comprometimento na qualidade sanitaria que abrange diversas fontes de
contaminagdo como a disposicdo de efluentes (industriais, agricolas,
domésticos) de forma direta, irregular ou fora dos padrbes estabelecidos, a
ocorréncia de doengas de veiculagao hidrica na regido, a presenga de residuos
sélidos e de manchas de d6leo ou graxas, entre outros. Todas estas fontes de
contaminagao aumentam o risco para os usuarios destas aguas, principalmente
pelo contato direto tornando desaconselhavel a sua utilizagao para atividades
de lazer (CETESB, 2018; BRASIL, 2005).

Coliformes termotolerantes (Figura 1), antigamente chamados de
coliformes fecais, € um grupo inserido nos coliformes totais, representado
principalmente pela Escherichia coli (CETESB, 2010).

| Grupo des coliformes ‘ | Grupo dos enterococos/estreptococos I
~— - ~—
7 % # %
f Coliformes totais A Es 4 |

[ Estreptococos facals
2 \ g
Coliformes termotolerantes '
g Enterococos
( ki intestinais
Escherichia coli
o .
N o
‘. \ / [\ |
\ \ _/f 1"‘] / ‘
oo i ; »

Figura 1: Grupo de microrganismos indicadores de polui¢édo fecal (CETESB, 2010)
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A E. coli (Figura 2) é uma bactéria flagelada em forma de bacilo, Gram
negativa, sem esporulagao, anaerdbia facultativa, constituinte convencional da
biota intestinal de animais homeotermos. Algumas cepas da E. coli séo
patogénicas, podendo causar infecgbes por sua ingestdo através da agua e
alimentos contaminados, causando maiores danos em pessoas com imunidade
reduzida, criangas e idosos, ou em pessoas imunossuprimidas (OLIVEIRA,
2017).

Figura 2: Imagem de macro morfologia e microscopia 6tica de amostra de E. coli
utilizando técnica de coloragdo de Gram (Fonte: Arquivo pessoal)

A contaminagdo microbiana causada pelos efluentes langados in natura,
por fossas rudimentares, criagdo de animais, entre outros, migra em diregdo aos
rios, estuarios e praias devido a pluviosidade e drenagem, fluxo das aguas e as
variagbes da maré, poluindo os mesmos e aumentando a carga de
microrganismos patogénicos nestes ambientes. Além das doengas causadas
em humanos pelo contato direto com as aguas, esses efluentes podem
contaminar os animais que servem de alimento a populagdo local como em
peixes, crustaceos e principalmente moluscos bivalves, bioacumulando e
biomagnificando toxinas ou organismos patogénicos em seus tecidos, sendo
extremamente danoso a humanos (CUNHA, 2010; DOI, 2018; BALLESTEROS
2016).
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Por volta de 75% das doencas que ocorrem em paises em
desenvolvimento ao redor do mundo sao de veiculagao hidrica pelo consumo de
agua potavel poluida, que também pode ocorrer pelo contato primario com essas
aguas durante atividades de lazer e esportes aquaticos ao se engolir a agua
(WHO, 2019; AMENU, 2014; MONNEY; 2013).

Além da propria contaminagao por esgotos domésticos que carregam
diversos microrganismos patogénicos, entre eles bactérias resistentes a
antibidticos, também s&o langados nos corpos hidricos, residuos de drogas
utilizadas no tratamento de doengas, entre elas os antibiéticos (MENDES, 2006;
RAM, 2007/2008).

A presenga de antimicrobianos em ambientes aquaticos ocasiona a
selecdo de bactérias resistentes a estas drogas, que podem encontrar no
ambiente condi¢gdes propicias para seu crescimento devido o aporte de
nutrientes e condigbes fisico-quimicas adequadas, gerando uma pseudo
persisténcia no local com multirresisténcia a drogas (MENDES, 2006; RAM,
2007/2008).

Além disto, bactérias autéctones sensiveis, que nao apresentam
resisténcia a antibiéticos, podem se tornar resistentes aos farmacos, mesmo
sem o contato com eles, ou mesmo ser eliminadas pela competigdo com
bactérias resistentes, alterando a biota nativa. Esta resisténcia ocorre pela
conjugacao com bactérias que apresentam plasmideos com genes de
resisténcia, pela sua capacidade genética ou devido a pressédo seletiva no
ambiente, criando um grande e diverso resistoma nessas areas. A infeccéo por
bactérias multirresistentes pode ser um grande risco a saude das pessoas pois,
dificultam seu tratamento pelos antibiéticos comuns, aumentando cada vez mais
a demanda por novos antibiéticos (MENDES, 2006; RAM, 2007/2008).

Bactérias e outros microrganismos possuem diversos mecanismos de
defesa a antibidticos e outras substancias, sendo os principais a expulsao via
bomba de efluxo, impedir a entrada da substancia na célula, lise ou modificagao
da substancia e a modificacdo do alvo da substancia na célula. Esses
mecanismos podem ser intrinsecos do organismo ou adquirido, sendo esse

ultimo de formas diferentes como mutagao ou por adquirir um gene de resisténcia
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extracromossémico por transformagdo, transdugdo ou por conjugacéo.
Diferentes antibioticos podem possuir diferentes alvos na célula bacteriana, e
quando esta possui resisténcia a mais de uma das classes de antibiticos
utilizados para o tratamento adequado, podemos dizer que ela possui uma
multirresisténcia, porém, quando a resisténcia abrange todos os antibioticos,
temos o que chamamos de “Superbactéria” (PELEG e HOOPER, 2010
NOGUEIRA et al. 2016).

Gram-Negative Bacterium
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Figura 3: mecanismos de resisténcia em bactérias Gram negativas e alvos dos antibiéticos.
Fonte: PELEG e HOOPER (2010).

Deste modo, a contaminagdo dos corpos hidricos com esgotos
domeésticos que carregam bactérias patogénicas resistentes e diversas drogas
e substancias, pode levar ao aumento do resistoma encontrado nesses locais
(MENDES, 2006; RAM, 2007/2008).

De acordo com ONU (Organizagdo das Nagdes Unidas) a resisténcia
bacteriana € um grande problema mundial, ja contabilizando milhées de ébitos
anualmente e sendo suspeitas de um numero ainda maior, ja ultrapassando

doencas como AIDS e malaria somadas. E estimado que em 2050 ocorra mais
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de 10 milhdes de obitos anualmente devido a superbactérias, devendo ser
combatida o mais rapido possivel para que os Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) possa ser alcangado. A melhor forma de combate a
bacterioses resistentes € evitar a infecgao por esses microrganismos e para isso,
estudos ambientais se fazem necessarios a fim de localizar areas contaminadas
onde possam ocorrer contaminagao de pessoas e animas. (BERG, et al., 2013;
OMS, 2019)

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi a avaliagdo da contaminagao
microbiana a partir do microrganismo bioindicador E. coli (qualidade da agua e
contaminagao de origem fecal) da agua dos trés principais rios do municipio de
Iltanhaém e sua relacdo com a ocorréncia de cepas bacterianas resistentes a

antibioéticos.
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Material e Métodos

Area de Estudo

A area de estudo se situa no municipio de Iltanhaém, litoral do Estado de
Sao Paulo. A estancia balnearia de Itanhaém possui populagado estimada em
2021 de 104.351 habitantes (87.057 hab. no Censo de 2010) com uma
densidade demografica de 144,69 hab./km? Além disso, possui populagéo
flutuante de cerca de 450.000 hab. fora picos de visitagdo em feriados
prolongados, carnaval e réveillon (IBGE, 2020; ITANHAEM, 2020).

O municipio de Iltanhaém € uma cidade historica (segunda mais antiga do
Brasil) contando com diversos pontos turisticos, culturais além de suas praias,
dos rios com atividades de banho, pesca e navegacao, possui area urbana,
periurbana e rural muito proxima a suas praias sendo um grande atrativo para o
turismo (ITANHAEM, 2020; POLIS, 2012).

-y

Figura 4: Localizagdo do Municipio de Itanhaém — SP. Fonte: Google adaptado.

O Municipio de Itanhaém possui a segunda maior bacia hidrografica do
Estado de Sao Paulo, com mais de 2 mil km de extensao, sendo que destes, 180
km sdo navegaveis (ITANHAEM, 2020).
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O Rio Itanhaém e seus afluentes sdo conhecidos como “Amazodnia
paulista”, devido ao encontro das aguas escuras do Rio Preto com as brancas
(Claras/barrentas) do Rio Branco, ocasionando fenédmeno visualmente parecido
com o que ocorre entre os rios Negro e Solimdes, na Amazénia (ITANHAEM,
2020).

Estes rios atraem visitantes de todo o Estado, que buscam um turismo
alternativo, visto que oferece grande variedade de peixes, além de diversidade
na fauna e flora. Pode-se conhecer o Rio ltanhaém por meio de embarcacgdes
que diariamente promovem passeios, tendo como ponto de partida o pier, que
esta localizado na Alameda Emidio de Souza, na Praia dos Sonhos, préxima ao
late Clube (ITANHAEM, 2020).

Pode-se encontrar ainda no Rio ltanhaém, todas as espécies de peixe de
agua doce encontradas nos rios Preto e Branco e, até onde a agua salgada
atinge, pode-se também encontrar espécies de agua salgada e salobra como
Robalo, Tainha, Parati, Caratinga, Bagre, Pescada, Sargo, Mero, entre outros
(ITANHAEM, 2020).

& . “Estatua Mulheres
e de Areia
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Figura 5: Vista superior da area de estudo com os pontos de coleta (Azul — Rio Preto; Branco —
Rio Branco; Vermelho — Rio Itanhaém). Google Earth adaptado.



22
Rio Itanhaém

O Rio lItanhaém se encontra no nivel do mar e apods receber as aguas do
Rio Preto, pelo lado direito, e as aguas do Rio Branco, pelo lado esquerdo, tem
uma extensao de aproximadamente 7 km até sua foz no mar entre as praias do
Centro a esquerda e as praias do Sonho e dos Pescadores a direita. Este rio
margeia a area de maior densidade demografica, pois corta a area urbana do
municipio, possui diversas marinas e abriga maior parte dos esportes aquaticos
(navegacgao, caiaque, stand-up paddle) e pesca esportiva, tradicional e de
subsisténcia. Nele também ocorrem extragao de areia para desassoreamento do
rio por dragagem e também o despejo dos efluentes tratados do municipio pela
Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) Anchieta — SABESP (ITANHAEM,
2020).

Rio Branco

O Rio Branco tem uma extensao aproximada de 30 km e com um desnivel
de 5 m até seu encontro com o Rio Preto, tendo suas nascentes na Serra do
Mar, no vale do Rio Branco e correndo na parte inicial entre duas serras, como
uma calha. Nele encontra-se a Estagdo de Tratamento de Agua (ETA) e Estacéo
Elevatoria Sabesp Mambu, onde ocorre a captacao e tratamento de agua pela
Companhia de Saneamento Basico do Estado de Sao Paulo (SABESP) que
supre o municipio. Possui também grande parte da populagéo periurbana e rural

com diversas chacaras e plantagdes (ITANHAEM, 2020).
Rio Preto

O Rio Preto tem uma extensdo aproximada de 30 km e um desnivel de
300 m até seu encontro com o Rio Branco. Situa-se do lado direito do Rio
Iltanhaém, recebendo este nome de Rio Preto, pela coloragdo de suas aguas.
Seu curso lento e calmo pela baixa velocidade oriunda das inumeras curvas e
meandros. Este rio margeia um trecho de menor densidade demografica se
comparado ao outros, porém, conta com maior visitagdo pelos banhistas por
possuir alguns estabelecimentos em algumas praias, principalmente em seu

meandro abandonado, que ainda possui ligagdo com o rio. Nele existe também
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alguns pesqueiros e também o Zoo Parque de Itanhaém, que conta com diversos
animais e tanque de peixes (ITANHAEM, 2020).

Coleta e Processamento de Amostras

As coletas foram realizadas bimestralmente, entre novembro de 2021 e
agosto de 2022, durante maré baixa diurna (vazante). Ao todo foram coletadas
45 amostras, e destas verificada a multirresisténcia a antibidticos em E. coli
divididas entre os 3 principais rios do municipio (Rio Branco, Rio ltanhaém e Rio
Preto), contando com analises em trés diferentes pontos em cada rio, sendo um

a jusante, um a montante e outro ao longo do rio.

Os pontos foram escolhidos de forma a mostrar se ha uma contaminacao
ao longo do curso dos rios, sendo um 0 maximo a montante a fim de obter menor
influéncias externas, um ao fim do curso do rio para verificar as influéncias
externas e outro ponto entre montante e jusante, preferencialmente préximo a
uma possivel fonte de contaminagdo como areas urbanizadas, afluentes, ou
outra influéncia antropica que possa contribuir de alguma forma para os

resultados.

As coletas foram realizadas em frascos estéreis de polipropileno e
mantidas sob refrigeracdo em cooler (caixa térmica) contendo gelo reutilizavel
rigido (Gelox termogel) e encaminhadas para analise no Laboratério de
Microbiologia Marinha (MICROMAR) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) — Instituto de Biociéncias Litoral Paulista — Sao Vicente, iniciando-se o

processamento das amostras, no maximo, no dia posterior a amostragem.

Fatores Abiéticos

Os fatores abidticos, temperatura (T °C), salinidade, potencial
hidrogeniénico (pH), oxigénio dissolvido (OD) mg/L, Condutividade, foram
mensurados in situ utilizando uma Sonda Multiparametro da marca Hanna no

local exato onde foi coletada a amostra de agua para analise.
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Dados pluviométricos foram obtidos como parédmetro de volume de chuva
acumulado em milimetros nos cinco dias antecedentes a data de cada coleta
utilizando os dados do pluvidbmetro mais proximo das areas de coleta pelo site
oficial do CEMADEN (Centro Nacional de Monitoramento e Alertas de Desastres
Naturais) e a variagdo da maré utilizando o site oficial CPTEC (Centro de
Previsao de Tempo e Estudos Climaticos) / INPE (Instituto Nacional de

Pesquisas Espaciais).

Determinagao da densidade de Escherichia coli

As densidades de bactérias foram analisadas através da técnica de
membrana filtrante (APHA, 2012). As amostras de agua foram filtradas em
membrana de nitrato de celulose de 0,45um de porosidade. Apés a filtragao as
membranas foram depositadas em placas contendo meio de cultura agar mTEC,
e incubadas a 35 £ 2 °C por 2 h em estufa para secagem e em seguida,
incubadas em banho-maria a 44,5 °C, embaladas em saco plastico e mantidas
totalmente submersas, por mais 22 h. Apds a incubagao, foi realizado a
confrmacdo e as colbénias amareladas foram consideradas E. coli. As
densidades foram expressas em Unidades Formadoras de Coldnias por 100mL
(UFC 100mL™").

Para realizar a confirmacgao da bactéria E. coli, as membranas de celulose
foram retiradas das placas Millipore com o auxilio de uma pingca e colocadas
sobre papel filtro absorvente, no qual foi adicionada em suas bordas a solugéo
ureia com vermelho de fenol a 2% . Apds o periodo de 20 minutos as colbnias
que mantiveram a cor ou mudaram de cor para amarelo-marrom (Figura 5 —
esquerda) foram consideradas positivas para a espécie E. coli obtendo assim

sua confirmacgao.



25

Figura 6: Teste confirmatério para E. coli (Ureia com vermelho de fenol a esquerda) e técnica de
esgotamento para purificagdo em meio de cultura Agar MacConkey, a direita. Fonte: Autor.

Resisténcia a Antibioticos

A partir das placas de Agar mTEC, coldnias caracteristicas de E. coli
foram selecionadas aleatoriamente e estriadas em Agar MacConkey, utilizando
a técnica de esgotamento, até obter col6nias puras. As placas contendo Agar

MacConkey foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35°C por 24 horas.

Com o crescimento de apenas um tipo de microrganismo na placa, foi
escolhida uma col6nia ao final do crescimento que estivesse mais isolada das
demais para o teste de resisténcia utilizando a técnica de disco difusdo (método
Kirby Bauer) (CLSI, 2011). Para isso, a cepa foi coletada com o auxilio de um
swab estéril descartavel e passada para tubos de ensaio contendo solugao salina
0,5% estéril. Os indculos foram dispostos em placas de Petri contendo Agar
Mueller Hinton. Apés 15 minutos, discos contendo antibidticos foram
posicionados na placa de forma equidistantes. Foram utilizadas sete classes de

antibidticos, sendo elas:

e AGENTES DIVERSOS | (Fosfomicina 200pg — FOS200 Marca DME);
e AMINOGLICOSIDEOS (Amicacina 30ug — AMI30 Marca DME);
e CARBAPENEMICOS (Imipenem 10ug — IPM10 Marca DME);
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e CEFALOSPORINAS Il (Cefuroxima 30ug — CRX30 Marca DME);

e PENICILINAS (Amoxicilina 10ug — AMO10 Marca DME, Amoxicilina +
Acido Clavulanico 30ug — AMC30 Marca DME);

e QUINOLONAS (Ciprofloxacina 05ug — CIP0O5 Marca DME);

e SULFONAMIDAS (Sulfazotrim / Sulfametoxazol-Trimetoprima 25ug —
SUT25 Marca DME);

e TETRACICLINAS (Tetraciclina 30pg — TET30 Marca DME);

FOSFOMICINA

Figura 7: Estrutura molecular da Fosfomicina.

Indicagcado—~> Gram positiva e Gram negativa

Usos - Infecgdes das vias urinarias, como cistite aguda ou recorrente uretrite,
presenga de bactérias na urina na gravidez assintomatica, tratar ou prevenir

infeccdes urinarias pos cirurgica

Mecanismos de agao > Inibicdo da sintese da parede celular por inibicdo da
enzima UDP-N-acetilglucosamina enolpiruvil transferase (MurA) no citoplasma
bacteriano (ALROWAIS, 2015).

AMICACINA
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Figura 8: Estrutura molecular da Amicacina.

Indicagcado—~> Gram negativa (e algumas Gram positivas)

Usos—> Infeccdo do trato urinario, endocardite, septicemia, ossos, articulacoes,

SNC, infecgdes por Mycobacterium, etc.

Mecanismos de acdo - Interferéncia na sintese de proteinas (SIZAR, 2022).

IMIPENEM

Figura 9: Estrutura molecular do Imipenem.

Indicagdo—~> Gram positiva e Gram negativa.

Usos—> Infecgdes trato respiratério inferior, infeccdes urinarias, intra-abdominais,
ginecologicas, infecgdes dos ossos e articulagdes, da pele, da estrutura da pele,

endocardite (causada por Staphylococcus aureus) e septicemia.
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Mecanismos de acao-> Interfere na sintese da parede celular / maior capacidade

de penetragao que outros beta-lactamicos (CLISSOLD, 1987).

CEFUROXIMA

Figura 10: Estrutura molecular da Cefuroxima

Indicacado—~> Gram positiva e Gram negativa.

Usos—> Infeccdes de tecido mole, trato urinario, vias respiratorias, genitais (N.

gonnorrhoeae) SNC.

Mecanismo de acdo—> Inibicdo da sintese da parede celular bacteriana através

da ligagao as proteinas-alvo essenciais (O’'CALLAGHAN, 1976).

AMOXICILINA
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Figura 11: Estrutura molecular da Amoxicilina

Indicagcdo—> Gram positiva e Gram negativa.

Usos—> Infecgdes orelha — nariz - garganta, vias respiratorias, sinusites, pele,

trato urinario, infecgéo por H. pylori, etc.
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Mecanismos de agao—> Inibicdo da transpeptidacao / inibicdo da biossintese do
mucopeptideo das paredes das células (AKHAVAN, 2021).

AMOXICILINA + ACIDO CLAVULANICO
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Figura 12: Estrutura molecular da Amoxicilina (Superior) e do Acido Clavulanico (inferior)

Indicagcdo—> Gram positiva e Gram negativa.

Usos—> Infecgdes orelha — nariz - garganta, vias respiratorias, sinusites, pele,

trato urinario, infeccéo por H. pylori, etc.

Mecanismo de agao—> Inibicdo da transpeptidacdo / defesa bloqueando as
enzimas betalactamases (EVANS & WITTLER, 2022).

CIPROFLOXACINA
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‘ OH

Figura 13: Estrutura molecular da Ciprofloxacina

Indicacdo—> Gram positiva e Gram negativa.

Usos—> Infecgbes do trato urinario, infeccbes sexualmente transmissiveis
(gonorreia e cancro), pele, ossos, infeccdes articulares, prostatite, febre tifoide,
infeccbes gastrointestinais e infecgbes do trato respiratério inferior, pneumonia,

antraz, peste e Salmonelose.

Mecanismos de agdo-> Bloqueio da fungao da DNA-girase (THAI, 2022).

SULFAZOTRIM / SULFAMETOXAZOL-TRIMETOPRIMA
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Figura 14: Estrutura molecular do Sulfametoxazol (esquerda) e Trimetoprima (direita).

Indicagdo—~> Gram positiva e Gram negativa (amplo espectro).

Usos—> Infecgbes respiratérias, gastrintestinais, renais e do trato urinario,

genitais (homens e mulheres), infec¢des da pele, etc.

Mecanismos de acdo—> Sao inibidores competitivos da enzima

diidropteroatosintetase (responsavel pela incorporagdo do PABA) no acido
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diidropterdico, precursor imediato do acido folico (acido dihidrofélico). S&o
bacteriostaticos (MASTERS, 2003).

TETRACICLINA

OH
CH O OH O O

Figura 15: Estrutura molecular da Tetraciclina.

Indicacado—~> Gram positiva e Gram negativa (Amplo espectro).

Usos—> Infecgdes por riquetsias, erliquiose, anaplasmose, leptospirose,
amebiase, actinomicose, nocardiose, brucelose, melioidose, tularemia, infecgbes
por clamidia, doenca inflamatdria pélvica, sifilis, diarreia do viajante, doenca de

Lyme precoce, acne, doenga do legionario e doenca de Whipple.

Mecanismos de acdo - As tetraciclinas inibem especificamente a subunidade
ribossémica 30S, dificultando a ligacdo do aminoacil-tRNA ao sitio aceptor no
complexo mRNA-ribossdbmico. Sdo bacteriostaticas (SHUTTER & AKHONDI,
2022).

Todos os antibidticos escolhidos sao indicados clinicamente para o
tratamento de infecgdes por E. coli e possuem ponto de corte estabelecidos e
padronizados por 6érgaos brasileiros e internacionais, e além disso, ja foi

documentada em literatura a resisténcia a todos os antibioticos testados.

As placas de antibiograma (Figura 21) foram incubadas em estufa
bacteriolégica a 35°C durante o periodo de 18 horas. Apds o crescimento, foi
medido o didmetro dos halos de inibicdo com utilizagdo de régua milimétrica para
aferimento do resultado de suscetibilidade seguindo os dados disponiveis na
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ultima versao da tabela de pontos de corte do Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing — BrCAST (2022).

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos a partir da analise dos dados e processamento das
amostras serdo apresentados por cada rio, de forma a se explorar melhor os
resultados obtidos e facilitar o entendimento em forma de tabelas e discusséo

mais detalhada.

Fatores Abioticos

Os fatores abidticos variam de acordo com o ambiente em questao,
podendo ser naturais ou antropicos e também podem influenciar diretamente na
fisiologia de organismos, com isso interferem nas densidades microbiologicas
presentes nas aguas (Traficante, 2011). Os resultados obtidos durante as
diferentes coletas ndo apresentaram grandes variagées entre 0os meses, e 0s
valores obtidos em cada rio foram mais similares que entre os pontos de

amostragem, mostrando assim uma constancia nas caracteristicas .

Precipitacao

A precipitagao é um fator que pode influenciar no aporte de agua doce nos
rios por servirem de drenagem a aguas pluviais dos terrenos adjacentes, porém
nao foi percebida uma influéncia com outros fatores abidticos e nem com as

densidades obtidas durante o periodo amostral.

Tabela 2: Tabela da pluviosidade no entorno aos pontos de coleta em ltanhaém — SP.
* precipitagdo acumulada na semana da coleta.

Pluviosidade acumulada (Chuvas) mm

Novembro Janeiro Margo Maio Agosto
2021 2022 2022 2022 2022
Precipitacao 0 1,4 98,02 114,59 23,66
acumulada* mm mm mm mm mm
Precipitagcao
Historica 118,8 217,5 170,1 80,5 50,4

Mensal Mm mm mm mm mm
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Pluvidmetro
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Figura 16: Pagina do CEMADEN mapa interativo — Pluvibmetros automaticos (superior); grafico
do pluvidmetro mostrando precipitacdo acumulada nos dias anteriores a coleta (inferior). Fonte:
CEMADEN
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Rio Itanhaém

Tabela 3: Dados fisico-quimicos aferidos in locus no Rio Itanhaém. *medi¢ao 6tica em laboratério

PONTOS T°C pH O.D. O.D. SAL. COND. NTU
(mg/L) (%) (PSU) (ms./cm)

Montante 22,90 6,21 1,19 13,90 0,23 481 4~6*

NoYer™©  Central 2256 6,87 1,54 18,00 543 9650 4~6"
Jusante 23,00 7,34 1,82 2206 1261 21020 4~6"
e, Montante 2605 626 1,18 1460 040 827  4~6"
ooy Central 27,22 650 1,41 1830 240 4530 4~6*
Jusante 27,20 6,90 1,60 18,70 7,08 12390 4~6*
o Montante 2317 601 490 5740 005 113 4~6°
o, Central 2302 58 583 6720 399 7232 4~6*
Jusante 23,10 6,11 549 62,40 7,38 12820 4~6*
o Montante 1975 6,68 514 5670 1,28 2471 4,1
oy Central 20,46 7,12 435 49,70 863 1470 6,1
Jusante 20,72 7,13 3,46 41,50 9,98 16920 8,5
pgosto | Montante 2015 674 624 69,10 347 6336 4,2
>, Central 20,40 725 612 71,10 9,04 15440 34

Jusante 20,60 7,58 6,30 79,80 17,32 28050 4,2

Os parametros fisico-quimicos encontrados no Rio Itanhaém (Tabela 3),
demonstram que o rio sofre diversas influéncias externas como o aporte de agua
doce dos rios Branco e Preto e do mar, evidenciado principalmente pelo pH,
salinidade e condutividade. Sua temperatura se mantem estavel em seu curso e

acompanhando a temperatura atmosférica. O O.D. indica que existe um alto
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consumo do mesmo por bactérias heterotroficas e que a pluviosidade favorece

0 aumento do oxigénio devido ao maior volume de agua e correntes.

Densidade média de E. coli no Rio Itanhaém

100000
10000
1000
100

1
1

o

Novembro Janeiro Margo Maio Agosto
Montante 300 100000 3510 100000 620
Central 2543 100000 100000 100000 4535
M Jusante 100000 100000 100000 100000 5250

Figura 17: Grafico logaritmico da média da densidade de E. coli encontrada no Rio Itanhaém.
Valor maximo de 100.000 ilustrativo indicando impossibilidade de leitura devido a alta
concentracao de coldnias na placa.

As densidades de E. coli no Rio Itanhaém (Figura 17) foram maiores
quando houve maior precipitagdo, indicando o maior aporte da carga de
efluentes bem como lixiviados. Por seu curso cortar a area urbana, com maior
numero de residéncias, recebe maior carga de efluentes que os outros rios, bem
como lixiviados, devido a maior impermeabilizacdo do solo por influéncia
antropica. Os resultados demonstram que ha acumulo de carga difusa ao logo

de seu percurso.

Tabela 4: Resultado do antibiograma realizado no rio Itanhaém mostrando o didmetro dos halos
em mm encontrados para cada antibiotico utilizado na amostragem. Verde — Sensivel, Amarelo
— Resistencia intermediaria, Vermelho — Resistente.

FOS AMC CRX
FOS LT.U. AMO AMC LT.U. TET SUT CRX LT.U. CIP AMI IPM

M

Novembro c m
J
Janeiro M
2022 c
J
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Os resultados do antibiograma mostram que nos meses com maior
densidade de E. coli presente na agua houve uma maior resisténcia dessas

cepas a diversos antibioticos (Tabela 4).

Rio Branco

Tabela 5: Dados fisico-quimicos aferidos in locus no Rio Branco. *medicdo 6tica em laboratério
PONTOS T°C pH 0.D. 0.D. SAL. COND. NTU
(mg/L) (%) (PSU) (ms./cm)

Novempro Montante 2267 608 063 890 002 50  4~6*
opi  Central 2273 620 142 1830 002 46  4~6*

Jusante 22,76 6,10 1,68 19,70 0,06 125  4~6*
lnaro Montante 26,10 622 043 503 0,2 53 4~6*
0py  Central 2518 621 127 1550 002 43  4~6*

Jusante 2546 6,22 1,22 1500 0,03 57 4~6"
varo  Montante 23,75 587 406 4680 002 48  4~6*
by,  Central 2325 590 520 5820 004 97  4~6*

Jusante 23,00 594 576 4560 002 49  4~6*
o Montante 1978 6,54 285 3008 004 8 34

Central 19,67 6,30 4,35 47,20 0,08 179 2,6

2022

Jusante 19,71 6,30 4,57 5020 0,50 1146 3,4
reosrg  Montante 19,58 640 6,60 7050 009 197 15
S,  Central 19,86 631 656 70,30 064 1287 25

Jusante 20,01 6,37 6,07 67,20 1,67 3190 2,3

Os parametros fisico-quimicos encontrados no Rio Branco (Tabela 4),
demonstram que o rio sofre influéncia externa principalmente pela
pluviosidade. Seu pH, salinidade e condutividade se mantem estavel bem

como sua temperatura ao longo de seu curso que acompanha a temperatura
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atmosférica. O OD indica que existe um alto consumo do mesmo por
bactérias heterotroficas e que a pluviosidade favorece o aumento do oxigénio
devido ao maior volume de agua e correntes bem como a turbidez que foi

menor no periodo chuvoso.

Densidade média de E. coli no Rio Branco

100000
10000
1000
100

1 I

o

[En

Novembro Janeiro Margo Maio Agosto
Montante 149 100000 100000 100000 585
Central 144 100000 100000 100000 500
M Jusante 97 100000 1361 100000 300

Figura 18: Grafico logaritmico da média da densidade de E. coli encontrada no Rio Branco.
Valor maximo de 100.000 ilustrativo indicando impossibilidade de leitura devido a alta
concentragao de coldnias na placa.

As densidades de E. coli no Rio Branco (Figura 18) foram maiores quando
houve maior precipitagdo, indicando o maior aporte da carga de efluentes bem
como lixiviados. Houve uma menor densidade a jusante, provavelmente por
possuir menos moradias que ao longo de seu curso bem como no ponto mais a

montante analisado.

Tabela 6: Resultado do antibiograma realizado no rio Branco mostrando o didmetro dos halos
em mm encontrados para cada antibiotico utilizado na amostragem. Verde — Sensivel, Amarelo
— Resistencia intermediaria, Vermelho — Resistente.

FOS AMC CRX
FOS LT.U. AMO AMC LT.U. TET SUT CRX LT.U. CIP AMI IPM
M 20
Novembro c 22
2021
J 19
Janeiro M
2022 C




J

M

Marco c
2022

J

Maio I\él
2022
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Os resultados do antibiograma mostram que nos meses com maior
densidade de E. coli presente na agua houve uma maior resisténcia dessas

cepas a diversos antibioticos (Tabela 6).

Rio Preto

Tabela 7: Dados fisico-quimicos aferidos in locus no Rio Preto. *medicédo ética em laboratério
PONTOS T°C pH O.D. O.D. SAL. COND. NTU
(mg/L) (%) (PSU) (ms./cm)

Noempro Montante 21,92 578 241 242 002 38  4~6"
>op1  Central 2402 584 192 224 027 552 4~6*
Jusante 22,33 6,15 224 255 006 134  4~6*
lnero Montante 2533 605 155 191 002 38  4~6"
0,y Central 2932 610 227 301 030 635 4~6
Jusante 26,49 620 164 199 002 50  4~6*
varo  Montante 2315 4,90 492 570 0,01 31 4~6
by,  Central 2963 567 426 557 019 399  4~6*
Jusante 23,30 495 489 566 002 47  4~6*
o Montante 1959 620 508 565 003 57 64
oo,  Central 1995 620 519 628 1,36 2622 46
Jusante 19,73 6,14 4,98 548 032 658 54
pgosto Montante 19,79 628 705 766 005 113 36
Sosy  Central 20,88 630 532 602 251 4686 1,3
Jusante 20,00 628 676 745 080 1586 3,2

Os parametros fisico-quimicos encontrados no Rio Preto (Tabela 4),
demonstram que o rio sofre influéncia externa principalmente pela
pluviosidade. Seu pH, salinidade e condutividade se mantem estavel bem

como sua temperatura ao longo de seu curso que acompanha a temperatura
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atmosférica. O OD indica que existe um alto consumo do mesmo por
bactérias heterotroficas e que a pluviosidade favorece o aumento do oxigénio
devido ao maior volume de agua e correntes bem como a turbidez que foi
menor no periodo chuvoso. Os parametros obtidos no ponto central mostram
uma variagao devido o local de amostragem ser um meando abandonado,
com ligagao ao rio, porém com baixa profundidade e menor troca de massa

de agua com o trecho principal do rio.

Densidade média de E. coli no Rio Preto

100000

10000

1000

100

10

1

Novembro Janeiro Margo Maio Agosto

Montante 100000 1500 1530 100000 185
Central 1140 10000 2500 100000 570
M Jusante 670 1490 1515 100000 675

Montante Central M Jusante

Figura 19: Grafico logaritmico da média da densidade de E. coli encontrada no Rio Preto.
Valor maximo de 100.000 ilustrativo indicando impossibilidade de leitura devido a alta
concentragao de colbnias na placa.

As densidades de E. coli no Rio Preto (Figura 19) foram maiores quando
houve maior precipitagao, indicando o maior aporte da carga de efluentes bem
como lixiviados. O ponto central, diferente dos outros rios, teve uma maior
concentragdo de bactérias que a montante e jusante devido ao fato de ser um
meandro, com um maior numero de residéncias em seu entorno, baixa

profundidade e aguas mais calmas.

Tabela 8: Resultado do antibiograma realizado no rio Preto mostrando o didmetro dos halos em
mm encontrados para cada antibidtico utilizado na amostragem. Verde — Sensivel, Amarelo —
Resistencia intermediaria, Vermelho — Resistente.

FOS AMC CRX
FOS LT.U. AMO AMC LT.U. TET SUT CRX LT.U. CIP AMI IPM
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Os resultados do antibiograma mostram que nos meses com maior
densidade de E. coli presente na agua houve uma maior resisténcia dessas

cepas a diversos antibioticos (Tabela 8).

Porém para se ter uma visdo melhor do que estad acontecendo nos rios
naquele exato momento, deve-se avaliar de forma conjunta, por cada periodo

amostral, nos trés rios como a seguir:

A temperatura da agua manteve-se entre 19°C e 20°C durante os meses
mais frios e entre 22° e 26° nos meses mais quentes, sendo mais constante a
temperatura da agua que a atmosférica, o que proporciona uma maior
estabilidade para os microrganismos. A temperatura mais alta no ponto central
do Rio Preto pode ser explicada pela baixa profundidade no local da coleta e por
se tratar de um meandro abandonado, ha menos corrente, o que pode manter a
temperatura mais elevada que os outros pontos. Areas arborizadas e vegetadas
sombreiam as margens dos rios diminuindo a incidéncia da radiagao solar,

mantendo a temperatura da agua mais baixa (Traficante, 2011).

O pH variou entre 4,9 (minimo) e 7,58 (maximo), sendo bastante estavel
entre todos os pontos, durante todo o tempo amostrado e também mais similar

em cada rio do que entre os pontos, indicando que sofrem 0s mesmos processos
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neles. A média do pH encontrado se manteve dentro da faixa determinada,

segundo a CONAMA 357, que é de pH 6,5 a 8,5 para aguas salobras classe 1.

A variagéo do OD foi bem significativa em alguns pontos ao longo dos rios,
variando de 0,43 mg/L no minimo, que indica um grande consumo do oxigénio
dissolvido na agua, até 7,05 mg/L no maximo. Segundo a CONAMA 357, aguas
Classe 1, destinadas a uso recreacional o OD n&o deve ser inferior a 5 mg/L,
inferindo um grande consumo de oxigénio dissolvido nestes locais pelos
microrganismos ali presentes, sendo corroborada pela alta densidade bacteriana

encontrada.

A salinidade variou principalmente no rio ltanhaém indo de agua doce a
montante do rio, com o minimo de 0,05 a agua salobra em sua foz com o maximo
de 17,32 (segundo as Resolugbes CONAMA 274 e 357) indicando o aporte de
agua salina do mar, ja esperada por esse rio se tratar de um estuario. Ja nos rios
Branco e Preto a 4guas permaneceram na classificagdo doce em maior parte do
periodo avaliado, variando de 0,01 de salinidade em margo a 2,51 em agosto.
Esse ultimo resultado pode ser explicado por uma variagdo de maré
meteoroldgica, que ocorreu dias antes, que somada a mare de sizigia formou um
evento de ressaca do mar aumentando o aporte da agua salina no sistema

estuarino.

Densidades Microbioldgicas

As densidades de bactérias encontradas ao analisar as amostras
variaram bastante de acordo com o ponto em questao e sua proximidade com
uma possivel fonte de contaminacédo. Além disso, mostraram uma densidade
maior em dire¢do a jusante indicando um acumulo da contaminagdo ao longo

dos rios.

A alta densidade de E. coli se deve a diversos fatores, além do langamento
de efluentes, como o alto adensamento populacional em algumas areas, que
diferindo do encontrado por Borges (2002), Cunha (2010), Giatti (2004) e Lopez
e Magalhaes Jr (2010), onde a baixa quantidade de moradias e a distancia entre

elas obtiveram densidades menores que as encontradas neste trabalho.
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O fluxo das aguas do Rio Itanhaém sofre influéncia direta da mare, se
enchendo com a as aguas salinas do ambiente marinho formando um estuario
durante o periodo entre enchente e vazante da maré, que dura em torno de 6
horas, diferente dos rios Branco e Preto que possuem um fluxo unidirecional
como visto em Almeida (2004 ), Borges (2002); Conte et. al. (2004); Cunha (2010)

e Vasconcelos (2006).

Dias antes da ultima coleta houve um evento de maré meteoroldgica
(Ressaca do mar) somado a mare de sizigia, que resultou em uma grande
entrada de agua do mar (salgada) estuario adentro, alcangando e sobrepondo
as aguas dos rios Branco e Preto por alguns quildbmetros em diregdo a montante.
Tal evento pode explicar a diferenca obtida na densidade bem como uma
drastica diminuicdo da resisténcia se comparado com as amostragens

anteriores.

As densidades encontradas apds o processamento das amostras foram,
em quase toda sua totalidade, muito acima dos padrdes estabelecidos
comprometendo a balneabilidade, que caracteriza aguas improprias de acordo
com a Resolugcdo CONAMA 274.

O restante das amostras apresentou resultados acima da capacidade de
avaliagdo da metodologia usada, sendo consideradas incontaveis por terem
densidade maior que 300 nas placas mesmo com as fragdes de 10 ml e 25 ml,

diferente do encontrado por Massoneto (2013).

Melo 2015, analisou a qualidade microbiolégica de um pescado (Eugerres
brasilianus) comparando com a qualidade microbiolégica da agua do Rio
Iltanhaém, demonstrando que os peixes estariam improprios para consumo de
acordo com as regulamentagdes vigentes, bem como Oliveira (2017), que
encontrou uma contaminagao crénica com alta densidade de microrganismos
resistentes a antibidéticos em mexilhdes (Perna perna), muito apreciados pela
culinaria local. O consumo de organismos contaminados podendo acarretar em
problemas de saude e impactando a populacdo, o ambiente e o turismo que
depende direta ou indiretamente da area em quest&o, levando a um prejuizo

econdmico e possivel impacto negativo a receita municipal.
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A qualidade dos rios sofre um impacto acumulativo devido a possiveis
fontes difusas de contaminacdo microbiolégica, bem como pelo desague dos
seus afluentes que servem de drenagem aos bairros adjacentes, que acabam
lixiviando contaminantes para os rios como demonstrado por Sato & Cunha
(2013) e Camargo e Cancian (2016) que descrevem que mesmo tendo cerca de
80% do municipio de Itanhaém estar sob area de conservacéo e protecéo, sofre
de impactos antropicos irreversiveis devido a ampliagdo da populagao e tais
impactos sdo mais proeminentes na parte mais baixa da bacia, onde se localiza
a area urbana. Como visto em Souza (2018), a densidade aumenta
significativamente a partir do ponto de descarte do tratamento de esgoto e

diminui lentamente nos pontos subsequentes em dire¢ao a foz.

Em nenhum dos pontos analisados, durante o periodo de amostragem, as
aguas puderam ser consideradas proprias para contato direto de acordo com os

critérios de balneabilidade estabelecidos pela CONAMA.

Resisténcia da E. coli aos antibiéticos testados

Houve resisténcia a maioria dos farmacos utilizados com excecao da
Fosfomicina e do Imipenem, para os quais as bactérias foram sensiveis em todo
o periodo amostrado. Para Tetraciclina e o Sulfazotrim as bactérias se
mostraram resistentes em todo o periodo. Hu et. al encontraram resisténcia
frequentes em E. coli para sulfonamidas, tetraciclinas e ampicilina em aguas do

Rio Wenyu na China.
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Figura 20: Percentual dos resultados da sensibilidade encontrada durante todo o periodo de
amostragem. Verde — Sensivel, Amarelo — Sensibilidade/Resisténcia intermediaria, Vermelho —
Resistente.

De acordo com dados obtidos em Melo (2015), Oliveira (2017) e Souza
(2018), as densidades mantém uma tendéncia de aumento, assim como a
resisténcia detectada, indicando aumento na quantidade de contaminantes
despejados nos rios, possivelmente pelo aumento da populacao e do fluxo de
turistas, sobrecarga do tratamento do esgoto e descarte irregular dos efluentes

domésticos.



45

ANTIBIOGRAMA

e SENSIVEL INTERMEDIARIO  emmmmm RESISTENTE

FOS
100%

IPM FOSI.T.U.

AMI AMO
CIp AMC
CRX I.T.U. AMCI.T.U.

CRX TET
SuT
Figura 21: Gréfico e radar da média dos resultados da sensibilidade encontrada durante todo o

periodo de amostragem. Verde — Sensivel, Amarelo — Sensibilidade/Resisténcia intermediaria,
Vermelho — Resistente.

Figura 22: Placa de antibiograma mostrando os halos de inibicdo. Fonte Autor
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Resisténcia E. coli [ Coleta 1 - Novembro 2021

Durante a primeira coleta, em novembro de 2021, 52,77% das cepas de
E. coli se mostraram sensiveis aos antibiéticos testados, 7,4% tiveram
sensibilidade intermediaria e 39,81% foram resistentes. ndo houve precipitagéo
nos dias que antecederam a coleta o que influi diretamente no volume de agua

dos rios e do lixiviado, somada a temperatura e a densidade encontrada, pode
se explicar o baixo indice de oxigénio dissolvido na agua.

100%
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Figura 23: Percentual, em coluna empilhada 100%, do resultado da sensibilidade encontrada na
amostragem. Verde — Sensivel, Amarelo — Sensibilidade/Resisténcia intermediaria, Vermelho —
Resistente.
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Resisténcia E. coli /| Coleta 2 - Janeiro 2022

Durante a segunda coleta, em janeiro de 2022, 48,14% das cepas de E.
coli se mostraram sensiveis aos antibioticos testados, 4,62% tiveram
sensibilidade intermediaria e 42,22% foram resistentes. Houve precipitacdo de
1,4mm nos dias que antecederam a coleta, a temperatura mais elevada

encontrada durante todo o periodo amostral e o baixo indice de oxigénio
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dissolvido na agua explica o aumento da densidade em relagdo ao periodo

AMO AMC TET SUT CRX

FOS AMC CRX CIp AMI IPM
I.T.U. I.T.U. I.T.U.

anterior.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0
FOS

Figura 24: Percentual, em coluna empilhada 100%, do resultado da sensibilidade encontrada na
amostragem. Verde — Sensivel, Amarelo — Sensibilidade/Resisténcia intermediaria, Vermelho —
Resistente.
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Resisténcia E. coli /| Coleta 3 - Marco 2022

Durante a terceira coleta, em marco de 2022, 42,59% dos antibioticos
testados se mostraram sensiveis, 2,77% tiveram sensibilidade intermediaria e
54,62% foram resistentes (periodo onde ocorreu a maior taxa de resisténcia
entre os antibidticos testados). Houve alta precipitagdo (98,02mm) nos dias que
antecederam a coleta, a temperatura estava por volta de 23°C, as correntes dos
rios estavam mais fortes devido as chuvas, tais acontecimentos pode explicar o
aumento da densidade encontrada devido o carreamento de microrganismos,
nutrientes e contaminantes para os rios, e também explicar o aumento do indice

de oxigénio dissolvido na agua
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Figura 25: Percentual, em coluna empilhada 100%, do resultado da sensibilidade encontrada na
amostragem. Verde — Sensivel, Amarelo — Sensibilidade/Resisténcia intermediaria, Vermelho —
Resistente.

Resisténcia E. coli/ Coleta 4 - Maio 2022

Durante a quarta coleta, em maio de 2022, 57,40% das cepas de E. coli
se mostraram sensiveis aos antibiéticos testados, 6,48% tiveram sensibilidade
intermediaria e 36,11% foram resistentes. Houve intensa precipitagéo
(114,59mm) nos dias que antecederam a coleta, sendo mais alta que a média
historica para o més de maio, a temperatura estava mais baixa , cerca de 19°C,
as correntes dos rios estavam mais fortes devido as chuvas, tais acontecimentos
pode explicar o aumento da densidade encontrada devido o carreamento de
microrganismos, nutrientes e contaminantes para os rios, e também explicar o

aumento do indice de oxigénio dissolvido na agua.
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Porcentagem Sensibilidade / Resisténcia
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Figura 26: Percentual, em coluna empilhada 100%, do resultado da sensibilidade encontrada na
amostragem. Verde — Sensivel, Amarelo — Sensibilidade/Resisténcia intermediaria, Vermelho —
Resistente.

Resisténcia E. coli/ Coleta 5 - Agosto 2022

Durante a quinta coleta, em agosto de 2021, 86,11% das cepas de E. coli
se mostraram sensiveis aos antibiéticos testados, 5,55% tiveram sensibilidade
intermediaria e 8,33% foram resistentes. Houve precipitacao de 23,66 nos dias
que antecederam a coleta, a temperatura esteve por volta de 20°C. Nos dias que
antecederam a coleta houve uma intensa maré atmosférica que somada a maré
de sizigia aumentou o fluxo de intrusdo da agua salina no sistema estuarino
alcancando os rios Preto e Branco ,que s&o essencialmente rios de agua doce,
diferentes do rio Itanhaém, que é um rio estuarino, isso pode explicar tanto a
baixa densidade encontrada em comparagdo aos meses anteriores quanto a

diminuicdo da taxa de resisténcia.
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Figura 27: Percentual, em coluna empilhada 100%, do resultado da sensibilidade encontrada na
amostragem. Verde — Sensivel, Amarelo — Sensibilidade/Resisténcia intermediaria, Vermelho —
Resistente.

A incidéncia de resisténcia nos antibiéticos mais comumente utilizados
pela populacdo no tratamento de infeccdées humanas e veterinarias indica que
de alguma forma os genes de resisténcia estdo sendo distribuidos para o
ambiente, seja por tratamento inadequado ou mesmo pelo despejo direto de
efluentes nos rios. Massoneto (2020) verificou a densidade de organismos
bioindicadores de contaminacgao fecal e resisténcia a antibiéticos nos canais de
drenagem do municipio de Santos evidenciando a possibilidade de despejo
clandestino de efluentes incidirem diretamente na qualidade desses canais e

consequentemente a balneabilidade das praias do municipio.
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Figura 28: Percentual, em coluna empilhada 100%, da média dos resultados da sensibilidade
encontrada durante todo o periodo de amostragem. Verde — Sensivel, Amarelo —
Sensibilidade/Resisténcia intermediaria, Vermelho — Resistente.

Concluséao

Os resultados obtidos indicam a existéncia de pontos de contaminacao
microbiolégica difusa ao longo dos rios do municipio de Itanhaém que se
acumulam de acordo com a direcao da corrente. Nenhum dos pontos analisados,
durante o periodo de amostragem, as aguas puderam ser consideradas proprias
para contato direto de acordo com os critérios de balneabilidade estabelecidos
pela CONAMA, mesmo essa possuindo uma legislagao mais tolerante quanto ao

nivel de contaminagao aquatica que algumas legisla¢des de outros paises.

As maiores densidades de E. coli encontradas correspondem com o0s
periodos onde foram obtidas mais quantidade de cepas resistentes aos
antibidticos testados, sobretudo os mais difundidos para saude humana e
animal, principalmente na regido do rio Itanhaém, que margeia a area mais

populosa e sofre mais impactos que os outros rios.

Além disso, foi verificado uma sazonalidade na resisténcia da populagao
de E. coli principalmente por interferéncia de fatores abidticos como a
pluviosidade e a variagdao da maré, bem como pelo aumento da populagao

durante a temporada.
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A infecgdo por microrganismos multirresistentes € um enorme problema
de saude publica que engloba o ambiente, a biota e a sociedade que vive em
seu entorno, depende ou visita a regido, podendo disseminar tais
microrganismos resistentes para outras areas, agravando a situagéo e gerando
novos focos de contaminacgdo, epidemias, internagdes, gastos aos cofres

publicos e desgaste de Sistema de Saude.
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