UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
DEPARTAMENTO DE OCEANOGRAFIA E LIMNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DESENVOLVIMENTO E MEIO
AMBIENTE

OSMAR LUIS SILVA VASCONCELOS

AVALIACAO DA CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA EM
PRAIAS DE MACROMARE: UMA PROPOSICAO DE
METODOLOGIA

SAO LUIS
2024



OSMAR LUIS SILVA VASCONCELOS

AVALIACAO DA CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA EM

PRAIAS DE MACROMARE:

UMA PROPOSICAO DE

METODOLOGIA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Desenvolvimento e Meio
Ambiente (PRODEMA) da Universidade
Federal do Maranh&o, como requisito para a
obtencdo do titulo de Mestre em

Desenvolvimento e Ambiente.

Orientador(a): Prof. Dr. Jorge Luiz Silva
Nunes
Coorientadora: Profa. Dra. Nancyleni Pinto

Chaves Bezerra

SAO LUIS

2024



OSMAR LUIS SILVA VASCONCELOS

AVALIACAO DA CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA EM
PRAIAS DE MACROMARE: UMA PROPOSICAO DE
METODOLOGIA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Desenvolvimento e Meio
Ambiente (PRODEMA) da Universidade
Federal do Maranhdo, como requisito para a
obtencdo do titulo de Mestre em
Desenvolvimento e Ambiente.

Aprovada em: 28/03/2024

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Jorge Luiz Silva Nunes (orientador)
Universidade Federal do Maranhéo

12 Examinadora Profa. Dra. Flavia Regina Spago de Camargo Gongalves
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo

2° Examinador Prof. Dr. Leonardo Gongalves de Lima
Universidade Federal do Maranhao

1° Suplente Prof. Dr. Nivaldo Magalh&es Piorski
Universidade Federal do Maranhéo

22 Suplente_Prof2, Dra. Délia dos Prazeres Rodrigues
Instituto Oswaldo Cruz



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por permitir a conclusdo de uma etapa importante na
minha vida pessoal e profissional.

Aos meus pais Osvaldo Luis Vasconcelos e Alcenir Santos Silva, e a0 meu irméo,
Wenderson Santos Vasconcelos pelo incentivo aos meus estudos.

Ao meu orientador Prof. Dr. Jorge Luiz Silva Nunes e a toda a sua equipe do laboratério
de organismos aquaticos, da Universidade Federal do Maranhdo, por me orientar e me
proporcionar uma vivéncia na escrita cientifica, melhorei muito durante esse tempo com ele.

Agradeco a Profa Dra. Nancyleni Pinto Chaves Bezerra, por ter me recebido de volta ao
laboratdrio de microbiologia de alimentos e &gua da Universidade Estadual do Maranhé&o, local
onde sou recebido desde o estagio curricular técnico em 2010, com retorno na graduagdo em
2014, na especializacdo em 2020 e agora encerrando mais um ciclo no mestrado em 2024.
Obrigado a toda equipe do laboratorio por ter me auxiliado execucao dos resultados do capitulo
1 desta pesquisa.

Agradeco a doutora Dalia Rodrigues e a toda a sua equipe por permitir que o capitulo 2
de nossa pesquisa fosse concretizada junto ao Laboratdrio de Enterobactérias — LABENT do
Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

Agradeco aos meus colegas de turma pelo companheirismo multidisciplinar. Agradeco
também a todos os professores e funcionarios do Prodema pelo conhecimento que eu adquiri
durante esses dois anos e utilizei em algum momento durante a execucdo e elaboracdo deste
manuscrito, tenham certeza.

Aos meus queridos colaboradores Prof. Dr. Jamerson Aguiar, Profa. Dra. Luciana
Bastos, Ma Greiciene de Jesus e a Esp. Maria Célia Fonseca pelo apoio e conhecimento
compartilhado.

Aos membros da banca examinadora, pelo aceite do convite e sugestdes pertinentes
desde a qualificacdo, obrigado.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do

Maranh&o — FAPEMA por ter oportunizado bolsa de pesquisa.



Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Diretoria Integrada de Bibliotecas/lUFMA

Vasconcel os, Gsnar.

Aval i acdo da contami nagcdo mi crobi ol 6gica em prai as de
nmacronmar € : unmm proposi cao de netodol ogia / GCsmar
Vasconcel os. - 2024.

77 f.

Coori entador(a) 1: Nancyl ene Bezerra.

Oientador(a): Jorge Nunes.

Di ssertacao (Mestrado) - Programa de Pds-graduacdo em
Desenvol vimrento e Mei o Anbi ente, Universidade Federal do
Mar anhdo, Sao Luis, 2024.

1. Coliformes. 2. E. coli. 3. Enterococos. 4.
Vibrio spp.. 5. Zona costeira. |. Bezerra, Nancyl ene.
Il1. Nunes, Jorge. Ill. Titulo.




“A vida nem sempre precisa ser um

eterno combate ”



RESUMO

O ambiente costeiro sofre um gradual impacto ambiental que € provocado por a¢fes antropicas
cada vez mais aceleradas e as praias ndo fazem parte de uma excegéo. As legislagdes brasileiras
minimizam 0s riscos que os banhistas e demais frequentadores das praias podem correr.
Objetivamos com esta pesquisa, avaliar os niveis de contaminantes microbioldgicos em
distintos micro-habitats costeiros comumente negligenciados pelos érgdos fiscalizadores.
Nosso local de estudo situa-se na praia do Olho D’agua, proximo a foz do Rio Pimenta, na
cidade de S&o Luis, Maranh&o, Brasil. Os micro-habitats Agua Superficial do mar (AS), Agua
Intersticial (Al) e Sedimento (S) foram avaliados durante seis meses, englobando periodos de
baixa e alta pluviosidade. Utilizamos o método do substrato cromogénico para deteccdo de
coliformes totais, E. coli e enterococos; e 0 metédo molecular (PCR) para deteccéo de Vibrio
spp. e de seus genes de viruléncia. Para os dados abidticos, analisamos temperatura, salinidade,
pH e pluviosidade. Os dados foram submetidos a analise de variancia multivariada
permutacional em uma matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis e de Jaccard. Para 0s
microrganismos do grupo coliformes e enterococos, os resultados foram significativos durante
0 periodo de alta pluviosidade, com niveis de contaminacfes em AS, Al e S acima do
estabelecido pela legislacdo brasileira. Para Vibrio spp., os resultados ndo mostraram diferenca
significativa entre os periodos e micro-habitats. Foram detectas trinta cepas, sendo V. harveyi,
V. orientalis, V. rumoiensis, V. fluvialis e V. cincinnatiensis recorrentes em ambos os periodos.
Os parametros abioticos paracem nao ter influenciado na dinamica de Vibrio spp., com exce¢édo
da pluviosidade. E necessario que o sedimento, seja levado em consideracdo nos boletins de
qualidade sanitaria, pois atua como hot spot de microrganismos em ascensdo patogénica. As
duas metodologias apresentaram eficiéncia na deteccdo de microrganismo possivelmente
patogénicos, contudo devem ser utilizadas em conjunto, pois uma complementa a outra e para
que seja averiguado o real risco que 0s micro-habitats possam oferecer aos usuarios de praias.

Palavras-chave: Coliformes. E. coli. Enterococos. Vibrio spp.. Zona costeira.



ABSTRACT

The coastal environment suffers a gradual environmental impact caused by anthropic actions
that is increasingly accelerated, beaches are no exception. Brazilian legislation minimizes the
risks that bathers and other beachgoers may face. The objective of this research is to evaluate
the levels of microbiological contaminants in different microhabitats commonly neglected by
regulatory bodies. Our study site is located on Olho D’4gua beach, close to the mouth of the
Pimenta River, in the capital of Maranh&o. The microhabitats Sea Surface Water (SW),
Interstitial Water (IW) and Sediment (S) were evaluated for six months (low and high rainfall).
We used the chromogenic substrate method to detect total coliforms, E. coli and Enterococci;
and the molecular method (PCR) to identify the species and virulence genes of Vibrio spp.. For
abiotic data, we analyzed temperature, salinity, pH and rainfall. The data were subjected to
permutational multivariate analysis of variance in a Bray-Curtis and Jaccard dissimilarity
matrix. For microorganisms from the coliform and enterococci groups, the results were
significant during the period of high rainfall, with contamination levels in SW, IW and S above
those established by Brazilian legislation. For Vibrio spp., the results were insignificant
between periods and microhabitats. Thirty strains were identified with some recurrent species
in both periods. Abiotic parameters do not appear to have influenced the dynamics of Vibrio
spp., with the exception of rainfall. It is necessary that the sediment is taken into account in
health quality bulletins, as it acts as a hot spot for pathogenic microorganisms. Both
methodologies were efficient in detecting possibly pathogenic microorganisms, however, they
must be used, as one complements the other and so that the real risk that microhabitats may
pose to beach users can be ascertained.

Keywords: Coliforms. E. coli. Enterococci. Vibrio spp.. Coastal zone.
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I CONSIDERACOES INICIAIS

Este documento apresenta os resultados obtidos no projeto intitulado, AVALIACAO
DA CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA EM PRAIAS DE MACROMARE: UMA
PROPOSICAO DE METODOLOGIA, em formato de artigo cientifico (manuscrito) para fins
de exame de dissertacdo do curso de mestrado do Programa de PoOs-Graduagcdo em

Desenvolvimento e Meio Ambiente.

A motivacdo do projeto de pesquisa consiste no negligenciamento de informacoes
acerca dos potenciais riscos a satde causados por microrganismos nas praias em funcdo da
contaminagéo e poluigdo ambiental provenientes de um ineficiente sistema de tratamento de
esgoto. Contudo, as informacdes disponibilizadas quanto a qualidade das praias dao a entender
gue apenas as atividades de banho devem ser evitadas em locais classificados como improprio,
portanto deixando subentendido que a praia pode ser utilizada de diversas formas. Desta forma,
buscamos verificar se fazer apenas as andlises estabelecidas pela legislacdo vigente sdo

suficientes para determinar a balneabilidade de uma praia.

Portanto, trazemos como o cerne deste manuscrito a realizacdo de um experimento
cientifico que teve como objetivo avaliar diferentes micro-habitats e a sua microbiota, além da
agua do mar que é usada de forma padrdo para a maioridade dos testes de balneabilidade. Como
micro-habitats adicionais usamos o sedimento e a agua intersticial para a analise da qualidade
ambiental por meio da microbiota. Os microrganismos foram avaliados por meio de substratos
enzimaticos cromogénicos Colilert® para analises de Coliformes Totais e Escherichia coli,
Enterolert® para analises de enterococos. Para pesquisa de bactérias da familia Vibrionaceae foi
utilizado meio de cultura especifico e PCR (Reacdo Cadeia Polymerase) para deteccédo a nivel

de género, espécie e viruléncia.

Posto isso, 0 objetivo do presente manuscrito é comparar a qualidade sanitaria dos
micro-habitats de uma praia amazonica com influéncia de macromarés, com verificacdes quali-
quantitativas das bactérias supracitadas na agua superficial (&gua do mar), agua intersticial e

sedimento (areia).

O formato do documento apresentado esta estruturado com a exposi¢do em topicos

daquilo que foi preparado para fins da dissertacéo, tais como a Fundamentacao teorica, que
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descreve o cenario da legislacédo e estudos versados sobre a balneabilidade de praia; Capitulo
1, que consiste no manuscrito que descreve o experimento sobre a qualidade sanitaria de micro-
habitats por meio da analise quali-quantitativa de Coliformes totais, Escherichia coli e
Enterococcus spp.; Capitulo 2, que consiste no manuscrito que descreve o experimento sobre
a qualidade sanitaria de micro-habitats por meio de pesquisa com bactérias do género Vibrio
spp. Consideragdes Finais, que exibem os resultados mais relevantes do experimento e
sugestdes sobre a necessidade de ampliar a avaliacdo da qualidade ambiental e sanitaria das
praias; por fim, as Referéncias, que enumeram os trabalhos consultados e citados ao longo do

presente documento.

O Capitulo 1 foi submetido e esta formatado nas normas Holos (1807-1600), vinculada
a Instituto Federal do Rio Grande do Norte (IFRN), classificada com Qualis Al pela CAPES
(2017-2020) e Fator de Impacto (JCR: 2022) 0,1. O Capitulo 2 segue a estrutura estabelecida
pela Environmental Microbiology (1462-2912) da Applied Microbiology International
vinculada a editora Wiley, classificada com Qualis Al pela CAPES (2017-2020) e Fator de
Impacto (JCR: 2022) 5,1.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

O ambiente costeiro possui grande valor para a sociedade, principalmente devido as
suas utilidades econémicas tais como comeércio, turismo, recreacdo, etc. No entanto, as
pressdes ocorridas nesses ecossistemas em funcdo do desenvolvimento das cidades,
acarretam aumentos nos desequilibrios ambientais, bem como a polui¢do e contaminacao
ambiental resultante da deficiéncia dos servicos de saneamento (Pereira et al., 2016; Régo;
Soares-Gomes; Silva, 2018).

A praia corresponde a um dos ambientes costeiros que mais reflete as acdes
antropicas, pois € impactada diretamente por langamento de residuos solidos (Andrades et
al., 2020) e, indiretamente, pelo despejamento de esgotos sem tratamento, ou tratamento
insuficiente (Silva et al., 2019). Apesar disso, as praias possuem como definic¢ao e direito
constitucional: “sao bens publicos, sendo assegurado, livre e franco acesso a elas e ao mar,
ressalvados os trechos considerados de interesse da seguranca nacional ou incluidos em

areas protegidas por legislacdo especifica” asseguradas na Lei 7.661/88 (Brasil, 2004).

Além disso, normas nacionais e internacionais para 0 monitoramento da qualidade
das aguas de consumo e recreacdo normalmente utilizam bactérias de origem fecal, porém
é relevante a adicdo de outros microrganismos que possam ser utilizados como
bioindicadores de contaminagdo antrépica (Lugo; Lugo; Puente, 2021). E importante
associar a balneabilidade das praias ndo somente aos padrfes estabelecidos, referentes a
qualidade das aguas superficiais, mas também as andalises microbioldgicas da areia, de
residuos solidos produzidos pelos frequentadores e/ou os transportados pelas correntes

maritimas e ventos (Souza; Silva, 2015).

Em revisdo cienciométrica realizada por Costa e Costa (2020), relataram que a agua
superficial do mar foi a mais investigada para verificacdo da balneabilidade costeira
(70,9%), seguidos de agua associada ao sedimento (15,7%), sedimento (2,2%), &gua
subterranea e sedimentos (0,7%), dentre outros compartimentos de uma praia (10%). Esses
dados revelam a que ha poucas investigacfes a nivel internacional sobre os potenciais

patégenos encontrados nos sedimentos e agua localizada no intersticio.
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Métodos para determinacédo de balneabilidade

Ha um debate cientifico sobre os métodos tradicionais que envolvem meios de cultura
e técnicas modernas, como a molecular (QPCR) para identificagdo de microrganismos
indicadores de qualidade das aguas balneares da Unido Europeia (Oliver et al., 2014). Esse
debate estd relacionado a rapidez dos métodos moleculares quando comparados aos
métodos tradicionais; se somente a E. coli é capaz de indicar se o ambiente costeiro é
adequado para banho e recreagdo; e como realizar uma regularizacdo de novos métodos
moleculares (Oliver et al, 2014). Contudo, apesar de serem mais rapidos no diagnostico da
qualidade sanitaria, ainda ndo representam uma realidade, principalmente em paises em
desenvolvimento que ndo possuem tecnologia associada a falta de interesse da gestdo

publica.

Hodiernamente, a analise dos microrganismos indicadores baseiam-se nas observacoes
em meios de cultura, provas bioquimicas, imunologicas, moleculares, e uso de microscopia
(Gunda; Mitra, 2016). Os métodos tradicionais como o0s tubos multiplos, membrana
filtrante, substratos enzimaticos, PCR e combinacgdes desses métodos sdo os mais utilizados
para avaliar os indices de contaminacao de uma praia, sendo o Brasil o pais de clima tropical
com maior nimero de pesquisas publicadas em revistas com fator de impacto (Costa; Costa,
2020; Dufour, 2021). A pesquisa ainda relata que variaveis ambientais como temperatura,
pH, salinidade e precipitagcdo s&o comumente associadas para determinar a balneabilidade

de uma praia.

A técnica dos tubos multiplos foi empregada por Duham em 1898, no qual consistia no
emprego de pequenos tubos de vidros invertidos colocados dentro de tubos maiores
contendo meio de cultura liquido para verificacdo de formacéo de gas (Dufour, 2021). Mais
tarde em 1915, MaCrady formulou uma tabela para a contagem da densidade de bactérias

de origem fecal no sistema de NUumero Mais Provavel (NMP) (Dufour, 2021).

Os meios de cultura comumente utilizados para determinacdo de coliformes totais e
termotolerantes sdo Caldo Lauril Sulfato de Sodio, Caldo E.C. e Caldo Verde Brilhante
sequenciados em tubos inoculados com 1,0 mL da amostra analisada (Silva; Cavalli;
Oliveira, 2006). Essa mesma técnica pode ser utilizada para analise de agua potavel, de

ambiente e alimentos.
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O método da membrana filtrante foi descoberto em 1950 e popularizado para analise
de coliformes em &gua de praia somente em 1980, em substituicdo a técnica de tubos
maultiplos (Dufour, 2021). O método consiste no uso de filtros com poros de abertura com
0,22 ou 0,45 pum no qual s&o depositados volumes entre 100 e 1000 mL da amostra diluida,
a funcdo da membrana é reter os microrganismos existentes na amostra (Gandra et al.,
2017).

O processo da filtragem é realizado com auxilio de bomba a vacuo, frascos de Kitasato
e funil de Buchsen e, ap6s o0 processo, as membranas seguirem para placas contendo agar
de crescimento bacteriano, incubadas em temperatura ideal para crescimento bacteriano ou
fangico e contagem das Unidades Formadoras de Colénias - UFC (Gandra et al., 2017;
Lescreck et al., 2016). Entretanto, apesar do método da Membrana Filtrante ser o mais
usual, Kemper et al. (2023), reiteram que ndo ha uma conformidade nos métodos para

monitoramento da balneabilidade relacionados a E. coli em nivel internacional.

Desenvolvido nos anos 1970, os substratos cromogénicos enzimaticos sdo métodos
comerciais esteado nas reagdes de atividades enzimaticas (p-galactosidase e f3-
glucuronidase) capazes de detectar a presenca ou auséncia de coliformes e E. coli entre 18-
24 horas (Maheux et al., 2015). Para enterococos, 0 método fundamenta-se no metabolismo
de 4-metil-umbeliferil-p-glicosideo pela enterocococus Pglucosidase em fluorescente 4-
metil-umbeliferil, também capaz de detectar a presencga ou auséncia em 24 horas (Peperzak;
Van Bleijswijk, 2021). Esse método inovou o sistema baseado em NUmero Mais Provavel
por apresentar cartelas Quanti-Tray/2000 contendo variados pogos que mudam de
coloragdo e apresentam fluorescéncia quando exposto a luz UV (Dufour, 2021; Peperzak;
Van Bleijswijk, 2021).

Em comparacdo ao método da membrana filtrante, Ramoutar (2020) verificou em aguas
marinhas tropicais localizadas em Trinidad e Tobago diferenca insignificativa nos
resultados entre o uso de substratos para deteccéo de coliformes totais, E. coli (Colilert®) e
enterococos (Enterolert®). Em investigacdo de aguas balneares e potavel no Sul da Suécia,
Eckner (1998), concluiram que 0s meios enzimaticos para deteccdo de coliformes, E. coli
e Enterococcus spp. possuiram qualidade igual ou superior aos métodos convencionais de
monitoramento que utilizam tubos maltiplos e membrana filtrante. Os substratos possuem
a vantagem de serem mais ageis, dispensarem testes confirmativos quando a leitura da

amostra for positiva, o que os torna cada vez mais atrativos (Zhang et al., 2015; Ramoutar,
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2020) e como desvantagem, o alto custo no mercado.
O método molecular

O método molecular e variacdes desse método para avaliar a balneabilidade de praias,
foram apresentados em 2005 e apontados como uma forma mais célere e atual,
desenvolvidos e em desenvolvimento, para a determinacdo de microrganismos, com
resultados obtidos em cerca de 3 horas (Dufour, 2021). O método molecular surgiu como
alternativa aos métodos tradicionais e aos substratos cromogénicos enzimaticos, uma vez
que despendem de mais tempo e ndo ha substratos especificos para todos 0s géneros de

bactérias encontradas em ambiente costeiro contaminados.

A Reacgdo Cadeia Polimerase (PCR) comecou a ser desenvolvida no inicio dos anos
1980, considerada de facil manuseio, configuracdo e reduzido custo (Green; Sambrook,
2019). O método possui versatil uso como clonagem de genes, alelotipagem,
sequenciamento genético, mutagénese in vitro, identificacdo mutagénica, dentre outras

fungdes em continuo desenvolvimento (Green; Sambrook, 2019).

Na literatura cientifica s@o encontrados diversos estudos que relatam o uso de analises
moleculares para identificacdo e origem de microrganismos presentes na agua do mar,
sedimentos e organismos aquaticos encontrados no ecossistema da praia, dentre eles E. coli,
virus entéricos e Vibrio spp. (Oliva et al., 2016; Hughes et al., 2017; Xu et. al., 2017).

Utilizando PCR para identificar e rastrear genes de bactérias indicadoras de
contaminac&o fecal em uma praia localizada em Portugal, Valério et al. (2022), detectaram
genes de E. coli e enterococos na areia proveniente de aves, ruminates e, com constancia,
de cdes. Em pesquisa com as mesmas bactérias em uma praia nos EUA, Russell et al.
(2013), identificaram marcadores genéticos provenientes de seres humanos e aves na areia,
agua intersticial e agua do mar, prevalescendo enterococos na areia e E. coli na agua
intersticial quando comparados a agua do mar. Também € possivel detectar as principais
espécies patogénicas do género Vibrio simultaneamente e de maneira mais rapida por PCR

em organismos aquaticos (Xu et. al., 2017).

Com o uso de marcadores genéticos para rastreamento de contaminantes € possivel
propor medidas de gestdo que visem minimizar a exposi¢do aos riscos de contaminagdo aos
usuarios das praias (Toubiana et al., 2021), visto que é possivel tomar conhecimento de

qual micro-habitat surge e qual a fonte contaminadora.



19

Na literatura ainda € possivel encontrar pesquisas que utilizam métodos e modelos
matematicos baseados em previsdes para determinar a balneabilidade de praias (Bonamano
et al., 2015; Choi; Lee, 2020; Panda, 2020). Ademais, kits mobiles para detec¢cdo de
contaminacgdo fecal acoplados a smartphones ja estdo presentes no mercado, que podem
apresentar resultados de contaminacdo entre 35 segundos e 30 minutos, dependendo da
concentracdo de bactérias no ambiente (Gunda et al., 2014; Gunda; Mitra, 2016), contudo
os trabalhos contemporéaneos até 0 momento concentram-se principalmente em estudos

qualitativos e quantitativos de E. coli.

Coliformes totais e Escherichia coli

Os coliformes totais sdo constiuidos por bacilos gram-negativos, anaerdbios
facultativos ou aerdbios, ndo esporulados, oxidase negativos e fermentadores de lactose
(Borbolla-Vazquez et al., 2020). O grupo coliforme pode ser sub-classificado em
coliformes totais e coliformes termotolerantes (antigos coliformes fecais), estes Gltimos
apresentam menor namero de espécies em relacdo aos coliformes totais (Mishra et al.,
2018).

Podem ser encontrados naturalmente no ambiente sem necessariamente representar
perigo a salde, contudo sua presenca requer analise das instalacfes hidrosanitarias para
descobrir a origem e rota dessas bactérias (Akyala; Olufemi; Adebola, 2014). Constatada a
ineficiéncia dos coliformes totais em assegurar contaminagdo de origem fecal, foram
sugeridas E. coli e Enterococcus spp. como bactérias indicadores de contaminagdo em agua

potéavel e de recreagdo, sucessivamente (Solaiman et al., 2020).

Todavia ocorrem mudancas em cada pais nas defini¢fes estabelecidas em legislacGes
nacionais. No Brasil recomenda-se 0 uso de E. coli ou Enterococcus spp. para avaliar a
qualidade da agua superficial de praias. Para o estabelecimento de indices de contaminagéo
na areia de praias, somente Portugal e a cidade do Rio de Janeiro, Brasil disponibilizam
normas que estipulam o quantitativo méximo de bactérias de origem fecal (Krepsky et al.,
2020).

A bactéria Escherichia coli é a principal representante dos coliformes termotolerantes
e, normalmente tem sido utilizada nas analises de contaminacdo direta de origem fecal. Sua
presenca no sistema digestdrio de animais, incluindo o homem, aliado a sua capacidade de
oxidar a lactose a temperaturas de 44,5°C em curto periodo de 24 horas, facilita o seu uso
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como uma importante ferramenta para a avaliacdo da qualidade ambiental (Amaral et al.,
2003; Miquelante; Kolm, 2011).

E possivel classificar E. coli em cinco grupos quanto & sua viruléncia:
enteroinvasiva (ECEI), enteropatogénica (ECEP), enterohemorrdgica (ECEH),
enterotoxigénica (ECET) e enteroagregativa (ECEA) que podem causar doencas intestinais
e extra-intestinais como infec¢des urinarias (Meng et al., 2012; Vila et al., 2016). Por outro
lado, tem sido notoria as alteragdes mutagénicas que a E. coli estd sofrendo em decorréncia
do uso de medicamentos microbianos, administrados tanto em humanos quanto nos animais
(Gomes et al., 2016; Vila et al, 2016; Poirel et al, 2018).

Além disso, os estudos conduzidos sobre as bactérias enteropatogénicas tém
mostrado expressiva aderéncia quanto ao contexto sanitario de &guas salinas, além de
auxiliarem na complementacdo das analises de coliformes presentes no ambiente e nos
estudos de qualidade ambiental (Hagler et al., 1986; Silva et al, 2008; Phillips et al., 2011).
Neste sentido, ha grande preocupacao com as doencas diarreicas nos paises desprovidos de
sistemas de tratamento sanitérios eficientes (Teklehaimanot et al., 2015), porque despejam
altas cargas microbianas enteropatogénicas em corpos d’adgua de usos multiplos (uso
recreacional, consumo e fins agricolas) e resultam em sérios riscos de saude publica e
coletiva, como os casos de promocdo de Obito em criangas e mulheres gestantes (Soltan,
2001; Jafari et al., 2009; Gomes et al., 2016).

Ha um grande consenso em varios meios, principalmente dentro da administracéo
publica, de que o mar atua como dispersante de coliformes termotolerantes, podendo ter
sua densidade diminuida ao longo da costa. Embora esse tipo de argumento seja usado em
varias instancias de competéncias que sdo negligentes quanto a este problema flagrante,
certamente ndo condiz com este pensamento ultrapassado; pois se 0s niveis de
contaminacgdo estiverem demasiadamente elevados é Obvio que esse efeito poderd ser

totalmente o contrario.

E preciso entender que a dispersdo dos microrganismos pode ter amplo alcance
considerando apenas processos oceanograficos naturais como as acdes de correntes, ventos
e ondas, bem como organismos que usam estes ambientes a exemplo das aves migratérias
(Palmgren et al, 1997; Kinzelman et al., 2004; Silva et al., 2009; Alm et al., 2018). Outro

aspecto agravante condiz nas mudancas climaticas que podem alterar os niveis de
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contaminacgdo em funcédo do regime pluviométrico de algumas regides e consequentemente
na distribuicdo de aves migratdrias (Steele et al., 2018), ou até mesmo na presenca de
macroalgas com carga microbiana provenientes de localidades contaminadas (Abreu et al.,
2016; Nafsin et al., 2022).

Enterococcus spp

Os Enterococcus spp. sdo bactérias Gram-positivas resistentes, comensais,
gastrointestinais e que podem ser encontrados em diversos de ambientes (Selleck; Van
Tyne; Gilmore, 2019). Séo eliminados pelas fezes e transmitidas por vérias formas,
compreendendo agua, alimentos e racGes contaminados (Byappanahalli et al., 2012; Ramos
et al., 2020; Cattoir, 2022). Dentre os ambientes no qual podem ser encontrados
enterococos, sdo mencionados na literatura cientifica hospitais, praias, solo, &gua potavel,
agua para agricultura e rios (Halliday; Ralston; Gast, 2015; Ben Said et al., 2016; Chacon
et al., 2018). Tais pesquisas concentram-se principalmente em enterococos provenientes e

disseminados de ambientes hospitalares.

Os animais aquaticos, aves, mamiferos, humanos, insetos, agua e solo atuam como
hospedeiros que contribuem para que essas bactérias adquiram genes de resisténcia a
antibioticos capazes de causar infec¢cdo em humanos (Graham; Stack; Rea, 2020; Lebreton
et al., 2017; Cattoir, 2022). Em associa¢do as caracteristicas do clima tropical, essas
bactérias podem se proliferar muito além da fonte poluidora e se “naturalizarem” em
ambiente ao qual ndo pertencem, tornando as estirpes virulentas de enterococos em um

problema clinico de primeira urgéncia (Devane et al., 2020; Ramos et al., 2020).

Grande parte das bactérias pertencentes ao género Enterococcus nao séo capazes de
causar patologia. Contudo, em estudo realizado por Lebreton et al.,, (2017), foram
identificados 25 espécies pertencentes ao género Enterococcus incluindo as espécies que
podem portar genes patogénicos, E. faecalis (V583 e MN1) e E. faecium (MB5571 e
M7M2). Essas duas espécies sdo causadoras de enfermidades infecciosas enterococicas,
principalmente E. faecalis, altamente resistentes a vancomicina (Gao; Howden; Stinear,
2018).

No Brasil, o Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) menciona a
utilizacdo de Enterococcus spp. ou E. coli para indicar as condi¢des de balneabilidade das

praias (Brasil, 2001). Sendo o érgéo fiscalizador responsavel em optar pelo uso de uma ou
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ambas as duas bactérias indicadoras de contaminacdo recomendadas. No entanto, devido as
caracteristicas versateis de adaptacdo e sobrevivéncia ambiental, os Enterococos talvez
sejam 0s microrganismos mais pertinentes, quando comparados a E. coli, para avaliar o

risco a saude publica em praias localizadas em clima tropical e subtropical.

Dentro do contexto cientifico internacional, ambas as bactérias tém sido utilizadas
em conjunto nos estudos de qualidade ambiental na &agua superficial, intersticial,
sedimentos, vegetagdo, aves, animais aquaticos e residuos, dentre outros constituintes do
ecossistema praial (Rodrigues et al., 2016; Cloutier; Mclellan, 2017; Zampieri et al., 2017,
Suzuki et al., 2021; Smith et al., 2022). Entretanto ha notorio destaque ao género

Enterococos devido ao seu potencial de resiliéncia, como ja mencionado.
Vibrio spp.

Compreendendo atualmente mais de 190 espécies descritas, os vibrios sdo bactérias
gram negativas, com formato de bastonetes, anaerobias facultativas e de ocorréncia natural
em ambientes salinos e estuarinos (Jiang et al., 2022). Constituem um género com alta
capacidade adaptativa, com poucas espécies patogénicas, no entanto as patogénicas sao

responsaveis por doencas em humanos e animais (Canellas et al., 2022).

Atualmente, sabe-se que cerca de 12 espécies do género sdo capazes de provocar
infeccGes em humanos por veiculacdo hidrica ou pela ingestdo de organismos aquaticos
crus ou cozidos de forma inadequada. Dentre eles V. cholerae, V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus e V. vulnificus (Baker-Austin et al., 2018). Agente causadora da coléra, V.
cholerae provoca diarreia aguda com alta letalidade, transmissibilidade hidrica ou no
contato com pessoas infectadas (sintomaticas ou assintomaticas), presente principalmente

em paises em desenvolvimento (Broeck; Horvath; De Wolf, 2007).

Encontradas associadas principalmente a frutos do mar, V. parahaemolyticus é
responsavel por diarreias no qual a transmissibilidade aos humanos é de origem alimentar
dado pelo consumo de mariscos, camardes e peixes contaminados, além de causarem danos
econdmicos uma vez constatada sua presenca nesses alimentos (Wang et al., 2015; Li et
al., 2019).

Devido ao potencial de patogenicidade a humanos e organismos aquaticos, V.
alginolyticus vem adquirindo cada vez mais relevancia, pois essa bactéria pode conter genes

de viruléncia provenientes de V. cholerae e V. parahaemolyticus que desencadeia sério
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quadro de infeccdo (Hernandez-Robles et al., 2016; Kang et al., 2016).

A bactéria V. vulnificus é considerada uma das principais bactérias de origem alimentar,
ficando a frente de microrganismos mais conhecidos como a Salmonella, E. coli,
Clostridium botulinum (Oliver, 2015). E encontrada principalmente em ostras, que devido
a sua capacidade de filtrar poluentes contidos na agua contaminada, bioacumulam essas
bactérias servindo como um hospedeiro do patdgeno que, ao serem ingeridas cruas ou mal

preparadas, desencadeiam infec¢des no novo hospedeiro (Oliver, 2015).

Em estudo em uma praia na China, foi constatado que os enterococos podem nao indicar
com exatidado o risco a exposicdo de banhistas, sendo recomendado o uso de outras bactérias
como Vibrio parahaemolyticus para monitoramento rotineiro de praias (Ming et al., 2020).
O contato com a agua contaminada em uma praia na Italia, levou um banhista idoso a
adquirir celulite infeciosa cutanea, que possui V. parahaemolyticus como agente causal
(Guillod; Ghitti; Mainetti, 2019). Ademais, também foram encontradas Enterococcus spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mitis e Morganella morganii na mesma infeccéo,

destacando uma possivel relacdo de mutualismos desses microrganismos.

Em investigacOes realizadas em dez praias recreativas na Alemanha, durante dois anos,
foram constadas que a densidade de V. cholerae, V. alginolyticus V. vulnificus e V.
parahaemolyticus nos sedimentos foram trés vezes superior a agua do mar, ressaltando o
importante papel ecoldgico dos sedimentos como fonte de indculo para o género (Boer et
al., 2013). No Brasil, foram identificadas vinte espécies de vibrios em agua de praias
fortemente impactadas com despejo sanitario, do qual dezoito possuiam potencial
patogénico com maior ocorréncia para V. harveyi, V. parahaemolyticus e V. mediterranei
(Canellas et al., 2021).

Na China foram relatadas ocorréncia de 60 cepas de vibrios nas dguas de oito praias,
dentre elas: V. harveyi (18), V. campbellii (14), V. owenii (5), V. coralliilyticus (3), V.
sinaloensis (3), V. mediterranei (3), V. ponticus (2), V. orientalis (2), V. alginolyticus (2),
V. aestivus (2), V. tubiashii (2), V. alfarensis (1), V. parahaemolyticus (1), V. hangzhouensis
(1) e V. rotiferianus (1) (Huang et al., 2022). No mesmo experimento foram inoculadas
espécies virulentas de V. harveyi (JSW-YELLOW) e V. alginolyticus (MEDF7) em

alevinos de Danio rerio, houve mortalidade de todos os peixes decorridos 24h de aplicacao.
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As espécies de Vibrio em ambiente salino, incluindo as patogénicas, podem ter sua
dispersdo promovidas a longas distancias, aderidas a microplasticos (De Tender et al.,
2015; Kirstein et al., 2016). Foram identificados patétipos de E. coli (44) e cepas do género
vibrio (59), das quais foram confirmadas por PCR V. cholerae (12), V. vulnificus (5) e V.
mimicus (1) colonizando micro-residuos de plastico em uma praia brasileira (Silva et al.,
2019). Esses dados sugerem que as bactérias pesquisadas sdo capazes de criar biofilmes e

serem transportadas para micro-habitats das praias onde ndo ha contaminacao.

Outra fonte de contaminag&o por E. coli, Enterococcus spp. e Vibrio ssp., que podem
chegar aos micro-habitats da praia sdo os navios. Em estudo com oito navios em Singapura,
foi contada a presenca dessas trés bactérias em agua de lastro provenientes de outros paises,
com abundancia de V. cholerae, V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. campbellii, V.
alginolyticus, aprensentando grau de resisténcia antimicrobiana (Ng et al., 2018). Vale
ressaltar que a legislacdo brasileira ndo faz recomendacéo de uso e nem de pesquisas para
quantificar e qualificar as espécies do género Vibrio em aguas de praia e sedimentos, apenas
de E. coli ou Enterococcus ssp., embora a literatura internacional afirme que apenas esses
dois microrganismos talvez ndo sejam capazes de indicar com clareza o real grau de

contaminagéo.

Nesse contexto, as analises que visem a detec¢do de patdgenos nos sedimentos e na
agua intersticial se fazem tdo necessarias quanto na agua superficial do mar, de forma a

estabelecer e validar novas politicas para qualificar a balneabilidade de praias.
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RESUMO

O objetivo da pesquisa foi verificar se os niveis de contaminacdo na agua intersticial e no
sedimento da praia estdo na mesma magnitude da d&gua do mar e/ou nos niveis previstos pela
legislacdo. As coletas foram realizadas na praia do Olho D”Agua, localizada em S&o Luis/MA,
com trés coletas em periodo seco e trés em periodo chuvoso. Para as analises quali-quantitativas
de coliformes totais, Escherichia coli e Enterococcus spp. utilizou-se 0 método de substrato
enzimatico cromogénico. Os dados foram submetidos & andlise de varidncia multivariada
permutacional em uma matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis. A quantidade de coliformes
totais, E.coli e Enterococcus spp. ndo foram diferentes entre os micro-habitats estudados.
Contudo houve diferenca significativa nas densidades de microrganismos entre 0s micro-
habitats no periodo chuvoso. Constatamos niveis de contaminagdo acima dos limites
estabelecidos na legislacdo brasileira nos micro-habitats em periodo chuvoso. Nossos
resultados apontam que é necessario considerar diferentes micro-habitats para 0 monitoramento

da qualidade ambiental em praias.

Palavras-chave: Coliformes, Escherichia coli, Enterococcus, Salude Unica, Saneamento.
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POTENTIAL MICROHABITATS FOR CONTAMINATION BY FECAL BACTERIA
ON AN AMAZONIAN MACROTIDAL BEACH

ABSTRACT

Therefore, the goal of the research was to verify whether the levels of contamination in the
interstitial water and sediment of the beach are of the same magnitude as the seawater and/or at
the levels provided for by the legislation. The samples were obtained from Olho D'Agua beach,
located in Sdo Luis/MA, with three samples collected during the dry season and three during
the rainy season. The qualitative and quantitative analysis of total coliform, Escherichia coli
and Enterococcus spp. used the chromogenic enzyme substrate method. The data was submitted
to permutational multivariate analysis of variance in a Bray-Curtis dissimilarity matrix. Total
coliforms, E.coli and Enterococcus spp. did not differ between the microhabitats studied.
However, there was a significant difference in the densities of microorganisms between the
microhabitats during the rainy season. Levels of contamination by microorganisms above the
limits established by brazilian legislation were found in the microhabitats. These results indicate
that it is necessary to consider different microhabitats when monitoring the environmental

quality of beaches.

KEYWORDS: Coliforms, Escherichia coli, Enterococcus, Single health, Sanitation.

1 INTRODUCAO

A llha do Maranh&o apresenta potencial para o turismo e lazer, devido aos fatores
culturais e naturais. Apesar de sua faixa litoranea cénica, composta por varias praias, esse
ecossistema tem sido impactado negativamente por diversas a¢fes antropicas, principalmente
pela reducéo de ambientes naturais devido ao uso e ocupacao do solo, a diminuicdo da qualidade
ambiental pela poluicdo e contaminacédo, além de outros problemas associados aos processos
de desenvolvimento das cidades conduzidos pelo crescimento populacional (Aretano et al.,
2017; Alves et al., 2020; Reis; Santos, 2020). A vigilancia da qualidade de corpos hidricos é
uma maneira de preservar esse tipo de ambiente, pois podem auxiliar na mitigagao da polui¢ao
e evitar maiores problemas ambientais, sociais e econdmicos decorrentes de contaminacdes
(Baucke, Zambado; Serbent, 2016; Silva et al., 2019).
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A tematica sobre balneabilidade em praias evidencia a alta relevancia social, ambiental
e econdmica, tendo em vista que a degradacdo do ambiente reflete sobre questdes de salde
publica e coletiva (Andrade et al., 2012) que podem sobrecarregar o Sistema Unico de Satde
(SUS) por doencas relacionadas a poluicdo hidrica. A balneabilidade de uma praia refere-se a
qualidade daquele local proporcionar atividades de turismo e lazer. Normalmente é analisada
de forma quali-quantitativa em monitoramentos por meio da contagem da densidade de
microrganismos do grupo coliformes (Brasil, 2000). Entretanto, poucas pesquisas cientificas
tém-se voltado para esta tematica no Brasil, embora sejam comumente direcionadas a estudos
de microrganismos presentes na agua e na areia de praias, bem como os impactos das atividades
antropicas sobre esses ecossistemas e a saude humana (Berg; Guercio; Ulbricht, 2013; Campos;
Cunha, 2015; Andrades et al., 2020).

Os estudos que envolvem a contaminacdo de agua superficial e da areia em praias
localizadas na Ilha do Maranhdo demonstram preocupacgdo sanitaria em funcdo da nédo
conformidade dos resultados com os valores aceitiveis contidos nas normas brasileiras de
balneabilidade (Ferreira et al., 2021; Rosa et al., 2021). Provavelmente, a deficiéncia nos
servicos de saneamento basico, coloca Sdo Luis entre as 20 piores cidades com indice de
saneamento basico do Brasil (Brasil, 2022). A Resolu¢do do Conselho Nacional do Meio
Ambiente - CONAMA n° 274/2000 estabelece critérios para avaliar a balneabilidade das praias
como locais proprios e impréprios para banho ou recreagdo, esses critérios consideram o
numero de bactérias termotolerantes, tais como Escherichia coli ou Enterococcus spp. a cada
100 mL de &gua analisada (Brasil, 2000).

Contudo, a mesma resolugdo se abstém da analise da &gua intersticial e do sedimento
das praias, pois esta limitada apenas a avalia¢cGes de microrganismos de origem fecal presentes
exclusivamente na agua superficial das praias, desconsiderando outras areas em que 0S
frequentadores comumente utilizam. Dessa forma, € importante ressaltar que muitos dos
frequentadores ndo fazem uso do banho de mar como forma de evitar a sua contaminacéo,
porém desconhecem que o sedimento e a &gua intersticial podem estar contaminados e
desencadear doengas, destacando a importancia da insercdo de novos micro-habtats a serem

analisados para definir a balneabilidade de uma praia.
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Portanto, os potenciais riscos a salde dos frequentadores sdo ofuscados pelas
informac@es divulgadas principalmente para o banho, ja que o0 comprometimento ambiental e
sanitario das praias é generalizado e a imprescindibilidade para o estudo de outros parametros
de qualidade ambiental é evidente. A pesquisa avaliou trés micro-habitats comumente utilizados
por frequentadores para aferir a qualidade sanitaria, considerando os niveis de contaminagao
por microrganismos potencialmente patogénicos em praias de macromaré. Além disso,
objetivou-se verificar se 0s niveis de contaminacao na agua intersticial e no sedimento da praia

estdo na mesma magnitude da dgua do mar e/ou nos niveis previstos pela legislacéo.

2 METODOLOGIA

2.1 Area de estudo

O litoral maranhense possui grande extensdo, com diversas fei¢des geoldgicas no qual
é possivel notar a predominancia de estuarios e manguezais como 0s ambientes costeiros (Lessa
et al., 1999; Azevedo et al., 2008). A abrangéncia do Delta do Parnaiba, Lencdis, Golfdo e
Reentrancias maranhenses permite compreender os dominios fisiograficos de cada
compartimento do litoral maranhense, que possui como importante descritor a presenca de
macromarés (Souza Filho, 2005; Azevedo et al., 2008).

A 4rea de estudo da pesquisa foi executada na praia do Olho d’Agua, situada a cerca de
10 km do centro de Séo Luis, localizada ao norte da regido metropolitana da Ilha do Maranhéo
(Figura 1). Possui larga faixa de areia com textura fina e branca, com formacéo de dunas que
podem chegar a 10 m de altura nos primeiros seis meses do ano. Considerada uma praia urbana,
com forte desenvolvimento imobiliario e pressdo demogréfica, a praia do Olho d’Agua foi
escolhida devido ao grande volume de usuéarios e pelo histérico dos niveis de contaminacéo

acima dos padrdes de balneabilidade estabelecidos pela legislacéo (Brasil, 2000).
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Figura 1. Localizagdo da praia do Olho D’agua, Ilha do Maranhdo.
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As amostragens foram realizadas na praia com a maré vazante proxima ao horario de
baixamar durante seis meses, consistindo trés coletas no periodo de chuva e trés coletas no
periodo de seca. Considerando o ambiente de praia, realizamos as amostragens de trés micro-
habitats: Agua Superficial do Mar (AS), Agua Intersticial (Al) e Sedimento (S). Desta forma,
as amostragens dos micro-habitats referentes a AS, Al e S foram realizadas na foz do Rio
Pimenta.

As amostras de AS foram coletadas na profundidade de um metro, sendo colhidas em
frascos de vidro esterilizados, no volume de 100 mL de agua. Para as amostras dos micro-
habitats S e Al foram delimitadas uma area de 1m? para obtencdo de cinco sub-réplicas (4
pontos nas laterais e 1 ponto central), homogeneizadas e retirada uma amostra composta
(Cetesh, 2011). Para a amostragem no micro-habitat S foi considerada a profundidade de 5 cm
para retirada de 20 g por subponto, totalizando 100 g de amostra composta. Enquanto, para

amostragem do micro-habitat Al utilizou-se 0 mesmo método de coleta de S, com uma
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profundidade de cerca de 15 cm com uso de seringas estéreis para suc¢do de 20 mL por
subponto da agua intersticial e posterior homogeneizacao, totalizando 100 mL de amostra.

Durante as coletas, as amostras foram mantidas refrigeradas em caixa isotérmica com
gelo reciclavel. Ao término da coleta, todas as amostras foram imediatamente transportadas ao
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos e Agua, localizado no Centro de Ciéncias Agrarias
na Universidade Estadual do Maranh&o para processamento e analises. Todos os procedimentos
de amostragem em campo seguiram as recomendacdes do Guia Nacional de Coleta e
Preservacdo de Amostras (Cetesb, 2011).

Em ambiente laboratorial, as amostras de AS e Al tiveram uma aliquota de 10 mL
retirada para ser inserida em frascos esterilizados contendo 90 mL de agua destilada esteril,
com fator de diluicdo de 10 vezes. Uma unidade dos substratos enzimaticos cromogénicos
Enterolert® e Colilert® foram adicionadas as amostras diluidas e o frasco foi agitado até a
homogeneizacdo completa, conforme recomendagéo do fabricante.

Para analise do micro-habitat S foram pesados 25 + 0,2 g da amostra Umida e adicionada
a 225 mL de agua destilada estéril (Silva et al., 2021). Em seguida, a amostra foi
homogeneizada e deixada em repouso por 15 minutos, decorrido o tempo de decanta¢do foram
retiradas duas aliquotas de 100 mL do sobrenadante para uma nova homogeneiza¢do com os
substratos inseridos.

Por fim, as amostras foram inseridas nas cartelas do sistema Quanti-Tray/2000 (IDEXX,
Inc.) e lacradas em seladora (IDEXX, Inc.). As cartelas lacradas foram incubadas em estufa
bacteriologica em temperatura de 35°C (DP +0,5°C) para a andlise de coliformes totais e
Escherichia coli, enquanto para as analises de Enterococcus spp. as cartelas foram incubadas a
temperatura 37°C (DP+0,5°C), ambas as cartelas permaneceram durante 24 horas na estufa
bacterioldgica.

Para a quantificacdo das bactérias foram consideradas apenas as amostras positivas, para
coliformes totais 0s pocos das cartelas apresentaram coloracdo amarela, enquanto as amostras
positivas para Escherichia coli e Enterococcus spp. apresentaram fluorescéncia quando foram
submetidas a luz ultravioleta. As quantidades de pocos positivos foram verificadas quanto ao
valor de Numero Mais Provavel (NMP)/100 mL, de acordo com tabela fornecida pelo
fabricante.

Os dados quantitativos foram investigados quanto as diferencas na ocorréncia de

Numero Mais Provavel (NMP) entre os micro-habitats e entre os periodos seco e chuvoso por
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meio de uma analise de varidncia multivariada permutacional (PERMANOVA) em uma matriz
de dissimilaridade de Bray-Curtis, com prévia transformacao logaritmica (log[x]). Foi utilizado

0 pacote estatistico R program versédo 4.3.0 para a analise dos dados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As maiores concentracfes médias de microrganismos encontradas nos micro-habitats
estudados corresponderam ao periodo chuvoso. Os coliformes totais apresentaram as maiores
densidades médias na agua superficial do mar (AS) e agua intersticial (Al), enquanto para E.
coli e Enterococcus spp. tiveram as maiores densidades na dgua da superficie do mar (AS)
(Tabela 1).

Tabela 1. Valores de densidade média de microrganismos associados aos micro-habitats durante

0 periodo chuvoso.

Micro-habitats Coliformes Totais Escherichia coli  Enterococcus spp.

/Microrganismos (NMP/100 mL)  (NMP/100 mL)  (NMP/100 mL)

AS 2.419 x 10* 5.487 x 10° 8.842 x 10°
Al 2.419 x 10* 1.411x 103 1.757 x 103
S 1.613 x 10* 2.753 x 10° 1.195 x 103

Legenda: AS (Agua Superficial do Mar); Al (Agua Intersticial); S (Sedimento); NMP (Numero

Mais Provavel).

As bactérias do grupo coliformes e grupo Enterococcus spp. sdo mais frequentes no
periodo chuvoso, principalmente nos dias apds chuvas (Arnold et al., 2017) e resultados
semelhantes foram constatados em nossos estudos. No mesmo estudo, também foi feita
associacdo positiva dos microrganismos com doencas agudas em surfistas que fizeram uso da
agua superficial do mar nas suas atividades recreativas e na préatica do surfe (Arnold et al.,
2017). A relagdo do aumento da concentragdo de microrganismo com as chuvas ocorre em

funcdo das deficiéncias em infraestruturas sanitarias provenientes do escoamento de esgoto que
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sdo drenadas ao mar junto com o volume de agua precipitada apds as chuvas intensas
juntamente com o aumento das aguas fluviais (Ackerman & Weisberg, 2003; Carney et al.,
2019).

A ocorréncia de coliformes totais, E. coli e Enterococcus spp. ndo foram diferentes entre
0s micro-habitats estudados (PERMANOVA: Pseudo-F = 0,2657; df =2, 15; p = 0,856), mas
apresentaram valores diferentes entre os periodos seco e chuvoso (PERMANOVA: Pseudo-F =
35,922; df =1, 16; p = 0,001, Figura. 2).

Figure 2: Somatério das densidades de coliformes totais, Escherichia coli e Enterococcus spp.

em diferentes periodos sazonais nos micro-habitats.

200000 —
B Seco
O Chuveso
150000 —
-
E
=
£ 100000
o
=
4
50000 —
0 |
Coliformes totais Escherichia coli Enterococcus spp.

Durante o periodo seco foram observados valores médios de <102 NMP/100 mL para
coliformes totais, E. coli e Enterococcus spp. presentes em todos os trés micro-habitats, embora
tenham sido encontrados valores individuais de 3,1 x 102 e 4,1 x 10> NMP/100 mL para
Enterococcus spp nos micro-habitats Al e S, no periodo seco. Os sedimentos localizados em
praias naturalmente contém microrganismos aldctones, mas também podem apresentar

inclusive as bactérias do grupo coliformes (Whitman et al., 2014).

As oscilacdes na densidade de microrganismos como coliformes totais, E. coli e
Enterococcus spp. podem fornecer informagdes sobre a qualidade ambiental de praias tropicais
devido a sua praticidade de manuseio para deferir tais perturbacdes sanitarias resultantes de

sazonalidades temporais e cargas poluidoras, porém as metodologias utilizadas podem
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apresentar resultados falso-positivos quando comparados a outros métodos convencionalmente

utilizado para deteccdo de microrganismos em ambientes (Ramoutar, 2020).

A densidade de Enterococcus spp. no periodo seco pode estar relacionada a maior
resisténcia que esse grupo de bactérias possui quando relacionados ao grupo coliformes em
ambiente de praia, pois resultados similares ja foram encontrados em uma praia localizada na
China (Zhang et al., 2013). A plasticidade fisioldgica de Enterococcus spp., persisténcia a
cloracdo e ressecamento, confere taxas de sobrevivéncia em ambientes aquaticos mais elevados

que a E. coli (Byappanahalli et al., 2012).

A presenca de Enterococcus spp. nos micro-habitats S e Al, mesmo em periodo seco,
também ja foi verificada em estudos realizados em uma praia de Maceio e descritos em revisdo
de literatura sobre o0 ambiente praial (Davino; Melo; Filho, 2015; Whitman et al., 2014). Ambos
ambientes que apresentaram contaminacdo por esse grupo de microrganismos podem estar
associados ao lancamento de esgoto ndo tratado e contaminacgdo advinda do lencol freatico e da

lavagem dos sedimentos pela coluna d'agua da maré.

Os rios urbanos podem ser fonte de contaminagéo para os micro-habitats das praias,
maximizando seus efeitos em periodos de elevada pluviosidade por carrear microrganismos
patogénicos (coliformes totais e E. coli), visto que esses corpos hidricos também sédo afetados

negativamente pelo desenvolvimento desestruturado das cidades (McGinnis et al., 2018).

Proximo a foz do Rio Pimenta esta situada uma estacdo elevatoria de tratamento de
efluentes que possui funcionalidade muito aquém do seu propdsito, pois é comum o
aparecimento do fenomeno da “Lingua Negra”, caracterizado por uma mancha escura
proveniente da foz do rio, drenada para o ambiente praial e que se contrasta com a tonalidade
da cor comumente encontrada na agua do mar (Gomes Filho; Régo; Maciel, 2021) que contribui
para a sustentacao dos resultados de contaminagdo encontrados em nossa pesquisa.

Na penultima amostragem foi observado, in loco, 0 aumento no volume da drenagem
do Rio Pimenta durante 0 momento que chovia na regido, bem como mudanca na coloracédo da
agua. Talvez a coloracdo apresentada tenha componentes de materiais em suspensdo, mas é
mais possivel que tenha havido transbordamento da estacdo elevatéria para o tratamento de

esgoto localizado proximo da foz.

Quando comparados os micro-habitats Sedimento vs Agua Intersticial, observou-se

predominio de E. coli no sedimento, enquanto coliformes totais e Enterococcus spp. tiveram
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maior frequéncia em Al. Isso pode ocorrer porque E. coli e Enterococcus spp. utilizam o
sedimento como substrato natural, o que pode contribuir para a contaminacéo de outros micro-
habitats adjacentes como a dgua intersticial e a agua superficial (Byappanahalli; Roll; Fujoka,
2012). Considerando que duas coletas realizadas no periodo chuvoso foram efetuadas ap6s um
dia chuvoso, a pluviosidade pode ter ocasionado disseminacdo desses microrganismos de um
micro-habitat para o outro por meio da percolacdo da agua. O nimero de coliformes presentes
em sedimentos de praia pode ser elevado rapidamente em decorréncia de intensas chuvas e 0s
gréos de areia mais finos tendem a reter uma densidade maior de E. coli (Tamai et al., 2023;
Vogel et al., 2017).

Ao serem comparados 0s micro-habitats Sedimento vs Agua Superficial, foram
encontrados resultados que demonstraram a contaminagdo mais elevada em AS por todos os
microrganismos pesquisados, principalmente por coliformes totais. O sedimento pode
apresentar niveis superiores de contaminacdo por bactérias de origem fecal quando
correlacionado a agua superficial, sobretudo por coliformes totais, tendo em vista que esse
grupo de microrganismos foram identificados até as camadas de 15 cm de profundidade ao
passo que E. coli foi encontrada somente em camadas superiores em estudo realizado em area
costeira do Golfo Pérsico (Karbasdehi et al., 2017).

Densidades elevadas de coliformes podem ser encontradas na areia em contraste com
agua do mar em periodo de baixa mar, contudo niveis elevados de enterococos na agua do mar
também podem ser encontrados durante o periodo de preamar, estando 0s niveis de
contaminacdo por esse género de bactérias correlacionado com o ciclo de maré, ocorrendo
condi¢cdes mais favoraveis de umidade ao desenvolvimento microbiano dentro desta zona
(Bonilla et al., 2007; Shibata et al., 2004).

A correlacdo inversa encontrada na nossa pesquisa pode ser justificada pelo periodo
chuvoso, no qual pode ter ocorrido lixiviagdo da microbiota presente nas camadas superficiais
dos sedimentos e transportados até a agua superficial do mar. H4 um consenso na literatura
cientifica no qual o sedimento é apontado como um reservatério de patdgenos ativos de origem
fecal e que podem ser carreados para outros micro-habitats da praia (Hartz et al., 2008). Apesar
de serem encontrados em niveis de densidade mais elevados na agua superficial do mar, a E.
coli e o Enterococcus spp. apresentam taxa de sobrevivéncia superior nos sedimentos quando

comparados a agua do mar (Feng et al., 2013).
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Quanto a comparaco entre os micro-habitats Agua Superficial vs Agua Intersticial, a
mesma magnitude na densidade de coliformes totais foi observada. A densidade de E. coli e
Enterococcus spp. encontradas em AS foram 3.900 e 5.000 vezes maior do que o encontrado
em Al, respectivamente. Os resultados deste trabalho evidenciam que esses microrganismos
presentes em Al apresentaram densidades que podem ter sido carreados para agua superficial

do mar.

A difusdo de Al para a AS é um dos principais meios de translocacdo de Enterococcus
spp para outros micro-habitats, sendo esse género e E. coli os mais indicados para avaliar
ambientes praiais contaminados por esgotos quando comparados aos coliformes totais (Feng et
al., 2013; Ramoutar, 2020). Os efluentes ao entrarem em contato com o afluente, tem parte de
sua carga organica decantada e outra parte permanece em suspensao na coluna d’agua, a agdo
das ondas podem atuar como dispersante desses microrganismos patogénicos para outros
micro-habitats (Ishii et al., 2007).

Os aquiferos podem ser fonte de in6culo de microrganismos patogénicos proveniente
de rupturas no sistema hidraulico sanitéario e transportados para outros micro-habitats, sendo
necessario 0 monitoramento da agua retida no intersticio (Dominguez et al., 2014; Davino;
Melo; Filho, 2015). Considerando a estacdo elevatdria de tratamento localizada proxima a foz
do rio e o periodo de alta pluviosidade, infere-se que a contaminacdo pelos microrganismos
encontrados nos micro-habitats pode ter origem no aumento do nivel do rio, em contaminagéo

diretamente cruzada.

Caracteristicas como taxa de sobrevivéncia relativamente alta e carga superficial
negativa fazem com que E. coli tenha grande motilidade em camadas inferiores do solo,
percorrendo grandes distancias até alcangarem as dguas subterraneas (Foppen; Schijven, 2006).
Tais caracteristicas podem ter favorecido a contaminacgéo de Al, visto que as amostragens foram
realizadas em baixamar e a preamar pode ter contribuido para disseminagdo da contaminacédo

por essa bactéria nos demais micro-habitats pesquisados.

Para avaliar a balneabilidade de uma praia, a Resolugdo Conama 274/2000 estabelece o
quantitativo maximo de 2.000 bactérias de E. coli ou 400 bactérias de enterococos em 100 mL
de agua recreacional. Os resultados obtidos nessa pesquisa demonstram que todos 0os micro-

habitats investigados estdo contaminados durante o periodo chuvoso, embora a AS tenha
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apresentado niveis mais elevados de E. coli e Enterococcus spp..

Os micro-habitats S e Al também apresentaram elevada densidade desses
microrganismos muito além dos limites estabelecidos na Resolugdo Conama 274/2000 para AS.
A legislagéo brasileira ndo faz mencéo a tolerancia desses microrganismos em S e Al, contudo
a mesma faz recomendacgdes para que seja avaliado o micro-habitat sedimento para futuras
modificacdes na Resolucdo, sem considerar outro micro-habitat importante como o intersticio.
Por outro lado, nossos resultados apresentam resultados robustos que consideram a agua
intersticial (Al) é fonte de microrganismos contaminantes que podem ser disseminados para AS
eS.

As bactérias de origem entérica, encontradas em praias, podem causar infec¢es agudas
guando o usudrio sofre lesdes perfurocortantes, atuando como porta de entrada para esses
microrganismos patogénicos (Kueh et al., 1992). Ademais, a ingestdo involuntéria promovida
pelo contato com partes do corpo humano como boca, olhos, nariz, ouvidos e genitalias também
atuam como locais de entrada para microbios potencialmente noxios e que podem afetar varios

sistemas do corpo humano (Gargano et al., 2017).

Em 2021, S&o Luis contava com 61,7% da populacdo sem acesso ao tratamento de
esgoto, neste mesmo ano, 267 pessoas foram internadas por sofrerem de alguma doenca de
veiculacdo hidrica, com dois 6bitos (Brasil, 2022). Nossos resultados mostraram elevada
densidade dos microrganismos nos trés micro-habtats investigados que podem causar surtos

endémicos e agravar ainda mais o atual quadro de casos de internaces clinicas por infeccdes.

Apesar da Resolucdo Conama 274/2000 néo fazer referéncia aos coliformes totais, vale
ressaltar a sua importancia tendo em vista a elevada densidade encontrada em todos os micro-
habitats. A sua presenca pode indicar constancia de outros micrébios potencialmente
patogénicos pertencentes ou associados a esse grupo, representando assim, também um risco

aos usuarios que utilizam a praia nas proximidades da foz do Rio Pimenta.
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4. CONCLUSAO

Nossos resultados apresentaram diferentes graus de densidade de microrganismos

usados em estudos de monitoramento ambiental com fins de balneabilidade na area estudada;

Obtivemos niveis de contaminacgao por microrganismos acima dos limites estabelecidos

na legislacéo brasileira nos trés micro-habitats estudados durante o periodo chuvoso;

Os micro-habitats considerados neste estudo apresentaram diferenca significativa
guanto a densidade de microrganismos em periodo chuvoso utilizados para fins de avaliacdo

ambiental de praias;

Ressaltamos a necessidade de considerar diferentes micro-habitats para os
monitoramentos da qualidade ambiental em praias, pois tanto o sedimento quanto a agua
intersticial apresentaram densidades de microrganismos quando relacionados com a agua do

mar;

Os boletins de balneabilidade ou avisos de qualidade da praia devem fazer referéncia ao
uso da areia da praia, bem como da agua intersticial para os usuarios das praias a fim de prevenir
enfermidades e custos com servico médico, principalmente para usuarios imunossuprimidos
por apresentarem maior suscetibilidade a infeccdo por microrganismos patogénicos, além de

criangas, idosos e mulheres em periodo gestacional.
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RESUMO

As areas costeiras vém sofrendo cada vez mais com forte impacto ambiental causado pelo
desenvolvimento econdmico. Objetivamos investigar os fatores ambientais que influenciam a
distribuicdo de Vibrio spp. em diferentes micro-habitats de uma praia de macromarés. As
coletas foram realizadas na praia do Olho D"Agua, localizada em S&o Luis/MA, com trés
coletas em periodo de baixa pluviosidade e trés em periodo alta pluviosidade. Para as analises
qualitativas, identificacdo das espécies e genes de viruléncia utilizamos técnicas moleculares.
Os parametros abidticos pluviosidade, temperatura, salinidade e pH dos micro-habitats
sedimento, 4gua intersticial e agua superficial foram avaliados com resultados apresentados em
médias. Os dados foram submetidos a andlise de variancia multivariada permutacional em uma
matriz de dissimilaridade de Jaccard. A presenca de Vibrio spp. ndo foi diferente entre os micro-
habitats estudados e nem durante os periodos sazonais. Contudo houve maior frequéncia no
periodo de alta pluviosidade e o sedimento atuou como melhor substrato em ambos os periodos.
Constatamos a presenca de V. cholera e V. parahaemolyticus em diferentes periodos sazonais
no sedimento, contudo sem genes de viruléncia. Nossos resultados apontam que é necessario
considerar diferentes micro-habitats para 0 monitoramento da qualidade ambiental, pois a praia

apresentou-se propicia ao desenvolvimento dessas bactérias.
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ABSTRACT

Coastal areas are increasingly suffering from strong environmental impacts caused by economic
development. We aimed to investigate the environmental factors that influence the distribution
of Vibrio spp. in different microhabitats of a macrotidal beach. The collections were carried out
on Olho D"Agua beach, located in Sdo Luis/MA, with three collections during low rainfall
periods and three during high rainfall periods. For qualitative analyses, identification of species
and virulence genes, we use molecular techniques. The abiotic parameters rainfall, temperature,
salinity and pH of the sediment, interstitial water and surface water microhabitats were
evaluated with results presented as averages. Data were subjected to permutational multivariate
analysis of variance in a Jaccard dissimilarity matrix. The presence of Vibrio spp. it was not
different between the microhabitats studied or during seasonal periods. However, there was a
greater frequency in the period of high rainfall and the sediment acted as the best substrate in
both periods. We found the presence of V. cholera and V. parahaemolyticus in different
seasonal periods in the sediment, however without virulence genes. Our results indicate that it
IS necessary to consider different microhabitats for monitoring environmental quality, as the
beach is conducive to the development of these bacteria.

1 INTRODUCAO

A llha de Maranh&o é considerada um dos principais destinos turisticos da regido Nordeste
do Brasil. E contemplada por uma extensa faixa litoranea composta por praias urbanas e nao-
urbanas. No entanto, a qualidade sanitaria desse ambiente pode se tornar um potencial risco aos
banhistas e frequentadores das praias pela contaminagdo provenientes de esgoto ndo tratado,
negligenciados pela legislacdo brasileira e 6rgdos fiscalizadores.

A balneabilidade das praias brasileiras é regida pela Resolucdo do Conselho Nacional do
Meio Ambiente - CONAMA n° 274/2000 que estabelece critérios para avaliar a qualidade
sanitaria das praias como locais préprios e improprios para banho ou recreacdo, esses critérios
consideram o numero de bactérias termotolerantes, tais como Escherichia coli ou Enterococcus

spp. a cada 100 mL de agua analisada (Brasil, 2000).

A resolucgéo seguiu modelos internacionais que utilizam E. coli como principal indicadora
de contaminacdo fecal. Todavia, essa bactéria é utilizada desde o inicio do século 1900,

permanecendo um hiato internacional que ndo amplia para a avaliagdo de outras bactérias
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indicadoras da qualidade de &guas recreacionais e nem de sedimentos.

Doencas como gastroenterite, febre tiféide, colera e disenteria possuem como principal
veiculo transmissor a dgua contaminada, que exerce importante relevancia na ocorréncia de
endemias e epidemias no mundo (Aram; Saalidong; Osei Lartey. 2021). Essas patologias tém
como agente transmissores bactérias associadas a esgoto ndo tratado destinado
clandestinamente a corpos d’4gua como rios e praias, uma vez que sao encontradas em fezes de

humanos e animais.

O género Vibrio € de ocorréncia natural em ambientes estuarinos e salinos, embora grande
parte das bactérias pertencentes a este género ndo apresentam viruléncia, 12 espécies sdo
descritas como agentes de infecgdo capazes de causar patologias em seres humanos e animais

aquaticos utilizados na alimentacdo (Canellas et al., 2022; Jiang et al., 2022).

Com excecdo de Portugal e a cidade do Rio de Janeiro, Brasil, ndo ha normas internacionais
que estabelecem a qualidade sanitaria da areia (Krepsky et al., 2020). Para a agua localizada no
intersticio das praias hd uma lacuna ainda maior, com a inexisténcia de recomendac¢des para
qualquer tipo de verificagdo de microrganismos. Esses locais comumente ignorados pelos
orgdos internacionais, também sdo muito utilizados por frequentadores de praias, que sdo

prejudicados pela falta de informacéo.

Por serem bactérias adaptadas aos mais variados ambientes, principalmente marinhos
(Sampaio et al., 2022), os vibrios merecem especial atencéo dos programas de monitoramento
ambiental das praias, pois podem também adquirir resisténcia ao ambiente e a antibioticos cada
vez maior devido a sazonalidade e mudancas climaticas. Neste sentido, objetivamos investigar
os fatores ambientais que influenciam a distribuicdo de Vibrio spp. em diferentes microhabitats

de uma praia de macromarés.

2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Local de estudo

O litoral do Maranhdo se estende por uma vasta area, apresentando uma variedade de
formacdes geoldgicas onde se destaca a predominancia de manguezais e estuarios como
principais ambientes costeiros (Lessa et al., 1999; Azevedo et al., 2008). A vasta extensao que
engloba o Delta do Parnaiba, os Lencdis Maranhenses, o Golfdo e as Reentrancias Maranhenses
proporcionam uma compreensao dos diferentes campos fisiograficos de cada regido do litoral
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maranhense, destacando a presenca significativa de macromarés como um fator descritivo
importante. (Souza Filho, 2005; Azevedo et al., 2008).

A érea de estudo da investigacio foi conduzida na Praia do Olho d'Agua, localizada a
aproximadamente 10 km ao norte do centro de S&o Luis, na regido metropolitana de S&o Luis,
Maranh&o. (Figura 1). Apresenta uma extensa faixa composta de areia fina e branca, onde dunas
podem se formar alcangando até 10 metros de altura no primeiro semestre do ano. A praia do
Olho d’Agua foi escolhida devido ao grande numero de frequentadores e as descrigdes
historicas nos niveis de contaminacao que excediam os padrdes de balneabilidade estabelecidos
em legislacéo (Brasil, 2000).

Figura 1. Localizacdo da praia do Olho D’4gua, Ilha do Maranhao.
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Coleta das amostras

Ao longo de seis meses, as amostras foram coletadas na praia em maré vazante,
divididas em trés coletas realizadas em periodo de baixa pluviosidade e trés em alta
pluviosidade. As coletas foram feitas nos micro-habitats: Agua Superficial do Mar (AS), Agua
Intersticial (Al) e Sedimento (S). Todas as amostragens dos micro-habitats AS, Al e S foram
realizadas na regido proxima a foz do Rio Pimenta. Para o micro-habitat AS foram coletados



46

100 mL a uma profundidade de um metro. Para as amostras de S e Al, demarcamos 1m?no qual
retiramos 20 gramas de S a uma profundidade de 5 cm e 20 mL de Al em cerca de 15 cm de
profundidade. S e Al foram extraidos de cinco sub-pontos com auxilio de espéatulas e seringas
estéreis. Em seguida, foram homogeneizadas formando 100 gramas (S) e 100 mL (Al) de

amostras compostas. Todas as amostragens seguiram as recomendacdes da Cetesb (2011)

Parametros bacterioldgicos

Apos coletadas, as amostras foram submetidas a friccdo com auxilio de swabs
esterilizados da marca Transystem™ por cerca de trés minuto e acondicionadas em meio de
transporte Cary Blair. Para cada micro-habitat foram utilizados quatro swabs e, logo em
seguida, transportados em temperatura ambiente até o Laboratério de Enterobactérias —
LABENT/FIOCRUZ.

Em ambiente laboratorial, os swabs foram inoculados em solugéo salina alcalina a 1%,
agitado por 15 minutos com auxilio de um bastam magnético e, em seguida, foram inoculados
aliquotas da solugdo em placas de Petri contendo meio de cultura &gar tiossulfato citrato bile
sacarose (TCBS) e incubados em estufa a 35°C durante 18 horas (Vieira et al., 2011).

Para identificacdo bioquimica foi utilizado o método proposto por Noguerola e Blanch
(2008). A extracdo do DNA bacteriano e deteccdo dos genes de viruléncia foram realizados de
acordo com a metodologia descrita por Vieira et al. (2011) utilizando PCR multiplex. Foram
avaliados genes de viruléncia para Vibrio cholerae (ctx AB, rfb O1, tcp, zot, ace, rtx, tox, omp

W, hly A e omp U) e Vibrio parahaemolyticus (tdh e trh).

Parametros ambientais

Os parametros pH, temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido foram verificados in
loco, no momento da coleta, utilizando um medidor multiparametro da marca Hanna®. Para
medir os parametros, a sonda com o sensor foi introduzida nas amostras dos micro-habitats e a
leitura realizada apds estabilizagdo do aparelho.

Para a coleta dos dados de precipitacdo pluviométrica, consultamos os dados mensais
disponibilizados pelo Laboratério de Meteorologia localizado no Ndcleo Geoprocessamento
(NUGEO/UEMA).
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Andlise dos dados

Os dados qualitativos foram investigados quanto a presenca/auséncia nos periodos de baixa
e alta pluviosidade entre os micro-habitats por meio de uma analise de variancia multivariada
permutacional (PERMANOVA) em uma matriz de dissimilaridade de Jaccard. Foi utilizado o
pacote estatistico R program versdo 4.3.0 para a anélise dos dados. Para os dados abidticos de

temperatura, salinidade, pH e pluviosidade foram utilizados médias e desvio padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A ocorréncia de Vibrio spp. ndo foi diferente entre os micro-habitats estudados
(PERMANOVA: Pseudo-F = 0.7953; df =2, 9; p = 0,351) e nem entre os periodos de baixa e
alta pluviosidade (PERMANOVA: Pseudo-F = 1,7599; df =1, 10; p = 0,062).

No total, foram identificadas 30 cepas de Vibrio spp., distrubuidas em 10 espécies no
periodo de baixa pluviosidade e em 10 espécies no periodo de alta pluviosidade. Em ambos 0s

periodos foram encontradas 5 espécies recorrentes: V. harveyi, V. orientalis, V. rumoiensis, V.

fluvialis e V. cincinnatiensis (Figura 2).

Figura 2. Distribuicao de Vibrio spp. nos periodos de baixa e alta pluviosidade.
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As médias trimestrais de precipitacdo variaram de 51+46 mm, para o periodo de baixa
pluviosidade e, 551+112 mm para o periodo de alta pluviosidade. Esses dados demonstram que,
mesmo com a variagdo nos indices de pluviosidade, houve espécies que se apresentaram
adaptadas e presentes tanto no baixo quanto no alto periodo de chuvas. Este género possui
elevada versatilidade, além de serem considerados autdctones no ambiente aquatico. Todavia,
os fatores ambientais e antropogénicos podem alterar a sua dinamica populacional e a
patogenicidade (Osunla; Okoh, 2017; Montanchez; Kaberdin, 2020).

No presente estudo, caracteristicas inerentes ao género como adaptacdo ambiental, taxas
frequentes de mutacao genética e alta motilidade (Percival; Williams, 2014; Plagaro; Pearman;
Kaberdin, 2019; Montanchez; Kaberdin, 2020), certamente tornaram possivel a presenca de

cinco espécies nos dois periodos distintamente avaliados.

Condigdes ambientais favoraveis a proliferacdo de Vibrio spp. é apontada na literatura
cientifica como fatores que contribuem para a importancia de surtos sazonais, incluindo Vibrio
cholerae, principal representante do género, (Hug et al., 2005; Orrufio; Kaberdin; Arana, 2017).
As médias oberservadas nos micro-habitats durante os meses de nosso estudo confirmam que

o clima tropical é favoravel para a presenca do género (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros abioticos analisados e médias nos micro-habitats.

Parametros Micro-habitat
Sedimento  Agua Intersticial Agua Superficial
Temperatura | 30,0+0,2 29,3+0,1 28,9+0,6
Salinidade 3,1+0,6 13,9+1,1 26,0£3,5
(PSU)
pH 7,840,3 7,310,0 7,6+0,0

Algumas espécies patogénicas de vibrio, como V. parahaemolyticus, sdo encontradas com
maior frequéncia na regido costeira da América do Sul banhada pelo oceano Pacifico do que na
costa banhada pelo oceano Atlantico (Raszl et al., 2016). Esse fato pode estar associado ao
fendmeno oceanografico chamado ressurgéncia no Atlantico Sul, no qual as aguas frias

emergem a superficie, tornando as aguas superficiais mais frias (Coe et. al., 2007).

Em nossos resultados ndo foram encontradas grandes variagdes nas temperaturas dos

micro-habitats entre si e em relacdo a média anual da regido (>26°C). Essas temperaturas
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exercem forte influéncia no hotspot do género no ecossistema natural marinho. Pois, as
temperaturas acima de 15°C sdo relatadas como ideais para o desenvolvimento do género e
surgimento de surtos de doencas provocadas por espécies de Vibrio patogénicas (Taylor et al.,
2018). Algumas espécies de Vibrio spp. ndo sofrem impactos negativos com o aumento de
temperatura, a exemplo de V. cholerae (4-37°C), V. fischeri (8-34°C), V. parahaemolyticus (4-
48°C) e V. splendidus (10-22°C), ao passo que V. harvey (26-30°C) possui maior sensibilidade

a temperaturas mais elevadas (Sheikh et al., 2022).

As espécies patogénicas V. cholerae e V. parahaemolyticus aqui identificadas, confirmam
que o fator temperatura é importante para seus crescimentos, isso deixa um sinal de alerta claro
para as mudancas climaticas que podem gerar surtos destas espécies em ambiente natural
(Baker-Austin et al., 2017).

Embora as amostragens tenham sido realizadas proximo a foz do Rio Pimenta em periodos
sazonais diferentes, esse fator parece nao ter provocado alteracdo na média da salinidade da
agua do mar, sendo classificada como uma regido polihalinas (18,0 - 30,0) (Mitsch; Gosselink,
2015). Nossos resultados, assemelham-se ao encontrado por Kim e Chong (2017), no qual
afirmam que Vibrio spp. criam biofilmes em taxas de salinidade proxima e até mesmo superior

a agua do mar.

Fatores ambientais como temperatura e salinidade estdo relacionados e comumente séo
mencionados em investigacdes com Vibrio spp., como descrito por Lépez-Cervantes et al.
(2021), no qual analisaram diferentes temperaturas (28, 30 e 33 °C) e proporcdes de NaCl (20,
30 e 35 PSU), concluindo que V. parahaemolyticus tem sua expressdo génica virulenta
favorecida mais pela concentracdo de sais do que pela temperatura, embora ambas sejam
pertinentes. Cepas de V. fischer també séo persistentes as mudancas de salinidade no ambiente,

provocadas pela sazonalidade e fluxos de aguas (Soto et al., 2009).

Nossos resultados mostraram que valores de pH entre neutro e alcalino foram propicios
para o desenvolvimento de espécies de vibrios nos micro-habitats analisados. A faixa de pH
entre 7,5 e 8,3 € ideal para o crescimento de V. cholerae e V. parahaemolyticus (Whitaker et.
al., 2010; Escobar et al., 2015)

Apesar de terem seu desenvolvimento cessado em pH acido no estdmago, ainda sim podem
afetar pessoas portadoras da doenca celiaca, esofagite ou que foram submetidas a

procedimentos cirdrgicos de remocao do estdbmago, visto que nesses casos ha uma desregulacéo
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no pH (5,7 - 6,8) tornando-as susceptiveis a colonizacao de patdgenos gastrointestinais (Beasley
etal., 2015). Ressaltamos que os vibrios presentes no ambiente pesquisado podem ser ingeridos
involuntariamente ou terem acesso aos organismaos por outras portas de entradas (narinas, olhos,

ouvidos, etc.), encontrando um novo hospedeiro susceptivel.

No periodo de baixa pluviosidade, houve predominéncia de Vibrio spp. no micro-habitat
sedimento (58,3%), seguido da agua intersticial (25%) e dgua superficial (16,7%). As espécies
mais recorrentes foram V. harveyi (28,5%) e V. orientalis (28,5%). Em nossos resultados
notamos que ndo ha recorréncia de uma mesma espécie em um mesmo micro-habitat (Tabela
2).

Tabela 2. Frequéncia de Vibrio spp. em periodo de baixa pluviosidade.

Vibrio spp. Micro-habitat Total

Sedimento  Agua Intersticial ~ Agua Superficial

. harveyi 2 - -
. cholerae - -
. orientalis - -

. alginolyticus
. aestuarianus

R RN e

. mediterranei -

< < <K< <K< << <K<K L

1
. rumoiensis - 1 -
V. splendidus - 1
V. fluvialis - -
V. cincinnatiensis
Total 7 3
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Os nossos resultados apresentam maior distribuicdo e riqueza de Vibrio spp. no sedimento,
assim como encontrado por Wang et al. (2019) em pesquisa nas praias da China quando
comparado com a agua do mar. A relacdo encontrada de Vibrio spp. no sedimento foi trés vezes
superior a 4gua do mar, em estudo realizado na Italia (Vezzuli et al., 2009). Ressaltamos que
os estudos relacionando a presenca de Vibrio spp. em micro-habitats distintos de praias ainda
sdo incipientes e que necessitam ser estudados para maior compreensdo do ecossistema

marinho.
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A maior frequéncia das bactérias no sedimento pode ser explicada pelo teor de matéria
organica concentrada nesse micro-habitat, considerada como superior a agua do mar (Hedges;
Keil, 1995). Fatores hidrodinamicos como amplitudes de marés, acdo de ondas e regime de
marés também influenciam na deposi¢do de matéria organica nos sedimentos (Incera et al.,

2003), pois as bactérias utilizam o carbono presente para desenvolverem seu metabolismo.

A temperatura mais elevada do sedimento em relacdo a agua intersticial e do mar
encontrada em nosso estudo também pode ter favorecido a maior concentracdo de Vibrio spp..
O sedimento é capaz de reter e estabilizar mais calor que serve para desenvolvimento
microbiano, além de aporte nutricional quando comparados a agua superficial do mar (Malavé-
Llamas et al., 2021).

Encontramos no sedimento, uma cepa de V. cholerae (ndo O1 e ndo O139) ompW néo
toxicogénica. Nao obstante, mesmo néo portadora de genes de viruléncia, ainda sim séo capazes
de ocasionar diarreia com menor gravidade quando comparadas a colera (O1 e 0139) (Islam et
al., 2020; Bhandari et al., 2021; Brasil, 2023). Todavia, pesquisas mais recentes avaliam
possiveis mutacdes genéticas de ndo O1 e ndo 0139 (Biswas et al., 2022), uma vez que as
pressdes atropicas podem favorecer cada vez mais o surgimento de genes mutacionais, além de

se adaptarem aos micro-habitats mais favoraveis para se desenvolverem.

Hodiernamente, V. harveyi e V. alginolyticus sdo consideradas representantes em ascenséo
patogénica do género com numero de notificagbes em humanos aumentando, principalmente V.
alginolyticus. A principal forma de contagio dessas espécies é relatada pelo contato com aguas
costeiras, causando lesbes e bolhas hemorragicas na pele (Akram; Stevens; Konecny, 2015;
Slifka; Newton; Mahon, 2017).

N&o incomum, é possivel encontrar objetos perfurocortantes como conchas e fragmentos
de residuos sélidos imersos na agua do mar ou enterrados no sedimento. Esses objetos podem
servir como facilitadores para a entrada no organismo humano de Vibrio spp. patogénicos e
negligenciaveis, principalmente em criancas, que costumam utilizar mais a area de sedimento
para recreacdo. Portanto, o sedimento em periodo de baixa pluviosidade requer especial atencédo

dos frequentadores pela presenga da maior riqueza de espécies de Vibrio spp.

Dentre nossos resultados encontramos frequéncia de V. splendidus, V. mediterranei e V.
rumoiensis no micro-habitat &gua intersticial, semelhante ao encontrado por Narracci,

Acquaviva e Cavallo (2014). Infecgbes que atacam e causam patologias em organismos
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aquaticos em camardes, ostras e berbigbes, também podem ser transmitidas por V. harveyi, V.
splendidus, V. fluvialis, V. alginolyticus e V. aestuarianus (Abraham; Palaniappan, 2004;
Parizadeh et al., 2018; Xu et al., 2018; Garcia et al., 2021), encontrados em nosso estudo em

diferentes micro-habitats.

Apesar de ainda nédo representarem um perigo a saude publica, muitas espécies do género
encontrados em nosso local de investigacdo podem ser carreadas pelo regime de maré ou pela
vazao do rio para regides mais distantes, onde séo capazes de encontrar e/ou infectar organismos

aquaticos causando impacto negativo na economia e ecologia local.

Situados no micro-habitat agua superficial, Vibrio fluvialis e V. cincinnatiensis também
possuem perspectivas de se tornarem microrganismos causadores de doengas, com eventuais
surtos. A infeccdo por V. fluvialis é facilitada pelo contato com a &gua superficial do mar
contaminada , enquanto a infec¢do por V. cincinnatiensis ndo é relatada pelo contato em
nenhum micro-habitat, pois essa espécie dificilmente é encontrada em ambiente salino ou
estuarino (lgbinosa; Okoh, 2010), que nos desperta a atengdo da sua presenca quanto a sua
origem Ambas conseguem causar diarreia em pessoas idosas imonosuprimidas, embora os

casos sejam raros (Wuthe; Aleksic; Hein, 1993; Kunitomo et al., 2022).

No periodo de alta pluviosidade, houve predominancia de Vibrio spp. no micro-habitat
sedimento (44,5%), seguido da agua intersticial (33,3%) e &gua superficial (22,2%), semelhante
ao ocorrido no periodo de baixa pluviosidade. As espécies mais recorrentes foram V. fluvialis
(27,8%), seguindo V. rumoiensis, V. parahaemolyticus, V. coralliilyticus e V. hepatarius, com

11,1% de ocorréncia cada.

Em nossos resultados notamos que houve recorréncia de uma mesma espécie em um
mesmo micro-habitat e que 50% (5) das espécies de vibrios encontradas no periodo de baixa

pluviosidade, recorrentes no periodo de alta pluviosidade (Tabela 3).
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Tabela 3. Frequéncia de Vibrio spp. em periodo de alta pluviosidade.

Vibrio spp. Micro-habitat Total
Sedimento  Agua Intersticial ~ Agua Superficial
V. harveyi 1 - - 1
V. rumoiensis - 1 1 2
V. orientalis 1 - - 1
V. navarrensis - 1 - 1
V. parahaemolyticus 2 - - 2
V. coralliilyticus 1 - 1 2
V. fischeri - 1 - 1
V. hepatarius - 1 1 2
V. fluvialis 2 2 1 5
V. cincinnatiensis 1 - - 1
Total 8 6 4 18

Ainda que cinco espécies tenham sido recorrentes em ambos 0s periodos, percebemos
diferencas na distribuicdo das bactérias nos micro-habitats. Notadamente as espécies V. harveyi
e V. orientalis tiveram frequéncia reduzida no sedimento; V. rumoiensis possivelmente
apresentou fluxo migratério do sedimento para a agua intersticial e superficial; houve
motilidade de V. fluvialis da &gua superficial para o sedimento e agua intersticial, onde
multiplicaram a sua frequéncia nesses dois micro-habitats; e V. cincinnatiensis se translocaram

completamente da agua superficial para o sedimento, possivemente pelo regime de marés.

Essa dindmica na predilecdo de Vibrio spp. pelos micro-habitats em nossa investigacéo
pode ser atribuida ao aumento na vazdo do Rio Pimenta provocada pela alta pluviosidade. Outro
fator que pode justificar, € o extravasamento em uma unidade de tratamento de esgoto
localizada préximo a area de estudo, posto que a temperatura, pH e salinidade ndo apresentaram

variacdo durante os periodos investigados.

As espécies encontradas apresentaram comportamento peculiar nos micro-habitats, se
concentrando gradualmente no sedimento, provavelmente percoladas para o intersticio e
lixiviadas para a agua superficial do mar. Esse padrdo sugere que as bactérias foram
transportadas pelo aumento do fluxo do rio, influenciado pela alta pluviosidade e pela

granulometria do sedimento.
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Entre as espécies identificadas, V. fluvialis apresentou comportamento versatil, onipresente
em todos 0s micro-habitats. Atencao particular deve ser dado a nossa constatacao, pois esta
espécie foi identificada também no periodo de baixa pluviosidade, em menor frequéncia e em
apenas um micro-habitat. Sao capazes de sobreviver por um ano sem inalterar seus fatores de

viruléncia (Amel et al., 2008).

Duas cepas de V. parahaemolyticus foram encontradas no sedimento, contudo negativas
para os genes de viruléncia tdh e trh, entretanto, sua presenca, requer cuidado. Podem sobreviver
no sedimento até que as condi¢des de temperatura estejam favoraveis para colonizarem a dgua

do mar em busca de um hospedeiro, geralmente frutos do mar (De Paola et al., 1990).

Vaérias espécies do género ndo possuem carater de patogenicidade, a exemplo de V.
rumoiensis, V. navarrensis, V. coralliilyticus, V. fischeri e V. hepatarius, encontradas em
distintos micro-habitats em nosso estudo. Porém, V. rumoiensis tem constantes alteracdes
gendmicas que permitem adaptacédo; V. navarrensis seja associada a polui¢éo direta por esgoto;
V. coralliilyticus, relacionada a declinio infeccioso de corais; V. hepatarius, relacionado a
infeccoes raras em peixes; e V. fischeri relacionado positivamente em estudos biologicos
(Santos et al., 2011; Tanaka et al., 2020; Christensen; Tepavcevié; Visick, 2020; Canellas et al.
2021; Bagci et al., 2023).

4. CONCLUSAO

N&o houve diferenca estatistica entre 0os parametros abioticos estudados entre os periodos
de alta e baixa pluviosidade. Apesar da presenca de varias espécies de vibrios nos trés micro-
habitats estudados, a riqueza de espécies encontrada no sedimento, nos dois periodos, mostrou
esse ser 0 ambiente mais recorrente para cinco espécies. O periodo de alta pluviosidade parece
ter maior presenca de Vibrio spp, com o Rio Pimenta sendo a sua mais provavel fonte de

contaminagéo.

O registo das espécies V. fluvialis, V. harveyi e V. cincinnatiensis, consideradas como
patdgenos emergentes com raros casos de infec¢do em humanos ndo podem ser negligenciadas
nos monitoramentos da qualidade ambiental por estarem relacionadas a enfermidades com

varias espécies de organismos aquéticos, bem como espécies ameacadas e corais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados apresentam diferentes graus de concentragdo de microrganismos
usados em estudos de monitoramento ambiental com fins de balneabilidade de praias em
diversos locais no Brasil;

Os nossos resultados apontam que é necessario considerar diferentes micro-habitats para
0s monitoramentos da qualidade ambiental em praias, pois tanto o sedimento quanto a
agua intersticial apresentaram concentracGes de microrganismos quando relacionados
com a dgua do mar;

Obtivemos niveis de contaminagdo por microrganismos acima dos limites preconizados
pela legislagdo brasileira nos trés microhabitats estudados para E. coli e Enterococcus
spp. Os micro-habitats considerados neste estudo apresentaram diferenca significativa
quanto ao quantitativo de coliformes totais, E. coli e Enterococcus spp. em periodo
chuvoso;

Embora ndo haja mencdo sobre Vibrio spp. na legislacdo atual para determinar a
balneabilidade de praias, nossos resultados mostraram a presenca de V. cholerae e V.
parahaemolyticus foram identificadas em um micro-habitat importante, comumente
ignorado nas legislacGes de esfera nacional, estadual e municipal;

Relatamos a presenca de patdgenos emergentes das Vibrio spp. em distintos micro-
habitats analisados, além de espécies que podem ocasionar danos econdmicos e
ecoldgicos;

As condig¢des climaticas da regido sdo propiciais para o desenvolvimento e evolugao
genetica dos microrganismos avaliados, em especial 0 micro-habitat sedimento, no qual
houve mais ocorréncia em ambos os periodos avaliados;

O método molecular utilizado no estudo foi eficiente para detec¢do de genes de viruléncia
das espécies de maior importancia global, servindo como um dos fatores chave para
rapida identificacdo e investigacao do ponto de origem da contamingao para que medidas
rapidas de contencao de possiveis epicentros de surtos sejam tomadas.

O método do substrato cromogénico foi eficiente na deteccdo de microrganimos
indicadores de contaminacdo fecal, contudo ndo precisam a espécie e ndo indicam genes
de viruléncia, sendo indicados mais para avaliar a qualidade ambiental.

Ambos 0s métodos devem ser utilizados complementarmente em conjunto por

apresentarem vantagens especificas;
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Os boletins de balneabilidade ou avisos de qualidade da praia devem fazer referéncia ao
uso da areia da praia, bem como da agua intersticial para os usuarios das praias a fim de
prevenir possiveis surtos e custos com servigo médico;

Em trabalhos futuros, destacamos que mais coletas de amostras devam ser realizadas para
que tenhamos uma maior dimenséo dos fatores que influenciam a dinamica e a ecologia
desses microrganismos nos micro-habitats investigados. Marcadores genéticos também
devem ser utilizados para rastrear a origem de todos 0s microrganismos em nossa

pesquisa.
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